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KARAKTERIZACIJA VRSTA RODA Monilinia PATOGENA KOSTICAVIH
VOCAKA U SRBIJI I OSETLJIVOST NA FUNGICIDE

REZIME

Prikupljanje obolelih delova kosticavih vocaka sa simptomima suSenja cvetova,
grana 1 granCica i mrke trulezi plodova, koje prouzrokuju vrste roda Monilinia,
obavljeno je tokom trogodiSnjeg perioda od 2010. do 2012. godine. Pregledom 119
lokaliteta iz 15 okruga u Srbiji, prikupljen je 321 uzorak obolelih biljnih delova kako iz
komercijalnih zasada, tako i iz okucnica 1 sa zelenih pijaca. Dobijeno je ukupno 246
monosporijalnih izolata sa morfoloskim odlikama vrsta roda Monilinia. Sa ciljem
utvrdivanja rasprostranjenosti vrsta roda Monilinia 1 rasvetljavanja etiologije oboljenja u
nasoj zemlji, izvrSena je identifikacija dobijenih izolata do nivoa vrste na osnovu
patogenih, morfoloskih, odgajivackih i ekoloSkih karakteristika, sa jedne strane, i
molekularnih karakteristika, sa druge strane. Na osnovu svih proucenih karakteristika
utvrdeno je prisustvo tri razli¢ite vrste: M. laxa, M. fructigena i M. fructicola.
Dominantan prouzrokova¢ mrke trulezi plodova i susenja cvetova, grana i grancica
kosti¢avih vocaka u Srbiji je M. laxa (prisutna u 96,34% uzoraka), dok je zastupljenost
ostalih vrsta ovog roda znatno manja — M. fructigena (2,44% uzoraka) 1 M. fructicola
(1,22% uzoraka). Po prvi put u Srbiji, detektovano je prisustvo M. fructicola, patogena
sa IA dela I Liste karantinskih Stetnih organizama, na koSticavim vockama u naSoj
zemlji. Analiza SSR markera pokazala je da izolati M. fructicola iz Srbije pripadaju
haplotipu iz Italije, Sto ukazuje na moguci put introdukcije ovog karantinskog patogena
u Srbiju.

Tri vrste roda Monilinia mogu se jasno razdvojiti na osnovu kompleksa
morfoloSkih karaktera koji obuhvata: izgled, oblik 1 boju kolonije, prisustvo spora i
koncentriénog prstena spora u kulturi, brzinu porasta micelije, kao 1 veli¢inu konidija,
nacina klijanja konidija i duZinu kli¢ine cevcice pre prvog grananja. Medutim, za
pouzdanu i brzu detekciju moze se preporuciti Multiplex PCR metoda koja je
prilagodena 1 uspesno primenjena za specifiéno dokazivanje prisustva Monilinia spp. na

kosticavim vo¢kama u Srbiji.



Osetljivost izolata vrsta roda Monilinia na prohloraz, tebukonazol, iprodion,
hlorotalonil, azoksistrobin, boskalid i fluopiram ispitana je metodom inhibicije porasta
tebukonazol, a visoka osetljivost utvrdena je i na iprodion, hlorotalonil i azoksistrobin.
Sa druge strane, uocena je jasna razlika izmedu vrsta roda Monilinia u osetljivosti na
boskalid i fluopiram.

U in vitro ispitivanjima efekta gasovite faze 56 etarskih ulja na izolate Monilinia
spp. sedam etarskih ulja (pet ulja origana, ulje timijana i limunove trave) potpuno je
inhibiralo porast micelije izolata sve tri testirane vrste. Sa druge strane, ispitivanja in
vitro efekta formulisanih etarskih ulja origana i timijana pokazala su da formulisana ulja
ispoljavaju bolji efekat u odnosu na komercijalno dostupan preparat ulja ¢ajnog drveta i
podjednako dobar efekat inhibicije porasta micelije u poredenju sa standardnim
fungicidom iprodionom.

Rezultati ispitivanja uticaja razliCitih sojeva Bacillus subtilis na izolate
Monilinia spp. u in vitro 1 in vivo uslovima pokazuju da B. subtilis soj N146 ispoljava
najjaci antagonizam. Procesom formulacije poboljSane su osobine soja N146, a dobijene
formulacije bile su efikasnije od sirove suspenzije B. subtilis. Ispitivanja efekata
razvijenih formulacija na Monilinia spp. u in vitro 1 in vivo uslovima potvrdila su visok

potencijal ovih biopreparata za suzbijanje vrsta roda Monilinia.

Kljuéne re€i: Monilinia laxa, Monilinia fructigena, Monilinia fructicola, morfoloske
osobine, testovi patogenosti, filogenetske analize, SSR markeri, fungicidi, etarska ulja,

Bacillus subtilis

Naucna oblast: Biotehnicke nauke
UZa naucna oblast: Fitopatologija

UDK: 632.952:634.57(497.11)(043.3)



CHARACTERIZATION OF Monilinia SPECIES PATHOGENS OF STONE
FRUITS IN SERBIA AND SENSITIVITY TO FUNGICIDES

ABSTRACT

The diseased plant parts of stone fruits expressing symptoms of blossom, branch
and twig blight and fruit brown rot, caused by the species from the genus Monilinia,
were collected during a three-year period (from 2010 to 2012). Screening of 119
localities within 15 districts in Serbia was completed; 321 samples of diseased plant
parts from commercial orchards, as well as from house yards and green markets, were
collected. In total, 246 monosporial isolates with morphological characteristics
resembling to those of Monilinia spp. were obtained. These isolates were identified at
the species level based on their pathogenic, morphological, cultural and ecological
characteristics; however, identification based on their molecular characteristics was also
performed. This two-level identification was conducted in order to determine the
distribution of the Monilinia species in Serbia and to clarify etiology of the disease they
cause. According to their characteristics, the presence of three different species was
determined: M. laxa, M. fructigena and M. fructicola. The dominant causal agent of
fruit brown rot and blossom, branch and twig blight of stone fruits in Serbia was M.
laxa (it was present in 96.34% samples) while the presence of M. fructigena (2.44%
samples) and M. fructicola (1.22% samples) was smaller. It was the first time in Serbia
that M. fructicola, a pathogen from IA part of the List I of quarantine pest organisms on
stone fruit species in our country, was registered. Moreover, the analysis of SSR
markers showed that M. fructicola isolates originating from Serbia belonged to the same
haplotype as the isolates originating from Italy, which indicated a possible path of
introduction of this species to Serbia.

Three species of Monilinia genus could be clearly distinguished on the basis of
the complexity of morphological characters (colony appearance, shape and colour,
presence of spores and concentric ring of spores in a culture, mycelial growth rate,
conidia size, mode of conidia germination and length of germ tube). However,

Multiplex PCR method adjasted and successfully applied for specific attestation of



presence of Monilinia spp. on stone fruit species in Serbia, can be recommended for
reliable and rapid detection.

Sensitivity of Monilinia species to prochloraz, tebuconazole, iprodione,
chlorothalonil, azoxystrobine, boscalid and fluopyram was tested using mycelial growth
inhibition method. It was found that isolates of all three tested species were the most
sensitive to prochloraz and tebuconazole, but high sensitivity was also recorded for
iprodione, chlorothalonil and azoxystrobine. On the other hand, clear differences among
three Monilinia species in sensitivity to boscalid and fluopyram were observed.

In in vitro studies of effects of the volatile phase of essential oils on Monilinia
spp. isolates, showed that 7 out of 56 tested essential oils (5 oregano oils, thyme and
lemon grass oil) completely inhibited mycelial growth of isolates of all three tested
species. On the other hand, in vitro assays of effects of formulated oregano and thyme
essential oils showed that formulated oils were more efficient than the commercially
available product based on tea tree oil, and that they were equally efficient as standard
fungicide iprodione.

The results of studying the effects of different strains of Bacillus subtilis on
Monilinia spp. isolates in vitro and in vivo showed that B. subtilis strain N146 exhibited
the strongest antagonism. The formulation process of the raw suspension of B. subtilis
strain N146 further improved its characteristics and the obtained formulated product
proved to be more efficient than the raw suspension of B. subtilis. Investigations of the
developed formulation on Monilinia spp. in both in vitro and in vivo assays confirmed

high potential of this product in Monilinia spp. control.

Keywords: Monilinia laxa, Monilinia fructigena, Monilinia fructicola, morphological
characteristics, pathogenicity tests, phylogenic analyses, SSR markers, fungicides,

essential oils, Bacillus subtilis

Scientific field: Biotechnical Science
Scientific discipline: Phytopathology
UDC: 632.952:634.57(497.11)(043.3)



1. UVOD

SADRZAJ

2. PREGLED LITERATURE

2.1
2.2.

Privredni znacaj i botanicka klasifikacija kosticavih vocaka
Privredni znacCaj kosticavih voc¢aka u Srbiji

Sadrzaj

2.3. Monilinia spp. prouzrokovac suSenja cvetova, grana i grancica i mrke trulezi
plodova kosti¢avih vo¢aka

2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

2.9.

Geografska distribucija i ekonomski znacaj vrsta roda Monilinia
Simptomi oboljenja

Ciklus razvoja patogena

Identifikacija vrsta roda Monilinia

Moguénosti suzbijanja vrsta roda Monilinia

2.8.1. Stvaranje otpornih sorti

2.8.2. Agrotehnicke mere

2.8.3. Fizicke mere

2.8.4. Bioloske mere

2.8.5. Hemijsko suzbijanje

Osobine najcesée koriséenih fungicida za suzbijanje Monilinia spp.
2.9.1. Benzimidazoli

2.9.2. Dikarboksimidi

2.9.3. Imidazoli i triazoli

2.9.4. Strobilurini

2.9.5. Pirimidil-etil-benzamidi

2.9.6. Karboksamidi

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

4. MATERIJAL 1 METODE

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

Sakupljanje uzoraka obolelih biljaka

Izolacija patogena

Dobijanje ¢istih kultura monosporijalnih izolata i njihovo ¢uvanje
Provera patogenosti izolata

Identifikacija patogena

Morfoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

Pracenje brzine rasta izolata Monilinia spp.

Odgajivacke karakteristike izolata Monilinia spp.

Ekoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

4.10. Testovi unakrsne patogenosti
4.11. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija

4.11.1. Molekularna detekcija i identifikacija

4.11.2. Priprema izolata

4.11.3. Izolacija DNK

4.11.4. Molekularna detekcija primenom Multiplex PCR reakcije
4.11.5. Molekularna detekcija na osnovu amplifikacije ITS regiona

(o)

10
13
17
18
18
20
21
24
28
28
29
30
32
34
34

36

37
37
37
38
38
39
41
42
42
43
44
45
45
45
46
46
47



Sadrzaj

4.11.6. Vizualizacija i analiza produkata PCR reakcije

4.11.7. Preciscavanje PCR produkta i sekvencioniranje

4.11.8. Molekularna identifikacija i karakterizacija

4.11.9. SSR marker analiza izolata Monilinia fructicola poreklom iz Srbije

4.12. Utvrdivanje nivoa osetljivosti izolata Monilinia spp. na fungicide

4.12.1. Ispitivanje osetljivosti izolata na azoksistrobin u prisustvu
salicilhidroksamicne kiseline (SHAM)

4.13. Odredivanje minimalne fungistaticne i minimalne letalne koncentracije
fungicida na izolate Monilinia spp.
4.14. Utvrdivanje antifungalnog uticaja etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

4.14.1. In vitro efekat gasovite faze etarskih ulja na izolate Monilinia spp.
4.14.2. Odredivanje minimalnog perioda ekspozicije

4.14.3. Proces formulacije etarskih ulja origana i timijana

4.14.4. In vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate
Monilinia spp.

4.14.5. In vivo efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate
Monilinia spp.

4.15. Utvrdivanje uticaja razli¢itih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate
Monilinia spp.

4.15.1. Pripremanje sojeva Bacillus subtilis

4.15.2. Pripremanje izolata Monilinia spp.

4.15.3. In vitro utvrdivanje uticaja razlicitih sojeva bakterije Bacillus subtilis
na izolate Monilinia spp.

4.15.4. In vivo utvrdivanje uticaja razliCitih sojeva bakterije Bacillus subtilis
na izolate Monilinia spp.

4.15.5. Razvoj formulacije preparata na bazi Bacillus subtilis

4.15.6. Ispitivanje efekata formulacija Bacillus subtilis na Monilinia spp. in
Vitro

4.15.7. Ispitivanje efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis
u suzbijanju Monilinia spp. in vivo

4.16. Statisticka obrada podataka

5. REZULTATI

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.

Simptomi oboljenja

Izolacija patogena i dobijanje monosporijalnih izolata
Provera patogenosti

1zolati Monilinia spp.

Morfoloske karakteristike izolata Monilinia spp.
Pracenje brzine rasta izolata Monilinia spp.
Odgajivacke karakteristike izolata Monilinia spp.
Ekoloske karakteristike izolata Monilinia spp.
Unakrsna patogenost izolata Monilinia spp.

5.10. Molekularna detekcija, identifikacija i1 karakterizacija

5.10.1. Molekularna detekcija primenom Multiplex PCR reakcije
5.10.2. Molekularna detekcija na osnovu amplifikacije ITS regiona
5.10.3. Molekularna identifikacija

5.10.4. Molekularna karakterizacija

47
48
49
50
52

53

54
55
55
56
56

56

57

57
57
58

58

58
59

60

60
61

62
62
64
66
69
69
74
75
82
90
94
94
95
96
98



Sadrzaj

5.10.5. SSR marker analiza izolata Monilinia fructicola poreklom iz Srbije

5.11. Utvrdivanje nivoa osetljivosti izolata Monilinia spp. na fungicide

5.12. Odredivanje minimalne fungistaticne 1 minimalne letalne koncentracije
fungicida na izolate Monilinia spp.

5.13. Utvrdivanje antifungalnog uticaja etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

5.13.1. In vitro efekat gasovite faze etarskih ulja na izolate Monilinia spp.
5.13.2. Odredivanje minimalnog perioda ekspozicije

5.13.3. Proces formulacije etarskih ulja origana i timijana

5.13.4. In vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate
Monilinia spp.

5.13.5. In vivo efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate
Monilinia spp.

5.14. Utvrdivanje uticaja razlicitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate
Monilinia spp.

5.14.1. In vitro utvrdivanje uticaja razli¢itih sojeva bakterije Bacillus subtilis
na izolate Monilinia spp.

5.14.2. In vivo utvrdivanje uticaja razliCitih sojeva bakterije Bacillus subtilis
na izolate Monilinia spp.

5.14.3. Ispitivanje efekata formulacija Bacillus subtilis na Monilinia spp. in
Vitro

5.14.4. Ispitivanje efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis
u suzbijanju Monilinia spp. in vivo

6. DISKUSIJA
6.1. Monilinia spp. — geografska distribucija i znacaj patogena
6.2. Identifikacija patogena primenom konvencionalnih metoda

6.2.1. MorfoloSke karakteristike izolata Monilinia spp.

6.2.2. Odgajivacke 1 ekoloske karakteristike 1zolata Monilinia spp.
6.2.3. Patogene karakteristike izolata Monilinia spp.

6.2.4. Molekularna detekcija, identifikacija 1 karakterizacija

6.3. Rasprostranjenost vrsta roda Monilinia u Srbiji
6.4. Osetljivost izolata Monilinia spp. na fungicide
6.5. Bioloske mere borbe

6.5.1. Antifungalni efekat etarskih ulja na izolate Monilinia spp.
6.5.2. Uticaja razlicitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate Monilinia

Spp.

7. ZAKLJUCAK

8. LITERATURA

BIOGRAFIJA

IZJAVE

101
101

108
109
109
111
111

112
113
115
115
116
119
121
124
124
126
127
129
130
131
134
134
137
138
139
141

145



Uvod

1. UVOD

Kosticave vocke apsolutno dominiraju u ukupnoj vocarskoj proizvodnji u Srbiji,
kako po broju stabala, tako 1 po koli¢ini proizvedenih plodova. Medutim, proizvodnju
kosticavih vocaka ugrozava veliki broj patogena medu kojima se posebno isticu vrste
roda Monilinia, Siroko rasprostranjene u svim vocéarskim regionima sveta. Tri vrste roda
Monilinia, v godinama sa povoljnim uslovima za njihov razvoj, mogu u potpunosti da
uniSte prinos (Ogawa et al., 1995; Hong et al., 1997; Balaz, 2000; Larena et al.,
2005). Mada su vrste ovog roda kao paraziti kosti¢avih vocaka intenzivno proucavane u
mnogim delovima sveta, o njihovoj raSirenosti, interspecijskoj i1 intraspecijskoj
varijabilnosti u Srbiji nema dovoljno informacija. Oskudni su i podaci o njihovoj
osetljivosti na najznacajnije grupe fungicida, kao i o mogucénostima bioloske, odnosno
ekoloski prihvatljivije zastite kosticavih vocaka.

Ekonomski najznacajnija i najrasprostranjenija vrsta roda Monilinia na
kosticavim vockama u Evropi je M. laxa (Byrde and Willetts, 1977). Medutim, od
2001. godine, kada je M. fructicola po prvi put dospela na evropski kontinent (EPPO,
2002), doslo je do znacajnih promena u strukturi populacije i diverzitetu vrsta roda
Monilinia na kosticavim vo¢kama u mnogim zemljama Evrope (Muiioz et al., 2008;
Petroczy et al., 2012; Villarino et al., 2012; Poniatowska et al., 2013). U naSoj zemlji
na kosticavim vockama prisutne su dve vrste roda Monilinia — M. laxa 1 M. fructigena
(Stojanovi¢ i Kosti¢, 1957), dok je M. fructicola, patogen sa IA dela I Liste
karantinskih Stetnih organizama, tek nedavno detektovana kako na plodovima
kosti¢avih (Hrusti¢ et al., 2013), tako i na plodovima jabucastih vo¢aka (Vasi¢ et al.,
2012). Ipak, kakav je meduodnos ovih vrsta na pojedinim domac¢inima u Srbiji za sada
nije poznato.

Dobro poznavanje svih €inilaca koji direktno ili indirektno uti€u na razvoj
oboljenja predstavlja neophodan preduslov za uspeh u spreCavanju Steta koje
prouzrokuju Monilinia spp. Primena adekvatnih agrotehnickih mera trebalo bi da
omoguci izbegavanje napada i stvaranje nepovoljnih uslova za razvoj oboljenja.
Medutim, uspeh zastite u najvecoj meri zavisi od pravovremene primene fungicida koji
treba da obezbede adekvatnu zastitu, visok prinos 1 kvalitetan plod. U praksi se protiv

Monilinia spp. koriste fungicidi visokog rizika za razvoj rezistentnosti, a vrste ovog



Uvod

roda svrstane su u kategoriju patogena sa umerenim rizikom (FRAC, 2005). S obzirom
da je primena fungicida najvazaniji deo programa zastite kosSti¢avih vocaka od vrsta
roda Monilinia, poznavanje osetljivosti patogena na fungicide pruza neophodne
informacije o o¢ekivanoj efikasnosti fungicida.

Sa druge strane, poostreni kriterijumi bezbednosti hrane nameéu potrebu za
racionalizacijom upotrebe pesticida kao i za primenom supstanci prirodnog porekla kao
zamene ili dopune konvencionalnim pesticidima (Russell, 2005). U naSoj zemlji ima
malo podataka o upotrebi mikroorganizama i1 supstanci prirodnog porekla u zastiti

kosticavih voc¢aka od Monilinia spp.



Pregled literature

2. PREGLED LITERATURE

2.1. Privredni znacaj i botanicka klasifikacija kosticavih voéaka

Kosti¢ave vrste vocaka predstavljaju znacajnu grupu vocarskih kultura koje se
gaje vise od 5000 godina. Najznacajnije vrste ove grupe pripadaju rodu Prunus i to su:
Sljiva (P. domestica), visnja (P. cerasus), tresnja (P. avium), breskva (P. persica),
nektarina (P. persica var. nectarina) 1 kajsija (P. armeniaca). Postojbina ovih vrsta je
Kina i centralna Azija, osim $ljive koja vodi poreklo iz Evrope (Velickovié, 2002).

Sve vrste kosti€avih vocaka imaju veliki znacaj pre svega u ishrani ljudi kao
stono voce, ali se veliki deo plodova i preraduje. Od ukupne koli¢ine proizvedenih
plodova 30% utrosi se u svezem stanju ili kao zamrznuto, dok se oko 70% preradi u
slatko, marmeladu, dzem, kompot, Zele, sok, liker i rakiju (Veli¢kovi¢, 2002).

Tokom poslednjih desetak godina proizvodnja kostiavog voca ima tendenciju
porasta sa 27,64 miliona tona proizvedenih 2000. godine na 40,21 milion tona
proizvedenih 2011. godine (FAOSTAT, 2011).

Najveéi udeo u proizvodnji kostiCavog voca ima breskva koja u ukupnoj
svetskoj proizvodnji zauzima osmo mesto. Prema podacima FAOSTAT (2011) u svetu
je u 2011. godini proizvedeno 21,52 miliona tona. Najveci proizvoda¢ je Kina, a za
njom slede Italija, Spanija, SAD, Gr¢ka, Turska, Iran, Egipat, Cile, Francuska itd. Srbija
se na ovoj listi nalazi na 26. mestu, sa ukupnom proizvodnjom od 75.233 t.

Sljiva je slede¢a vrsta po ukupnom udelu u proizvodnji koiti¢avog voéa sa
proizvodnjom od 11,35 miliona tona tokom 2011. godine (FAOSTAT, 2011). Vode¢i
proizvodac §ljive u svetu je Kina, zatim slede SAD i Srbija koja je vodeci proizvodac u
Evropi sa ukupnom proizvodnjom od 581.874 t tokom 2011. godine.

Kajsija, tre$nja 1 viSnja imaju manji udeo u ukupnoj proizvodnji kosticavog voca
—3,83; 2,241 1,27 miliona tona tokom 2011. godine (FAOSTAT, 2011), dok su najveci

proizvodaci Turska, Iran 1 Italija.

2.2. Privredni znacaj koSti¢avih voc¢aka u Srbiji

Vocarska proizvodnja predstavlja znacajnu poljoprivrednu granu u naSoj zemlji

koja na relativno malom prostoru, na pet miliona ha poljoprivrednog zemljista ima oko
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250.000 ha voénjaka sa priblizno 86 miliona rodnih stabala (Lukaé¢ Bulatovié, 2005).
Zahvaljujuéi povoljnim agroekoloskim uslovima za gajenje svih kontinentalnih vrsta
vo¢aka u Srbiji postoji vekovima duga tradicija proizvodnje i1 prerade voca 1
interesovanje poljoprivrednika za bavljenje vocarstvom (Nikoli¢ i sar., 2012).

U ukupnoj vocarskoj proizvodnji u Srbiji, kostiCave vrste vocaka apsolutno
dominiraju kako po broju stabala tako i koli¢ini proizvedenih plodova (Nikoli¢ i sar.,
2012). Sljiva je najvaznija vocka ove grupe koja prema ukupnom broju stabala i
prosecnoj godiSnjoj proizvodnji plodova ve¢ duzi niz godina zauzima vodece mesto i
predstavlja jedan od najznacajnijih izvoznih artikala. U¢eSce Sljive u strukturi vocarskih
zasada u Srbiji iznosi 61,76% (Lukaé¢ Bulatovi¢, 2005), a po ukupnoj godis$njoj
proizvodnji koja u poslednjih pet godina premasuje 500.000 t, nasa zemlja zauzima
trece mesto u svetu i prvo mesto u Evropi (FAOSTAT, 2011).

Druga najvaznija vocka ove grupe je viSnja sa znacajnom zastupljenoscu u
ukupnoj proizvodnji od 7,64%, zatim sledi breskva (4,76%), dok je zastupljenost ostalih
vrsta, kajsije 1 treSnje, ispod 3,36% (Lukac¢ Bulatovi¢, 2005).

2.3. Monilinia spp. prouzrokovac suSenja cvetova, grana i granfica i mrke trulezi

plodova kosti¢avih vo¢aka

Parazitne gljive iz roda Monilinia dobro su poznati biljni patogeni,
rasprostranjeni Sirom sveta 1 predstavljaju jedan od ekonomski najvaznijih faktora koji
ugrozavaju vocarsku proizvodnju Sirom sveta. Kao paraziti koStiavih vocaka,
ekonomski znacajne su tri vrste ovog roda: M. laxa, M. fructigena 1 M. fructicola
(Ogawa et al., 1995). U Evropi su predmet proucavanja vise od 200 godina, od 1796.
godine, kada su prvi put uoceni simptomi na plodovima kruske, $ljive i breskve koje je
prouzrokovala vrsta M. fructigena (Byrde and Willets, 1977). NesSto kasnije (1818.
godine) u Evropi je zabelezeno prisustvo druge vrste roda Monilinia - M. laxa, dok je
vrsta M. fructicola na evropskom prostoru prvi put pronadena 2001. godine u
Francuskoj (EPPQO, 2002). Pisani podaci o prisustvu M. fructicola u SAD poticu iz
1881. godine (Byrde and Willets, 1977).

Ove tri vrste roda Monilinia sposobne su da ostvare zarazu velikog broja gajenih

biljaka. Medutim, Stete i gubici nastaju pre svega na vrstama koje pripadaju familiji
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Rosaceae, na jabuci, krusSci, dunji, tre$nji, visnji, Sljivi, kajsiji, breskvi, nektarini i
bademu, na kojima prouzrokuju razli¢ite simptome — susenje cvetova, grancica i grana,
kao 1 trulez plodova (Byrde and Willets, 1977). Ipak, odredeni nivo specijalizacije
prema domacinu postoji: M. fructigena uglavnom je patogen plodova jabucastih vocaka,
M. fructicola najcesce je patogen plodova kosticavih vocaka — breskve, nektarine, sljive
1 kajsije, a M. laxa je patogen cvetova i grancica uglavnom kosticavih vocaka (Batra,
1991).

Monilinia laxa (Aderhold and Ruhland) Honey jedan je od ekonomski
najznacajnijih prouzrokovaca suSenja cvetova, grana i granCica kosticavih vocaka
(Holb, 2006). Susenje cvetova predstavlja karakteristican simptom ove bolesti koja se
javlja u zasadima tres$nje, viSnje, Sljive, breskve, nektarine, kajsije i badema, ali moze
biti detektovana i na jabucastim vockama (Holb, 2008; Mufioz et al., 2008). lako
najznacajnije Stete prouzrokuje na cvetovima i granéicama, velike Stete mogu nastati i
na plodovima, narocito tokom perioda skladistenja (Holb, 2006). Na suSenje cvetova
najosetljivija je kajsija, a zatim slede treSnja, breskva, viSnja 1 §ljiva (Helb, 2008). Sa
druge strane, znacajnija oSte¢enja na plodovima nego na granama i cvetovima patogen
prouzrokuje na tresnji (Holb, 2006).

Monilinia fructigena (Aderh. & Ruhland) Honey ex Whetzel najpoznatija je 1
ekonomski najznacajnija vrsta roda Monilinia na jabuci 1 kruSci u Evropi (Jones and
Aldwinckle, 1990) i primarno prouzrokuje trulez plodova, pre i tokom skladistenja, dok
se infekcije cvetova, gran€ica 1 grana retko javljaju (CABI, 2004). Iako najznacajnija
oStecenja prouzrokuje na jabucastim vockama, M. fructigena moze zaraziti 1 koSticave
vrste vo¢aka, medu kojima je §ljiva najosetljivija (Byrde and Willetts, 1977; CABI,
2004). Kod nas detektovana je i na bobicama nekih sorti vinove loze (Stojanovi¢ i
Kosti¢, 1958).

Monilinia fructicola (Winter) Honey prouzrokuje veoma ozbiljne Stete narocito
na koSti¢avim vrstama vocaka, kako tokom vegetacije, tako 1 tokom perioda transporta,
skladiStenja 1 prodaje. Smatra se da je M. fructicola najdestruktivnija vrsta ovog roda
(Carstens et al., 2010). Ce3ée napada biljne vrste podfamilije Prunoideae nego
Pomoideae (Holb, 2008), a naj¢esce se srece na breskvama 1 nektarinama (Wilson and
Ogawa, 1979). Uglavnom se javlja na plodovima, ali moze prouzrokovati Stete i na

drugim delovima biljke, ¢ak i na listovima i granama (EPPO, 2009).



Pregled literature

2.4. Geografska distribucija i ekonomski znacaj vrsta roda Monilinia

Prisustvo sve tri vrste roda Monilinia detektovano je samo u centralnoj 1 istocnoj
Aziji, odakle vode poreklo i glavni domacini ovih patogena - vrste roda Prunus, Malus i
Pyrus (EPPO, 2000), dok se areal rasprostranjenja Monilinia spp. u drugim delovima
sveta veoma razlikuje.

M. fructigena rasprostranjena je u celoj Evropi, Aziji (Bliski 1 Daleki Istok,
Indija), Severnoj Africi i nekim delovima Juzne Amerike (Batra, 1991). U SAD 1
Australiji M. fructigena nalazi se na listi karantinskih Stetnih organizama (EPPO,
2009). Sa druge strane, M. laxa detektovana je u svim vocéarskim regionima Sirom sveta
(De Cal and Melgarejo, 1999; EPPO, 2000).

M. fructicola S$iroko je rasprostranjena i ekonomski znacajna u mnogim
zemljama Azije (Japan od 1976. godine; Kina od 2003. godine), severne, centralne i
juzne Amerike (Kalifornija od 1936. godine; Kanada od 1976. godine; Gvatemala od
1976. godine; Argentina, Bolivija, Brazil, Peru i Venecuela od 1976. godine; Meksiko
od 1999 godine; Panama od 1999. godine; Ekvator, Paragvaj i Urugvaj od 1999.
godine), kao 1 u Australiji i Novom Zelandu (od 1976. godine) i Juznoj Africi
(Zimbabve od 1981. godine) (EPPO, 2006). Sa druge strane, ova vrsta nalazi se na A2
EPPO listi karantinskih Stetnih organizama (http://www.eppo.org/
QUARANTINE/quarantine.htm), regulisano Aneksom IV, Deo A, Sekcija I Direktiva
2000/29/EC4, i na IA delu I Liste karantinskih Stetnih organizama u Srbiji. Ipak, tokom

poslednjih desetak godina M. fructicola detektovana je i u mnogim zemljama Evrope:
prvo u Francuskoj (EPPO, 2002), a zatim u Madarskoj (Petroczy and Palkovics,
2006), Ceskoj Republici (Duchoslavova et al., 2007), Italiji (Pellegrino et al., 2009),
Spaniji (De Cal et al., 2009a), Svajcarskoj (Bosshard et al., 2006; Hilber-Bodmer,
2010), Sloveniji (Munda and Vir$¢ek Marn, 2010), Slovackoj (Ondejkova et al.,
2010), Nemackoj (Grabke et al., 2011), Poljskoj (Poniatowska et al., 2013) kao i1
nedavno u nasoj zemlji na jabucastim (Vasié et al., 2012) i kosticavim vockama
(Hrusti¢ et al., 2013).

Gljive iz roda Monilinia najces¢i su 1 najstetniji prouzrokovaci bolesti kosticavih
vocaka. Ipak, tesko je naci precizan podatak o nivou Steta koju ove vrste prouzrokuju. U

nekim godinama mogu znatno da smanje prinos, da ugroze plodove tokom porasta,
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zrenja, transporta i skladiStenja, ali nije zanemarljiva ni njihova uloga u propadanju
grancica i grana ¢ime umanjuju vitalnost biljaka posebno u godinama sa obilnim kisama
tokom cvetanja (Stojanovi¢, 2004). Znacajni gubici zabelezeni su u mnogim drZzavama:
Kaliforniji (Ogawa and English, 1991; Ogawa et al.,1995; Hong et al., 1997;
Michailides et al., 2007), Svajcarskoj (Vuéinié, 1994) i Spaniji (Larena et al., 2005).

M. fructicola prouzrokuje najozbiljnije Stete, naroCito nakon berbe, tokom
skladiStenja i transporta (Ogawa and English, 1991; Hong et al., 1997). Najve¢i gubici
koje je izazvao ovaj patogen zabeleZeni su u Severnoj Americi na breskvama, treSnjama
1 §ljivama, kada su gubici nakon berbe dostizali 80-90% (Hong et al., 1997; Larena et
al., 2005), dok je potpuno propadanje nektarina zabelezeno 50-tih godina XX veka
(Ogawa et al., 1995).

Podjednako je tesko prona¢i podatke o Stetama koje prouzrokuju druge vrste
roda Monilinia. Obi¢no, M. fructigena 1 M. laxa prouzrokuju Stete slicnog nivoa
znacajnosti, koje se u zavisnosti od vremenskih uslova kre¢u u intervalu od 3-15%.
Generalno, Stete koje prouzrokuju ove dve vrste manje su od $teta koje prouzrokuje M.
fructicola (van Leeuwen et al., 2001).

Neki istraziva¢i smatraju da su gubici koji nastaju tokom skladiStenja i
transporta mnogo znacajniji od gubitaka koji nastaju tokom vegetacije (Ogawa and
English, 1991). Hong et al. (1998) 1 Larena et al. (2005) isticu da u nekim slu¢ajevima
tokom perioda skladistenja gubici mogu dosti¢i 80-85% vrednosti proizvodnje.

U naSoj zemlji dve vrste ovog roda - M. laxa 1 M. fructigena, $iroko su
rasprostranjene 1 javljaju se svake godine. U periodu 1963-1966. godine, M. laxa
prouzrokovala je suSenje preko 60% cvetova visnje 1 oko 40% cvetova kajsije, kao 1
znacajne gubitke u prinosu §ljive 1 breskve (Radman, 1967). Arsenijevi¢ i Rudinski
(1969) navode da je tokom 1969. godine na mnogim lokalitetima u Vojvodini
zabelezeno masovno suSenje i1 propadanje cvetova i grancica visnje 1 kajsije, Sto je, po
navodima KiSpati¢a i sar. (1976) umanjilo prinos na pojedinim stablima i do 80%.
Zbog pojave M. laxa sredinom sedamdesetih godina proslog veka zabeleZene su velike
Stete u rejonu FruSke Gore (PerisSi¢ i sar., 1976). Usled pojave paleZi cvetova 1 trulezi
plodova u vo¢njacima nastaju gubici i do 100% (Balaz, 2000), dok 5-25% zaraZenih

plodova dodatno propada pri transportu (Ivanovi¢ i Ivanovié¢, 2001). U istrazivanjima
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Hrusti¢ et al. (2012a) utvrdena je zastupljenost M. fructigena u skladiStima jabuke

14,4% u odnosu na prisustvo patogena iz drugih rodova.

2.5. Simptomi oboljenja

Patoloske promene koje izazivaju vrste roda Monilinia na razliitim biljnim
organima uslovili su brojne nazive oboljenja: mrka uvelost cvetova, uvelost grancica,
mrka kancerozna trulez, mrka trulez plodova, evropska smeda trulez (Anonymous,
1997). Najcesce koris¢en naziv za oboljenje koje prouzrokuju u literaturi je mrka trulez
plodova i suSenje grancica i cvetova kosti¢avih vo¢aka (Ivanovié i Ivanovi¢, 2001).

Karakteristi¢ni simptomi oboljenja koje prouzrokuju vrste roda Monilinia na
kosticavim vockama uocCavaju se na cvetovima, granama, grancicama i plodovima u
vidu susenja, i trulezi plodova. Osim toga, na $ljivi utvrdena je i infekcija i susenje
listova koju prouzrokuje M. fructicola (Michailides et al., 2007). Tri S$iroko
rasprostranjene vrste roda Monilinia prouzrokuju veoma slicne simptome. Ipak, odreden
stepen specijalizacije postoji: M. fructigena 1 M. fructicola primarno 1 najcesce
prouzrokuju simptome na plodovima (Jones and Aldwinckle, 1990; Holb, 2006), dok
se simptomi na cvetovima i granc¢icama retko javljaju (CABI, 2004; Anonymous,
2008). Nasuprot tome, M. laxa ¢eS¢e se moze naci na cvetovima 1 granama/granc¢icama
(Ogawa et al., 1975).

Prvi simptom oboljenja u vidu suSenja cvetova javlja se u rano prole¢e (Holb,
2008). Primarne infekcije ostvaruju makrokonidije ili askospore tokom perioda
cvetanja, naj¢esce preko ziga 1 stubica tucka. Kriti¢na fenofaza za ostvarivanje infekcije
cvetova je od formiranja pupoljka pa do faze precvetavanja. IstraZzivanja pokazuju da su
Mogu biti napadnuti svi delovi cveta, a simptomi bolesti ispoljavaju se u vidu uvenuca
praSnika, nekroze tuCka, kruni¢nih i caSi¢nih listi¢a. Posle prodiranja u biljno tkivo
gljiva brzo sporuliSe i prekriva inficirano tkivo masom sivih konidija (Balaz, 2000).
Zarazeno tkivo postaje svetlomrko i nekroza ubrzo zahvata cvet u celini. Ovaj tip
simptoma (palez cveta-,,blossom blight*) naroCito je Cest na visnji 1 kajsiji. Prema

Vucinic¢ (1993) prvi znaci bolesti na pojedinim delovima cveta ispoljavaju se ve¢ nakon
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24 h po dospecu konidija, a potpuna nekroza i propadanje cvetova nastaje nakon 3-4
dana.

Mada zaraZeni cvetovi mogu da opadnu, najcesce ostaju pri¢vrsceni na granama
duzi vremenski period tako da micelija patogena kroz cvetnu drsku prodire u grancice 1
grane, gde nastavlja razvoj, izazivajuci pojavu ovalnih, elipti¢nih, ulegnutih mrkih pega.
U kasnijim fazama razvoja oboljenja dolazi do formiranja rak-rana i suSenja listova i
grana (Holb, 2008). Osim posrednog prodora patogena preko sasuSenih cvetova ili
peteljke trulih plodova, infekcija moze nastati 1 direktno, kroz ozlede na kori. U vlaznim
uslovima iz pega formiranih na granama curi smolotocina, a na povrsini kore dolazi i do
sporulacije (Holb, 2008). U nasim agroekoloskim uslovima, narocito na kajsiji, breskvi
1 visnji, grancice ¢esto bivaju prstenasto obuhvacene, tako da se deo iznad mesta zaraze
susi (Ivanovi€ i Ivanovié, 2001). Uvenuce 1 suSenje vrha grancica nastaje 7-12 dana
posle suSenja cvetova. Iz tankih granCica parazit se moze proSiriti i u deblje grane,
odnosno starije delove drveta.

Plodovi kosti¢avih vrsta vocaka mogu biti zaraZeni u svim fazama razvoja, od
zametanja do pune zrelosti, a i kasnije tokom transporta, u skladiStima i1 na prodajnim
mestima. Medutim, zeleni plodovi znatno su otporniji od plodova u fazi dozrevanja.
Najvece Stete nastaju kada dode do zaraze ve¢ potpuno formiranih plodova neposredno
pred berbu. U plodove parazit prodire kroz rane na pokozici, ali do zaraze moZze do¢i 1
na mestu dodira zdravog i bolesnog ploda. Prvi simptomi na plodovima ispoljavaju se
pojavom manjih kruZnih, mrkih pega, koje se poput oreola obrazuju oko mesta
infekcije, obi¢no na mestu neke rane ili povrede. Ove povrede najceS¢e nanose insekti,
koji oSteCuju plodove 1 omogucavaju lako prodiranje parazita u plod. Razvojem
oboljenja pega se uglavnom pravilno koncentricno S§iri, a pri uslovima povecane
temperature 1 vlaZnosti, za nekoliko dana mrka truleZ potpuno zahvata plodove. Mrka
pega je u pocetku glatka, ali brzo u okviru pege dolazi do sporulacije parazita, nastaju
sitne pukotine na pokozici iz kojih izbijaju najpre beliCaste, a zatim 1 sivkaste, jastucaste
sporodohije, ¢esto u vidu koncentri¢nih krugova (Holb, 2008). Ovaj tip trulezi poznat je
pod imenom mrka ili smeda trulez. Kada mrka trulez potpuno zahvati plodove, oni
podlezu uvenucu, suSe se 1 smezuravaju. Micelija gljive u potpunosti prozima tkivo
ploda, pretvarajuci ga u stromu, koja se dalje ne raspada nego o¢vrsne i tako pretvara

plodove u ,,mumije* koje ostaju da vise na grani ili opadaju na zemlju ispod krosnje i
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sluze za odrzavanje patogena tokom zime (Holb, 2008). M. fructigena prouzrokuje i
crnu trulez koja nastaje na plodovima koji se cuvaju u tami. U odsustvu svetlosti
zahvaceni deo ploda poprima tamnu ili crnu boju i1 na njemu ne dolazi do sporulacije
(Balaz, 2000; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001). Mrka trulez plodova u uslovima povecane
vlaznosti vazduha potpuno zahvata plodove tresnje i viSnje posle 4-5 dana, a plodove
kajsije, Sljive 1 breskve nakon 8-10 dana razvoja.

Micelija M. fructicola moze izazvati latentne infekcije tako da simptomi
oboljenja mogu ostati pritajeni tokom cele vegetacione sezone sve dok stepen zrelosti
ploda i vremenski uslovi ne postanu optimalni za razvoj oboljenja (Luo et al., 2001;
Luo and Michailides, 2003; Gell et al., 2008) kada prisustvo patogena postaje uocljivo
(Batra, 1991; Emery et al., 2000; Gell et al., 2008). Latentne infekcije koje
prouzrokuje M. fructicola mogu se ispoljiti u dva oblika: kao ,,vidljive® latentne
infekcije koje se uocavaju u vidu sitnih pega na mladim plodovima i kao ,,prave®
latentne infekcije koje nije moguce uociti sve do perioda sazrevanja plodova

(Michailides et al., 2007).

2.6. Ciklus razvoja patogena

Vrste roda Monilinia prezimljavaju u obliku micelije u rak ranama u kori
obolelih grana i grancica, kao i u mumificiranim pladovima koji se nalaze u kroSnji
drveta ili na povrSini zemljista (Villarino et al., 2010). U vlaznim uslovima, tokom
zime 1 prolea, micelija u ovim biljnim delovima sporuliSe, formira gomilice-
sporodohije sa nizovima jednocelijskih konidija koje ostvaruju primarne infekcije
(Byrde and Willets, 1977; Holb, 2008). Za Sirenje infekcije veliki znacaj imaju
mumificirani plodovi na granama vocaka. Villarino et al. (2010) utvrdili su da na 70%
mumija na granama i na samo 14% mumija koje se nalaze na povrsini zemlje dolazi do
formiranja konidija koje ostvaruju infekciju. O infekcionom potencijalu mumija govori i
podatak da samo po jedan mumificirani plod na svakom drvetu u jednom zasadu
kosticavih vo¢aka omogucava pojavu mrke trulezi svih plodova u zasadu (Villarino et
al., 2010). Na mumificiranim plodovima najveci broj konidija nastaje neposredno pre
cvetanja, dok se na cvetovima najvec¢i broj konidija formira tokom prva dva meseca

nakon ostvarene infekcije cvetova. Utvrdeno je da se deset puta veca koli¢ina konidija

10



Pregled literature

formira na prezimelim plodovima nego na cvetovima (Holb, 2008), kao i da je
koncentracija spora M. fructicola u zasadima kosti¢avih vocaka najveca tokom perioda
cvetanja 1 postepeno opada tokom sezone (Luo et al., 2005). PrenoSenje konidija
formiranih u vlaznim uslovima tokom prole¢a do biljnih organa omogucavaju vetar,
kiSne kapi (Byrde and Willets, 1977; Holb, 2008) i insekti (Ivanovi¢ i Ivanovié,
2001).

Parazit napada cvetove posle otvaranja, a infekcija se najcesce ostvaruje preko
ziga 1 stubica tuCka. Nakon ostvarene infekcije cveta, inicijalna hifa ostvaruje infekciju
cvetnih delova koji bivaju potpuno kolonizovani masom sivkastih konidija (Balaz,
2000). Nakon zarazavanja cvetova micelija parazita dospeva u grancice i obi¢no povlaci
za sobom suSenje iznad mesta infekcije sve do vrha grancice. Grancice mogu biti i
neposredno zarazene preko ozleda na kori nastalih pod uticajem raznih faktora, kada
parazit prstenasto obuhvata grancicu, prouzrokujuéi susenje gornjih delova. U uslovima
povecane vlaznosti, duz nekrotiranog tkiva grancica, obrazuju se gomilice konidija.
Uvenuce 1 suSenje liS¢a nastaje kao direktna posledica zaraze grana 1 grancica.
Reakcijom tkiva na zarazenim granama dolazi do formiranja rak rana.

Plodovi mogu biti zarazeni u svim fazama razvoja direktnim prodorom kli¢ine
cevi kroz kutikulu ploda, strome ili trihome, ali i1 kroz pukotine i povrede nastale od
insekata ili nepovoljnih uslova sredine (Ogawa et al., 1995). Najcesce infekcije su
preko povreda, ali do zaraze moze do¢i i na mestu dodira dva ploda, zarazenog i
zdravog (Anonymous, 2008). Smatra se da najznacaniji put prodora patogena
predstavljaju pukotine na kutikuli koje nastaju kada plod dostize maksimalan porast
nekoliko nedelja pred berbu, a koje ¢ine 10% povrSine ploda (Gibert et al., 2009).
Postoje opre¢na misljenja o nacinima prodora patogena u plodove vocaka. Vico i
Jurick (2012) navode da M. fructigena prodire direktno savladavajuci barijeru koju ¢ini
kutikula produkcijom enzima kutinaze, ali takode prodire i kroz rane 1 povrede, dok Xu
and Robinson (2000) smatraju da je prodor patogena mogu¢ samo kroz povrede na
plodovima. Gibert et al. (2009) isticu da direktno prodiranje konidija M. laxa kroz
nepovredenu kutikulu ploda nikada nije zabelezeno.

Luo and Michailides (2001) utvrdili su da su mladi 1 zreli plodovi S§ljive
podlozniji infekciji od plodova u ostalim fazama razvoja. Sli¢cno, Biggs and Northover

(1988) dokazali su da su mladi plodovi breskve veoma osetljivi na prodor patogena,
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zatim postaju otporni sve do faze 2-3 nedelje pre punog zrenja kada osetljivost plodova
na infekciju naglo raste. Gell et al. (2009) utvrdili su da broj konidija Monilinia spp. na
povrsini ploda breskve znacajno raste tokom perioda sazrevanja ploda i sedam dana pre
berbe kada dostizu brojnost od 10° - 10° konidija po plodu.

Teleomorfni stadijum, koji retko formiraju evropske vrste M. fructigena i M.
laxa, ima veliki znacaj u zivotnom ciklusu M. fructicola (Batra and Harada, 1986).
Koliko retko M. fructigena formira apotecije govori podatak da su mnogi autori
godinama pokuSavali da dokazu formiranje apotecija M. fructigena u prirodnim
uslovima, a da je prvi nalaz apotecija zabelezen pre 100 godina (Aderhold i Ruhland,
1905, loc.cit. Batra and Harada, 1986) Sto je kasnije i potvrdeno pronalazenjem
apotecija na prezimelim plodovima jabuke delimi¢no prekrivenim zemljom (Batra and
Harada, 1986). Objavljeno je i1 nekoliko uspes$nih pokusaja dobijanja apotecija u
laboratorijskim uslovima (Batra and Harada, 1986) ¢ime je definitivno dokazana
moguénost njihovog nastajanja. Medutim, za vrstu M. fructicola teleomorfni stadijum
ima veliki znacaj s obzirom da izvor inokuluma mogu biti i pseudosklerocije koje se
obrazuju na mumificiranim plodovima, a na kojima se formiraju apotecije sa
askosporama koje u vlaznim uslovima ostvaruju infekciju cvetova (Byrde and Willetts,
1977). Teleomorfni stadijum M. fructicola Batra, prvi put je detektovan i1 opisan na
prezimelim mumificiranim plodovima jabuke (Batra and Harada, 1986). U Evropi
nije zabelezeno formiranje apotecija M. fructicola (Villarino et al., 2010), ali je njihovo
obrazovanje detektovano na drugim kontinentima (Holtz et al., 1998). Istrazivanja
Jansch et al. (2012) primenom SSR markera potvrdila su odsustvo teleomorfnog
stadijuma M. fructicola u Evropi.

Pri povoljnim vremenskim uslovima za cvetanje i brzo precvetavanje, odnosno u
uslovima toplog i suvog vremena, kriti€na fenofaza za infekciju prolazi brzo pa je
mogucnost ostvarenja infekcije smanjena. Dugi period cvetanja usled nizih temperatura
1 Cestih kiSa, medutim, predstavlja idealne uslove za epidemijsku pojavu parazita
(Trkulja, 1996). Tokom sezone patogeni ostvaruju nekoliko ciklusa sekundarnih
infekcija (Holb, 2008).

Istrazivanja pokazuju da Monilinia spp. ostvaruju infekciju samo kada se steknu
svi neophodni uslovi: povoljni vremenski uslovi, domac¢in u osetljivoj fenofazi i

patogen dovoljnog infekcionog potencijala (Luo et al., 2001). O znacaju uslova
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spoljasnje sredine govore podaci Drén et al. (2007) koji su tokom 2003. godine u
uslovima suvog i toplog proleca i leta zabelezili intenzitet oboljenja nizi od 10%, dok je
tokom hladnog 1 vlaZznog proleca 2004. godine intenzitet pojave suSenja cvetova bio
95%, a trulezi plodova 33%. Hong et al. (1997) zabelezili su gubitke od 8-10% u fazi
zrenja u toku 1995. godine i samo 0,5% gubitaka u toku 1996. godine. Temperatura i
vlaznost osnovni su faktori spoljaSnje sredine koji uti¢u na ostvarivanje infekcije, pri
¢emu je vlaznost istaknuta kao mnogo znacajniji faktor (Gell et al., 2008). Bez perioda
sa povecanom relativnom vlaznoS¢u, ¢ak i1 pri veoma visokom infekcionom potencijalu
patogena, nece do¢i do ostvarivanja infekcije, dok period vlaznosti od 15 h obezbeduje
ostvarivanje infekcije u preko 80% slucajeva (Biggs and Northover, 1988). Pri
optimalnoj temperaturi, za ostvarivanje infekcije neophodna je vlaznost u trajanju od
najmanje 3-4 h (Luo and Michailides, 2001).

U zavisnosti od uslova sredine nova generacija konidija nastaje sedam dana
nakon ostvarene infekcije, a u toku vegetacione sezone moze se formirati nekoliko
generacija konidija (Luo et al., 2001). Kada konidije dospeju na osetljivo tkivo, klijaju
u roku od 2-4 h i ukoliko su povoljni uslovi vlaznosti i temperature, za tri do Sest dana
mogu se primetiti prvi znaci nekroze (Holb, 2008). Optimalna temperatura za razvoj
oboljenja je 24°C, mada se infekcija 1 razvoj simptoma oboljenja javljaju u veoma
Sirokom temperaturnom rasponu (0-35°C), slabije na temperaturama od 0°C do 5°C, a
konidije ne klijaju na temperaturama visim od 38°C (Holb, 2008; Casals et al., 2010a).
Istrazivanja Xu et al. (2007) pokazuju da je period od samo 2 h vlaznosti dovoljan za
klijanje vise od 80% konidija M. laxa na temperaturi od 20-25°C. Sa druge strane,
prisustvo svetlosti deluje stimulativno na formiranje konidija, ali delimi¢no inhibira

njihovo klijanje (Anonymous, 2008).

2.7. Identifikacija vrsta roda Monilinia

S obzirom da se vrste roda Monilinia teSko morfoloski razlikuju jedna od druge i
razdvajanje vrsta moZe predstavljati problem (Anonymous, 2008). Simptomi koje
prouzrokuju ove vrste lako su prepoznatljivi i karakteristicni. Medutim, na osnovu
simptoma nije preporucljivo vrsiti identifikaciju 1 donositi zakljucak o kojoj vrsti roda

Monilinia je re¢ (Michailides et al., 2007). M. laxa prouzrokuje intenzivnije simptome
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na cvetovima i granama, dok M. fructicola mnogo vece gubitke prouzrokuje na
plodovima (Ogawa et al., 1975). M. laxa se ¢eS¢e sreCe na bademu i kajsiji, a M.
fructicola na plodovima breskve, nektarine i Sljive (Michailides et al., 2007). M.
fructigena ceSée prouzrokuje simptome na jabucastim, a M. laxa 1 M. fructicola na
kosti¢avim vo¢kama.

Najées¢e metode koje se primenjuju za preciznu identifikaciju vrsta roda
Monilinia su konvencionalne mikoloSke metode koje obuhvataju proucavanje
morfoloSkih 1 odgajivackih karakteristika (Byrde and Willetts, 1977; De Cal and
Melgarejo, 1999) i/ili molekularne metode (Hughes et al., 2000; Hughes, 2003; C6té
et al., 2004).

Identifikacija na osnovu morfoloskih odlika izolata zahteva dosta vremena i
veliko iskustvo, a sa druge strane, u nekim slucajevima, moze da bude nepouzdana i
dovede do pogresnih zakljucaka (van Leeuwen and van Kesteren, 1998; De Cal and
Melgarejo, 1999). Lane (2002) navodi da ne postoji jedan specifican morfoloski
karakter na osnovu kojeg se mogu pouzdano razdvojiti vrste Monilinia spp., ali da se tri
vrste ovog roda ipak mogu razlikovati na osnovu istovremenog proucavanja vise
kvantitativnih morfoloskih karakteristika. U sinoptickom klju¢u za razlikovanje
morfoloski slicnih vrsta roda Monilinia Lane (2002) navodi slede¢e karaktere: boja
kolonije, brzina porasta, sporulacija, koncentricni prsten spora, ivice kolonije,
rozetavost, crne zone — margine. Osim toga, znac¢ajane karakteristike za razdvajanje su i
duZina kli¢ine cevi 1 nacin klijanja konidija pre prvog grananja. Van Leeuwen and van
Kesteren (1998) smatraju da se tri vrste roda Monilinia mogu pouzdano razlikovati
upravo na osnovu ovih karakteristika. Medutim, zbog postojanja varijabilnosti izmedu
izolata iste vrste, kao 1 slicnosti koje ponekad mogu da ispolje izolati razli¢itih vrsta
Monilinia spp., ipak se preporucuje koriS¢enje 1 dodatnih dijagnosti¢kih metoda kao $to
su molekularne metode.

M. fructicola razlikuje se od M. laxa po celovitoj ivici kolonije, obilnoj
produkciji konidija i duzoj kli¢inoj cevi pre grananja (EPPQO, 2009; Zhu et al., 2011;
Poniatowska et al., 2013). M. fructigena ima zutokrem koloniju, celovitu ivicu kolonije
koja ne formira rozetu na PDA podlozi. M. laxa formira kolonije sivkasto braon boje,
oblika rozete sa reznjevitom ivicom kolonije (EPPO, 2009). Konidije M. laxa na

vodenom agaru formiraju kratke kli¢ine cevi do prvog grananja (duzina kli¢ine cevi od
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konidije do prvog grananja manja od 60 um). Sa druge strane, M. fructigena 1 M.
fructicola formiraju kli¢ine cevi duzine preko 220 um pre grananja (De Cal and
Melgarejo, 1999). Hu et al. (2011a) utvrdili su da konidije vrsta M. laxa 1 M. fructicola
klijaju u jednu kli¢inu cev, dok izolati M. fructigena formiraju vise kli¢inih cevi na
jednoj konidiji. Brzina porasta micelije na PDA podlozi moze biti koristan karakter za
razdvajanje vrsta roda Monilinia. Tako se M. fructigena 1 M. fructicola jasno mogu
razdvojiti na osnovu brzine porasta kolonije u rezimu svetlosti UV/mrak, s tim da su
podaci o prosecnoj brzini porasta izolata iste vrste raznoliki. Sa jedne strane, Batra
(1979) potvrduje da se M. laxa moze razlikovati od M. fructigena i M. fructicola po
sporijoj brzini porasta: M. fructigena raste 11 mm/dan, dok M. laxa raste oko 7 mm/dan.
Sa druge strane, De Cal and Melgarejo (1999) utvrdili su da M. fructigena dostize
maksimalnu brzinu porasta od 8 mm/dan, dok je maksimalna brzina porasta M.
fructicola 20 mm/dan. Ovi opre¢ni podaci potvrduju nepouzdanost konvencionalnih
metoda identifikacije. Poniatowska et al. (2013) utvrdili su da izolati M. fructicola
imaju prosecno najbrzi porast na PDA podlozi. Moguénost formiranja sklerocija u
kulturi takode moZze biti znafajan kriterijum razlikovanja vrsta. Batra and Harada
(1986) detektovali su obrazovanje crnih, nepravilnih sklerocija u kulturi M. fructigena i
tu karakteristiku smatraju specificnom za izolate M. fructigena $to je potvrdeno i u
prethodnim istrazivanjima u naSoj zemlji (Hrusti¢ et al., 2012b) - izolati M. fructigena
poreklom sa plodova dunje formirali su sklerocije nakon 14 dana inkubacije.

Mada ove specificne karakteristike mogu posluziti za uspeSnu identifikaciju
tipi¢nih kolonija vrsta roda Monilinia, atipi¢ne kulture M. laxa lako mogu biti pogresno
identifikovane kao M. fructigena ili M. fructicola (De Cal and Melgarejo, 1999).
Istrazivanja Petrdczy et al. (2012) pokazuju da neki izolati M. fructigena mogu imati
koloniju smede boje, reznjevitih ivica, tipi¢nu za izolate vrste M. laxa ili M. fructicola
ili da izolati M. laxa mogu imati koloniju Zute boje, karakteristicnu za vrstu M.
fructigena.

Za pouzdanu i brzu identifikaciju izolata neophodna je primena metoda
molekularne biologije, pre svega lancane reakcije polimeraze (polymerase chain
reaction, PCR). Molekularna detekcija vrsta roda Monilinia uglavnom se zasniva na
analizi relativno malog ITS genomnog regiona (Internal Transcribed Spacer, ITS) od

priblizno 450 bp (Fulton et al., 1999; Snyder and Jones, 1999; Hughes et al., 2000;
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Toos and Frey, 2000; Forster and Adaskaveg, 2000; Gell et al., 2007) koji je visoko
konzervativan za vrste ovog roda (Holst-Jensen et al., 1997). Prajmeri koje su
dizajnirali Hughes et al. (2000) omogucavaju razdvajanje vrste M. fructicola od M.
laxa, ali ne 1 od M. fructigena, dok prajmeri autora Ioos and Frey (2000), kao i Hughes
et al. (2000) omogucavaju razlikovanje sve tri pomenute vrste. Medutim, posebno
korisna, pouzdana i brza tehnika koja obezbeduje preciznu detekciju tri ve¢ pomenute
vrste roda Monilinia kao 1 vrstu Monilia polystroma u samo jednoj reakciji je Multiplex
PCR reakcija po protokolu koje su opisali Coté et al. (2004). Upotrebom specificnih
prajmera MO368-5, MO368-8R, MO368-10R i Laxa-R2 dobijaju se amplikoni razlicite
duzine u zavisnosti od vrste: 402 bp specifiéni za M. fructigena, 535 bp za M.
fructicola, 351 bp za M. laxa 1 425 bp za M. polystroma. Prema EPPO (2009) upravo
prajmeri koje su dizajnirali Hughes et al. (2000), Ioos and Frey (2000) i Coté et al.
(2004) smatraju se veoma pouzdanim za detekciju vrsta roda Monilinia.

Medutim, za pouzdanu identifikaciju i karakterizaciju izolata Monilinia spp.
najcesce se koristi ITS genomni region koji se amplifikuje primenom univerzalnog para
prajmera ITS1 1 ITS4. Zhu et al. (2011) su koriS¢enjem ovog para prajmera
amplifikovali sekvence 39 izolata iz Kine, uporedili dobijene sekvence sa drugim
sekvencama iz razliCitih delova sveta 1 na taj naCin identifikovali vrste roda Monilinia,
prouzrokovace mrke trulezi plodova u Kini. Na osnovu dobijenih sekvenci 1 57 sekvenci
iz drugih delova sveta rekonstruisali su filogenetsko stablo i izvr$ili molekularnu
karakterizaciju izolata vrsta roda Monilinia. Hu et al. (2011a) takode su koristili ITS
region za molekularnu identifikaciju 1 karakterizaciju 1 dokazali da se izolati ovog roda
na osnovi ITS regiona jasno razdvajaju u odgovarajuce grupe, ali sa malim bootstrap
vrednostima. Ovi autori su u svojim istrazivanjima osim ITS genomnog regiona koristili
1 G3PDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), TUB2 (B-tubulin) i Cyt b
(cytochrome b) gene za detaljniju molekularnu karakterizaciju vrsta roda Monilinia 1
dobili razdvajanje u odgovarajuce grupe sa ve¢om bootstrap podr§skom. Poniatowska et
al. (2013) filogenetskom analizom ITS regiona potvrdili su blisku vezu izmedu izolata
vrste M. fructicola i M. laxa sa jedne 1 M. fructigena i M. polystroma sa druge strane.

Jansch et al. (2012) su molekularnu metodu koriS¢enja SSR (simple seqence
repeat) markera istakli kao znacajnu jer omogucava precizan uvid u diverzitet koji se

dalje mozZe koristiti u proucavanje epidemiologije i nacina Sirenja vrste M. fructicola u
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svetu. Razvili su Multiplex PCR reakciju sa pet parova prajmera koja pruza uvid u
geneticku strukturu populacije M. fructicola poreklom iz razli¢itih zemalja Evrope i
Amerike. Analizom dobijenih profila primenom ovih prajmera utvrdeno je postojanje
osam razli¢itih haplotipova poreklom sa americkog kontinenta i devet poreklom sa
evropskog kontinenta. Njihovi rezultati pokazuju da je geneticka varijabilnost evropskih
populacija mnogo manja od geneticke varijabilnosti populacija iz SAD gde je ova vrsta
Siroko rasprostranjena. Analiza strukture populacije ukazala je na dva nezavisna unosa
M. fructicola na evropski kontinent, iz Kalifornije 1 isto¢nog dela SAD. Haplotipovi
identi¢ni haplotipovima iz Kalifornije pronadeni su u Francuskoj, Spaniji i Svajcarskoj,
dok su haplotipovi identi¢ni onima iz Dzordzije i Juzne Karoline pronadeni samo u
Italiji. Njihova istrazivanja ukazala su na nacdin dospevanja i Sirenja karantinskog
patogena M. fructicola u Evropi, kao 1 na odsustvo ukrStanja populacije ove vrste na

evropskom kontinentu.

2.8. Moguénosti suzbijanja vrsta roda Monilinia

Adekvatne mere zaStite zasada kosticavih vocaka od fitopatogenih
mikroorganizama predstavljaju neophodan preduslov stabilne 1 profitabilne
poljoprivredne proizvodnje koja u velikoj meri zavisi od stepena poznavanja biologije
patogena, epidemiologije bolesti 1 odnosa parazit-domacéin. Samo na osnovu dobrog
poznavanja svih €inilaca koji direktno ili indirektno uticu na razvoj oboljenja moguce je
primeniti kompleks mera kojima se sprecavaju Stete.

Suzbijanje patogenih gljiva roda Monilinia, prouzrokovaca oboljenja velikog
broja vrsta vo¢aka, veoma je slozeno i usmereno u nekoliko pravaca. Mere suzbijanja
mogu se podeliti u pet osnovnih grupa:

e stvaranje otpornih sorti;
e agrotehniCke mere;

e fiziCke mere;

e bioloske mere;

e hemijske mere.
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2.8.1. Stvaranje otpornih sorti

Pitanju gajenja otpornih sorti, kao jednom od najefikasnijih nacina borbe protiv
Monilinia spp., kod nas se ne posvecuje dovoljna paznja, a dostupni eksperimentalni
podaci su oskudni i nedovoljni. Jordovié (1954) proucavao je osetljivost plodova deset
vodecih sorti breskve na Monilinia spp. 1 utvrdio da ni jedna proucavana sorta nije
ispoljila potpunu otpornost, dok su ispoljene razlike u osetljivosti izmedu pojedinih sorti
bile neznatne. Takode, autor istice da osetljivost plodova breskve na Monilinia spp.
raste s njihovom zrelos$¢u, kao i da otpornost, odnosno osetljivost plodova, umnogome
zavisi od ¢vrstine 1 boje mesa ploda, debljine 1 ¢vrstine pokozice, gustine dlacica na
pokozici 1 drugih pomoloskih osobina ploda. Prema Jevremoviéu (1976) sorte breskve
vece bujnosti 1 manje rodnosti otpornije su, dok su sorte slabije bujnosti i ve¢e rodnosti
osetljivije na Monilinia spp.

Iskustva iz sveta pokazuju da su sorte treSnje sa tanjom pokozicom znacajno
osetljivije na prodor Monilinia spp. od sorti ¢iji plodovi imaju deblju pokoZicu. Sorte
Bigarreau Burlat, Janos cseresznye i Valerij Cskalov veoma su otporne na suSenje
cvetova (Holb, 2006). U slucaju visnje, sorte Lativiszkaja Nizkaja, Nagy Angol,
Mocanesti, Ljubszkaja, Sirpotreb, Oblacsinszkaja, Ciganymeggy 3, Maraska Savena,
Mettar 1 Elegija slabo su osetljive na M. laxa (Holb, 2006; 2008), dok su Csengodi 1
Kantorsjanosi otporne (Szddi et al., 2008). Kada su u pitanju kajsija i breskva smatra se
da je nekoliko sorti kajsije (Neptun, Mamaia, Silvana, Sulina i Sirena) koje se gaje u
Rumuniji tolerantno na prouzrokovace smede trulezi (Holb, 2006). Sorte Sljive
Cacanska najbolja i President isti¢u se kao umereno, a Besztercei, Silvia i Tuleu gras
kao slabo osetljive na truleZ plodova koju prouzrokuje M. laxa (Holb, 2006). Sa druge

strane, nema podataka o radu na stvaranju sorti otpornih na M. fructicola (Holb, 2008).
2.8.2. Agrotehnicke mere
Istrazivanja pokazuju da se agrotehnickim merama moze smanjiti koli¢ina

inokuluma i obezbediti mikroklimatski uslovi koji su povoljni za biljku, a nepovoljni za

patogena. Pravilnim agrotehni¢kim odlukama pre zasnivanja zasada, odnosno izborom
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terena, gustinom sadnje, uzgojnim oblikom, izborom i gajenjem manje osetljivih sorata
1 drugo, smanjuje se opasnost od pojave ovog oboljenja (KiSpati¢ i Maceljski, 1989).

Pri podizanju zasada treba birati ocedne terene i redove postavljati u pravcu
dominantnih vetrova, radi boljeg provetravanja zasada. U vocénjaku treba redovno
sprovoditi sve higijenske mere (nega kros$nje, suzbijanje korova i slicno), povecavajuci
na taj nacin vitalnost vocki, a samim tim smanjujuci do izvesne mere napad parazita.
Ukoliko su voc¢ke pravilno i ujednaceno prihranjene manje su podlozne napadu vrsta
roda Monilinia (Trkulja, 1996). Elmer et al. (2007) utvrdili su da su plodovi koji
sadrze vise kalcijuma u epidermisu znacajno otporniji na infekciju. Takode, ukoliko se
izvr$i prihrana kalcijumom pre berbe znacajno se smanjuje ucestalost pojave smede
trulezi plodova tokom skladistenja, dok su Thomidis and Exadaktylou (2010) utvrdili
korelaciju izmedu upotrebe bora 1 smanjenja infekcije plodova breskve koju
prouzrokuje M. laxa.

Potrebno je nastojati da vocke u fazi zrenja budu $to bolje i ujednacenije
snabdevene vodom, jer nakon duze suSe, ukoliko padnu obilne i dugotrajne kiSe,
plodovi pucaju i preko nastalih rana paraziti lako prodiru u plod (Trkulja, 1996). Sa
druge strane, Mercier et al. (2008) ispitivali su uticaj razli¢itih sistema navodnjavanja i
metoda orezivanja na pojavu oboljenja prouzrokovanog vrstama roda Monilinia.
Utvrdili su da smanjene koli¢ine vode 1 ru¢no orezivanje imaju najbolji efekat na
smanjenje pojave oboljenja.

Redovna berba, uklanjanje biljnih ostataka posle berbe, sasecanje i spaljivanje
obolelih 1 sasuSenih grancica 1 sakupljanje 1 zakopavanje mumificiranih plodova,
izbegavanje nepotrebnog povredivanja biljaka pri redovnim agrotehni¢kim operacijama,
kao 1 smanjenje gustine zasada, mogu znacajno da smanje intenzitet oboljenja.

Smatra se da uniStavanje primarnog izvora inokuluma predstavlja najznacajniju
meru borbe (van Leeuwen et al., 2000; 2002a; Holb, 2006). Sakupljanje mumificiranih
plodova treba izvesti jo$ u jesen ili u rano prolece i to kako plodova koji se nalaze na
zemlji, tako 1 onih koji su ostali u kroSnjama vocki (van Leeuwen et al., 2000; 2002a).
Takode, ukoliko je moguce, treba uklanjati obolele plodove jo$ u toku leta, ¢im se na
njima ukazu prvi znaci zaraze. Ove mere mogu biti veoma korisne na okuénicama i

manjim povrSinama jer se njima znacajno umanjuje infekcioni potencijal parazita.
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Medutim, u veéim voénjacima koji se obraduju, a gde je navedene mere teze sprovesti,
korisno je opale mumificirane plodove duboko zaorati.

Istrazivanja Borve and Stensvand (2003) ukazuju na efikasnost mere
pokrivanja treSnje kiSnim Stitovima od polietilena ili drugih vodootpornih i1 providnih
materijala tokom kiSnog perioda od cvetanja pa do branja plodova. Njihova istrazivanja
pokazuju da se kiSni Stitovi mogu koristiti kao dodatak ili ¢ak zamena hemijskim

merama borbe.

2.8.3. Fizi¢ke mere

S obzirom da u zemljama Evrope primena hemijskih mera borbe nije dozvoljena
tokom perioda skladiStenja, mnogi autori proucavali su mogucnost upotrebe fizickih
mera za suzbijanje vrsta roda Monilinia (Casals et al., 2010b; Karabulut et al., 2010;
Zhang et al., 2010). Istrazivanja su pokazala da potapanje plodova u vodu zagrejanu na
65-70°C ostecuje plodove 1 ne moze biti efikasno, dok voda zagrejana na 55-60°C u
koju su potopljeni plodovi u trajanju od 30-60 s moZe znacajno smanjiti infekcioni
potencijal vrsta roda Monilinia (Karabulut et al., 2010). Zhang et al. (2010) koristili
su zagrejanu vodu na 50°C tokom 40 s i1 vodu temperature iznad 55°C tokom 10 s 1
ovim tretmanima potpuno zaustavili klijanje spora M. laxa u in vitro uslovima. Ipak,
autori su potvrdili da upotreba tople vode moze biti efikasna samo u kombinaciji sa
drugim tretmanima kao §to su konvencionalni fungicidi, bioloSke mere borbe ili
izmenjen sastav atmosfere u skladiStu (Karabulut et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Casals et al. (2010b) ispitivali su uticaj tretmana suvim i vlaznim vazduhom na
visokim temperaturama na razvoj mrke trulezi uskladiStenih plodova. IstraZivanja su
pokazala da visoka vlaznost vazduha (95-99% RH) na temperaturi od 50°C tokom 2 h
znaCajno smanjuje vitalnost konidija M. laxa 1 M. fructicola (92 1 94%), a osim toga
pozitivno deluje na kvalitet plodova. Sa druge strane, suv vazduh pri istim
temperaturnim uslovima nije ispoljio zadovoljavaju¢i efekat. Ipak, ovi tretmani
zahtevaju mnogo vremena i relativno su skupi, Sto utiCe na njihovu ekonomsku

isplativost.
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2.8.4. Bioloske mere

Biolosko suzbijanje predstavlja poseban nacin zastite zasada od patogena koji se
zasniva na upotrebi mikroorganizama umesto konvencionalnih fungicida, ili kao
njihova dopuna, radi smanjenja koli¢ine primene hemijskih supstanci u poljoprivredi.
Vecina podataka koji se odnose na moguénosti upotrebe gljiva, bakterija i kvasaca kao
bioloskih agenasa potice iz poslednjih dvadesetak godina. UspeSno je razvijeno
nekoliko agenasa za biolosku borbu, a neki od njih ve¢ su registrovani za primenu u
vocarstvu.

Za zastitu zasada od vrsta roda Monilinia kao agensi bioloske borbe najcesce se
koriste bakterije iz rodova Bacillus, Burkholdria 1 Pseudomonas, dok je poznat
antagonisticki efekat gljiva iz viSe rodova - Aureobasidium, Epicoccum, Trichoderma,
Penicillium, Cladosporium 1 Mucor (Holb, 2006). Za suzbijanje vrsta roda Monilinia
kao agense bioloske borbe moguce je koristiti 1 kvasce - Metschnikowia pulcherrima,
Pseudozyma fusiformata, Cryptococcus laurentii 1 Aureobasidium pullulans (Zhang et
al., 2010; Mari et al., 2012).

Vrste roda Bacillus najpoznatiji su agensi bioloSke borbe. Bakterije ovog roda
formiraju spore koje imaju izrazenu sposobnost prezivljavanja u nepovoljnim uslovima
spoljasnje sredine, a pritom ostaju metaboliticki aktivne (Rodgers, 1989).
Najproucavanija vrsta bakterija koja se koristi za biolosku zaStitu je Bacillus subtilis
(Asaka and Shoda, 1996: Brannen and Kenney, 1997; Krebs et al., 1998; Pinchuk
et al., 2002), poznata duzi niz godina po svojoj antimikrobnoj aktivnosti. B. subtilis
aktivna je supstanca nekoliko preparata koji su registrovani u svetu (Tomlin, 2009).
Vrste roda Bacillus produkuju antibiotike i lipopeptide (bacilizin, fengimicin, dificidin,
bacitracin, bacilin, balilomicin B 1 iturin) koji deluju na razli¢ite komponente ¢elijskog
zida, spreCavaju prijanjanje patogena na biljne organe i veoma su poznati po izrazenoj
antimikrobnoj aktivnosti (Kloko¢ar-Smit i sar., 2003).

Pusey et al. (1984) ukazali su na moguc¢nost suzbijanja vrsta roda Monilinia
primenom B. subtilis. Istrazivanja Yanez-Mendizabal et al. (2012) pokazala su da je
lipoprotein fengicin osnovni antifungalni metabolit soja CPA-8 B. subtilis protiv vrsta

M. laxa i M. fructicola kao 1 da soj CPA-8 ima veliki potencijal za suzbijanje vrsta roda
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Monilinia. U naSoj zemlji na bazi B. subtilis registrovan je preparat F-stop koji u sebi
sadrzi soj ST 1/111 B. subtilis (Anonymous, 2011).

Altindag et al. (2006) proucavali su primenu bakterija Burkholdria OSU-7,
Bacillus OSU-142 1 Pseudomonas BA-8 u suzbijanju vrste M. laxa. Sve tri bakterije bile
su pogodni agensi za suzbijanje M. laxa, kako u in vitro tako i u in vivo uslovima, pri
¢emu su veci potencijal pokazale vrste Burkholdria OSU-7 i Bacillus OSU-142.

Istrazivanja Hong et al. (1998) pokazala su da tri izolata Trichoderma spp.
imaju potencijal za suzbijanje Monilinia spp. tokom perioda skladiStenja. U ovim
testovima Trichoderma spp. omogucila je smanjenje mrke trulezi od 63 do 98% na
plodovima breskve i od 67 do 100% na plodovima Sljive. Izolati Trichoderma spp.
obezbedili su ne samo smanjenje infekcije nego i smanjenje sporulacije M. fructicola.
Upotreba formulisanog preparata na bazi 7. harizanum u kombinaciji sa fungicidima
daje dobre rezultate (Elad, 1994). Zadovoljavajuc¢i rezultati postignuti su i primenom
preparata na bazi oospora Pythium oligandrum (Filajdi¢ i sar., 2003; Mileti¢ i sar.,
2003).

Melgarejo et al. (1985) ustanovili su da pet vrsta gljiva (4spergillus flavus,
Epicoccum nigrum, Penicillium chrysogenum, P. frequentans 1 P. purpurogenum)
inhibira porast hifa i klijanje spora M. laxa. De Cal et al. (1988) utvrdili su da P.
frequentans produkuje supstance koji deluju antifungalno na M. laxa, dok su Madrigal
and Melgarejo (1994) u svojim istrazivanjima mehanizma delovanja bioloskih agenasa
otiSli korak dalje 1 otkrilii da E. nigrum proizvodi flavipin, supstancu koja inhibira
respiratorni proces 1 na taj nacin inhibitorno utiCe na klijjanje konidija M. laxa.
Dokazano je, takode, da P. purpurogenum proizvodi liticke enzime koji utiCu na
degradaciju hifa i spora M. laxa (Larena and Melgarejo, 1996). Chand-Goyal et al.
(1996) ukazuju na dobre efekte u prevenciji Monilinia spp. primenom Cryptococcus
laurentii 1 C. infirmo-miniatus u kombinaciji sa manjim koli¢inama iprodiona.

Mari et al. (2007) koristili su E. nigrum za sprecevanje razvoja mrke trulezi na
plodovima nektarine. Upotrebom suspenzije spora E. nigrum ostvarano je smanjenje
trulezi od 60 do 70% u odnosu na netretiranu kontrolu. De Cal et al. (2009b) takode su
ukazali na moguénost upotrebe E. nigrum u inhibiciji klijanja konidija Monilinia spp.
koje se nalaze na povrSini plodova. Autori su ispitivali efekat razliCitih tipova

formulacija E. nigrum za suzbijanje Monilinia spp. 1 ustanovili da na€in formulacije
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preparata moze ¢ak poboljSati osobine preparata u odnosu na neformulisanu suspenziju
spora.

Kvasac Aureobasidium pullulans nalazi se na povrSini mnogih plodova, a
njegova antifungalna aktivnost protiv mnogih patogena u skladiStu dobro je poznata
(Mari et al., 2012). Mari et al. (2012) prvi su ispitivali antifungalnu aktivnost A.
pullulans protiv M. laxa, M. fructigena 1 M. fructicola i utvrdili veliki potencijal sojeva
L1 i L8. Oba ispitivana soja obezbedila su potpunu inhibiciju infekcije vrstama M. laxa
1 M. fructicola, dok je za vrstu M. fructigena ostvareno smanjenje infekcije od 90%. U
Hrvatskoj je za suzbijanje M. fructigena na jabuci, krusci i dunji registrovan kvasac 4.
pullulans DSM 14940 1 14941 (Ludi¢, 2009), dok su Wittig et al. (1997) primenom
istog kvasca u vreme cvetanja treSnje znacajno smanjili infekcioni potencijal M. laxa.
Zhang et al. (2010) ispitivali su antifungalnu aktivnost kvasaca 4. pullulans PLS,
Metschnikowia fructicola AP47 1 Pseudomyza fusiformata AP6 na M. laxa.

Pored toga, poznato je da su lekovite i zaCinske biljke vazan izvor jedinjenja sa
antimikrobnom aktivno$¢u. Etarska ulja su specifi¢ni, najcesée tecni produkti biljnih
tkiva. Predstavljaju sloZzene smeSe razlicitih isparljivih monoterpena, seskviterpena i
fenilpropanskih jedinjenja (Dorman and Deans, 2000). Pojedina etarska ulja sadrze i
preko 60 supstanci medu kojima su terpeni, alkoholi, fenoli, kiseline, ugljovodonici,
estri, ketoni 1 laktoni. Najzastupljenije supstance su terpeni (90%) iz kojih se izdvaja
¢itav niz bioloski aktivnih supstanci kao sto su timol, karvakol, eugenol, geraniol,
linalol 1 drugi. Za antimikrobno delovanje etarskih ulja odgovorne su njihova
lipofilnost, slobodna hidroksilna (OH) grupa 1 slobodne nezasi¢ene strukture
cikloheksanskog prstena. Zbog svoje lipofilnosti i rastvorljivosti u vodi deluju na
funkcionalne strukture celijskih membrana i1 enzime, $to dovodi do naruSavanja
metabolizma i funkcionisanja ¢elije (Bakkali et al., 2008 ).

Brojna istraZivanja ukazuju da pare etarskih ulja origana, timijana, lavande,
ruzmarina, zalfije, nane, lavande, bosiljka, kima, anisa, eukaliptusa i drugih inhibiraju
porast fitopatogenih gljiva (Isman, 2000; Daferera et al., 2003; Tanovi¢ i sar., 2004).
Utvrdeno je da inhibitorna aktivnost zavisi kako od vrste etarskog ulja tako i od vrste
patogena (Alvarez-Castellanos, 2001; Cimanga et al., 2002). Antifungalno dejstvo
etarskog ulja timijana utvrdeno je na Botrytis cinerea (Wilson et al., 1997; Daferera et

al., 2003; Tanovi¢ et al., 2005), gljive koje se prenose zemljiStem iz rodova
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Rhizoctonia, Pythium, Fusarium i Verticillium (Zambonelli et al., 1996; Tanovié i sar.,
2004; Duduk i sar., 2010) i Colletotrichum spp. (Grahovac et al., 2012).

Prethodna istrazivanja (Tanovi¢ et al., 2009; 2010a; Hrusti¢ i sar., 2011)
pokazala su da je gasovita faza nekih etarskih ulja visoko toksi¢na za patogene
uskladistenih plodova jabuke. U istrazivanjima koja su obuhvatila etarska ulja dobijena
iz viSe od 30 vrsta biljaka, utvrdeno je da gasovita faza ulja timijana ispoljava najjaci
inhibitorni efekat. Ogledima in vitro i in vivo potvrdena je snazna antimikrobna
aktivnost ulja timijana (Hrustié i sar., 2011). Sa druge strane, istrazivanja Grahovac et
al. (2012) pokazuju da od 56 testiranih ulja 47 ne deluju fungicidno na porast micelije
Colletotrichum spp. ni pri koncentraciji etarskog ulja od 0,16 ul/ml vazduha, a da
etarska ulja origana i timijana ispoljavaju najbolji efekat na prouzrokovace trulezi ploda
jabuke. Liu et al. (2002) ukazali su da etarsko ulje timijana u niskim koncentracijama
(2-4 mg/l) moze znacajno smanjiti Stete koje nastaju na plodovima tokom skladistenja.
U istrazivanjima Lazar-Baker et al. (2011) etarsko ulje Backhousia citriodora bilo je
najsnazniji inhibitor porasta M. fructicola.

Proizvodnja i koriS¢enje biopreparata, iako predstavlja pozeljno reSenje sa
aspekta bezbednosti hrane, jos uvek je suvise skupo da bi bilo ekonomski isplativo zbog
znatno nize cene konvencionalnih fungicida (Elad, 1994). NaZalost, komercijalizacija
sredstava za bioloSku zaStitu 1 njihova Siroka upotreba jo§ uvek je daleko od pune
realizacije (Wilson, 2011). Cinjenica je da biofungicidi jo§ uvek ne mogu u potpunosti
zameniti hemijske preparate, ali sve su ozbiljniji napori u istrazivanjima i
komercijalizaciji novih, ekoloski prihvatljivih preparata. Osim toga, bioloSke mere

moguce je sprovoditi 1 kao dopunu hemijskim.

2.8.5. Hemijsko suzbijanje

S obzirom da sve do sada navedene mere, iako korisne, najceS¢e pojedinacno
nisu dovoljne za uspeSnu zastitu razli€itih vrsta vocaka od Monilinia spp., kao i1 da
ekonomski efekti Steta mogu biti veliki, neophodno je redovno sprovodenje mera
hemijskog suzbijanja, posebno u godinama povoljnim za razvoj patogena.

Za suzbijanje Monilinia spp., kod nas registrovano je oko 10 aktivnih materija 1

njihovih kombinacija (bakar oksihlorid, prohloraz, ciprodinil+fludioksonil, prosimidon,
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tiofanat-metil, vinklozolin, karbendazim, iprodion, tebukonazol,
boskalid+piraklostrobin, difenokonazol, propikonazol i hlorotalonil) (Anonymous,
2011). U svetu se za ovu namenu koristi preko 30 aktivnih materija iz razliitih
hemijskih grupa ukljucujuéi azoksistrobin, bitertalon, kaptan, dihlofluanid, dikoran,
ditianon, fenheksamid, fludioksonil, fluopiram, fluoroimid, imibenkonazol,
mepanipirim, oksokonazol fumarate, propineb, triadimefon, triflumizol, tiram, triforin i
ciram koje u nasoj zemlji nisu registrovane za ove namene (Tomlin, 2009).

Strategija suzbijanja vrsta roda Monilinia, u zavisnosti od biljke domacina, sorte
1 uslova spoljasnje sredine, zasniva se na primeni fungicida 2-3 puta tokom perioda
cvetanja, koje je kriticno za infekciju (od fenofaze BBCH 59 do BBCH 67, Meier,
1997) 1 1-2 tretmana u vreme sazrevanja plodova, pre berbe (Riiegg et al., 1997; Zehr
et al., 1999). Spiegel and Stammler (2006) smatraju da je tokom razvoja 1 sazrevanja
plodova potrebno do pet tretmana, dok Yoshimuri et al. (2004) preporucuju godisnje 1-
2 tretmana fungicidima u zasadima §ljive, tresnje i viSnje, a 3-4 u zasadima breskve i
nektarine.

Pocetak primene fungicida za suzbijanje Monilinia spp. vezuje se za otkrice
bakarnih fungicida. Bordovska Corba i druga jedinjenja iz ove grupe primenjivana su za
zimska prskanja, ¢cime se znacajno smanjivao infekcioni potencijal prezimljujucéih formi
patogena (Holb, 2005). Danas hemijska zastita voc¢aka od vrsta roda Monilinia takode
pocinje zimskim tretiranjem nekim od preventivnih fungicida, naj¢eS¢e na bazi bakra.
Ipak, neke zemlje Evrope (Skandinavske zemlje i Holandija) zabranile su upotrebu
preparata na bazi bakra, Sto se moze ocekivati i u drugim zemljama Evropske Unije
(Holb and Schnabel, 2005).

Za suzbijanje vrsta roda Monilinia najceS¢e se koriste fungicidi koji uticu na
sporulaciju iz slede¢ih hemijskih grupa: dikarboksimidi (iprodion), benzimidazoli
(tiofanat-metil, karbendazim), triazoli (tebukonazol, propikonazol), strobilurini
(piraklostrobin 1 azoksistrobin) 1 inhibitori sukcinat dehidrogenaze (SDH inhibitori)
(boskalid) kao 1 protektivni fungicidi nespecificnog mehanizma delovanja (kaptan,
mankozeb, metiram, propineb, tiram, folpet, hlorotalonil i ciram) (Miessner and
Stammler, 2010; Baker et al., 2011). Istrazivanja pokazuju da su u suzbijanju vrsta
Monilinia veoma efikasni slede¢i fungicidi: benomil, tiofanat-metil, vinklozolin,

iprodion, bitertanol, triforin, tebukonazol i propikonazol (Harman and Beever, 1987,
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Takamura and Ochiai, 1989; Zehr et al., 1999; Thomidis et al., 2009), s tim Sto treba
naglasiti da je benomil zbog nepovoljnih toksikoloSkih osobina skinut sa Aneksa 1
Direktiva 91/414/EEC 1 time izbaCen iz upotrebe u zastiti vo¢aka (EU Pesticide
Database, 2012).

Do osamdesetih godina XX veka najznacajniji fungicidi koris¢eni za suzbijanje
vrsta roda Monilinia bili su benzimidazoli, a medu njima najvecu upotrebu imali su
benomil 1 tiofanat-metil (Ma et al., 2003a). Benomil je uspesno koriS¢en za suzbijanje
prouzrokovaca suSenja cvetova u Kaliforniji od njegove registracije 1972. do 1977.
godine kada je utvrdena rezistentnost (Sonoda et al., 1983; Michailides et al., 1987),
od kada je u Siroj upotrebi tiofanat-metil (Ma et al., 2003a). Od 1977. godine, kada je
utvrdena rezistentnost Monilinia spp. na benzimidazole, inhibitori sinteze ergosterola
(DMI fungicidi) postaju najefikasniji 1 najSire primenjivani fungicidi protiv vrsta ovog
roda (Zehr et al., 1999; Schnabel and Bryson, 2004). Osim DMI fungicida, u Sirokoj
upotrebi su i dikarboksimidi, fungicidi kao §to su iprodion i vinklozolin, mada je
rezistentnost Monilinia spp. na ovu grupu fungicida detektovana ubrzo nakon njihovog
uvodenja u primenu (Lim et al., 2001). Propikonazol, tebukonazol i fenbukonazol
postali su standard za hemijsko suzbijanje vrsta roda Monilinia u zasadima breskve u
jugoistocnom delu SAD (Zehr et al., 1999). Ispitivanja Thomidis et al. (2009)
potvrdila su visoku efikasnost tebukonazola i iprodiona protiv prouzrokovaca mrke
trulezi plodova kosticavih voc¢aka. Uprkos uspesnoj primeni DMI fungicida duze od 30
godina, tek nedavno je zabelezena smanjena osetljivost izolata u nekoliko regiona na
istoku SAD (Zehr et al., 1999; Schnabel and Bryson, 2004). Sa druge strane, razvijen
je jedan novi fungicid iz ove klase — SYR-Z048 za koji jo§ uvek ne postoje podaci o
promeni osetljivosti (Chen et al., 2012).

Poslednjih godina, registrovane su nove grupe fungicida sa drugacijim
mehanizmom delovanja — strobilurini, karboksamidi, hidroksianilidi 1 anilinopirimidini
koji se preporucuju za suzbijanje prouzrokovaca mrke trulezi. Medutim, fungicidi iz
grupe strobilurina, azoksistrobin i piraklostrobin, aktivne su supstance visokog rizika za
razvoj rezistentnosti (Amiri et al., 2008). Zapravo, smanjena osetljivost patogena na
ovu grupu jedinjenja zabeleZena je u velikom broju zasada jabuke 1 vinove loze
(Gullino et al., 2004; Koller et al., 2004), ali ne i prouzrokavaca trulezi plodova u

zasadima breskve (Amiri et al., 2008). Primeri novih jedinjenja sa drugacijim
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mehanizmima delovanja su i fenheksamid i boskalid. Fenheksamid je hidroksianilid koji
u veoma malim koncentracijama snazno inhibira izduzivanje inicijalnih hifa i porast
micelije, a u ve¢im koncentracijama inhibira i klijanje konidija (Schnabel and Bryson,
2004), dok boskalid iz grupe karboksamida, kao i azoksistrobin i piraklostrobin, inhibira
disanje patogena i ima protektivno dejstvo (Wong and Wilcox, 2002).

Za razliku od M. laxa i1 M. fructicola, M. fructigena znacajnije Stete prouzrokuje
samo kada su plodovi osteceni, tako da je najznacajnija mera borbe protiv M. fructigena
suzbijanje insekata koji povreduju plodove 1 prave ulazne otvore za ovog patogena
(Holb, 2006). Preporucuje se efikasno suzbijanje Ragholetis cerasi u zasadima tre$nje i
visnje, Grapholita funebrana u zasadima Sljive, Anarsia lineatella 1 G. molesta u
zasadima kajsije 1 breskve. Za suzbijanje M. fructigena na kostiCavim vockama
preporucuju se 1-2 tretiranja pred berbu plodova (Balaz, 2000). Od fungicida za zaStitu
plodova od prouzrokovaca trulezi u Srbiji registrovani su trifloksistrobin,
trifloksistrobin + kaptan, karbendazim, ciprodinil + fludioksonil, tiofanat-metil,
boskalid + piraklostrobin i bakterija B. subtilis (Grahovac i sar., 2011).

Za suzbijanje Sirokog spektra mikroorganizama prouzrokovaca propadanja
plodova tokom skladistenja trenutno postoji veliki broj fungicida koji su registrovani u
SAD. Sa druge strane, u Evropskoj Uniji, Turskoj, kao 1 u drugim zemljama Evrope
zabranjena je primena fungicida u skladiStima (Karabulut and Baykal, 2004). Ipak, u
poredenju sa sredstvima za suzbijanje Stetocina broj fungicida koji se mogu koristiti
tokom skladiStenja ipak je veoma mali. Mnoga sredstva koja su ranije koriS¢ena ne
preporucuju se vise ili im je upotreba ograni¢ena (Vico i Jurick, 2012). Osim toga,
dobro je poznat slufaj razvoja rezistentnosti skladiSnih patogena na benomil,
tiabendazol 1 imazalil (Adaskaveg and Forester, 2010).

U SAD registrovano je nekoliko fungicida za potapanje plodova koje treba
uskladistiti (Mari et al., 2007). Fludioksonil i fenheksamid, registrovani za ove namene
od 2003. 1 2005. godine, mogu smanjiti koli¢inu inokuluma koji je prisutan na povrSini
plodova (Karabulut et al., 2010), ali ne mogu uticati na miceliju koja se nalazi unutar
plodova. Forster et al. (2007) ispitivali su u laboratorijskim uslovima efikasnost
fungicida u suzbijanju pruzrokovaca mrke trulezi tokom perioda skladistenja. Utvrdili

su visoku efikasnost iprodiona, tebukonazola, azoksistrobina i fenheksamida, pri ¢emu
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su iprodion i tebukonazol pokazali najbolju efikasnost na plodovima inokulisanim

vrstom M. fructicola.

2.9. Osobine najcesSce koriS¢enih fungicida za suzbijanje Monilinia spp.

Za suzbijanje Monilinia spp. najeSée se koriste jedinjenja iz grupe
benzimidazola, dikarboksimida i triazola. Medutim, u novije vreme u upotrebi su

jedinjenja iz grupe strobilurina, karboksamida 1 pirimidil-etil-benzamida.

2.9.1. Benzimidazoli

Benzimidazoli su sistemi¢ni fungicidi koji deluju na veliki broj patogena,
izuzimajuci pseudogljive iz klase Oomycetes. Primarni mehanizam delovanja ovih
fungicida je inhibicija sinteze B-tubulina, §to za posledicu ima sprecavanje deobe jedra
(Davidse and Ishii, 1995). Benzimidazoli sa tubulinom formiraju kompleks i
sprecavaju normalno izduzivanje mikrotubula u vreteno i formiranje deobnog vretena
bez koga ne moze da se obavi deoba jedra i zavr$i mitoticka deoba celije (Davidse,
1987). Najvazniji predstavnici fungicida iz ove grupe su benomil, karbendazim,
tiabendazol 1 tiofanat-metil.

Yoshimura et al. (2004) ispitivali su osetljivost izolata M. fructicola na
tiofanat-metil 1 dobili ECsy vrednosti u intervalu od 0,17 do preko 30 pg/ml. S obzirom
na veliku razliku u osetljivosti podelili su izolate u tri grupe: osetljive (ECs50<2 pg/ml),
umerno osetljive (ECsp 2-30 pg/ml) 1 rezistentne (ECs0>30 pg/ml). Stevi¢ i VukSa
(2006) utvrdili su parametre osetljivosti izolata M. /axa na benomil; ECsy vrednosti su
se kretale u intervalu od 123 do 901 pg/kg.

Pojava rezistentnosti gljiva na benzimidazole posledica je promena na -
tubulinu, mestu njthovog vezivanja. Kod razlicitih vrsta gljiva otkriveno je desetak
mutacija na genu za B-tubulin, koje za posledicu imaju rezistentnost na ova jedinjenja.
Najcesce 1 najznacajnije mutacije deSavaju se na kodonima 198 i 200. Ma et al. (2005)
utvrdili su da kod rezistentnih izolata M. laxa na benzimidazole dolazi do mutacije na
kodonu 240 i zamene lecitina fenilalaninom. Sa druge strane, utvrdena je mutacija na

kodonu 198 visokorezistentnih izolata M. laxa iz Grcke (Malandrakis et al., 2012).
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Takode, utvrdena je i mutacija na kodonu 198 kod visokorezistentnih i na kodonu 6 kod
slabo rezistentnih izolata M. fructicola na benzimidazole. Izolati rezistentni na jedno
jedinjenje iz grupe benzimidazola istovremeno su rezistentni i na ostale predstavnike
ove grupe, dok ukrStena rezistenost izmedu benzimidazola i jedinjenja iz drugih
hemijskih grupa nije utvrdena (FRAC, 2005).

Pet godina nakon pocetka upotrebe benomila za suzbijanje M. fructicola
registrovana je pojava rezistentnosti. ECsy vrednosti rezistentnih izolata iz Kalifornije
relativno su niske (0,5-4 pg/ml) u poredenju sa ECsy vrednostima rezistentnih izolata iz
drugih delova sveta (vece od 50 ug/ml) (Yoshimura et al., 2004). Medutim, veoma
nisku efikasnost benomila i tiofanat-metila u suzbijanju M. fructicola u polju utvrdili su
Ma et al. (2003a; 2005) i Lim et al. (2006). Rezistentnost M. laxa na benomil prvi su
utvrdili Ogawa et al. (1981). Michailides et al. (1987) testirali su osetljivost veceg
broja izolata M. fructicola i M. laxa na benomil. Kolonije vecine ispitivanih izolata M.
fructicola uobi¢ajeno su rasle na podlozi sa 1 mg/l benomila, a pojedini izolati razvijali
su se 1 na podlozi sa 4 i 8 mg/l benomila, dok su se svi izolati M. laxa pokazali kao

normalno osetljivi.

2.9.2. Dikarboksimidi

Dikarboksimidi ispoljavaju protektivno delovanje u suzbijanju fitopatogenih
gljiva iz rodova Botrytis, Sclerotinia, Monilinia, Alternaria, Sclerotium, Phoma,
Helminthosporium, Rhizoctonia 1 Corticum. Razli¢ita aktivnost kao 1 spektar delovanja
pojedinih jedinjenja iz ove grupe uslovljeni su njihovom hemijskom strukturom.
Dikarboksimidi imaju cikliécnu komponentu koja moZe biti oksazolidindion (vinklozolin
1 hlozolinat), sukcinimid (prosimidon i metomeklan) i hidantoin (iprodion).

Primarni mehanizam delovanja dikarboksimida jo§ uvek nije sa sigurnoscu
utvrden. Utvrdeno je da inhibiraju porast micelije i klijanje konidija, s tim Sto je
inhibicija klijanja konidija slabije izraZzena (Edlich and Lyr, 1995). Ova jedinjenja
uticu na strukturu i mitotsku deobu ¢elije, sintezu proteina Celijskih membrana, RNK i
DNK, a remete i metabolizam sterola 1 lipida.

Yoshimura et al. (2004) utvrdili su ECsy vrednosti za iprodion za izolate M.

fructicola u intervalu od 0,01 do 0,65 pg/ml, dok se osetljivost izolata M. fructicola iz
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Koreje kretala u intervalu od 0,021-399 pg/ml (Lim et al., 2001). Stevié¢ i VukS$a
(2006) takode su ispitivali parametre osetljivosti izolata M. laxa na iprodion i utvrdili
ECsp vrednosti u intervalu od 125 do 301 pg/kg.

Razvoj rezistentnosti gljiva na dikarboksimide, prvenstveno iprodion, utvrden je
u drugoj polovini XX veka. Rezistentnost je zabelezena kod B. cinerea (Pommer and
Lorenz, 1982; Beever and Brein, 1983), M. fructicola (Ritchie, 1982), Sclerotinia
homeocarpa (Detweiler et al., 1983), Sclerotium cepivorum (Littley and Rahe, 1984) i
Alternaria alternata (McPhee, 1980; Ma et al., 2003b). Rezistentnost M. fructicola na
iprodion nije joS uvek utvrdena u SAD, ali je detektovana na Novom Zelandu i u

Australiji (Yoshimura et al., 2004).
2.9.3. Imidazoli i triazoli

Derivati imidazola i triazola spadaju u grupu heterocikli¢nih jedinjenja.
Imidazoli su peto¢lana heterociklicna jedinjenja sa dva atoma azota, a triazoli sa tri
atoma azota. N-derivati imidazola 1 triazola inhibiraju biosintezu ergosterola gljiva i
najpre su bili oznaceni kao EBIs (Ergosterol Biosynthesis Inhibitors). Ergosterol je
glavni konstitutivni 1 funkcionalni deo ¢elijskih membrana gljiva 1 predstavlja najvazniji
sterol kod vecine gljiva (Buchenauer, 1987). Medutim, ustanovljeno je da postoje
gljive kojima osnovni sterol nije ergosterol, tako da je termin EBIs zamenjen izrazom
SBIs (Sterol Biosynthesis Inhibitors).

Fungicidi iz ovih hemijskih grupa inhibiraju demetilaciju ugljenika kod
prekursora ergosterola, 1 to kod lanosterola u polozaju C-14 ili u polozaju C-24 kod
metilen dihidrolanosterola, i oznaceni su kao DMI fungicidi (DeMethylation Inhibitors)
(Kuck et al., 1995). Utvrdeno je da se nesupstituisani azot u heterociklicnom prstenu
fungicida vezuje za gvozde u citohromu P-450, formiraju¢i superoksid — Fe>* kompleks,
koji inhibira dioksigene reakcije neophodne za hidroksilaciju 14 o-metil grupe
intermedijera sterola, S§to rezultira akumulacijom 14 o-metilovanih sterola
(Buchenauer, 1987). Kao posledica rane inhibicije sinteze ergosterola dolazi do
akumulacije intermedijera koji sadrze metil grupu - metilovanih sterola, prvenstveno
eburikola, obtusifoliola 1 14 a-metilfekosterola, dok se sadrZzaj ergosterola u ¢elijskim

membranama smanjuje (Nozawa and Morita, 1986). Gljive su na taj nacin liSene
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ergosterola, ali je najverovatnije njihov rast smanjen zbog akumulacije metilovanih
sterola, koji izazivaju poveéanje permeabilnosti membrana, promenu aktivnosti vezanih
enzima u membrani 1 promene u usvajanju hranljivih materija (Buchenauer, 1987). Ovi
fungicidi ne inhibiraju klijanje spora gljiva, ali veoma efikasno i u malim
koncentracijama sprecavaju rast micelije.

Rezultati Schnabel and Bryson (2004) ukazuju na visoku efikasnost DMI
fungicida protiv Monilinia spp. ali isticu da ona moze izostati u godinama sa velikim
infekcionim potencijalom patogena. Yoshimura et al. (2004) utvrdili su osetljivost
izolata M. fructicola na tebukonazol (ECsy 0,0059-0,0607 pg/ml), pri cemu je samo 4%
izolata imalo ECsy>0,025 pg/ml. Stevi¢ i VukSa (2006) ispitivali su parametre
osetljivosti izolata M. laxa i utvrdili ECsy za tebukonazol 14-41 pg/kg. Zehr et al.
(1999) poredili su osetljivost izolata M. fructicola na propikonazol u periodu od
nekoliko godina i1 utvrdili da je doSlo do promene u osetljivosti izolata, da su izolati
istog porekla tokom godina postajali manje osetljivi. Osim toga i istrazivanja May-De
Mio et al. (2011) pokazuju promene u osetljivosti populacija M. fructicola na
tebukonazol. Izolati M. fructicola prikupljeni tokom 2000-2004. godine imaju znatno
nize ECsy vrednosti (0,01-0,27 pg/ml) od izolata prikupljenih tokom 2005-2008. godine
(0,01->100 pg/ml). Osim toga, autori su detektovali u novim populacijama 15,8%
izolata rezistentnih na tebukonazol. Chen et al. (2012) ispitivali su osetljivost izolata M.
fructicola na novi fungicid iz grupe DMI fungicida SYP-Z048. ECsy vrednosti izolata
M. fructicola za novi fungicid kretale su se u intervalu od 0,003 do 0,047 pg/ml 1
ukazale na visoku osetljivost izolata 1 odsustvo rezistentnosti.

Ubrzo nakon uvodenja DMI fungicida detektovana je rezistentnost velikog broja
patogena u laboratorijskim uslovima, dok je rezistentnost u polju potvrdena kod manjeg
broja patogena. S obzirom na veoma Siroku primenu u velikom broju useva,
rezistentnost na DMI fungicide razvija se sporije u odnosu na druge fungicide sa
specificnim mehanizmom delovanja. Nije detektovana rezistentnost izolata M.
fructicola na fungicide iz ove grupe, ali je utvrdena smanjena osetljivost izolata M.
fructicola na propikonazol (Yoshimura et al., 2004).

Genetski mehanizmi razvoja rezistentnosti na DMI fungicide su razliciti, ali
najces¢e dolazi do mutacije u okviru gena za 14 a-metilazu (CYP517) ili do njegove

pojacane ekspresije. Kod fitopatogene gljive M. fructicola utvrdeno je prisustvo
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genetickog motiva ,,Mona“ u okviru gena MfCYP51 koji se smatra odgovornim za
rezistentnost ove vrste (Luo et al.,, 2008). Medutim, istrazivanja Villani and Cox
(2011) pokazala su da ,,Mona‘“ nije stabilan element koji moze ukazati na rezistentnost
jer su kod nekih izolata dokazali rezistentnost u in vitro testovima, ali nisu detektovali
prisustvo ,,Mona“ elementa. Autori su na osnovu ovih istrazivanja zakljucili da ,,Mona*
element ne moze biti pouzdan karakter za detekciju rezistentnih izolata M. fructicola na

DMI fungicide.

2.9.4. Strobilurini

Strobilurini prvi put su identifikovani krajem osamdesetih godina XX veka kada
su izolovani iz pojedinih gljiva iz klase Basidiomycetes. Za ove supstance utvrdeno je
da poseduju fungicidno i fungistaticno delovanje, ali je njihova $ira primena izostala
zbog izrazene fotodegradibilnosti. Na osnovu karakteristika ovih prirodnih jedinjenja
stvorene su sinteticke supstance koje imaju istu osnovnu strukturu, ali znatno stabilnije
molekule. Prvi fungicidi iz grupe strobilurina koji su se sredinom 90-ih godina proslog
veka pojavili na trzistu bili su azoksistrobin i kresoksim-metil (Sauter et al., 1999).
Najznacajniji predstavnici ove grupe su azoksistrobin, trifloksistrobin i piraklostrobin.

Fungicidi iz grupe strobilurina imaju specifican mehanizam delovanja koji nije
bio poznat do njihovog otkri¢a. Ove supstance vezuju se za proteinske podjedinice
citohrom bcl kompleksa u okviru elektron transportnog lanca, koji je smeSten u
unutrasnjoj membrani mitohondrija, remete¢i proces celijskog disanja kod gljiva
(Sauter et al., 1995; Jordan et al., 1999; Tamura and Mizutani, 1999; Fisher and
Meunier, 2008). Strobilurini se vezuju za ubikvinol oksidazni (Qo) centar citohroma b,
Sto za posledicu ima prekid transfera elektrona sa ubikvinola na citohrom C14 (Fraaje
et al., 2003).

S obzirom da inhibiraju ubikvinol osidazu (Qo), strobilurini i njima sli¢na
jedinjenja, gde spadaju oksazolidindioni (famoksadon) i imidazolinoni (fenamidon), u
anglosaksonskoj literaturi veoma cesto se oznacavaju sa Qol fungicidi (skraceno od Qo-
Inhibitors) (FRAC, 2004).

Kod nekih gljiva 1 biljaka, inhibitori respiratornog lanca 1 drugi stresni faktori

mogu indukovati stvaranje takozvane alternativne oksidaze. Ova alternativna oksidaza
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posredno uti¢e na proces disanja tako Sto preusmerava elektrone na ubikvinol (Q) i tako
¢elije gljiva postaju manje osetljive na dejstvo ovih jedinjenja (Ypema and Gold,
1999). U in vitro testovima osetljivosti gljiva 1 pseudogljiva na fungicide koji remete
procese disanja uoceno je da pojedine vrste poseduju sposobnost aktiviranja
alternativnog nacina disanja. Patogen se nesmetano razvija ¢ak i u prisustvu visokih
koncentracija fungicida, zbog Cega se dobija lazna slika rezistentnosti izolata na ova
jedinjenja. Ovaj fenomen se vezuje iskljucivo za laboratorijska ispitivanja osetljivosti 1
nije prisutan u ispitivanjima efikasnosti in vivo. Jedno od objasnjenja ove pojave je da
biljka domacin produkuje flavonoide i da su oni odgovorni za sprecavanje stvaranja
alternativnih oksidaza. Kako bi se spreilo kori$éenje alternativnog disajnog puta u
ogledima ispitivanja osetljivosti in vitro koristi se salicilhidroksamicna kiselina
(SHAM), supstanca koja inhibira aktiviranje alternativnih oksidaza (Ziogas et al.,
1997).

U istrazivanjima Burnett et al. (2010) od tri fungicida iz ove hemijske grupe
najbolji antisporulant protiv M. fructicola bio je trifloksistrobin. Azoksistrobin je
ispoljio umerenu, a kombinacija piraklostrobin+boskalid najslabiju efikasnost. Spiegel
and Stammler (2006) ispitivali su osetljivost izolata M. laxa i M. fructigena na
piraklostrobin 1 utvrdili da nema razlike u osetljivosti izmedu izolata razli¢itog porekla.
Na osnovu ovih istrazivanja preporucili su koncentraciju od 2,5 ppm kao
diskriminacionu dozu za identifikaciju rezistentnih sojeva Monilinia spp. Stevi€ i
Vuksa (2006) takode su utvrdili da nema velike razlike u osetljivosti na trifloksistrobin
izmedu izolata M. laxa razli¢itog porekla; ECsy vrednosti za trifloksistrobin bile su 4-9
ng/kg.

Kada su strobilurini uvedeni u primenu, pretpostavljalo se da ¢e gljive tesko
razviti rezistentnost na ova jedinjenja zbog potpuno novog i do tada nepoznatog
mehanizma delovanja. Medutim, do pojave rezistentnosti doslo je mnogo ranije nego
Sto se ocekivalo. Rezistentnost na strobilurine prvi put je registrovana na severu
Nemacke, gde su pronadeni rezistentni sojevi Blumeria (Erysiphe) graminis (Ishii et
al., 2001). Takode, rezistentnost je detektovana i kod mnogih drugih vrsta gljiva, pa i
M. fructicola (Amiri et al., 2010).

U vecini slucajeva rezistentnost na Qol fungicide rezultat je tackaste mutacije u

mitrohondrijalnom genu citohroma b. U polozaju 143 dolazi do supstitucije glicina
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alaninom (G143A), dok u polozaju 129 dolazi do zamene fenilalanina leucinom.
Miessner and Stammler (2010) ispitivali su znacaj mesta mutacije G143A za razvoj

rezistentnosti vrsta roda Monilinia na Qol fungicide.

2.9.5. Pirimidil-etil-benzamidi

Pirimidil-etil-benzamidi poznati su kao inhibitori sukcinat dehidrogenaze (SDH)
u respiratornom lancu i1 imaju znacajnu ulogu u zastiti useva i1 zasada od razlicitih
fitopatogenih gljiva. Ovi molekuli vezuju se za proteinski kompleks II u
mitohondrijalnom respiratornom lancu i na taj na¢in remete proces disanja. Zahvaljujuci
ovom jedinstvenom mehanizmu delovanja, nije utvrdena ukrStena rezistentnost
jedinjenja iz ove grupe sa jedinjenjima iz drugih hemijskih grupa, kao S§to su
strobilurini, benzimidazoli ili aminopirimidini (Avenot et al., 2008).

Fluopiram je jedan od novijih fungicida iz grupe pirimidil-etil-benzamida sa
sistemi¢nim na¢inom delovanja. Budu¢i da je fluopiram nova aktivna materija iz ove
grupe joS uvek nema mnogo podataka o njegovom delovanju na Monilinia spp. U
istrazivanjima Hu et al. (2011b) utvrdeno je da za ispitivanje osetljivost izolata M.
fructicola na fluopiram nije pogodna PDA podloga jer su ECsy vrednosti bile viSe od
100 pg/ml za pojedine izlolate Sto nije saglasno sa rezultatima drugih autora (Amiri et
al., 2010). Kada su za ispitivanje osetljivosti izolata M. fructicola upotrebili druge
hranljive podloge dobili su potpuno drugacije rezultate. ECsy vrednosti na MM podlozi
(minimal medium) za fluopiram kretale su se u intervalu od 0,059-15,6 pg/ml (Hu et

al., 2011b).

2.9.6. Karboksamidi

Karboksamidi su sistemi¢ni fungicidi koji inhibiraju enzim sukcinat
dehidrogenazu koji predstavlja funkcionalnu jedinicu ciklusa trikarboksilnih kiselina i
elektrontransportnog sistema mitohondrija, uglavnom bazidiomiceta (Kulka and Von
Schelming, 1995; Spiegel and Stammler, 2006). Selektivnost ove grupe fungicida

zasniva se na razlici u osetljivosti enzima na delovanje fungicida i/ili na moguénosti
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dospevanja fungicida do mesta delovanja (Leroux, 2004). Novi fungicid Sirokog
spektra delovanja iz ove grupe je boskalid.

Spiegel and Stammler (2006) ispitivali su osetljivost izolata M. laxa 1 M.
fructigena na boskalid i utvrdili da nema razlike u osetljivosti izmedu izolata razliitog
porekla. Na osnovu ovih istrazivanja preporucili su koncentraciju od 2,5 ppm kao
diskriminacionu dozu za detekciju rezistentnih sojeva Monilinia spp. Sa druge strane,
Hu et al. (2011b) ispitujuci osetljivost izolata M. fructicola na boskalid pokazali su da
PDA podloga u koju je inkorporiran fungicid nije pogodna za ispitivanje osetljivosti.
ECsy vrednosti bile su vise od 100 pg/ml za pojedine izlolate Sto nije saglasno sa
rezultatima drugih autora kod kojih je utvrdena ECsy vrednost bila manja od 10 pg/ml
(Amiri et al., 2010). Kada su za ispitivanje osetljivosti izolata M. fructicola na boskalid
upotrebili druge hranljive podloge dobili su potpuno drugacije rezultate. ECsy vrednosti
na MM podlozi (minimal medium) za boskalid bile su 0,013-2,10 pg/ml (Hu et al.,
2011b).

Rezistentnost na boskalid jo§ uvek nije detektovana za vrste roda Monilinia
(Spiegel and Stammler, 2006), ali je detektovana za druge fitopatogene gljive -
Alternaria alternata, Corynespora cassiicola, Botrytis cinerea, Didymella bryoniae,
Podosphaera xanthii 1 Sclerotinia sclerotiorum (Avenot and Michailides, 2010). Kao
razlog pojave rezistentnosti autori navode mutacije na genu AaSDHB kod A. alternata,

genu SDH B kod B. cinerea, H278Y kod C. cassiicola, D. bryoniae 1 P. xanthii.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U programu istrazivanja ove doktorske disertacije postavljeni su sledeci ciljevi:
- Da se utvrdi prisustvo, rasprostranjenost i znaCaj gljiva iz roda Monilinia,
prouzrokovaca suSenja cvetova, grana i grancica i mrke trulezi plodova kosticavih
vocaka u Srbiji.
- Da se izvr$i precizna i1 pouzdana identifikacija dobijenih izolata do nivoa vrste
primenom morfoloskih i molekularnih metoda identifikacije.
- Da se prouc¢e morfoloske, odgajivacke, ekoloske i patogene osobina izolata Monilinia
spp.
- Da se izvrSi molekularna karakterizacija vrsta roda Monilinia sekvencioniranjem ITS
regiona odabranih izolata, njihovim medusobnim poredenjem 1 odredivanjem
filogenetskog meduodnosa sa izolatima Monilinia spp. u svetu.
- Da se ispita intraspecijska varijabilnost M. fructicola primenom SSR markera i odrede
putevi introdukcije ove vrste u Srbiju.
- Da se ispita osetljivost izolata Monilinia spp. na fungicide razli¢itih mehanizama
delovanja koji se uobicajeno koriste za njihovo suzbijanje.
- Da se prouci osetljivost izolata Monilinia spp. na razli¢ite agense za biolosku zastitu -
antagonisticke mikroorganizme 1 etarska ulja 1 utvrdi moguénost njihove upotrebe za

suzbijanje Monilinia spp.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Sakupljanje uzoraka obolelih biljaka

Uzorci obolelih delova kosti¢avih vocaka sa simptomima suSenja cvetova, grana
i grancica i mrke trulezi plodova sakupljeni su tokom trogodisnjeg perioda od 2010. do
2012. godine. Sakupljanje pocetnog materijala za ispitivanje obavljeno je sa 119
lokaliteta iz 15 razli¢itih okruga na teritoriji Republike Srbije.

Biljni organi sa simptomima nalik simptomima koje prouzrokuju vrste roda
Monilinia sakupljani su u zasadima i zelenim pijacama sa Sest vrsta kosti¢avih vocaka:
breskve (Prunus persica), kajsije (Prunus armeniaca), nektarine (Prunus persica var.
nectarina), Sljive (Prunus domestica), treSnje (Prunus avium) 1 viSnje (Prunus cerasus).

Nakon sakupljanja, zarazeni biljni delovi pakovani su pojedinacno u papirne
kese, obelezeni i transportovani do Laboratorije za primenjenu fitopatologiju Instituta za

pesticide i zastitu zivotne sredine u Beogradu, gde su dalje ispitivani.

4.2. Izolacija patogena

Iz sakupljenih uzoraka obavljena je izolacija patogena primenom standardnih
fitopatoloskih metoda (Dhingra and Sinclair, 1995). Sitni fragmenti sa prelaza zdravog
1 obolelog tkiva isecani su sterilnim skalpelom, zatim povrSinski sterilisani u 2%
rastvoru natrijum hipohlorita (NaOClI, 1:1 komercijalna varikina) u trajanju od jedan do
dva minuta 1 preneti na sterilnu PDA podlogu (podloga od krompira, dekstroze i agara,
potato dextrose agar, PDA) (200 g krompira, 20 g dekstroze, 17 g agara, 1 | destilovane
vode) (Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987). Zasejane podloge inkubirane su u mraku, na
temperaturi od 24°C do pojave kolonija gljiva. Nakon inkubacije, kolonije koje po tipu
porasta odgovaraju vrstama roda Monilinia u asepti¢kim uslovima presejane su na svezu
podlogu sa ciljem dobijanja Ciste kulture gljive.

Dobijeni izolati oznaceni su kombinacijom slova i brojeva pri ¢emu prvo slovo
predstavlja biljku domacina sa kojeg je izvrSena izolacija (K-kajsija, B-breskva, S-
Sljiva, T-tresnja, V-visnja, N-nektarina), drugo slovo - deo biljke sa koje je izvrSena

izolacija (P-plod, G-grancica, C-cvet), a naredna slova - lokalitete sa kojih poticu.
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4.3. Dobijanje ¢istih kultura monosporijalnih izolata i njihovo ¢uvanje

Sa ciljem dobijanja monosporijalnih izolata iz Cistih kultura dobijenih izolata
starosti sedam dana, odgajenih na PDA podlozi pripremane su suspenzije konidija. U
kulture je dodato po 10 ml sterilne vode i blagim struganjem pomocu staklenog Stapic¢a
obavljeno je oslobodanje micelije i konidija od podloge. Po 100 pl tako dobijene
suspenzije spora razliveno je na povrsinu podloge od vodenog agara (water agar, WA),
pripremljene od 17 g agarai 1 | destilovane vode (Dhingra and Sinclair, 1995). Nakon
inkubacije u termostatu na temperaturi 24°C u trajanju od 18-20 h, direktnim
mikroskopiranjem obelezavane su i izdvajane pojedinacne proklijale konidije svakog
izolata, a zatim su sterilnom iglom prenete na novu PDA podlogu.

Dobijeni monosporijalni izolati su zatim presejani u epruvete sa zakoSenom
PDA podlogom i nakon razvoja kultura na temperaturi od 24°C, ¢uvane u frizideru na
temperaturi od 4°C (Dhingra and Sinclair, 1995). Izolati su presejavani jednom
godis$nje. Za dugotrajno ¢uvanje izolati su skladiSteni u 20% glicerolu na temperaturi od

-80°C.

4.4. Provera patogenosti izolata

Patogenost svih dobijenih monosporijalnih izolata proverena je veStatkom
inokulacijom povredenih 1 nepovredenih plodova biljaka domacina sa kojih su izolovani
(Vignutelli et al., 2002). Inokulacija je obavljena nanoSenjem fragmenata micelije
izolata (pre¢nika 3 mm), uzetih sa ivice kolonija starosti sedam dana odgajenih na PDA
podlozi, na prethodno povrSinski dezinfikovane zdrave plodove. Na plod u kontroli
nanoSen je fragment sterilne PDA podloge. Inokulisani plodovi inkubirani su u vlaznoj
komori na temperaturi od 24°C, a pojava simptoma posmatrana je svakodnevno tokom
10 dana. Nakon pojave simptoma mrke trulezi, sa inokulisanih plodova uradena je
reizolacija patogena na PDA podlogu koriS¢enjem istih metoda kao 1 pri izolaciji.
Dobijeni reizolati uporedeni su sa izolatima koriS¢enim za inokulaciju radi potvrde da
su dobijeni simptomi truleZi inokulisanih plodova posledica patogene aktivnosti izolata.

Za dalji rad koriS¢eni su reizolati.

38



Materijal i metode

4.5. Identifikacija patogena

Nakon dobijanja 246 izolata nalik izolatima Monilinia spp. pristupilo se
identifikaciji do nivoa vrste na osnovu proucavanja patogenih, morfoloskih,
odgajivackih i1 ekoloSkih karakteristika 1 potvrde identifikacije primenom lancane
reakcije polimeraze (polymerase chain reaction, PCR). Provera patogenosti,
proucavanje specificnih morfoloskih karakteristika koje je opisao Lane (2002) (boja
kolonije, odlike ruba i oblik kolonije, sporulacija, prisustvo koncentricnog prstena
spora, kvalitativna brzina porasta i prisustvo crne marginalne linije) i molekularna
detekcija primenom Multiplex PCR reakcije uradeni su sa svim prikupljenim izolatima.
Na osnovu preliminarnih istrazivanja pomenutih kriterijuma, pre svega morfoloskih,
izvtSen je odabir reprezentativnih izolata (Tabela 1) — predstavnika preliminarno
identifikovanih vrsta Monilinia spp. za detaljnija proucavanja patogenih, morfoloskih,
odgajivackih, ekoloskih i molekularnih karakteristika, kao i za ispitivanje osetljivosti na
fungicide. Za proucavanje efekata etarskih ulja i antagonistickih sojeva bakterije
Bacillus subtilis na Monilinia spp., kao 1 mogucnosti njihove prakticne primene,

odabran je po jedan reprezentativni izolat od svake vrste.
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Tabela 1. [zolati Monilinia spp. odabrani za dalja proucavanja

Vrsta Oznaka Lokalitet Biljka Godina
izolata domacin izolacije
M. laxa TPGR Grocka Tres$nja 2010.
SMLEs Leskovac Sljiva 2010.
SPSV Slankamenacki Vinogradi ~ Sljiva 2010.
TPBN Bosut Tre$nja 2010.
SMLE Leskovac Sljiva 2010.
VGRSD Smederevo Visnja 2011.
BPSV Slankamenacki Vinogradi ~ Breskva 2012.
BMLEs Leskovac Breskva 2010.
TPAL Alibegovac Tresnja 2010.
NPSP Stara Pazova Nektarina 2012.
BPCO Cortanovci Breskva 2012.
TPRS Rimski Sancevi Tres$nja 2012.
TPLC  Loznica (CA) Tre$nja 2012.
BPZK Zaklopaca Breskva 2012.
VGRSE  Secanj Visnja 2010.
VPSV Slankamenacki Vinogradi ~ Vi$nja 2012.
SPIV Ivanjica Sljiva 2012.
VPJR Jermenovac Visnja 2012.
KPGO  Golobok Kajsija 2012.
KPGG  Gornja Gorevnica Kajsija 2012.
NPVI Vinca Nektarina 2012.
M. fructigena BSPBA  Bare Sljiva 2012.
VPBG Beograd Visnja 2010.
SPPR Preljina Sljiva 2012.
TPGO Golobok TreSnja 2012.
SPBA Bare Sljiva 2012.
M. fructicola  NPGM  Topola Nektarina 2011.
NPUD1  Udovice Nektarina 2012.
NPUD2  Udovice Nektarina 2012.
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4.6. Morfoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

Proucavanje morfoloskih odlika obuhvatilo je proucavanje makroskopskih i
mikroskopskih karakteristika odabranih izolata patogena. Makroskopske morfoloske
karakteristike svih dobijenih izolata proucavane su nakon inkubacije od 10 dana na
PDA podlozi na temperaturi od 22°C. Posmatrane su karakteristicne osobine prema
navodima Lane (2002): boja kolonije, odlike ruba 1 oblik kolonije, sporulacija,
prisustvo koncentricnog prstena spora, kvalitativna brzina porasta i prisustvo crne
marginalne linije.

Od mikroskopskih osobina odabranih izolata ispitivane su: izgled konidiofora,
oblik 1 veli¢ina konidija, koncentracija konidija po jedinici povrSine, nain klijanja
konidija, kao 1 duzina kli¢inih cev€ica pre prvog grananja (Muntafiola-Cvetkovié,
1987; Dhingra and Sinclair, 1995; van Leeuwen and van Kesteren, 1998; De Cal
and Melgarejo, 1999). Od kultura izolata gajenih 10 dana na MA (malt) podlozi
pripremani su privremeni mikroskopski preparati za posmatranje izgleda konidiofora i
konidija. Preparat je pripreman u kapi sterilne vode u koju je sterilnom iglom nanosen
fragment kolonije bez podloge, a potom prekriven pokrovnim staklom i posmatran uz
pomoc¢ optickog mikroskopa Olympus CX41, pod uvecanjima od 40x do 100x.

Na preparatima pripremanim na opisan na¢in odredivana je veli¢ina konidija
odabranih izolata prosekom obracunatim za najmanje 100 ponovljenih merenja. Sve
dimenzije merene su na slu¢ajno odabranim, potpuno formiranim i zrelim konidijama u
vidnom polju privremenog preparata.

Od kultura iste starosti pravljena je suspenzija spora dodavanjem iste zapremine
sterilne destilovane vode po jedinici povrSine 1 izvrSeno je merenje koncentracije spora
pomocu hemocitometra. Konidije su isprane sa 10 ml sterilne vode nakon Cega je
odredena koncentracija spora. Brojanje je izvrSeno u tri ponavljanja za svaki odabrani
izolat.

Za odredivanje nacina klijanja konidija i duzine kli¢ine cevcice, kao 1 za
utvrdivanje procenta klijavosti konidija, 100 pl suspenzije konidija zasejano je na WA
podlozi 1 ravnomerno rasporedeno koriS¢enjem sterilnog staklenog Stapi¢a. Nakon

inkubacije od 18 h na temperaturi od 24°C u mraku posmatran je nacin klijanja konidija
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1 merena duzina kli¢ine cevc€ice od konidije do mesta prvog grananja. Mereno je 50

kli¢inih cevcica za svaki izolat, a eksperiment je ponovljen najmanje jednom.

4.7. Pralenje brzine porasta izolata Monilinia spp.

Fragmenti micelije 12 odabranih izolata pre¢nika 3 mm, uzetih sa ivice sedam
dana stare kolonije gljive gajene na PDA podlozi, nanoSeni su na PDA podlogu u Petri
kutijama pre¢nika 90 mm i inkubirani sedam dana na temperaturi od 24°C. Pre¢nik
kolonije je meren u dva pravca pod pravim uglom i preraCunavan je dnevni porast

izolata. Ogled je izveden u Cetiri ponavljanja, a podaci su statisti¢ki obradeni.

4.8. Odgajivacke karakteristike izolata Monilinia spp.

Od odgajivackih odlika proucen je uticaj pet razlicitih hranljivih podloga i uticaj
12 vrednosti kiselosti PDA podloge na porast 12 odabranih izolata.

Uticaj hranljivih podloga. Brzina porasta ispitivanih izolata pra¢ena je na
slede¢im podlogama:

e krompir-dekstrozni agar (PDA, potato dextrose agar; Muntafiola-Cvetkovi¢,

1987):
krompir 200 g
dekstroza 20g
agar 17¢g
destilovana voda 11

e vodeni agar (WA, water agar; Dhingra and Sinclair, 1995):
agar 17¢
destilovana voda 11

e Capek agar (CzA, Czapek agar; Muntaiiola-Cvetkovié¢, 1987):

NaNO; 3g
K,;HPO,4 lg
MgSO4 x 7TH,0 0,50 g
KCI 0,50 g
FeSO4 x 7TH,0 0,01 g
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saharoza 30g
agar I5¢g
destilovana voda 11

e malt agar (MA, malt agar; Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987):
industrijski slad 500 ml
agar 17¢g
destilovana voda 500 ml

e V8 agar (V8A, vegetable-8 juice agar; Miller, 1955):

sok svezeg paradajza 200 ml
CaCoO; 3g
agar 17 g
destilovana voda 800 ml

Pripremljene podloge razlivane su u Erlenmajer kolbe i sterilisane u autoklavu
20 minuta, na temperaturi od 120°C i pri pritisku od 0,2 MPa. U Petri kutije prec¢nika 90
mm sa odgovaraju¢om podlogom naneti su isecci podloge sa micelijom precnika 3 mm,
uzeti sa ivice kolonije gljive gajene na PDA podlozi tokom sedam dana. Zasejane Petri
kutije inkubirane su na temperaturi od 24°C u mraku. Brzina porasta merena je sedam
dana nakon zasejavanja, merenjem precnika kolonije u dva pravca pod pravim uglom.
Ogled je izveden u dva nezavisna eksperimenta sa po tri ponavljanja, a podaci su
statisticki obradeni.

Uticaj kiselosti podloge. Za ispitivanje uticaja kiselosti podloge na porast
izolata koriS¢ena je PDA podloga. Kiselost podloge je podesena na 12 vrednosti nakon
sterilizacije u intervalu od pH 2 do pH 12 pomo¢u 0,IN HCl i 0,1N NaOH (Dhingra
and Sinclair, 1995). Porast izolata pracen je nakon sedam dana od zasejavanja na
temperaturi od 24°C u mraku, merenjem precnika kolonije u dva pravca pod pravim
uglom. Ogled je izveden u dva nezavisna eksperimenta sa po tri ponavljanja, a podaci su

statisti¢ki obradeni.

4.9. EkoloSke karakteristike izolata Monilinia spp.

Proucavanje ekoloskih osobina obuhvatilo je wuticaj abiotskih faktora,

temperature 1 osvetljenja na porast odabranih izolata.
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Uticaj temperature. Uticaj temperature na porast izolata praden je
zasejavanjem izolata na PDA podlogu na ve¢ opisan nacin. Nakon zasejavanja, Petri
kutije inkubirane su u mraku na slede¢im temperaturama: 18, 20, 23, 25, 28 1 30°C.
Porast izolata i nacin merenja uraden je po postupku opisanom kod gajenja gljiva na
razli¢itim hranljivim podlogama. Ogled je izveden u dva nezavisna eksperimenta sa po
tri ponavljanja, a podaci su statisti¢ki obradeni.

Uticaj ekstremnih temperatura. Uticaj ekstremnih temperatura na porast
izolata pracen je inkubiranjem izolata zasejanih na PDA podlogu na temperaturama
nizim od 4°C (od 0°C do 4°C) i visim od 30°C (od 30°C do 35°C), kako bi bile
utvrdene grani¢ne temperature porasta odabranih izolata. Porast izolata i na¢in merenja
obavljen je po postupku opisanom kod gajenja gljive na razli€itim hranljivim
podlogama. Ogled je izveden u dva nezavisna eksperimenta sa po tri ponavljanja, a
dobijeni rezultati statisticki obradeni.

Uticaj svetlosti. Porast ispitivanih izolata proucavan je zasejavanjem gljive na
PDA podlozi, koja je potom inkubirana sedam dana na temperaturi od 24°C u razli¢itim
uslovima osvetljenja: stalni mrak i svetlosni rezim 12 h svetlost/12 h mrak. Ogled je
izveden u dva nezavisna eksperimenta sa po tri ponavljanja, a podaci su statisti¢ki

obradeni.

4.10. Testovi unakrsne patogenosti

Za testove virulentnosti odabrano je ukupno devet ispitivanih izolata, po Cetiri
izolata M. laxa 1 M. fructigena dobijenih sa razli¢itih biljaka domacina i1 lokaliteta 1
jedan izolat M. fructicola poreklom sa ploda nektarine (Tabela 1). Virulentnost
odabranih izolata proucavana je veStackim inokulacijama povredenih zrelih plodova
kosticavih vocaka: breskve, kajsije, nektarine, §ljive, treSnje 1 viSnje (Vignutelli et al.,
2002). Plodovi kosti¢avih vocaka pre postavljanja ogleda povrSinski su dezinfikovani
potapanjem u 0,5% rastvor NaClO u trajanju od pet minuta, a zatim ispirani tri puta
sterilnom destilovanom vodom 1 prosuSeni na filter papiru u asepticnim uslovima.
Potom je svaki plod povredivan konusnom iglom pre¢nika 4 mm 1 dubine 3 mm. U
povrede je nanoSen fragment micelije precnika 3 mm uzet sa ivice kulture starosti

sedam dana gajene na PDA podlozi. Kao negativna kontrola kori$¢eni su plodovi u koje
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je nanoSen fragment sterilne PDA podloge. Za svaki izolat, za svakog domacina, test je
obavljen na ukupno 15 plodova (u tri ponavljanja sa po pet plodova). Inokulisani
plodovi inkubirani su u vlaznoj komori na temperaturi od 24°C 1 relativnoj vlaznosti
vazduha od 97%. Veli¢ina truleZi merena je nakon jedan, dva i tri dana inkubacije, a
brzina Sirenja trulezi je izraCunavana na osnovu razlike u veli¢ini lezije merene izmedu

dva dana (mm po danu). Dobijeni rezultati statisti¢ki su obradeni.

4.11. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija

4.11.1. Molekularna detekcija i identifikacija

Molekularna detekcija 1 identifikacija ispitivanih izolata Monilinia spp.

obavljena je primenom metode lanc¢ane reakcije polimeraze (polimerase chain reaction,

PCR) po protokolu koji su opisali White et al. (1990) i Coté et al. (2004) (Tabela 2).

Tabela 2. Pregled prajmera primenjenih za detekciju 1 identifikaciju Monilinia spp.

Ciljana Naziv Sekvenca 5'-3' Veli¢ina Literaturni

sekvenca prajmera fragmenta  izvor

ITS tDNK MO368-5 GCA AGG TGT CAA AACTTCCA  351-535bp  Cotéetal.,
MO368-8R AGA TCA AAC ATC GTC CAT CT 2004
MO368-10R AAG ATT GTC ACC ATG GTT GA
Laxa-R2 TGC ACA TCA TAT CCC TCG AC

ITS tDNK ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 500-600 bp White et al.,
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 1990

4.11.2. Priprema izolata

Za potrebe molekularne detekcije i identifikacije svi izolati su zasejavani na
PDA podlogu i inkubirani u mraku na temperaturi od 24°C. Nakon inkubacije u trajanju
od sedam dana iz razvijene kolonije gljive sakupljena je vazdusna micelija sterilnim
skalpelom koja je koriS¢ena za ekstrakciju ukupnih DNK. Sakupljanje micelije uradeno

je pazljivo kako bi se izbeglo unosenje fragmenata podloge u materijal za ekstrakciju.
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4.11.3. Izolacija DNK

Izolacija ukupne koli¢ine dezoksiribonukleinskih kiselina (DNK) obavljena je
po metodi koju su opisali Harrington and Wingfiled (1995), koriS¢enjem
komercijalnog preparata PrepmanX (Applied Biosystems, SAD), po uputstvima
proizvodaca. Uzorak micelije odgajene na PDA podlozi uronjen je u 50 pl PrepmanX-a
1 inkubiran 30 min na temperaturi od 56°C, a potom 10 min na temperaturi od 100°C.
Uspeh izolacije DNK 1 pogodnost za PCR reakciju proverena je amplifikacjiom
fragmenta veli¢ine oko 600 bp univerzalnim prajmerima ITS1 i ITS4 (White et al.,

1990). Sastav reakcione smese i uslovi PCR reakcije navedeni su kasnije u tekstu.

4.11.4. Molekularna detekcija primenom Multiplex PCR reakcije

Identitet izolata utvrden na osnovu patogenih, morfoloskih, odgajivackih i
ekoloskih karakteristika, potvrden je specificnom molekularnom detekcijom, primenom
reakcije lanCanog umnoZavanja specificnog fragmenta DNK uz koriS¢enje prajmera:
MO368-5, MO368-8R, MO368-10R i Laxa-R2, po protokolu Co6té et al. (2004).
Reakciona smesa, finalne zapremine 25 pl, pripremljena je od: 12,5 ul 2 x PCR Master
mix (Fermentas, Lithuania), 7,5 ul RNase—free vode (Molecular Biology Grade Water,
Eppendorf), po 1 pl svakog prajmera (100 pmol/ul) i 1 pl ekstrahovane DNK uzorka.
Kao negativna kontrola koriS¢ena je reakciona smesa u koju je umesto DNK uzorka
dodata RNase—free voda.

PCR reakcije izvedene su u Eppendorf Master Cycler-u (Eppendorf, Germany)
pri slede¢im uslovima:

1 ciklus -inicijalna denaturacija DNK (95°C - 2 min)
35 ciklusa -denaturacija DNK (95°C - 15 s)

-vezivanje prajmera (60°C - 15 s)

-sinteza fragmenta DNK - elongacija (72°C - 1 min)
1 ciklus -finalna inkubacija (72°C - 3 min)
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4.11.5. Molekularna detekcija na osnovu amplifikacije I'TS regiona

Za molekularnu detekciju i identifikaciju odabrano je 18 izolata (11 izolata M.
laxa: BPCO, BPZK, KPGG, KPGO, NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS, VPIR i VPSV;
Setiri izolata M. fructigena: BSPBA, SPBA, SPPR i TPGO; tri izolata M. fructicola:
NPGM, NPUD1 i NPUD?2), dobijenih sa razli¢itih lokaliteta, biljaka domacina 1 biljnih
delova, kojima je potvrdena patogenost i koji su prethodno okarakterisani na
morfoloSkom nivou (Tabela 1). KoriS¢en je jedan par univerzalnih prajmera
(ITS1/1TS4) koji omogucava umnozavanje pet genskih segmenata DNK iz ITS (Internal
transcribed spacer) regiona rDNK (deo 18S rRNK, ITS1, 5.8S rRNK, ITS2 i deo 28S
rRNK). PCR reakcije obavljene su po protokolu koji su opisali White et al. (1990) u
radnoj zapremini od 25 pl, koriS¢enjem 12,5 pl 2 x PCR Master mix-a (Fermentas,
Lithuania), 9,5 ul RNase—free vode (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf), po
1ul svakog prajmera i 1 pl izolovane ukupne DNK. U svim reakcijama kao negativna
kontrola kori$¢ena je reakciona smesSa sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje
DNK u koju je umesto DNK uzorka dodavana RNase—free voda. PCR reakcija izvedena
je u Eppendorf Master Cycler-u (Eppendorf, Germany) pri slede¢im uslovima reakcije:

1 ciklus -denaturacija DNK (94°C - 1 min 30 s)
29 ciklusa -denaturacija DNK (94°C - 30 s)

-vezivanje prajmera (55°C - 30 s)

-sinteza fragmenta DNK - elongacija (72°C - 30 s)
1 ciklus -elongacija (72°C - 9 min)

4.11.6. Vizualizacija i analiza produkata PCR reakcije

Vizuelizacija amplifikovanih  produkata PCR reakcija obavljena je
elektroforetskim razdvajanjem u agaroznom gelu u 1 x TBE puferu (90 mM Tris, 90
mM H;BO;, ImM EDTA) pri naponu od 100V, bojenjem u 0,1% rastvoru etidijum
bromida 1 posmatranjem pod UV svetlom. Za vizualizaciju produkata dobijenih u
Multiplex PCR reakciji pripreman je 1,5% agarozni gel, a za produkte dobijene
primenom univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 1% agarozni gel, dobijen rastvaranjem

odgovaraju¢e koli¢ine agaroze u 1 x TBE puferu i zagrevanjem do temperature
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klju€anja u mikrotalasnoj peénici. Nakon hladenja do temperature od priblizno 60°C,
gel je razliven u kalup aparata za horizontalnu elektroforezu (BluePower 500, Serva) u
koji su prethodno postavljeni separatori 1 ¢esljevi, nakon Cega je ostavljen na sobnoj
temperaturi 30 min da se ohladi i polimerizuje. Posle polimerizacije gela i uklanjanja
¢esljeva, kalup je uranjan u kadicu za horizontalnu elektroforezu sa 1 x TBE puferom.
Uzorci za elektroforezu pripremljeni su mesSanjem 5 pl produkta PCR reakcije 1 1 pl
boje 6x Loading dye (Fermentas, Lithuania) i naliveni u bunarci¢e po odgovaraju¢em
rasporedu. Pri elekroforezi koris¢en je 100 bp DNK marker (Fermentas, Lithuania) radi
odredivanja veli¢ine produkta poredenjem sa poznatom veli¢inom DNK fragmenata
markera. Posle zavrSene elektroforeze gel je bojen u rastvoru etidijum bromida u
trajanju od 10 min. Amplifikovani fragmenti posmatrani su u mracnoj komori pomoc¢u
UV svetla na transiluminatoru (Vilber Lourmat, France).

Pojava DNK fragmenata dobijenih u Multiplex PCR reakciji velic¢ine oko 535 bp
predstavlja pozitivnu reakciju za detektovanje M. fructicola, 425 bp za M. polystroma,
402 bp za M. fructigena 1 351 bp za M. laxa. Sa druge strane, prisustvo amplikona
dobijenih PCR reakcijom primenom ITS1/ITS4 prajmera duzine oko 500-600 bp

oznaceno je kao pozitivna reakcija.

4.11.7. Precis¢avanje PCR produkta i sekvencioniranje

Nakon uspeSne amplifikacije koriS¢enjem ITS1/ITS4 para prajmera, za
sekvencioniranje je odabrano 18 izolata vrsta roda Monilinia (Tabela 1). PCR produkti
su pre sekvencioniranja prvo preciS¢eni pomocu mi-PCR Purification Kit (Metabion
International, Germany), po uputstvu proizvodaca. U tubice sa PCR produktima dodat je
DNA Binding Buffer (pufer za vezivanje) i to u zapremini pet puta ve¢oj od koli¢ine
PCR smese 1 sve je dobro promesano. Smesa je zatim preneta u kolone i centrifugirana
I min pri brzini od 12000 rpm na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja filtrat je
odbacen, u kolone je dodato 750 ul Column Wash Buffer-a i centrifugirano 1 min pri
brzini od 12000 rpm na sobnoj temperaturi. Zatim je u kolone dodato jos 250 pl istog
pufera, centrifugirano pri istim uslovima 1 na kraju je filtrat odbacen. Kolona je

prebaena u novu tubicu u koju je potom dodato 50 pl destilovane vode. Nakon

48



Materijal i metode

centrifugiranja u trajanju od 1 min pri brzini od 12000 rpm, u tubici ostaje filtrat sa
DNK.

Precis¢eni amplikoni poslati su na usluzno sekvencioniranje u oba smera na ABI
3730XL Automatic Sequencer u Macrogen Inc. (http://dna.macrogen.com, Korea).
Dobijene sekvence obradene su u programu FinchTV Version 1.4.0., nakon Cega su
dobijene konsenzus nukleotidne sekvence podnete u GenBank bazu podataka

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 1 dodeljen im je pristupni broj (GenBank

Accession Number).

4.11.8. Molekularna identifikacija i karakterizacija

Molekularna identifikacija 18 odabranih izolata Monilinia spp. (BPCO, BPZK,
KPGG, KPGO, NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS, VPJR, VPSV, BSPBA, SPBA,
SPPR, TPGO, NPGM, NPUDI i NPUD2) (Tabela 1) obavljena je, nakon
sekvencioniranja ITS genomnog regiona i njihove obrade, viSestrukim uparivanjem sa
sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka i prorac¢unom geneticke slicnosti
pomo¢u BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analize i softverskog paket
MEGA 5 (Tamura et al., 2011). ViSestrukim poredenjem dobijenih sekvenci sa
dostupnim sekvencama odgovarajuc¢ih regiona genoma gljiva u GenBank bazi podataka
(http://blast. GenBank.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pomo¢u CLUSTAL W programa
(Thompson et al., 1994), obavljena je potvrda identifikacije dobijenih sekvenci. Za
proracun geneticke udaljenosti 1 najviSi stepen nukleotidne sli¢nosti, takode je
upotrebljen softverski paket MEGA 5 (Tamura et al., 2011).

Molekularna karakterizacija ispitivanih izolata obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskog stabla ¢ime je pruzen uvid u tano taksonomsko mesto i evolutivnu
srodnost vrsta roda Monilinia. Za filogenetske analize odabrane su sekvence izolata
BPCO, BPZK, KPGG, KPGO, NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS, VPJR i VPSV koji
su identifikovane kao M. laxa, BSPBA, SPBA, SPPR i TPGO identifikovane kao M.
fructigena 1 NPGM, NPUD1 1 NPUD2 identifikovane kao M. fructicola. Uporedivanje
je vrseno sa 38 sekvenci vrsta roda Monilinia dostupnih u GenBank bazi podataka
(Tabela 3). Filogenetsko stablo rekonstruisano je koriS¢enjem Maximum Parsimony

metode, integrisane unutar programa MEGA 5 1 bootstrap analize u 1000 ponavljanja.
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Filogenetsko stablo rutovano je sa dve autgrupe, vrstama Botryotinia fuckeliana

(GenBank Acc. No. HQ846943) i Sclerotinia sclerotiorum (HQ846942) za koji se

smatra da su geneticki bliske vrstama roda Monilinia.

Tabela 3. Prikaz sekvenci roda Monilinia spp. dostupnih u GenBank bazi podataka
koriS¢enih za filogenetske analize

Vrsta Naziv Biljka Poreklo Gen Bank  Literaturni

izolata domacin izolata pristupni navod
broj

M. laxa MDAI12 Nepoznato SAD HQ846948  Zhuetal., 2011
BULI1A1 Sljiva Francuska AF150676  loos and Frey, 2000
Hirodai no. 3272 P. mume Japan ABI125612  Harada et al., 2004
Sh675 Sljiva Cile EU042149  Tian et al., neobjavljeno
ES14 Nepoznato Spain EF153016  Gell et al., 2007
CBS298.31 Nepoznato SAD HQB846949  Zhuetal., 2011
1067.k Jabuka Norveska 773784 Holst-Jensen et al., 1997
Hirodai no. 2646 P. mume Japan ABI125618 Harada et al., 2004

M. fructigena GENA4 Nepoznato Velika Britanija ~ HQ846945  Zhu et al., 2011
3FG Dunja Madarska AM937109  Petroczy and Palkovics, neobjavljeno
UASWS0643 Jabuka Svajcarska HQ166417  Lefort et al., neobjavljeno
IHEM Kruska Belgija FJ515296 Fauche and Jacon, neobjavljeno
40FG Dunja Madarska AM937113  Petroczy and Palkovics, neobjavljeno
WASWS0333 Jabuka Svajcarska EU098121  Crovadore et al., neobjavljeno
w17 Nepoznato Spain EF207424  Gell et al., 2007
COY2M Sljiva Francuska AF150680  Ioos and Frey, 2000
1079.k Sljiva Norveska 773781 Holst-Jensen et al., 1997

M. fructicola 99.2.G5.04 Nepoznato SAD DQ314730  Schnabel and Chai, neobjavljeno
Ft Nepoznato Francuska HQ846967 Zhuetal., 2011
LHO1 Red bayberry  Kina AMS887528  Chen, neobjavljeno
Wi Nepoznato Spanija EF207420  Gell et al., 2007
Hirodai no. 2636 Tres$nja Japan ABI125615  Harada et al., 2004
MI1PL Nepoznato Poljska JX312665 Poniatowska et al., 2013
782.k Breskva Norveska 773777 Holst-Jensen et al., 1997
M10020029 Breskva Slovenija GU967379  Munda and Virscek, 2010
Pl164 Nepoznato Italija FJ411110 Pellegrino et al., 2009
THF-1 Breskva Kina FJ515894 Xia and Yu, neobjavljeno
BHY1 Nepoznato Kina HQ846927  Zhuetal., 2011
SLT2 Breskva Kina HQ846939  Zhuetal., 2011
NE18 Nepoznato Novi Zeland HQ846919  Zhu et al., 2011
LVNS8 Nepoznato SAD HQ846966 Zhuet al., 2011
DAOM231119 Vinova loza Kanada AY289185  Sholberg et al., 2003
Nepoznato Jabuka Srbija IN176564  Vasi¢ et al., 2012

M. polystroma HML3 Sljiva Kina GU067539  Zhu and Guo, 2010
2319 Nepozanto Japan HQ856916  Zhuetal., 2011
UFT Jabuka Madarska AM937114  Petroczy and Palkovics, 2009
AP1 Jabuka Poljska JF820317 Jabukowska et al., neobjavljeno
MP13 Jabuka Srbija JX315717  Vasi¢ etal., 2013

4.11.9. SSR marker analiza izolata Monilinia fructicola poreklom iz Srbije

Molekularni markeri koriste se za analiziranje strukture populacije patogena, a

medu njima su najpopularniji mikrosatelitni ili SSR (simple sequence repeat) markeri.

Analiza mikrosatelita ukazuje na geneticki diverzitet unutar populacije i moze pruziti

50



Materijal i metode

informacije o meduodnosu pojedinih haplotipova pruzajuéi osnovu ispitivanju
filogeografije neke vrste.

U saradnji sa dr Andrea Patocchi i dr Maya Jansch sa Agroscope Changins-
Widenswil Research Station, Widenswil, Svajcarska, odredeni su SSR (simple
sequence repeat) markeri za tri izolata M. fructicola poreklom iz Srbije. Jansch et al.
(2012) razvili su SSR markere sa ciljem utvrdivanja preciznog porekla i genetickog
diverziteta vrste M. fructicola u Evropi. Pomocu protokola Brunner and Frey (2004)
SSR markeri razvijeni su na osnovu ponavljanja AG, AT, CTT i TCG nukleotida, a kao
polazne sekvence koriS¢ene su raspolozive sekvence M. laxa i M. fructicola. Prajmeri su
dizajnirani pomoc¢u programa PRIMER3. Upotrebom Multiplex PCR kit-a (QIAGEN) u
samo jednoj reakciji umnoZeno je pet razli¢itth SSR markera. PCR smeSa finalne
zapremine od 10 pl sadrzala je 2 ul DNK, 5 ul Multiplex PCR Master Mix-a, 1 pl Q-
Solution, 1 pl sterilne vode i 1 pl prajmer mix-a (finalne koncentracije CHMLS5f 4 1,875
uM, CHMFclf /4 5 uM, CHMFc4f 4 1,25 uM, CHMFc5f/r 1,875 uM i CHMFc12f 4
3,75 uM). PCR reakcija izvedena je u Termocycler-u (SensoQuest) pri sledec¢im
uslovima:

1 ciklus -inicijalna denaturacija DNK (95°C - 15 min)
35 ciklusa -denaturacija DNK (94°C - 40 s)

-vezivanje prajmera (50°C - 1 min 30 s)

-sinteza fragmenta DNK - elongacija (72°C - 1 min 30 s)
1 ciklus -finalna inkubacija (60°C - 30 min)

Analiza dobijenih fragmenata obavljena je u ABI PRISM®3100 DNK
kapilarnom sekvencionatoru (Applied Biosystems). Ukupna zapremina od 0,8 pl
rastvorenog u odnosu 1:20 PCR produkta premestena je u 15 pl formamida koji sadrzi
0,25 pl florescentnog GeneScan™-500-LIZ™ standarda velicine (Applied Biosystems).
Ovako pripremljen uzorak je denaturisan na 95°C tokom 5 min, potom brzo rashladen i
sekvencioniran. Za analizu podataka koris¢en je GeneMApper™ v. 4.0 (Applied
Biosystems).

KoriS¢eni prajmeri umnozavaju alelne oblike razli¢itih duzina izolata M.
fructicola poreklom iz Evrope (Jansch et al., 2012): CHMLS5 umnozava jedan alelni
oblik duzine 220 bp, marker CHMFcl tri alelna oblika duzine 169, 173 1 176 bp,
CHMFc4 dva alelna oblika od 216 i 223 bp, CHMFc 5 jedan alelni oblik od 160 bp.
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Kao marker koji detektuje najvise alalnih oblika izdvoji se CHMFcl (sa identifikovanih
30 alelnih oblika razli¢ite duzine), dok je marker sa najmanje detektovanih alelnih
oblika CHMfI2 (sa jednim alelnim oblikom duzine 160 bp). Prajmeri CHMLS,
CHMFc4 i CHMFc 5 detektuju pet, Cetiri 1 pet razli¢ita alelna oblika.

4.12. Utvrdivanje nivoa osetljivosti izolata Monilinia spp. na fungicide
Ispitivanja osetljivosti vrsta roda Monilinia na fungicide obuhvatila su
proucavanje delovanja komercijalnih formulacija fungicida iz sedam hemijskih grupa

razli¢itih mehanizama delovanja (Tabela 4).

Tabela 4. Pregled fungicida kori$¢enih u ispitivanjima

Preparat Proizvodacd Aktivna Hemijska grupa  Sadrzaj
supstanca aktivne
supstance

Bravo 720 SC Syngenta Hlorotalonil Hloronitrili 720 g/l

Kidan EC Bayer CropScience Iprodion Ditiokarbamati 255 g/kg
Spartak 450-EC  Sinochem Ningbo Prohloraz Imidazoli 500 g/kg
Quadris Syngenta Azoksistrobin  Strobilurini 250 g/kg
Akord Galenika Fitofarmacija Tebukonazol Triazoli 250 g/kg
Cantus BASF Boskalid Karboksamidi 500 g/kg
Luna Privilege =~ Bayer CropScience Fluopiram Piridiletilamid 500 g/1

Parametri osetljivosti 12 odabranih pojedinacnih monosporijalnih izolata (10

izolata vrste M. laxa: TPBN, TPAL, TPGR, VGRSD, NPFG, VPRA, SMLE, SLJSV,
SMLEs, BPSV i BPBN; jedan izolat M. fiuctigena: VPBG i jedan izolat M. fiucticola:
NPGM) (Tabela 1) na fungicide ocenjeni su po delimi¢no modifikovanoj metodi
Leroux and Gredt (1972). Micelija izolata starosti sedam dana zasejavana je na PDA
podlogu koja sadrzi razli¢ite koncentracije fungicida 1 inkubirana na temperaturi od
24°C. Preliminarnim ispitivanjem odredene su koncentracije fungicida kojima se
postize inhibicija porasta izolata izmedu 5% 1 95% u odnosu na kontrolu. Za
odredivanje parametara osetljivosti koriS¢ena je skala koncentracija sa simetricno

rasporedenim koncentracijama u utvrdenom opsegu, kako bi se dobila $to pouzdanija
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vrednost parametra ECsyo (Robertson et al., 1984). Za ispitivanje osetljivosti koris¢ene
su sledece skale koncentracija:

-za tebukonazol 0,5; 0,25; 0,125; 0,06; 0,05; 0,03; 0,025; 0,0125 1 0,006 mg/I,

-za iprodion: 10; 5; 2,5; 1,25; 0,6; 0,5; 0,3; 0,25; 0,125; 0,06 1 0,03 mg/1,

-za hlorotalonil: 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 1 0,06 mg/I,

-za boskalid: 2000; 1500; 1000; 750; 500; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125 1 0,006 mg/1,

-za fluopiram: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 1 0,06 mg/1,

-za prohloraz: 0,05; 0,025; 0,0125; 0,006 1 0,003 mg/1 i

-za azoksistrobin: 100; 25; 10; 5; 1; 0,1; 0,01; 0,001 mg/1.

Fungicidi su prvo u aseptickim uslovima dispergovani u sterilnoj destilovanoj
vodi a zatim su, uz neprestano meSanje na magnetnoj mesalici, asepticno dodavani u
rastopljenu hranljivu podlogu prethodno ohladenu do 55°C da bi se sprecila termicka
deaktivacija aktivne supstance. Za ispitivanje osetljivosti na fungicide koris¢ena je PDA
podloga. Odnos mesanja disperzije fungicida i podloge bio je 1:9. U hranljivu podlogu u
kontroli dodavana je ista koli¢ina sterilne destilovane vode. Nakon homogenizacije,
podloga je u sterilnim uslovima razlivena u Petri kutije pre¢nika 90 mm, a posle
hladenja podloge vrSeno je zasejavanje odabranih izolata vrsta roda Monilinia i
inkubacija u mraku na temperaturi od 24°C. Za zasejavanje su koriS¢eni fragmenti
micelije precnika 3 mm, uzeti sa sedam dana stare ivice kolonije, odgajane u mraku na
PDA podlozi na temperaturi od 24°C. Svi testovi izvedeni su u tri ponavljanja. Nakon
inkubacije od cetiri dana meren je pre¢nik kolonije u dva pravca pod pravim uglom. Za
probit analizu uzimani su odgovori na najmanje Cetiri koncentracije, preracunati na
procenat inhibicije u odnosu na kontrolu. IzraCunate su koncentracije koje inhibiraju
porast micelije 50% u odnosu na kontrolu (vrednost ECsp) 1 nagib regresione linije (b)

(Finney, 1964).

4.12.1. Ispitivanje osetljivosti izolata na azoksistrobin u prisustvu

salicilhidroksamicne kiseline (SHAM)
Ispitivanje osetljivosti izolata roda Monilinia na azoksistrobin, fungicid iz grupe

strobilurina, izvrSeno je metodom koja je detaljno opisana u prethodnom poglavlju.

Preliminarnim testiranjima koriS¢enjem Siroke skale koncentracija azoksistrobina (1000;
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100, 10; 1; 0,10; 0,01; 1 0,001 mg/1) utvrdeno je da ni jedna koncentracija nije dovela do
inhibicije porasta micelije u poredenju sa kontrolom u koju je dodata sterilna
destilovana voda.

Radi eliminisanja efekta lazne rezistentnosti na strobilurine ispitivanja su
nastavljena prethodno opisanom metodom uz dodatak salicilhidroksami¢ne kiseline
(SHAM), inhibitora terminalnih oksidaza (Ziogas et al., 1997). Za svaki ispitivani
izolat izvrSena je prethodna provera toksi¢nosti SHAM-a, kako bi se utvrdilo pri kojoj
koncentraciji ova sustanca ne utice na porast izolata tako Sto su razli¢ite koncentracije
SHAM-a od 1000; 100, 10; 1; 0,10; 0,01; 1 0,001 mg/] inkorporirane u PDA podlogu pri
¢emu je odnos SHAM-a i podloge bio 1:9. Kao kontrola koris¢ena je PDA podloga u
koju je dodavana sterilna destilovana voda. Podloga je zatim razlivena u Petri kutije, a
nakon hladenja izvrSeno je zasejavanje ispitivanim izolatima. NajviSe koncentracije
SHAM-a pri kojima ne dolazi do inhibicije porasta micelije izolata uzete su kao radne
koncentracije za meSanje sa fungicidom za svaki izolat. Zatim je smeSa SHAM-a i
fungicida dodata u PDA podlogu u odnosu 1:9. U kontrolu je u smesi sa SHAM-om
umesto fungicida dodata sterilna destilovana voda. Zasejavanje podloga i ocitavanje

efekata obavljeno je kao i za ostale fungicide.

4.13. Odredivanje minimalne fungistaticne i minimalne letalne koncentracije

fungicida na izolate Monilinia spp.

Odredivanje  minimalne fungistaticne  koncentracije = (MFC), najnize
koncentracije koja potpuno inhibira porast izolata, 1 minimalne letalne koncentracije
(MLC), najniZze koncentracije koja ispoljava letalni efekat na izolate, izvedeno je po
delimi¢no modifikovanoj metodi Ishii (1995). Za ova ispitivanja odabran je po jedan
izolat M. laxa (TPGR), M. fructigena (SPPR) i M. fructicola (NPGM). Postupak
inkorporacije razli¢itih koncentracija fungicida u PDA podlogu i zasejavanja izolata
detaljno je opisano u okviru prethodne metode. Zasejane podloge u koju su dodati
fungicidi inkubirane su sedam dana u mraku na temperaturi od 24°C, nakon Cega je
utvrdivan efekat potpune inhibicije porasta i odredivana minimalna fungistati¢na
koncentracija fungicida. Inokulum svih izolata za koje nakon inkubacije od sedam dana

na podlozi u koju je dodata odredena koncentracija fungicida nije zabeleZen inicijalni
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porast, prebacen je na PDA podlogu bez fungicida i inkubiran dodatnih sedam dana
kako bi se utvrdilo da li je data koncentracija fungicida osim fungistati¢nog ispoljila i
letalni efekat na prouCavane izolate. Najniza koncentracija fungicida posle koje nije
zabeleZen inicijalni porast izolata na podlozi bez fungicida oznacena je kao minimalna

letalna koncentracija (MLC).

4.14. Utvrdivanje antifungalnog uticaja etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

4.14.1. In vitro efekat gasovite faze etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

Antifungalna aktivnost 56 etarskih ulja razli¢itog porekla prouc¢avana je na PDA
podlozi u staklenim Petri kutijama precnika 90 mm. Za ova proucavanja odabran je po
jedan izolat M. laxa (TPGR), M. fructigena (SPPR) i M. fructicola (NPGM). Podloge su
zasejavane ispitivanim izolatima postavljanjem cetiri ise¢ka micelije (R=3 mm) starosti
sedam dana u Petri kutije. Svi izolati su izlagani dejstvu para etarskih ulja dodatih u
koncentracijama: 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 1 0,65 pl/ml vazduha na unutra$nju stranu
poklopca Petri kutije na koji je, zatim, postavljan njen donji deo sa zasejanom
podlogom. Kutije su pojedinacno umotavane u samolepljivu foliju i1 postavljane u
polozaj poklopcem na dole kako bi se spreCio gubitak pare. Izlaganje dejstvu para
proucavanih ulja trajalo je sedam dana, na temperaturi 24°C. Kao kontrola koriS¢ene su
kulture testiranih izolata gajene u identi¢nim uslovima, ali bez dodavanja etarskih ulja.

Inhibicija porasta testiranih izolata ocenjivana je sedam dana nakon tretmana.
Efekat koncentracija ulja koje su potpuno zaustavile porast izolata nakon izlaganja
dejstvu para ulja u trajanju od sedam dana na temperaturi 24°C, oznacen je kao
fungistatian, a najniZza koncentracija kao minimalna fungistaticna koncentracija (MFC).

Nakon sedam dana, Petri kutije u kojima je porast izolata bio potpuno
zaustavljen, otvarane su i provetravane pri struji vazduha u laminarnoj komori u trajanju
od 30 min radi uklanjanja gasovite faza ulja i odredivanja fungicidnog (letalnog) efekta.
Smatrano je da odredena koncentracija ulja ispoljava letalan efekat ako sedam dana
posle provetravanja nije zabelezen inicijalni porast izolata, a minimalna koncentracija
koja je ispoljila letalan efekat oznacena je kao minimalna letalna koncentracija (MLC).

Ogled je izveden dva puta sa Cetiri ponavljanja po tretmanu.
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4.14.2. Odredivanje minimalnog perioda ekspozicije

Za etarska ulja za koja su utvrdene najniZze vrednosti minimalne fungistati¢ne 1
minimalne letalne koncentracije odredivan je i minimalni period ekspozicije za datu
koncentraciju ulja kojim se postize letalan efekat. Po jedan izolat M. laxa (TPGR), M.
fructigena (SPPR) i M. fructicola (NPGM) izlagan je parama etarskih ulja tokom
perioda od jedan do sedam dana na prethodno opisan nacin. Najkraci period ekspozicije
pri odredenoj koncentraciji ulja na kojoj je zabelezen letalni efekat utvrden je kao

minimalni period ekspozicije.

4.14.3. Proces formulacije etarskih ulja origana i timijana

Formulacije etarskih ulja origana i timijana pripremljene su meSanjem nosioca
uljane faze (esterifikovano ulje repice) (80%), etarskog ulja timijana ili origana (10%) i
smeSom nejonskih emulgatora (10%). Homogenizacija je izvrSena uz pomo¢ magnetne
meSalice (IKA, RH basic 2) tokom perioda od 30 min i dobijene su formulacije tipa

koncentrat za emulziju (EC).

4.14.4. In vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate

Monilinia spp.

Ispitivanje in vitro efekta formulisanih etarskih ulja na izolate TPGR (M. laxa),
SPPR (M. fructigena) i NPGM (M. fructicola) izvedeno je na PDA podlozi.
Formulisana etarska ulja origana i timijana dodavana su u bunar¢i¢ pre¢nika 10 mm u
podlozi 1 pracena je inhibicija porasta micelije patogena u odnosu na kontrolu. Kao
standardne supstance za poredenje koriS¢ene su komercijalno dostupne formulacije
etarskog ulja ¢ajnog drveta (Timorex Gold, 1% emulzija) i fungicida iprodiona u
koncentraciji primene, dok je kao negativna kontrola posluzila sterilna destilovana voda.

Eksperiment je ponovljen dva puta. Dobijeni rezultati su statisti¢ki obradeni.
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4.14.5. In vivo efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate

Monilinia spp.

Ispitivanje in vivo efekta formulisanih etarskih ulja uradeno je u kontrolisanim
uslovima laboratorije na zrelim plodovima jabuke koji su prethodno povrsinski
dezinfikovani u rastvoru NaClO, isprani destilovanom vodom i prosuSeni na vazduhu u
asepti¢nim uslovima. KoriS¢eni su plodovi jabuke jer su dostupni tokom cele godine.
Plodovi su povredeni pomoc¢u konusnog buSaca prec¢nika 4 mm 1 dubine 3 mm. U
povredu je nanoseno 10 pl formulisanog ulja i izvrSena inokulacija micelijom gljive
pre¢nika 3 mm koja je uzeta sa ivice kolonije starosti sedam dana gajene na PDA
podlozi. Za testove u in vivo uslovima koriS¢eni su isti izolati kao 1 u in vitro testovima.
Kao standardne supstance za poredenje koris¢ene su komercijalno dostupne formulacije
etarskog ulja ¢ajnog drveta (Timorex Gold, 1% emulzija) i fungicida iprodiona u
koncentraciji primene, dok je kao negativna kontrola posluzila sterilna destilovana voda.
Inokulisani plodovi inkubirani su u vlaznoj komori na temperaturi od 24°C 1 relativnoj
vlaZnosti vazduha 97% tokom sedam dana. Posmatrana je pojava trulezi na plodovima i
merena je Sirina i duzina lezija. Eksperiment je ponovljen najmanje jednom. Dobijeni

rezultati su statisticki obradeni.

4.15. Utvrdivanje uticaja razli¢itih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate

Monilinia spp.

4.15.1. Pripremanje sojeva Bacillus subtilis

U ispitivanjima kori§¢eni su sojevi bakterije B. subtilis iz komercijalno
dostupnih preparata - Ekstrasol (Bisolbi Inter, Rusija) 1 Serenade (Intrachem Bio,
Italija), kao 1 soj B. subtilis N146 dobijen iz kolekcije Instituta za mikrobiologiju,
Nacionalne Akademije Nauka iz Minska, Belorusija. Bakterije su odgajane u 100 ml
te¢nog Meynell medijuma (30 g melase, 7 g K;HPO4 x 3H,0, 3g KH,POy, 0,1 g MgSOy4
x 7TH,0, 1,5 g (NH4)>SO4, 0,5 g Na citrat i 1 I destilovane vode) u Erlenmajer posudama

na rotacionom Sejkeru pri brzini od 240 rpm cetiri dana na temperaturi od 28°C.
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4.15.2. Pripremanje izolata Monilinia spp.

Odabran je po jedan izolat M. laxa (TPGR), M. fructigena (SPPR) i M.
fructicola (NPGM) ¢ije su spore 1 micelija koriS¢ene za ispitivanje u in vitro i in vivo
ogledima. Za dobijanje konidija koris¢ena je MALT podloga. Kolonije su inkubirane na
temperaturi od 24°C u trajanju od 7-10 dana sve dok povrSinu agara u potpunosti nisu
pokrile micelija i spore gljive. Nakon inkubacije, u svaku Petri kutiju dodato je 10 ml
sterilne destilovane voda i Tween 20 (Sigma) (1 kap), a micelija i spore su odvojeni od
podloge sterilnim $tapiéem. Kona¢na koncentracija suspenzije konidija od 1x10°

konidija/ml podesena je pomocu hemocitometra.

4.15.3. In vitro utvrdivanje uticaja razlicitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na

izolate Monilinia spp.

Ogled je izveden u Petri kutijama pre¢nika 90 mm u koje je razliveno 20 ml
PDA podloge. Na razlivenu i o¢vrslu PDA podlogu po celoj povrsini je homogeno
rasporedena suspenzija spora ispitivanih izolata koncentracije 10° konidija/ml. U
centralnom delu zasejanih podloga izbuSeni su bunarci¢i precnika 10 mm u koje je
dodavano po 100 pl suspenzije tri proucavana soja B. subtilis (Ekstrasol, Serenade 1
N146). Za standardni tretman koriS¢ena je suspenzija iprodiona u preporucenoj
koncentraciji primene, a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda. Ocena
antagonisticke aktivnosti bakterija B. subtilis vrSena je nakon inkubacije od 48 h na
temperaturi od 24°C merenjem precnika inhibitorne zone oko bunarcic¢a u kojoj nije
uocen porast micelije (mm) i poredenjem sa pre¢nikom inhibitorne zone u kontroli i
tretmanu u kome je kori§¢en standardni fungicid. Ogled je izveden u cetiri ponavljanja i

ponovljen dva puta, a rezultati statisticki obradeni.

4.15.4. In vivo utvrdivanje uticaja razli¢itih sojeva bakterije Bacillus subtilis na

izolate Monilinia spp.

In vivo ogled izveden je na zrelim plodovima jabuke u kontrolisanim uslovima

laboratorije. KoriS¢eni su plodovi jabuke jer su dostupni tokom cele godine. Plodovi
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jabuke povrsinski su dezinfikovani na prethodno opisan nacin, prosuseni i povredeni
sterilnom konusnom iglom (precnika 4 mm i dubine 3 mm). U povrede je nanoseno 10
ul suspenzije bakterija B. subtilis. Kao standardni tretman koriS¢ena je suspenzija
iprodiona u preporucenoj koncentraciji primene, a za negativnu kontrolu sterilna
destilovana voda. Inokulacija dodavanjem 10 pl suspenzije spora Monilinia spp. u
povredu izvrSena je u dve varijante: neposredno nakon tretmana (I varijanta) i 24 h
nakon tretmana (II varijanta). Inokulisani plodovi inkubirani su u vlaznoj komori na
temperaturi od 24°C 1 relativnoj vlaznosti vazduha 97%. Radi procene efekata tretmana
posmatrana je pojava simptoma trulezi na inokulisanim plodovima sedam dana nakon
inokulacije, i merena duzina i Sirina zahvacenog tkiva. Ogled je izveden u Cetiri

ponavljanja i ponovljen dva puta, a rezultati su statisticki obradeni.

4.15.5. Razvoj formulacije preparata na bazi Bacillus subtilis

Tri razlicite formulacije preparata na bazi soja N146 B. subtilis pripremljene su
na slede¢i nacin:
*Formulacija 1 pripremljena je meSanjem sirove suspenzije B. subtilis N146 (90 g) sa
glicerolom (5 g) 1 polietilenglikolom (5 g). Homogenizacija (20 min) izvrSena je uz
pomo¢ magnetne meSalice (IKA, RH basic 2) 1 dobijena je formulacija tipa koncentrat
za suspenziju (SC).
*Formulacija 2 pripremljena je meSanjem sirove suspenzije B. subtilis N146 (90 g) sa
glicerolom (5 g) 1 smeSom nejonskih emulgatora (5 g). Homogenizacija (30 min)
izvrSena je uz pomo¢ magnetne meSalice (IKA, RH basic 2) i dobijena je formulacija
tipa koncentrat za suspenziju (SC).
*Formulacija 3 pripremljena je meSanjem sirove suspenzije B. subtilis N146 (45 g) sa
uljem od soje (48 g), glicerolom (4,5 g) 1 smeSom nejonskih emulgatora (2,5 g).
Homogenizacija (15 min) je izvrSena uz pomo¢ laboratorijske meSalice Ultra turex i
dobijena je formulacija tipa suspoemulzija (SE).

Razvijena su tri aduvanta na bazi biljnih ulja i smeSe nejonskih emulgatora:
aduvant na bazi ulja od soje sa 15% emulgatora, aduvant na bazi esterifikovanog ulja

uljane repice sa 10% emulgatora 1 aduvant na bazi ulja od suncokreta sa 15%
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emulgatora. Aduvanti su pripremljeni meSanjem uljnih faza i emulgatora koriS¢enjem
magnetne mesalice (IKA, RH basic 2, vreme meSanja 30 min, temperatura 40°C).

Neposredno pre ispitivanja formulacije 1, 2 1 3 meSane su sa sva tri aduvanta
pojedinacno 1 primenjivane samostalno 1 u smesi sa svakim od prethodno razvijenih
formulacija kako bi se utvrdio uticaj aduvanata na povecanje efikasnosti 1 izvrsilo
medusobno poredenje efekata.

Pre samog razvoja formulacija sve predvidene komponente formulacija
(pomo¢ne materije) pojedinacno su ispitane kako bi se utvrdilo da 1i ispoljavaju
fitotoksi¢ne osobine te su one materije koje su bile pozitivne iskljuene iz daljih
ispitivanja. Takode, u preliminarna istrazivanja bile su ukljucene i slepe probe sa svim

komponentama koje su koriS¢ene u navedenim formulacijama izuzev B. subtilis N146.

4.15.6. Ispitivanje efekata formulacija Bacillus subtilis na Monilinia spp. in vitro

Ogled je izveden u Petri kutijama pre¢nika 90 mm u kojima je prethodno
razliveno 20 ml PDA podloge. Na razlivenu 1 o¢vrslu PDA podlogu po celoj povrsini je
homogeno rasporedena suspenzija spora izolata vrsta roda Monilinia koncentracije 10
konidija/ml pripremljena na prethodno opisan nafin. U centralnom delu zasejane
podloge izbuSen je bunarci¢i pre¢nika 10 mm u koji je naliveno 100 pl suspenzije
formulacija, kao 1 neformulisane (sirove) suspenzije soja B. subtilis N146 pripremljene
na prethodno opisan nacin. Za standardni tretman koriS¢ena je suspenzija iprodiona u
preporucenoj koncentraciji primene, a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda.
Ogled je izveden u cetiri ponavljanja 1 ponovljen dva puta, a rezultati su statisticki

obradeni.

4.15.7. Ispitivanje efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis u

suzbijanju Monilinia spp. in vivo

Ispitivanje efikasnosti formulisanih preparata izvedeno je na zrelim plodovima
jabuke u kontrolisanim uslovima laboratorije. KoriS¢eni su plodovi jabuke jer su
dostupni tokom cele godine. Plodovi jabuke povrSinski su dezinfikovani, prosuseni i

povredeni sterilnom konusnom iglom (pre¢nika 4 mm i dubine 3 mm). U povrede je
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nanoSeno 10 pl formulisanih preparata na bazi B. subtilis N146. Za standardni tretman
koriSéena je suspenzija iprodiona u preporucenoj koncentraciji primene, sirova
suspenzija B. subtilis N146 pripremljena na ve¢ opisan nacin, komercijalno dostupan
preparat Serenade (1%), a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda. Inokulacija
dodavanjem 10 pl suspenzije spora Monilinia spp. u povredu izvrSena je neposredno
nakon tretmana (I varijanta) i 24 h nakon tretmana (II varijanta). Inokulisani plodovi
inkubirani su u vlaznoj komori na temperaturi od 24°C 1 relativnoj vlaznosti vazduha
97%. Radi procene efekata tretmana posmatrana je pojava simptoma truleZi na
inokulisanim plodovima sedam dana nakon inokulacije i merena duzina i1 Sirina
zahvacenog dela. Ogled je izveden u Cetiri ponavljanja i ponovljen dva puta, a rezultati

su statisti¢ki obradeni.

4.16. Statisticka obrada podataka

Podaci dobijeni u okviru pradenja brzine rasta, odgajivackih i ekoloSkih
karakteristika izolata, testova unakrsne patogenosti i ispitivanja efekata etarskih ulja i
bakterije B. subtilis na izolate Monilinia spp. obradeni su jednofaktorijalnom analizom
varijanse (ANOVA), a znacajnost razlika srednjih vrednosti je odredena Dancan-ovim
testom (P<0,05) koriS¢enjem softverskog paketa Statistika (StatSoft Inc, 2001).
Dobijeni podaci prikazani su u tabelama u obliku srednjih vrednosti 1 standardne
devijacije.

Podaci dobijeni ispitivanjem osetljivosti izolata Monilinia spp. na fungicide
obradeni su probit analizom na osnovu principa koje je definisao Finny (1964). U
tabelama su prikazane koncentracije koje inhibiraju porast 50% u odnosu na kontrolu
(ECso) 1 nagib regresione linije (b). Razlike u osetljivosti izolata odredene su na osnovu

preklapanja/nepreklapanja intervala poverenja za ECsy vrednosti.
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi oboljenja

Simptomi oboljenja koje su prouzrokovale vrste roda Monilinia uoceni su na
cvetovima, granama, granc¢icama i plodovima u vidu susenja cvetova, grancica i grana, i
trulezi plodova (Slike 1-8) na Sest vrsta kosStiCavih voéaka u Srbiji: breskvi, kajsiji,
nektarini, tre$nji, viSnji 1 Sljivi. Prvi simptomi u vidu uvenuca pradnika, nekroze tucka,
kruni¢nih i ¢aSi¢nih listi¢a zapaZeni su u rano prolece, tokom sve tri godine istrazivanja
(Slika 1). Zarazeni cvetovi su opadali ili, ¢eS¢e, ostali pri¢vrSéeni na granama.

Prvi simptomi na plodovima, u vidu manjih kruznih, mrkih pega nalik oreolu
oko mesta infekcije, naj¢eS¢e su uocavani na mestu rana ili povreda (Slika 2). Razvojem
oboljenja pege su se pravilno koncentri¢no Sirile, a pri uslovima poviSene temperature i
vlaznosti, za nekoliko dana mrka trulez potpuno je zahvatala ¢itave plodove (Slika 6).
Mrke pege u pocetku su bile ravne, ali ubrzo je u okviru pega dolazilo do sporulacije
parazita, nastajanja sitnih pukotina na pokoZici zaraZzenog dela ploda iz kojih su izbijale
sporodohije u vidu koncentri¢nih krugova. Mrka trulez potpuno je zahvatala plodove,

2”1

koji su venuli, susili se, smezuravali i pretvarali u ,,mumije’ koje su ostajale da vise na

granama ili opadale na zemlju ispod krosnje (Slika 7).

Slika 1. Monilinia sp.: SuSenje cvetova Slika 2. Monilinia sp.: Mrka trulez
vi$nje (prirodna infekcija) ploda kajsije (prirodna infekcija)

62



Rezultati

Slika 3. Monilinia sp.: Mrka trulez Slika 4. Monilinia sp.: Mrka trulez
pojedinacnog ploda S$ljive (prirodna plodova S$ljive na dodiru dva ploda
infekcija) (prirodna infekcija)

Slika 5. Monilinia sp.. Mrka trulez Slika 6. Monilinia sp.: Mrka truleZ
plodova tre$nje (prirodna infekcija) ploda kajsije (prirodna infekcija)
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Slika 7. Monilinia sp.: Mumificirani Slika 8. Monilinia sp.: UskladiSteni truli
plodovi §ljive (prirodna infekcija) plodovi §ljive (prirodna infekcija)

5.2. Izolacija patogena i dobijanje monosporijalnih izolata

Prikupljanje obolelih biljnih delova kosticavih vocaka sa simptomima koje
prouzrokuju vrste roda Monilinia obavljeno je tokom trogodi$njeg perioda od 2010. do
2012. godine. Pregledom 119 lokaliteta iz 15 okruga u Srbiji, prikupljen je 321 uzorak
obolelih biljnih delova kako iz komercijalnih zasada, tako i iz oku¢nica i sa zelenih

pijaca (Slika 9, Tabela 5).

Tabela S. Biljke domacini sa kojih je izvrSena izolacija Monilinia spp.

Biljka Broj Broj
domacin izolata lokaliteta
Sljiva 80 39
Vis$nja 31 18
TreSnja 66 30
Kajsija 14 6
Breskva 20 10
Nektarina 35 16
Ukupno 246 119
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Severna

Backa Severni Banat

2 Zapadna

Juini Backa

Grad
Beograd

Jablanica

Pcinja

Slika 9. Geografska distirbucija dobijenih izolata Monilinia spp.
B M. laxa M. fructigena v fructicola

Iz zaraZenog biljnog tkiva izolacijom fitopatogenih gljiva izdvojen je veliki broj

izolata koji su grupisani po izgledu i po poreklu. Dobijeno je ukupno 246 izolata sa

micelijom nalik vrstama roda Monilinia, i to 192 iz svezih plodova, 45 iz mumificiranih

plodova i devet iz granCica. Svi dobijeni izolati Monilinia spp. precis¢eni su do

monosporijalnih izolata, koji su koriS¢eni za dalji rad.
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5.3. Provera patogenosti

Patogenost dobijenih izolata proverena je na dva nacina, inokulacijama
povredenih 1 nepovredenih plodova biljaka domacina sa kojih vode poreklo. Kao
negativna kontrola, koriSéeni su odgovaraju¢i plodovi inokulisani na isti nacin,
fragmentom sterilne podloge ili sterilnom vodom. Provera patogenosti 246 dobijenih
monosporijalnih izolata Monilinia spp. primenom veStackih inokulacija povredenih
plodova biljaka domacina sa kojih su izolovani pokazala je da su svi izolati tri dana
nakon inkubacije na temperaturi od 24°C prouzrokovali trulez tkiva svetlo smede boje,
karakteristiénu za Monilinia spp. (Slika 10). Od mesta inokulacije trulez se Sirila
zahvataju¢i kako pokozicu tako i mezokarp ploda. Nekrotirane povrSine su u zavr$noj
fazi oboljenja prekrivene sivkastom prevlakom konidiofora i konidija parazita. Na
plodovima koji su kao negativna kontrola inokulisani sterilnim fragmentom PDA
podloge nije doslo do pojave simptoma tipa trulezi niti bilo kakvih drugih promena. Sa
inokulisanih plodova obavljena je reizolacija patogena i reizolati su uporedeni sa
izolatima koriS¢enim za inokulaciju. Dobijeni reizolati po izgledu kolonije 1 morfologiji
reproduktivnih tvorevina u potpunosti su odgovarali izvornim izolatima ¢ime je
potvrdena patogenost izolata i ispunjeni Kohovi postulati.

Vestacka inokulacija nepovredenih plodova svih Sest domacina takode je dovela
do pojave simptoma mrke trulezi plodova (Slika 11). Uocena je razlika u intenzitetu
sporulacije na plodovima inokulisanim razliitim vrstama roda Monilinia. Na
nepovredenim plodovima inokulisanim izolatima M. laxa 1 M. fructigena nije doslo do
formiranja spora, dok je intenzitet sporulacije na plodovima inokulisanim vrstom M.

fructicola bio veoma intenzivan.
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Slika 10. Monilinia spp.: TruleZ inokulisanih plodova kosti¢avih voc¢aka (desni plod
na svakoj slici) 1 kontrola inokulisana fragmentom sterilne PDA podloge (levi plod na
svakoj slici)
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M. fructigena M. fructicola
TRESNJA

VISNJA

BRESKVA

NEKTARINA

Slika 11. Vestacka inokulacija nepovredenih plodova kostiavih vocaka
fragmentom micelije izolata Monilinia spp.
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5.4. 1zolati Monilinia spp.

Izolacijom fitopatogenih gljiva iz zaraZenih biljaka kostiCavih vocaka uocena je
jasna razlika u morfoloskim karakteristikama izolata. Na osnovu izgleda kolonije,
izolati su podeljeni u tri grupe: Monilinia spp. grupa I sa ukupno 237 izolata; Monilinia
spp. grupa II sa Sest izolata i Monilinia spp. grupa III sa tri izolata. Provera patogenosti,
uporedno proucavanje specificnih morfoloskih karakteristika koje je opisao Lane
(2002) (boja kolonije, odlike ruba i oblik kolonije, sporulacija, prisustvo koncentricnog
prstena, kvalitativna brzina porasta i prisustvo crne marginalne linije) i molekularna
detekcija primenom Multiplex PCR reakcije uradeni su na svim prikupljenim izolatima
iz sve tri grupe (ukupno 246 izolata).

Za detaljnija proucavanja morfoloskih, odgajivackih, ekoloskih i molekularnih
karakteristika, kao 1 ispitivanje osetljivosti na fungicide odabrano je 29 reprezentativnih
izolata Monilinia spp. iz razliCitth grupa, vodeci raCuna o zastupljenosti vrsta roda
Monilinia, biljaka domacina 1 lokaliteta sa kojih su izolati dobijeni (Tabela 1). Za
proucavanje efekata etarskih ulja i antagonistickih sojeva bakterije B. subtilis na
Monilinia spp., kao 1 moguénosti njihove prakti¢ne primene, odabran je po jedan izolat
od sve tri dobijene vrste: TPGR (M. laxa), SPPR (M. fructigena) i NPGM (M.

fructicola).

5.5. Morfoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

Makroskopske karakteristike. Na osnovu proufenih makroskopskih
karakteristika (boje kolonije, odlika ruba i oblik kolonije, sporulacije, prisustva
koncentricnog prstena, kvalitativne brzine porasta i1 prisustva crne marginalne linije)
246 izolata uoceno je njihovo razdvajanje u tri jasno odvojene grupe. Prvu grupu ¢ini
237 izolata koji na PDA podlozi imaju svetlo smedu do sivu koloniju oblika rozete,
reznjevitih ivica, bez prisustva spora. U drugu grupu svrstano je Sest izolata krem-Zute
boje, ravnih ivica, sa prisutnim retkim sporama, dok su u trecoj grupi tri izolata smede
do sive boje koji obilno sporulisu, formiraju koncentri¢ne prstenove spora i imaju ravnu
ivicu kolonije. Prva grupa izolata je na osnovu pomenutih morfoloskih osobina
preliminarno identifikovana kao vrsta M. laxa (Slika 12, Tabela 6), druga kao M.
fructigena (Slika 13, Tabela 6) i1 tre¢a kao M. fructicola (Slika 14, Tabela 6).
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Lice S Nalitje S
Slika 12. Monilinia laxa: lzgled micelije na PDA podlozi nakon
inkubacije od sedam dana na 24°C

Nalicje

Slika 13. Monilinia fructigena: 1zgled micelije na PDA podlozi nakon
inkubacije od sedam dana na 24°C

Lice — Nali¢je —

Slika 14. Monilinia fructicola: lIzgled micelije na PDA podlozi nakon
inkubacije od sedam dana na 24°C
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Tabela 6. Prikaz proucavanih makroskopskih osobina izolata roda Monilinia

Vrsta Boja Oblik Ivica Sporulacija’® Prisustvo Prisustvo crne  Brzina
kolonije kolonije' kolonije’ koncentricnog  marginalne porasta®
prstena spora’ linije’
M. laxa Sivo-smeda - R - - +/- Srednji
M. fructigena  Bela-zuta R C + + +/- Spor
M. fructicola  Sivo-smeda - C ++ + - Brz

" Oblik kolonije: R-rozeta, - odsustvo rozete;

% Ivica kolonije: R-reznjevita, C- celovita;

3Sporulacija: + prisutna, - odsutna;

* Prisustvo koncentri¢nog prstena spora: + prisutan, - odsutan;

> Prisustvo crne marginalne linije: + prisutna, - odsutna;

% Brzina porasta: spora<70mm, srednja 70-80mm, brza>80mm za 10 dana na temperaturi 22°C.

Mikroskopske karakteristike. Proucavanje mikroskopskih svojstava, odnosno
utvrdivanje oblika i veli¢ine konidija, intenziteta sporulacije, na¢ina klijanja konidija,
kao 1 duzine kli¢inih cev€ica do prvog grananja ukazalo je na grupisanje svih 13
odabranih izolata Monilinia spp. u tri morfoloske grupe. Svi odabrani izolati Monilinia
spp. obrazuju hijalinske, jednoéelijske konidije sedam dana posle zasejavanja. Konidije
su limunastog do ovalnog oblika i formiraju razgranate nizove, pri ¢emu je najmlada
spora ona koja se nalazi u osnovi niza. Izolati vrste M. laxa obrazuju konidije Cije su
dimenzije u opsegu 11,25-15,42 um x 8,25-11,07 pum, izolati M. fructicola 16,00-16,92
um x 9,87-10,75 um, dok izolati M. fructigena obrazuju u proseku konidije najvecih
dimenzija (19,25-23,50 pm x 11,92-13,50 pm). Uporedni pregled prosecnih dimenzija
konidija 13 odabranih izolata uklju€enih u ispitivanjima mikroskopskih karakteristika

prikazan je u Tabeli 7.

Tabela 7. Prikaz prosecnih dimenzija konidija odabranih izolata Monilinia spp.

Vrsta Oznaka DuzZina (um) Sirina (um)
izolata Min Max Prosek Min Max Prosek
M. laxa TPGR 12,50 17,50 14,32 7,50 12,50 9,17
SMLE 7,50 12,50 11,25 5,00 10,00 8,25
VPRA 10,00 15,00 13,00 7,50 10,00 8,87
KPST 10,00 15,00 12,00 7,50 12,50 8,62
BPSV 12,50 17,50 14,12 7,50 12,50 9,87
NPVL 15,00 25,00 15,42 10,00 15,00 11,07
M. fructigena SPPR 20,00 25,00 23,50 12,50 15,00 13,50
VPBG 20,00 25,00 22,00 10,00 15,00 13,00
TPGO 15,00 25,00 19,25 10,00 15,00 11,92
BSPBA 17,50 25,00 21,42 10,00 15,00 13,07
M. fructicola NPGM 12,50 20,00 16,00 7,50 12,50 10,75
NPUD1 15,00 22,50 16,92 7,50 12,50 10,57
NPUD2 12,50 20,00 16,25 7,50 12,50 9,87
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Tabela 8. Prikaz proucavanih mikroskopskih karakteristika izolata Monilinia spp.

Vrsta Izolat Duzina kli¢ine Broj konidija Klijavost
cevCice (um) (cmz) konidija(%)
Prosek Opseg
M. laxa NPVL 40 20-70 0,29x10" 88,00
M. fructigena SPPR 197 70-800 1,54x10* 83,34
M. fructicola  NPUDI1 365 210-600 0,27x10° 88,60

Izolat NPVL, predstavnik prve morfoloske grupe u okviru proucavanih izolata,
obrazovao je konidije prosecnih dimenzija 15,42 um x 11,07 um koje su klijale na WA
podlozi 1 formirale kli¢ine cevCice prosecne duzine 40 pm (20-70 um) pre prvog
grananja. Broj konidija izmeren pomoc¢u hemocitometra i preracunat po jedinici

povriine (cm?) iznosio je 0,29 x 10 (Slika 15, Tabela 8).

| Y.
Slika 15. Monilinia laxa: 1zgled konidija (levo) 1 nacin klijanja konidija (desno)
(uvecéanje 40x)

Izolat SPPR, predstavnik vrste M. fructigena, obrazovao je u proseku konidije
najvecih dimenzija (23,50 um x 13,50 um), iz kojih se, za razliku od konidija drugih
grupa izolata, iz jedne konidije formiralo nekoliko kli¢inih cev¢ica prosecne duzine 197

um pre prvog grananja (Slika 16, Tabela 8).
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Slika 16. Monilinia fructigena: 1zgled konidija (levo) i nacin klijanja konidija (desno)
(uvecéanje 40x)

Predstavnik tre¢e morfoloske grupe, izolat NPUDI, formirao je konidije
prosecnih dimenzija 16,92 pm x 10,57 um koje su klijale u kli¢ine cev€ice najvece
duzine (prose¢no 365 pum pre grananja). Pored toga, ovaj izolat ispoljava najveci
intenzitet sporulacije formirajuéi najveéi broj konidija po jedinici povrsine (0,27 x 10°)

(Slika 17, Tabela 8).

(uvecanje 40x)
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Pra¢enjem procenta klijavosti na WA podlozi utvrdeno je da konidije ispitivanih
izolata klijaju u sliénom procentu, odnosno nema znaajnih razlika izmedu izolata
razli¢itih vrsta. Procenat klijavosti konidija bio je od 83,34% za vrstu M. fructigena do

88% za M. laxa 1 88,66% za M. fructicola (Tabela 8).

5.6. Pradenje brzine porasta izolata Monilinia spp.

Na temperaturi od 24°C izolati razlicitih vrsta ispoljili su statisti¢ki znacajnu
razliku u brzini rasta kolonije (P<0,01) (Slika 18, Grafikon 1, Tabela 9). Izolati vrste M.
laxa imali su dnevni porast od 6,52 do 9,48 mm/dan. U okviru te grupe najveci dnevni
porast od 9,48 mm/dan zabeleZen je za izolat TPGR (sa tresnje), dok je izolat TPAL (sa
treSnje) rastao najsporije (6,52 mm/dan). Izolat VPBG (sa visnje), predstavnik vrste M.
fructigena imao je znatno manji prosecan dnevni porast (2,38 mm/dan), dok je izolat M.
fructicola (NPGM) sa nektarine imao najve¢i dnevni porast (10,55 mm/dan). Medutim,
rezultat Duncan-ovog testa pokazuje da izolati osim $to se grupiSu u zavisnosti od vrste,
grupiSu se 1 u okviru pojedinih grupa. Na osnovu ove osobine, ispitivani izolati
Monilinia spp. ispoljili su izrazenu kako interspecijsku tako 1 intraspecijsku

varijabilnost.

M. fructigena M. fructicola

Slika 18. Prose¢na brzina porasta izolata Monilinia spp. nakon inkubacije od sedam dana na
PDA podlozi na 24°C
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14

Porast izolata na PDA podlozi {mm/dan)

TPGR SMLEs SPSV TPBN SMLE VGRSD BPSV BMLEs TPAL VGRSE VPBG NPGM

Grafikon 1. Prosecan dnevni porast micelije izolata Monilinia spp. na PDA podlozi
W M laxa M. fructigena M. fructicola

Tabela 9. Prosecan dnevni porast micelije izolata Monilinia spp. na PDA podlozi

Vrsta Izolat Prosecan dnevni porast
(mm/dan)’
M. laxa TPGR 9,48 £0,85b
SMLEs 9,33+0,79 b
SPSV 6,55+1,42d
TPBN 9,29+0,34b
SMLE 8,98+ 0,57 be
VGRSD 9,45+0,45b
BPSV 8,31+0,33 ¢
BMLEs 7,17+0,42 d
TPAL 6,52 +£0,80 d
VGRSE 7,24 +0,51d
M. fructigena VPBG 2,38+0,27 ¢
M. fructicola NPGM 10,55+ 1,40 a

1 ] . . .e T ~ ¢
Ista slova oznacavaju da razlika nije statisticki znacajna

5.7. Odgajivacke karakteristike izolata Monilinia spp.

Uticaj hranljivih podloga. Porast 12 ispitivanih izolata praden je na pet
razli¢itih hranljivih podloga (PDA, MA, V8A, WA i CzA). Ispitivani izolati rasli su na
svim hranljivim podlogama razli¢itom brzinom, pri ¢emu je generalno najveci porast
zabelezen na MA 1 PDA podlozi, dok je najmanji bio na WA podlozi (Grafikon 2,

Tabela 10). Hranljive podloge uticale su statisticki znacajno na porast ispitivanih izolata
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(P<0,01). Pored razlika u brzini porasta ispoljene su znacajne razlike u morfoloskim
osobinama izolata na hranljivim podlogama (Slika 19). Na PDA, MA i V8A podlozi svi
ispitivani izolati imali su kompaktnu miceliju, dok je na WA i CzA podlozi micelija
izolata bila retka i prozracna.

Izolati vrste M. laxa najbrze su rasli na MA podlozi, na kojoj je prose¢an porast
nakon sedam dana bio u intervalu od 63,67+4,84 mm do 84,50+1,38 mm. Izolati ove
vrste prosecno najsporije su rasli na WA podlozi (23,17+2,04 do 32.83+1,94 mm).
Obrazovanje konidija zabelezeno je na MA podlozi sedam dana od zasejavanja
nezavisno od svetlosnog rezima, kao i na PDA podlozi 10 dana od zasejavanja samo u
prisustvu svetlosti. Izolati vrste M. laxa na PDA 1 MA podlozi formirali su koloniju
karakteristi¢nog oblika rozete, dok na ostalim podlogama ova pojava nije uocena.

Izolat VPBG, vrsta M. fructigena, ispoljio je prosecno najve¢i porast nakon
sedam dana na MA podlozi (80,17+1,72 mm), a najmanji na CzA podlozi (15,33+7,15
mm). Izolat VPBG formirao je konidije na PDA i MA podlozi sedam dana od
zasejavanja nezavisno od svetlosnog rezima. Na PDA i MA podlozi izolat VPBG
formirao je koncentriéne prstenove spora zute boje koji na ostalim ispitivanim
podlogama nisu zabelezeni.

Izolat NPGM, predstavnik vrste M. fructicola, imao je prose¢no najveci porast
na PDA podlozi (71,33+£3,39 mm), a najmanji na V8A podlozi (17,67£2,80 mm). Ova
vrsta, za razliku od prethodnih, formira konidije na svim ispitivanim podlogama tri dana
nakon zasejavanja osim na WA. Obilno formiranje konidija u vidu koncentricnih

prstenova spora narocito je izrazeno na PDA podlozi.

100
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Grafikon 2. Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na porast micelije izolata Monilinia spp.
B M. laxa M. fructigena

M. fructicola
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M. laxa

M. fructicola
Slika 19. Porast izolata Monilinia spp. na razli¢itim podlogama
(PDA-podloga od krompira, dekstroze 1 agara; MA-malt
podloga; V8A-podloga od paradajz soka; CzA-Capekova
podloga; WA-vodeni agar)
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Uticaj kiselosti podloge. Porast 12 ispitivanih izolata pracen je na PDA podlozi
razli¢itih pH vrednosti (pH 2-pH 11). Ispitivani izolati ispoljili su statisticki znacajnu
razliku u brzini porasta micelije na podlogama kiselosti u intervalu pH 3-pH 9 (P<0,01).
Na jako kiseloj podlozi (pH 2) porast su ispoljili izolati M. laxa 1 M. fructicola, a na
podlogama kiselosti vise od pH 9 porast je zabelezen samo za izolat M. fructigena
(Grafikon 3, Tabela 11). Osim razlika u brzini porasta ispoljene su znacajne razlike u
morfoloSkim osobinama izolata na podlogama razli¢ite pH vrednosti (Slika 20).

Izolati M. laxa imali su najveci prosecni porast na PDA podlozi pH vrednosti 7
(50,25+3,50 mm do 82,00+1,63 mm tokom sedam dana), dok na podlozi pH vrednosti
vecoj od 9 nisu uopste rasli. Karakteristican oblik rozete bio je uocljiv na podlogama
kiselosti pH 5-pH 8, dok je na drugim pH vrednostima micelija bila ravnog oboda.

Sa druge strane, izolat VPBG, predstavnik vrste M. fructigena, najvec¢i porast
(30,50+2,83 mm) ispoljio je na podlozi niske pH vrednosti (pH 3) i jedini je izolat koji
je rastao na podlozi pH vrednosti 10. Na podlogama kiselosti pH 5-pH 9 izolat VPBG
formirao je tipicnu koloniju belo-Zute boje sa koncentricnim prstenovima spora, dok je
micelija na podlogama kiselosti pH 3 i pH 4 bila siva i reznjevitog oblika.

Izolat NPGM, identifikovan kao M. fructicola, najbrzi prosecan porast ispoljio je
na PDA podlozi pH vrednosti 6, a najsporije na podlozi pH 9, dok na podlogama sa
visim pH vrednostima nije rastao. Na svim podlogama razli¢itih pH vrednosti na kojima

je rastao, formirao je tipi¢ne kolonije sa koncentri¢nim prstenovima spora.
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Grafikon 3. Uticaj razli¢itih pH vrednosti PDA podloge na porast micelije izolata
Monilinia spp. W M laxa M. fructigena N fructicola
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M. lexa

M. fructicolu

Slika 20. Porast izolata Monilinia spp. na PDA podlozi razli¢itih pH vrednosti
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5.8. Ekoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

Uticaj temperature. Uticaj temperatura (18, 20, 23, 25, 28 1 30°C) na porast 16
odabranih izolata pracen je na ve¢ opisan naéin na PDA podlozi. Svi ispitivani izolati
ispoljili su statisti¢ki znacajnu razliku u brzini porasta kolonije na svim temperaturama
(P<0,01), pri ¢emu je najveci broj ispitivanih izolata ispoljio najveci prosecan porast na
temperaturi od 25°C, dok je manji broj izolata ispoljio optimalan porast na
temperaturama od 23°C 1 28°C (Grafikon 4, Tabela 12). Pored razlika u brzini kod
izolata M. laxa ispoljene su razlike u morfoloSkim osobinama: na temperaturi 23 i 25°C
kolonija je imala karakteristi¢an oblik rozete, dok je na ostalim temperaturama kolonija
imala ravnu ivicu. Sa druge strane, temperature inkubacije nisu uticale na izgled
kolonije izolata M. fructigena i M. fructicola (Slika 21).

Izolati M. laxa najsporije su rasli na temperaturi od 18°C, dok su izolati M.

fructigena 1 M. fructicola najsporije rasli na 30°C.
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Grafikon 4. Uticaj razlicitih temperatura na porast micelije izolata Monilinia spp.

B M. laxa M. fructigena M fructicola
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M. fructigena

M. fructicola

Slika 21. Porast izolata Monilinia spp. na PDA podlozi na razliitim temperaturama
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Uticaj ekstremnih temperatura. Uticaj ekstremnih temperatura na porast 16
odabranih izolata pracen je inkubiranjem izolata zasejanih na PDA podlozi na
temperaturama nizim od 4°C (od 0°C do 4°C) 1 vis§im od 30°C (od 30°C do 35°C) kako
bi bile utvrdene grani¢ne temperature rasta odabranih izolata. Uocena je statisticki
znacajna razlika u brzini porasta micelije odabranih izolata na razli¢itim temperaturama
(P<0,01).

Pracenjem porasta izolata na ekstremnim temperaturama uoceno je da su izolati
temperature rasta ove vrste su 4°C i 31°C. Sa druge strane, izolati vrste M. fructicola su
najotporniji na uticaj niskih i visokih temperature; grani¢ne temperature rasta ove vrste
su 2°C 1 34°C. Vrsta M. laxa ispoljila je umerenu osetljivost na uticaj ekstremnih

temperatura. Rast ovih izolata zabelezen je na temperaturama viSim od 2°C i1 nizim od

33°C (Grafikon 5, Tabela 13).
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Uticaj svetlosti. Porast 12 ispitivanih izolata proucavan je u razli¢itim uslovima
osvetljenja na PDA podlozi. Prou¢avani izolati rasli su razli¢itom brzinom u razli¢itim
uslovima osvetljenja: stalni mrak i svetlosni rezim 12 h svetlost/12 h mrak (Slika 22,
Grafikon 6, Tabela 14).

Nakon inkubacije od sedam dana izolati vrsta M. laxa 1 M. fructigena najbrzi
prosecni porast imali su u mraku, jedino je izolat NPGM (predstavnik vrste M.
fructicola) imao brzi prosec¢an porast u svetlosnom rezimu 12 h svetlost/12 h mrak.
Zabelezena je statisticki znaCajna razlika u prosecnom porastu izolata u mraku 1 u

uslovima smene 12 h svetlost/12 h mrak (66,8+5,8 mm) na nivou znac¢ajnosti 0,05.

12h svetlost/12h tama

M. laxa

M. fructigena

M. fructicola

Slika 22. Porast izolata Monilinia spp. pri razli¢itim svetlosnim reZimima
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Grafikon 6. Uticaj razli¢itog svetlosnog reZzima na porast micelije izolata Monilinia
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Tabela 14. Uticaj razliitog svetlosnog rezima na porast micelije izolata Monilinia spp.

Vrsta Izolat Prose¢an porast (mm/7 dana)’
Tama 12 h svetlost/
12 h mrak
M. laxa TPGR 62,83+4,12ab 42,67+ 1,86¢c
SMLEs  54,17+527c 46,67 + 0,82b
SPSV 43,50 + 5,01f 31,50 +2,43d
TPBN 66,83 +4,12a 5433 £2,07a
SMLE 59,00 + 4,69b 43,50 +2.81c
VGRSD  51,67+528cd 47,33+ 1,97b
BPSV 51,00 £3,29cd 42,17 +2,56¢
BMLEs 4883 +214de  43,17+2,93c
TPAL 45,67+ 524ef 17,33+ 1,97f
VGRSE 4733+ 121def 18,33 +2,16f
M. fructigena ypgG 12,50 + 2,26h 11,17+ 1,72¢g
M. fructicola. NpGM 22,00 +2,28¢ 25,00 + 3,90e

1 ; N . .
Ista slova u koloni oznac¢avaju da razlika nije statisticki znacanja
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5.9. Unakrsna patogenost izolata Monilinia spp.

Virulentnost devet odabranih monosporijalnih izolata Monilinia spp. (Cetiri M.
laxa, Cetiri M. fructigena 1 jedan M. fructicola) ispitana je veStaCkom inokulacijom
povredenih plodova breskve, nektarine, §ljive, treSnje, visnje i kajsije (Slika 23). Ovi
testovi pokazali su da postoji statisticki znacajna razlika u virulentnosti kako izmedu
izolata razlic¢itih vrsta, tako 1 izmedu izolata iste vrste (P<0,01) (Grafikon 7, Tabela 15).
Izuzetak predstavlaju eksperimenti izvedeni na plodovima viSnje koji pokazali da ne
postoji statisticki znacajna razliku u virulentnosti tri vrste roda Monilinia na ovim
plodovima (P>0,1).

Na plodovima nektarine i breskve najveéu patogenost ispoljio je izolat SPPR
(M. fructigena), poreklom sa §ljive, koji je nakon tri dana na nektarini prouzrokovao
nekroti¢nu zonu precnika 45 mm, odnosno 37,78 mm na breskvi. Najmanju patogenost
na plodovima nektarine ispoljio je izolat NPGM (M. fructicola) sa nektarine sa
nekroticnom zonom od 17,75 mm tokom tri dana, odnosno na plodovima breskve izolat
SPSV (M. laxa) sa §ljive sa zonom od 18,22 mm.

Na plodovima $ljive najvecu nekrotiénu zonu obrazovao je izolat BMLE (M.
laxa) sa breskve, a naymanju NPGM (M. fructicola) sa nektarine.

Sa druge strane, na plodovima kajsije najmanju i najve¢u nekroticnu zonu
obrazovali su izolati iste vrste (M. laxa).

Na plodovima tresnje i1 viSnje, izolat VPBG (M. fructigena) sa visnje ispoljio je
najvecu virulentnost, dok je izolat BMLE (M. laxa) sa breskve prouzrokovao najmanju

zonu trulezi na ovim plodovima.
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60

Zona trulezi (inm/3 dana)

B TPGR

mSPSV

B VGRSE

= BMLEs
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Nektarina Breskva S1 jiva Kajsija

Grafikon 7. Prikaz unakrsne patogenosti ispitivanih izolata Monilinia spp. na
plodovima kosticavih vocaka. Wl i/ jaxq M. fructigena || M. fructicola
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Kontrola M. fructigena M. laxa M. fructicola

Nektarina

Slika 23. Unakrsna patogenost izolata Monilinia spp. na plodovima kosti¢avih voc¢aka
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5.10. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija

Molekularna detekcija svih 246 dobijenih izolata Monilinia spp. obavljena je
primenom PCR reakcija uz koriS¢enje prajmera: MO368-5, MO368-8R, MO368-10R 1
Laxa-R2 specifi¢nih za detekciju Monilinia spp. i upotrebom para univerzalnih prajmera
ITS1/ITS4.

Molekularna identifikacija 18 odabranih izolata Monilinia spp. obavljena je,
nakon sekvencioniranja ITS genomnog regiona i obrade dobijenih sekvenci, viSestrukim
uparivanjem sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka i1 prora¢unom
geneticke slicnosti pomo¢u BLAST analize i softverskog paket MEGA 5. ViSestrukim
poredenjem dobijenih sekvenci sa dostupnim sekvencama odgovaraju¢ih regiona
genoma gljiva u GenBank bazi podataka pomo¢u CLUSTAL W programa, obavljena je
potvrda identifikacije dobijenih sekvenci.

Molekularna karakterizacija 18 odabranih izolata obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskog staba. Uporedivanje je vrSeno sa 38 sekvenci vrsta roda Monilinia
dostupnih u GenBank bazi podataka. Filogenetsko stablo rekonstruisano je koriS¢enjem
Maximum Parsimony metode, integrisane unutar programa MEGAS 1 bootstrap analize
u 1000 ponavljanja.

Odredeni su markeri za tri izolata M. fructicola poreklom iz Srbije. Upotrebom
Multiplex PCR kit-a u samo jednoj reakciji umnozeno je pet razli¢itih SSR markera.
Poredenje dobijenih profila izolata poreklom iz Srbije sa profilima dobijenim u
prethodnim istrazivanjima Jansch et al. (2012) ukazalo je na put introdukciju vrste M.

fructicola u nasu zemlju.

5.10.1. Molekularna detekcija primenom Multiplex PCR reakcije

Kao rezultat lanCane reakcije polimeraze, koriS¢enjem prajmera MO368-5,
MO368-8R, MO368-10R 1 Laxa-R2, po protokolu koji su opisali Coté et al. (2004),
amplifikovani su fragmenti nukleinske kiseline oc¢ekivanih veli¢ina. Kod 237 uzoraka
doslo je do amplifikacije fragmenta veli¢ine 351 bp, karakteristi¢nog za izolate vrste M.
laxa (Slika 24). Fragmenti velicine oko 402 bp amplifikovani su u slucaju Sest uzoraka

detektovanih kao M. fructigena, dok je kod tri izolata doSlo do amlifikacije fragmenata
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veli¢ine 535 bp koji su detektovani kao vrsta M. fructicola (Slika 25). Do amplifikacije
nije doslo kod negativne kontrole. Multiplex PCR detekcijom potvrden je identitet svih

prikupljenih izolata prethodno okarakterisanih na osnovu morfoloskih karakteristika.

MK 1 2 345 6 7 8 9

10 11

535bp
402 bp

Slika 24. Elektroforetska analiza PCR
proizvoda dobijenih koris¢enjem
prajmera MO368-5, MO368-8R,
MO368-10R 1 Laxa-R2. Kolone: M-100
bp DNK marker; K'-negativna kontrola
(PCR smesa sa RNase-free vodom); 1-
izolat BPCO; 2-izolat BPZK; 3-izolat
KPGG; 4-izolat KPGO; 5-izolat NPSP;
6-izolat NPVI; 7-izolat SPIV; 8-izolat
TPLC; 9-izolat TPRS; 10-izolat VPJR;

Slika 25. Elektroforetska analiza PCR
proizvoda  dobijenih  koriS¢enjem
prajmera MO368-5, MO368-8R,
MO368-10R i1 Laxa-R2. Kolone: M-100
bp DNK marker; K'-negativna kontrola
(PCR smesa sa RNase-free vodom); 1-
izolat NPGM; 2-izolat NPUDI1; 3- izolat
NPUD2; 4-izolat VPBG; 5-izolat SPPR;
6-izolat BSPBA; 7-izolat TPGO; 8-
izolat SMPR; 9-izolat BSPBA1.

5.10.2. Molekularna detekcija na osnovu amplifikacije I'TS regiona

Sa ciljem potvrde identiteta odabranih izolata, koriSen je par univerzalnih

prajmera ITS1 1 ITS4 koje su dizajnirali White et al. (1990). Kao rezultat lancane
reakcije polimeraze, koriS¢enjem ovih prajmera, utvrdeno je prisustvo amplifikovanih
fragmenata DNK ocekivane veli¢ine 500-600 bp kod svih ispitivanih izolata (Slika 26).

Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole.
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Slika 26. Elektroforetska analiza PCR

proizvoda  dobijenih  koriS¢enjem  para
prajmera ITS1/ITS4. Kolone: M-1 Kbp DNK
marker; 1-izolat BPCO; 2-izolat BPZK; 3-
izolat KPGG; 4-izolat KPGO; 5-izolat NPSP;
6-izolat NPVT; 7-izolat SPIV; 8-izolat TPLC;
9-izolat TPRS; K'-negativna kontrola (PCR
smesa sa RNase—free vodom).

5.10.3. Molekularna identifikacija

Sa ciljem molekularne identifikacije, uspesno je sekvencioniran ITS rDNK
genomni region ukupno 18 izolata podeljenith u tri grupe, okarakterisanih na
morfoloSkom nivou 1 detektovanih primenom Multiplex PCR reakcije. Nakon
sekvencioniranja dobijene konsenzus nukleotidne sekvence deponovane su u GenBank
bazu podataka i dodeljeni su im pristupni brojevi (Tabela 16). Identifikacija odabranih
izolata izvrSena je viSestrukim uparivanjem 1 proracunom geneticke sli¢nosti dobijenih
sekvenci medusobno, kao 1 sa sekvencama drugih izolata ovog roda dostupnih u

GenBank bazi podataka.
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Tabela 16. Izolati Monilinia spp. identifikovani tokom istrazivanja sa dodeljenim

GenBank pristupnim brojevima

Vrsta Naziv Biljka Gen Bank
izolata domacin pristupni broj
M. laxa BPCO Breskva KC515383
BPZK Breskva KC544793
KPGG Kajsija KC544794
KPGO Kajsija KC544795
NPSV Nektarina KC544796
NPVI Nektarina KC544797
SPIV Sljiva KC544798
TPLC Tresnja KC544800
TPRS Tres$nja KC544801
VPJR Visnja KC544802
VPSV Visnja K(C544803
M. fructigena BSPBA Sljiva KC544804
SPBA Sljiva KC544805
SPPR Sljiva KC544806
TPGO Tresnja KC544807
M. fructicola NPUDI1 Nektarina KC544808
NPUD2 Nektarina KC544809
NPGM Nektarina JX127303

Medusobnim poredenjem 11 sekvenci M. laxa dobijenih u ovim istrazivanjima
(BPCO, BPZK, KPGG, KPGO, NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS, VPJR i VPSV)
utvrdena je 100% medusobna sli¢nost 10 izolata, dok se sekvenca oznacena kao VPSV
razlikuje u jednom nukleotidu 1 slicnost sa ostalim izolatima je 99,8%. Sa druge strane,
medusobna identi¢nost izolata M. fructigena (BSPBA, SPBA, SPPR i TPGO) i M.
fructicola (NPGM, NPUDI1 1 NPUD2) bila je 100%. Izmedu izolata M. laxa 1 M.
fructigena uoCena je razlika u devet nukleotida, odnosno slicnost od 97,9%; izmedu M.
laxa 1 M. fructicola tri nukleotida odnosno 99,3% identi¢nosti; izmedu M. fructigena i
M. fructicola 10 nukleotida razlike ili 97,9% identi¢nosti, §to podrzava razvrstavanje
ovih izolata u razlicite vrste.

BLAST analiza 11 sekvenci M. laxa dobijenih u ovom istrazivanju pokazala je
100% nukleotidne identi¢nosti sa ITS rDNK sekvencama pet izolata vrste M. laxa
poreklom iz Spanije (EF153013, EF153014, EF153015, EF153016 i EF153017).
Analiza Getiri sekvence M. fructigena (BSPBA, SPBA, SPPR i TPGO) pokazala je
100% nukleotidne identi¢nosti sa 16 izolata M. fructigena poreklom iz razlicitih delova

sveta: Svajcarske (HQ166347 i EU098121), Spanije (EF207429, EF207428, EF207427,
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EF207426, EF207425, F207424 i FJ754275), Francuske (AF150680, AF150679,
AF150678 1 AF150677), Norveske (273779 1 273780) i Kine (HQ908791). BLAST
analiza pokazala je da su sekvence izolata NPGM, NPUDI1 1 NPUD2 100% identi¢ne
sekvencama osam izolata M. fructicola deponovanih u GenBank bazi podataka: iz
Srbije  (JN176564 sa uskladistenog ploda jabuke), Italije (FJ411109), Spanije
(EF207423, EF207422, EF207421, EF207420 i EF207419) 1 Kine (FJ515894).

Na osnovu navedenih proracuna geneticke sli¢nosti odabranih sekvenci, prva
grupa od 11 izolata (BPCO, BPZK, KPGG, KPGO, NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS,
VPJR i VPSV) identifikovana je kao vrsta M. laxa, druga grupa (BSPBA, SPBA, SPPR
1 TPGO) kao M. fructigena, i tre¢ca (NPGM, NPUDI i NPUD2) kao M. fructicola.
Dobijeni rezultati u potpunosti su saglasni sa rezultatima dobijenim na osnovu

morfoloskih karakteristika i molekularne detekcije.

5.10.4. Molekularna karakterizacija

Molekularna karakterizacija ispitivanih izolata obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskog stabla koriS¢enjem delimi¢nih nukleotidnih sekvenci dobijenih
amplifikacijom ITS rDNK genomskog regiona. U ova ispitivanja ukljucene su sekvence
18 1zolata, 11 sekvenci identifikovanih kao M. laxa (BPCO, BPZK, KPGG, KPGO,
NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS, VPJR i VPSV), &etiri sekvence M. fructigena
(BSPBA, SPBA, SPPR i TPGO) i tri sekvence M. fructicola (NPGM, NPUDI i
NPUD?2) poreklom iz Srbije. Dobijene sekvence uparene su sa 38 odabranih sekvenci
vrsta roda Monilinia dostupnih u GenBank bazi podataka poreklom iz razlicitih delova
sveta. Rekonstruisano je filogenetsko stabalo primenom Maximum Parsimony metode
sa bootstrap podrSkom u 1000 ponavljanja. Filogenetsko stablo je rutovano sa dve
autgrupe, vrstama Botryotinia fuckeliana (HQ846943) 1 Sclerotinia sclerotiorum
(HQ846942).

Analizom filogenetskog stabla uoc¢ena je podela na dva klastera koji se dalje dele
na dve podgrupe. U okviru prve podgrupe prvog klastera grupisani su izolati M. laxa
poreklom iz Amerike (SAD i Cile), Azije (Japan) i Evrope (Francuske, Norveske i
Spanije), kao i 11 izolata M. laxa dobijenih u ovim istraZivanjima (BPCO, BPZK,
KPGG, KPGO, NPSP, NPVI, SPIV, TPLC, TPRS, VPJR i VPSV). Unutar druge
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podgrupe prvog klastera nalaze se Cetiri izolata M. fructicola iz Srbije (tri dobijena u
ovim istrazivanjima - NPGM, NPUDI, NPUD?2 i jedan izolat sa uskladiStenih plodova
jabuke-JN176564), kao 1 15 izolata M. fructicola poreklom iz Japana, Novog Zelanda,
SAD-a, Kanade, Kine, gpanije, Norveske, Slovenije, Poljske, Francuske 1 Italije. U
drugom klasteru grupisali su se: u okviru jedne podgrupe izolati M. polystroma
poreklom iz Madarske, Poljske, Srbije, Japana i Kine, a u okviru druge podgrupe cetiri
izolata M. fructigena iz Srbije (BSPBA, SPBA, SPPR i TPGO) sa devet izolata M.
fructigena iz evropskih zemalja (Svajcarske, Norveske, Belgije, Velike Britanije,

Madarske, Spanije i Francuske) (Slika 27).
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HQB846949
KC544798
HQ846948
KC544802
ABI25612
KC544801
AF150676
KC544795
273784
EU042149 M laxa
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KC544797
- KC544794 |
HQB846966
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Slika 27. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci ITS
regiona rDNK 56 izolata vrsta Monilinia spp. koris¢enjem MEGA 5 softvera upotrebom
Maximum Parsimony metode sa bootrstrap analizom u 1000 ponavljanja. Izolati sa
kosti¢avih vocaka iz Srbije su naznaceni
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5.10.5. SSR marker analiza izolata Monilinia fructicola poreklom iz Srbije

U okviru ove disertacije odredeni su mikrosatelitni SSR markeri za tri izolata M.
fructicola poreklom iz Srbije. U ispitivanjima kori§¢eni su prajmeri koji umnozavaju
alelne oblike razli¢itih duzina izolata M. fructicola i to: CHMLS (umnoZzava jedan alelni
oblik duzine 220 bp), CHMFc1 (umnozava tri alelna oblika duzine 169, 173 1 176 bp),
CHMFc4 (umnozava dva alelna oblika duzine 216 1 223 bp) i CHMFc 5 (umnozava
jedan alelni oblik od 160 bp). Kao marker koji detektuje najvise alalnih oblika izdvojio
se CHMFcl (sa identifikovanih 30 alelnih oblika razli¢ite duzine), dok je marker sa
najmanje detektovanih alelnih oblika CHMf12 (sa jednim alelnim oblikom duzine 160
bp). Praymeri CHMLS, CHMFc4 i CHMFc 5 detektuju pet, Cetiri 1 pet razli¢ita alelna
oblika.

Analiza SSR markera izolata M. fructicola poreklom iz Srbije pokazala je da se
izolati razlikuju po duzini alela koje amplifikuje marker CHFc4, da izolati poreklom sa
jednog lokaliteta (NPUD 1 1 NPUD2) imaju alelni oblik duzine 216 bp, dok izolat
poreklom sa drugog lokaliteta (NPGM) ima alelni oblik duzine 223 bp (Tabela 17).
Izolat NPGM ima identican profil kao izolati M. fructicola iz Italije koji su specifi¢ni
samo za to podrucje, dok izolati NPUD1 i NPUD2 imaju profil kao 1 izolati poreklom iz

SAD koji su osim u SAD detektovani 1 u izolatima poreklom iz Italije.

Tabela 17. Prikaz dobijenih alelnih oblika (bp) umnoZenih pomo¢u SSR markera i
dobijeni profili haplotipova prema nomenklaturi Jansch et al. (2012)

Izolat CHMFcS CHMFcel CHMFc4 CHMLS CHMFcl2  Profil prema

nomenklaturi
Jansch et al. (2012)
NPUD1 86 bp 173 bp 216 bp 220 bp 160 bp US50
NPUD2 86bp 173 bp 216 bp 220 bp 160 bp US50
NPGM 86 bp 173 bp 223 bp 220 bp 160 bp ITAO1

5.11. Utvrdivanje nivoa osetljivosti izolata Monilinia spp. na fungicide

Ispitivanja osetljivosti na fungicide ukljucila su proucavanje delovanja sedam
komercijalnih formulacija fungicida (tebukonazol, iprodion, hlorotalonil, boskalid,
fluopiram, azoksistrobin 1 prohloraz) na porast 14 odabranih izolata Monilinia spp.

Izolati su ispoljili razli¢itu osetljivost na ispitivane fungicide.
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Tebukonazol. Vrednosti parametara osetljivosti (ECsp vrednosti i nagib

regresione linije b) izolata Monilinia spp. na tebukonazol prikazane su u Tabeli 18.

Izolati sve tri ispitivane vrste ispoljili su ujednacenu osetljivost na tebukonazol u niskim

koncentracijama. ECsy vrednosti su bile u intervalu od 0,01 mg/l (izolat BMLEs, M.

laxa) do 0,06 mg/1 (izolat NPGM, M. fructicola) (Slika 28).

Tabela 18. Osetljivost izolata Monilinia spp. na tebukonazol

Vrsta Izolat ECsy (mg/l) b*

M. laxa TPBN 0,02 (0,013-0,023) 1,11+0,20
TPAL 0,01 (0,007-0,015) 1,00 + 0,20
TPGR 0,01 (0,008-0,013) 1,33 £0,20
VGRSD 0,02 (0,014-0,025) 1,05+0,19
NPFG 0,01 (0,009-0,015) 1,40 + 0,020
VPRA 0,02 (0,015-0,024) 1,67 +0,21
SMLE 0,02 (0,013-0,003) 0,91 +0,19
SLJSV 0,02 (0,014-0,022) 1,32 +0,32
SMLEs 0,01 (0,008-0,016) 1,70 £ 0,33
BPSV 0,02 (0,017-0,036) 0,90+ 0,19
BMLEs 0,01 (0,006-0,013) 1,06 £ 0,20
BPBN 0,04 (0,027-0,063) 1,06 + 0,20

M. fructigena VPBG 0,05 (0,040-0,067) 1,37 £ 0,15

M. fructicola NPGM 0,06 (0,049-0,078) 1,40 £0,14

* nagib regresione linije
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Kontrola 0,03 mg/l 0,06 mg/1

0,50 mg/1

Slika 29. Monilinia fructicola: Osetljivost izolata NPGM na iprodion
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Iprodion. Vrednosti parametara osetljivosti izolata Monilinia spp. na iprodion
prikazane su u Tabeli 19. Najniza ECs, vrednost od 0,13 mg/l zabelezena je za izolat
TPAL (M. laxa). Slicnu osetljivost ispoljili su i ostali ispitivani izolati vrste M. laxa.
Izolat vrste M. fructigena ispoljio je nesSto nizi stepen osetljivosti na iprodion (ECs
vrednost 0,85 mg/1), dok je najmanje osetljiv bio predstavnik vrste M. fructicola, izolat
NPGM poreklom sa nektarine, za koji je ECsy vrednost iznosila 3,32 mg/I (Slika 29). Na
osnovu nepreklapanja intervala poverenja za ECsy, vrednosti razlika u osetljivosti

razli¢itih vrsta roda Monilinia na iprodion bila je statisticki znacajna.

Tabela 19. Osetljivost izolata Monilinia spp. na iprodion

Vrsta Izolat ECsy (mg/1) b*

M. laxa TPBN 0,14 (0,113-0,163) 1,46 + 0,15
TPAL 0,13 (0,110-0,158) 1,54+ 0,15
TPGR 0,17 (0,148-0,211) 1,64 +0,15
VGRSD 0,14 (0,115-0,174) 1,33+0,15
NPFG 0,20 (0,118-0,509) 1,28+ 0,15
VPRA 0,20 (0,173-0,229) 2,23+0,18
SMLE 0,22 (0,185-0,257) 1,93 +0,17
SLISV 0,17 (0,141-0,201) 1,64 +0,15
SMLEs 0,17 (0,147-0,203) 1,79 + 0,16
BPSV 0,16 (0,136-0,202) 1,45+0,15
BMLEs 0,17 (0,141-0,203) 1,58 £ 0,15
BPBN 0,15 (0,126-0,185) 1,45+ 015

M. fructigena VPBG 0,85 (0,160-1,380) 1,01 £0,31

M. fructicola NPGM 3,32 (2,730-4,120) 1,38+ 0,15

* nagib regresione linije

Boskalid. Vrednosti parametara osetljivosti izolata Monilinia spp. na boskalid
prikazane su u Tabeli 20. Izolati proucavanih vrsta ispoljili su velike razlike u
osetljivosti na boskalid. Izolati vrste M. laxa ispoljili su ujednacenu osetljivost sa ECsg
vrednostima u intervalu od 0,04 mg/l za izolat SMLE do 0,09 mg/l za izolat BPBN
(Slika 30). Sa druge strane, izolati vrsta M. fructigena 1 M. fructicola ispoljili su
statisticki znaCajno niZu osetljivost na ovaj fungicid. Za izolat VPBG (M. fructigena)
ECsy vrednost iznosila je 250,36 mg/l, a za najmanje osetljiv izolat M. fructicola,

NPGM, na ovaj fungicid bila je 464 mg/l.
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0,025 mg/l

Slika 30. Monilinia laxa: Osetljivost izolata TPGR na boskalid

0,006 mg/l

Tabela 20. Osetljivost izolata Monilinia spp. na boskalid

Rezultati

0,012 mg/l

Vrsta 1zolat ECs¢ (mg/l) b*

M. laxa TPBN 0,06 (0,047-0,095) 1,03+0,15
TPAL 0,05 (0,043-0,074) 1,24+0,15
TPGR 0,07 (0,053-0,117) 1,02 +0,15
VGRSD 0,05 (0,041-0,076) 1,09 + 0,15
NPFG 0,06 (0,048-0,116) 0,88 + 0,14
VPRA 0,06 (0,044-0,103) 0,88 + 0,14
SMLE 0,04 (0,036-0,060) 1,23+0,15
SLJSV 0,05 (0,042-0,073) 1,23 +0,15
SMLEs 0,05 (0,039-0,065) 1,28 +0,15
BPSV 0,06 (0,047-0,082) 1,26 +0,15
BMLEs 0,05 (0,041-0,083) 0,98 + 0,14
BPBN 0,09 (0,065-0,156) 1,05+0,15

M. fructigena VPBG 250,36 (139,66- 565,22) 0,47 £ 0,05

M. fructicola NPGM 464 (no)" 0,78 + 0,27

1no-nije odredeno zbog heterogenosti odgovora u svim ponavljanjima
* nagib regresione linije

Hlorotalonil. Vrednosti parametara osetljivosti izolata Monilinia spp. na
hlorotalonil prikazane su u Tabeli 21. Izolati M. laxa ispoljili su neznatne razlike u

osetljivosti na hlorotalonil: dobijene ECsy vrednosti bile su u rasponu od 0,12 mg/l za
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izolat BPSV do 0,15 mg/l za izolat SLISV. Sli¢na osetljivost zabeleZena je i za M.
fructigena (ECsp - 0,23 mg/l), dok je statisticki znacajno manje osetljiv bio izolat

NPGM M. fructicola sa ECsy vredno$¢u od 1,06 mg/I1.

Tabela 21. Osetljivost izolata Monilinia spp. na hlorotalonil

Vrsta Izolat ECs (mg/1) b*

M. laxa TPBN 0,25 (0,205-0,324) 1,44 + 0,20
TPAL 0,26 (0,206-0,355) 1,26 + 0,20
TPGR 0,19 (0,159-0,233) 1,60 + 0,20
VGRSD 0,23 (0,187-0,304) 1,33 + 0,20
NPFG 0,23 (0,191-0,282) 1,65+ 0,21
VPRA 0,21 (0,183-0,247) 2,14 40,22
SMLE 0,19 (0,158-0,223) 1,80 0,21
SLISV 0,19 (0,162-0,221) 2,51 +0,33
SMLEs 0,25 (0,210-0,310) 1,71+ 0,21
BPSV 0,12 (0,096-0,149) 1,53 +0,20
BMLEs 0,15 (0,117-0,184) 1,40 + 0,20
BPBN 0,18 (0,144-0,219) 1,46 + 0,20

M. fructigena VPBG 0,23 (0,200-0,260) 2,62 +0,24

M. fructicola NPGM 1,06 (0,830-1,480) 1,20 £ 0,20

* nagib regresione linije

Fluopiram. Osetljivost izolata Monilinia spp. na fluopiram prikazana je u Tabeli
22. Utvrdene su velike razlike u osetljivosti na fluopiram, kako medu izolatima
razli¢itih vrsta, tako 1 medu izolatima iste vrste. Najniza ECsy vrednost od 0,11 mg/I
zabeleZena je za izolat VGRSD (M. laxa), dok je najvisa ECso vrednost zabelezena za
izolat M. fructigena, VPBG (5612,28 mg/l). Razlika u osetljivosti razlicitih vrsta roda

Monilinia na fluopiram bila je statisticki znacajna.
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Tabela 22. Osetljivost izolata Monilinia spp. na fluopiram

Vrsta Izolat ECsy (mg/1) b*

M. laxa TPBN 0,25 (0,169-0,339) 0,74 + 0,10
TPAL 0,21 (0,122-0,321) 0,57+ 0,10
TPGR 0,21 (0,109-0,338) 0,50+ 0,10
VGRSD 0,11 (0,089-0,129) 1,90+ 0,18
NPFG 10,78 (4,04-92,88) 0,59 +0,12
VPRA 2,99 (1,65-8,90) 0,65+0,11
SMLE 1,97 (1,03-7,67) 0,48 +0,10
SLJSV 1,04 (0,67-2,13) 0,59 + 0,10
SMLEs 0,30 (0,222-0,399) 0,85+0,11
BPSV 0,39 (0,269-0,568) 0,66 + 0,10
BMLEs 1,23 (0,76-2,78) 0,57+ 0,10
BPBN 0,67 (0,468-1,060) 0,69 + 0,10

M. fructigena VPBG 5612,28 (1093 - 8722) 0,30 + 0,06

M. fructicola NPGM 386,56 (297,32-534,10) 1,01 £0,14

* nagib regresione linije

Prohloraz. Izolati Monilinia spp. ispoljili su visoku osetljivost na prohloraz
(Tabela 23). Najniza ECs, vrednost zabeleZena je za izolate SLISV (M. laxa) i NPGM
(M. fructicola) od 0,006 mg/l, dok je najnizu osetljivost ispoljio izolat VPBG (M.

fructigena) sa ECs vrednos¢u od 0,023 mg/I.

Tabela 23. Osetljivost izolata Monilinia spp. na prohloraz

Vrsta 1zolat ECs (mg/1) b*

M. laxa TPBN 0,010 (0,009-0,012) 2,16+ 0,17
TPAL 0,008 (0,007-0,009) 1,77+0,16
TPGR 0,008 (0,007-0,010) 1,64 +0,15
VGRSD 0,013 (0,011-0,015) 2,01 +0,16
NPFG 0,008 (0,007-0,010) 1,95+ 0,16
VPRA 0,011 (0,093-0,123) 2,13+0,17
SMLE 0,011 (0,009-0,013) 1,88 + 0,17
SPBN 0,008 (0,007-0,009) 1,82 +0,16
SLJSV 0,006 (0,005-0,007) 2,09 + 0,22
SMLEs 0,007 (0,006-0,009) 1,72 40,16
BPSV 0,011 (0,009-0,013) 1,87+ 0,16
BMLEs 0,011 (0,009-0,012) 2,19+ 0,17
BPBN 0,011 (0,009-0,013) 1,45+0,15

M. fructigena VPBG 0,023 (0,019-0,028) 1,67 £0,16

M. fructicola NPGM 0,006 (0,005-0,008) 1,63+ 0,16

* nagib regresione linije

Azoksistrobin. Ispitivanju osetljivosti izolata Monilinia spp. na azoksistrobin

prethodilo je ispitivanje osetljivosti izolata na SHAM sa ciljem odredivanja najviSe
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koncentracije koja ne utiCe inhibitorno na porast izolata. Kao radna koncentracija
SHAM-a za meSanje sa azoksistrobinom za sve ispitivane izolate koriS¢ena je
koncentracija od 0,1 mg/I1.

Parametri osetljivosti izolata Monilinia spp. na azoksistrobin prikazani su u
Tabeli 24. Svi ispitivani izolati bili su osetljivi na azoksistrobin u prisustvu SHAM-a.
Najniza ECs vrednost od 0,51 mg/l zabeleZena je za izolat SLISV (M. laxa), dok je
najvisa ECs vrednost utvrdena za izolat NPGM, M. fructicola (8,83 mg/1).

Tabela 24. Osetljivost izolata Monilinia spp. na azoksistrobin

Vrsta Izolat ECs (mg/1) b*

M. laxa TPBN 0,98 (0,545-1,810) 0,47 + 0,05
TPAL 1,12 (0,512-2,920) 0,36 + 0,04
TPGR 0,78 (0,473-1,340) 0,51 + 0,04
VGRSD 1,01 (0,596-1,770) 0,51 + 0,06
NPFG 2,38 (1,340-4,840) 0,48 + 0,06
VPRA 0,69 (0,410-1,230) 0,48 + 0,04
SMLE 1,55 (0,890-2,920) 0,49 + 0,06
SLISV 0,51 (0,320-0,800) 0,62 + 0,06
SMLEs 0,95 (0,500-2,000) 0,39 + 0,04
BPSV 3,35 (1,790-7,330) 0,45 + 0,04
BMLEs 1,36 (0,310-18,800) 0,40 + 0,04
BPBN 1,44 (0,610- 2,220) 0,29 + 0,04

M. fructigena VPBG 5,87 (4,430-8,390) 1,08 £0,12

M. fructicola NPGM 8,83 (5,880-12,980) 0,69 + 0,09

* nagib regresione linije

5.12. Odredivanje minimalne fungistaticne i minimalne letalne koncentracije

fungicida na izolate Monilinia spp.

Minimalne fungistaticne 1 minimalne letalne koncentracije proucavanih
fungicida za tri odabrana izolata Monilinia spp., predstavnika sve tri vrste, prikazane su
u Tabeli 25. Sva tri izolata bila su veoma osetljiva na tebukonazol 1 prohloraz koji su pri
vrlo niskim koncentracijama (od 0,5 do 2 mg/l) ispoljili letalni efekat. U ovom
hlorotalonil, boskalid, fluopiram i azoksistrobin zabelezene su minimalne letalne

koncentracije ve¢e od 1000 mg/1 za predstavnike sve tri vrste roda Monilinia.
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Tabela 25. Prikaz minimalnih fungistaticnih (MFC) i minimalnih letalnih (MLC)
koncentracija fungicida na odabrane izolate Monilinia spp.

M. laxa M. fructigena M. fructicola
MFC* MLC* MFC MLC MFC MLC
Tebukonazol 0,25 0,5 1 1 1 1
Iprodion 5 10 50 >1000 20 500
Hlorotalonil 5 >1000 7,5 >1000 >1000 >1000
Boskalid >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Fluopiram >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Prohloraz 0,5 0,5 0,5 1 0,5 2
Azoksistrobin 25 >1000 500 >1000 >1000 >1000

* mg/l

5.13. Utvrdivanje antifungalnog uticaja etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

U okviru utvrdivanja antifungalnog uticaja etarskih ulja na izolate Monilinia
spp. u poc¢etnim fazama istrazivanja ispitan je in vitro efekat gasovite faze 56 etarskih
ulja 1 odreden je minimalan period ekspozicije za Sest odabranih ulja. Na osnovu
dobijenih rezultata odabrana su dva etarska ulja, ulje timijana i origana za koje je
razvijena formulacija i ispitan in vitro i in vivo efekat formulisanih preparata na

odabrane izolate, predstavnike tri vrste roda Monilinia.

5.13.1. In vitro efekat gasovite faze etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

U Tabeli 26 prikazani su rezultati ispitivanja in vitro efekta gasovite faze 56
etarskih ulja na izolate Monilinia spp. Od proucavanih etarskih ulja, 32 ulja nisu
potpuno zaustavila porast micelije izolata pri najviSoj koriS¢enoj koncentraciji od 0,16
pwl/ml vazduha. Za 24 ulja utvrdene su MFC 1 MLC vrednosti u intervalu 0,02-0,16
ul/ml vazduha. Najvecu toksi¢nost za izolate sve tri vrste ispoljilo je sedam ulja -
razli¢ita ulja origana, ulje timijana i limunove trave, sa vrednos¢u MLC 0,02-0,04 pl/ml
vazduha. Za ulja ozna¢ena kao Origano B i Origano E zabeleZena je najniza vrednost
MLC od 0,02 pl/ml vazduha za sve tri vrste roda Monilinia. 1zolati razli¢itih vrsta roda

Monilinia nisu ispoljili razliku u osetljivosti na gasovitu fazu etarskih ulja.
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Rezultati

5.13.2. Odredivanje minimalnog perioda ekspozicije

Na osnovu rezultata prikazanih u prethodnom poglavlju, Sest etarskih ulja (Cetiri
ulja origana, ulje timijana i ulje limunove trave) za koja su odredene najnize vrednosti
MLC odabrano je za utvrdivanje minimalnog perioda ekspozicije za postizanje letalnog
efekta (MPE) (Tabela 27). Za sva ispitivana ulja pri najvisoj koncentraciji od 0,08 pl/ml
vazduha MPE bio je jedan dan. Medutim, za najnizu ispitivanu koncentraciju od 0,02
ul/ml vazduha MPE od jednog dana zabelezen je samo za ulje Origano E za izolat M.
fructigena, dok je za ostale vrste taj period iznosio Cetri dana. Za vrste M. laxa 1 M.
fructicola minimalan period ekspozicije od dva dana pri najnizoj ispitivanoj

koncentraciji od 0,02 pl/ml vazduha zabeleZen je za ulje Origano D.

Tabela 27. Prikaz rezultata utvrdivanja minimalnog perioda ekspozicije (MPE)
izolata Monilinia spp. za razliita etarska ulja

Minimalni period ekspozicije (dani)

M. laxa M. fructigena M. fructicola

E‘l’/'r‘;f":gzzfl‘ﬂ:) 0,08 004 002 008 004 002 008 004 002
Origano A 1 3 3 1 3 3 1 3 4
Origano C 1 1 >7 1 1 4 1 2 >7
Origano D 1 2 2 1 2 >7 1 2 2
Origano E 1 1 1 1 1 1 1

Timijan 1 2 4 1 2 >7 1 2 >7
Limunova trava 1 3 >7 1 3 >7 1 3 >7

5.13.3. Proces formulacije etarskih ulja origana i timijana

Rezultati ispitivanja in vitro efekta gasovite faze etarskih ulja 1 odredivanja
MFC, MLC i1 MPE pokazali su da ulja origana i timijana ispoljavaju snaZznu
antimikrobu aktivnost prema izolatima Monilinia spp. i1 odli¢an potencijal da postanu
aktivna materija formulisanog preparata. Za ova istraZzivanja odabrano je po jedno ulje

timijana i origana.
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Rezultati

5.13.4. In vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate

Monilinia spp.

In vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i1 timijana u poredenju sa
standardnim fungicidom na bazi iprodiona i komercijalnim preparatom na bazi etarskog
ulja Cajnog drveta prikazan je na Grafikonu 8. Formulisana ulja timijana i origana
ispoljila su statisticki znacajno bolji efekat u odnosu na komercijalno dostupan
biofungicid (P<0,01). U poredenju sa standardnim fungicidom, formulisani preparati
ispoljili su podjednako dobar efekat inhibicije porasta micelije sva tri odabrana izolata,
sve tri ispitivane vrste roda Monilinia. Procenat inhibicije porasta izolata primenom
formulisanog preparata na bazi timijana bio je u intervalu od 58 do 73%, a formulisanog
preparata na bazi ulja origana od 55 do 89%, dok je procenat inhibicije porasta pri

primeni komercijalnog preparata Timorex Gold bio od 0 do 34% (Slika 31).

Kontrola Iprodion

Kontrola

V/ \ '-
N
W00

.
Timijan Ongano

Slika 31. In vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate Monilinia spp.
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Rezultati
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drveta

Grafikon 8. /n vitro efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate
Monilinia spp. B M. laxa M. fructigena [] M. fructicola

5.13.5. In vivo efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate

Monilinia spp.

Rezultati ispitivanja efekta formulisanih etarskih ulja origana i timijana u in vivo
uslovima prikazani su na Grafikonu 9. Testovi su pokazali da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu primenjenih tretmana (P<0,01), da ispitivane formulacije ostvaruju
zastitu plodova jabuke od vrsta roda Monilinia na istom nivou kao i komercijalni
preparat Timorex Gold, a znatno slabiju od standardnog preparata na bazi iprodiona. U
in vivo testovima procenti inhibicije pri primeni razli¢itih preparata bili su u intervalu od
47 do 61% za formulisano ulje timijana, od 52 do 60% za formulisano ulje origana i od

30 do 60% za preparat Timorex Gold (Slika 32).
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Kontrola Timijan Origano Timorex Gold

M. laxa

M. fructigena

M. fructicola

Slika 32. In vivo efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate Monilinia spp.

100 ~

80 -

60 -

40 -

Efikasnost (%)

20 -+

Iprodion Uljetimijana  Ulje origana Ulje ¢ajnog
drveta

Grafikon 9. In vivo efekat formulisanih etarskih ulja origana i timijana na izolate

Monilinia spp. . M. laxa M. fructigena . M. fructicola
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5.14. Utvrdivanje uticaja razlicitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate

Monilinia spp.

U okviru utvrdivanja uticaja bakterije B. subtilis ispitan je in vitro 1 in vivo uticaj
razli¢itih sojeva bakterije na tri izolata, predstavnika vrsta roda Monilinia. Takode,
razvijena je formulacija preparata na bazi B. subtilis N146 1 ispitan je efekat

formulisanog preparata u in vitro 1 in vivo uslovima.

5.14.1. In vitro utvrdivanje uticaja razliCitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na

izolate Monilinia spp.

Rezultati ispitivanja uticaja razlicitih sojeva bakterije B. subtilis na izolate
Monilinia spp. u in vitro uslovima prikazani su na Grafikonu 10. Uocena je statisticki
znacajna razlika u procentu inhibicije porasta izolata nastala kao posledica razlic¢itih
tretmana (P<0,01). Najveéi procenat inhibicije dobijen je primenom suspenzije B.
subtilis N146, osim u slucaju izolata M. laxa gde je najvecu inhibiciju porasta izazvao
B. subtilis 1z preparata Serenade. Procenti inhibicije porasta izolata bili su u intervalu od
33 do 51% za B. subtilis N146, od 21 do 56% za B. subtilis iz preparata Serenade i od
21 do 43% za B. subtilis 1z preparata Ekstrasol (Slika 33).

60

50 A

40 A

30 o

20 A

10 4

Inhibicija porasta micelije (%)

Iprodion Bs N146 Serenade Ekstrasol

Grafikon 10. /n vitro utvrdivanje uticaja razli¢itih sojeva bakterije Bacillus subtilis

na izolate Monilinia spp. Wl M. laxa M. fructigena I fructicola
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Kontrola Iprodion Kontrola Iprodion

-

Serenade Ekstrasol BsN146 Serenade Ekstrasol BsN146

M. laxa M. fructigena

Serenade Ekstrasol

M. fructicola

Slika 33. In vitro uticaj razliCitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate Monilinia spp.

5.14.2. In vivo utvrdivanje uticaja razliCitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na

izolate Monilinia spp.

Rezultati in vivo eksperimenata pokazali su da suspenzija B. subtilis N146 1 obe
suspenzije iz komercijalnih preparata statisticki znacajno smanjuju razvoj truleZi
inokulisanih plodova jabuke u odnosu na netretiranu kontrolu (P<0,01), kao i da se bolji
efekat zaStite postize u slucaju kada se inokulacija vr$i neposredno nakon tretmana (I
varijanta) (Slika 34, Grafikon 11). Efekat zastite slabiji je u slucaju inokulacije plodova
24 h nakon tretmana za sve primenjivane tretmane, osim za standardni fungicid (Slika

35).
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Rezultati

Kontrola BsN146 Serenade

M. lxa

M. fructigena

M. fructicola

Slika 34. In vivo utvrdivanje uticaja razlicitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate
Monilinia spp. Inokulacija plodova neposredno nakon tretmana (I varijanta)

Kontrola BsN146 Serenade Ekstrasol

M. ke

M. fructigena

M. fructicola

Slika 35. In vivo utvrdivanje uticaja razliCitih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate
Monilinia spp. Inokulacija plodova 24 h nakon tretmana (II varijanta)
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Grafikon 11. /n vivo utvrdivanje uticaja razliCitih sojeva bakterije Bacillus
subtilis na izolate Monilinia spp.

W M laxa M. fructigena || M. fructicola
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5.14.3. Ispitivanje efekata formulacija Bacillus subtilis na Monilinia spp. in vitro

Efekat tri razli¢ite formulacije B. subtilis N146 u kombinaciji sa razli¢itim

aduvantima preliminarno je testiran na izolatu vrste M. fructicola. Rezultati ovog testa

prikazani su u Tabeli 28. Uocena je statisti¢ki znacajna razlika u Sirini zone inhibicije

porasta izolata nastala kao posledica razli¢itih tretmana (P<0,01). NajSira zona

inhibicije dobijena je primenom sirove suspenzije B. subtilis N146, dok je od razvijenih

formulacija najbolji efekat ispoljila formulacija 3 koja je odabrana za dalja testiranja

(Slika 36).

Tabela 28. Efekati formulacija Bacillus subtilis na Monilinia fructicola in vitro

Tretman

Pre¢nik inhibitorne zone (mm) !

Formulacija 1

Formulacija 1 + Al
Formulacija 1+ A2
Formulacija 1+ A3

Formulacija 2

Formulacija 2 + Al
Formulacija 2+ A2
Formulacija 2+ A3

Formulacija 3

Formulacija 3 + Al
Formulacija 3+ A2
Formulacija 3+ A3

Sirova suspenzija B. subtilis

Sirova suspenzija B. subtilis + A1l
Sirova suspenzija B. subtilis + A2
Sirova suspenzija B. subtilis + A3

33.7+15fg
256+09i
33.0+ 1.2 gh
332413 ¢

36.3 £ 1.2 bede
36.7+ 1.1 be
373+15Db
36.1 £0.7 bede

36.6 = 1.1 bed
31.7+14h
35.0 £ 2.5 def
348 +3.1ef

396+09a
353+ 1 cde
36.8+ 1.1 bc
36.8 + 0.8 bc

1 . v . . .. T w .
Ista slova u koloni oznacavaju da razlika nije statisticki znacanja
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Forraulacija 1

Forraulacija 2

Forraulacija 3

Slika 36. Efekati formulacija Bacillus subtilis N146 na Monilinia fructicola in vitro

Uticaj formulacije 3 na porast izolata Monilinia spp. prikazan je na Grafikonu
12. U slucaju primene ove formulacije na izolate M. fructigena i M. laxa doslo je do
odredenog poboljsanja aktivnosti formulacije u poredenju sa sirovom suspenzijom B.
subtilis N146, dok je u sluCaju izolata M. laxa doslo do smanjenja aktivnosti formulacije
3. In vitro ispitivanja efekata formulacije 3 na Monilinia spp. potvrdila su visok

potencijal ovog biopreparata za suzbijanje vrsta roda Monilinia.
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Rezultati
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Inhibicija porastamicelije (%)

Iprodion Bs N146 Bs form 3

Grafikon 12. Efekat formulacija Bacillus subtilis na Monilinia spp. in vitro
W M laxa M. fructigena L, fructicola

5.14.4. Ispitivanje efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis u

suzbijanju Monilinia spp. in vivo

U testove ispitivanja efikasnosti formulisanih preparata na bazi B. subtilis
ukljuena je formulacija 3, standardni fungicid iprodion i komercijalno dostupni
preparati Serenade 1 Ekstrasol. Rezultati in vivo eksperimenta pokazali su da 1 sirova
suspenzija B. subtilis 1 formulacija 3 statisticki znacajno smanjuju razvoj trulezi
inokulisanih plodova jabuke u odnosu na netretiranu kontrolu (P<0,01). Dodatno,
formulacija 3 bila je efikasnija od sirove suspenzije B. subtilis (Slika 37). Ipak,
zabelezen je slabiji efekat zastite u sluc¢aju inokulacije plodova 24 h nakon tretmana za

sve primenjivane tretmane, osim za standardni fungicid (Grafikon 13, Slika 38).
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Rezultati

Kontrola Sirova suspenzija N146 Formulacija 3

M. laxa

M. fructigena

M. fructicola - -

Slika 37. Efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis u suzbijanju
Monilinia spp. in vivo. Inokulacija plodova neposredno nakon tretmana (I varijanta)

Kontrola Sirova suspenzija N146 Formulacija 3

M. laxa

M. fructigena

M. fructicola

Slika 38. Efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis u
suzbijanju Monilinia spp. in vivo. Inokulacija plodova 24 h nakon tretmana (II
varijanta)
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Grafikon 13. Efikasnosti formulisanih preparata na bazi Bacillus subtilis u

suzbijanju

Monilinia spp. in vivo

B M. laxa M. fructigena N fructicola
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Diskusija

6. DISKUSIJA

6.1. Monilinia spp. - geografska distribucija i zna¢aj patogena

Proizvodnju kosti¢avog voca ugrozava veliki broj biljnih patogena medu kojima
posebno mesto zauzimaju vrste roda Monilinia. S obzirom na velike Stete koje
prouzrokuju patogeni ovog roda, u svetu postoji veliki broj istrazivanja koja se odnose
na biologiju patogena, simptome oboljenja, ekoloske, morfoloske i molekularne odlike,
kao 1 mere suzbijanja ovih patogena. Sa druge strane, u nasoj zemlji primetan je
nedostatak podataka o prisustvu i rasprostranjenosti vrsta roda Monilinia na kosticavim
vo¢kama, kao 1 o osetljivosti ovih vrsta na fungicide. U dostupnoj domacoj literaturi
uglavnom se mogu naci podaci o Stetama koje su ove vrste prouzrokovale u razli¢itim
godinama, najces¢e tokom godina sa izuzetno povoljnim uslovima za pojavu i Sirenje
Monilinia spp. (Radman, 1967; Arsenijevi¢ i Rudinski, 1969; KiSpati¢a i sar., 1976;
Perisi¢ i sar., 1976; Balaz, 2000).

S obzirom da podaci u literaturi govore o velikim promenama u strukturi
populacije vrsta roda Monilinia kako na americkom, tako i na evropskom kontinentu,
proucavanje diverziteta vrsta roda Monilinia u Srbiji je od izuzetnog znaaja. U
istrazivanjima Michailides et al. (1987) detaljno je opisana promena u strukturi
populacije u SAD u periodu od oko cetrdeset godina. M. laxa bila je dominantan
prouzrokova¢ mrke trulezi plodova kosti¢avih vo¢aka u SAD do osamdesetih godina
proSlog veka kada je struktura populacije znac¢ajno izmenjena. IstraZivanja sprovedena
nakon perioda od 15 godina ukazala su na Siroku rasprostranjenost vrsta M. fructicola i
M. laxa. U preko 60% zasada detektovane su obe vrste, a zasadi u kojima je detektovana
samo M. fructicola bili su brojniji u odnosu na one gde je detektovana samo M. laxa.
Danas je M. fructicola dominantan patogen u SAD. Sa druge strane, od 1920. godine M.
laxa je dobro poznat patogen kosti¢avih vocaka u Kini. U periodu od 1994. do 1996.
godine M. laxa 1 M. fructigena bile su najvazniji prouzrokovaci mrke trulezi plodova
kosti¢avih vocaka u Kini (Zhu et al., 2011). Medutim, 2003. godine prvi put je
detektovana M. fructicola na ovom podrucju i od tada se struktura populacije vrsta roda
Monilinia znatno promenila (Zhu et al., 2011). Danas je M. fructicola najvazniji

prouzrokova¢ mrke truleZi plodova kosti¢avih vo¢aka u Kini (Fan et al., 2010; Zhu et
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al., 2011). Invanzivna pojava vrste M. fructicola na tom podru¢ju, kao i velika
geneticka varijabilnost izolata M. fructicola iz Kine navela je mnoge istrazivae na
zakljuCak da je ova vrsta dospela u ove krajeve mnogo pre nego Sto je prvi put
detektovana (Fan et al., 2010). Prema istrazivanjima Muiioz et al. (2008) 1 Villarino et
al. (2012) dominantna vrsta roda Monilinia u Spaniji je M. laxa (procenjena uéestalost
je 80%), pored koje je Siroko rasprostranjena, ali u manjem procentu M. fructigena.
Medutim, u ograni¢enim arealima, detektovano je 1 prisustvo M. fructicola (De Cal et
al., 2009a) koja je brzo postala najfrekventnija vrsta roda Monilinia na uskladiStenim
plodovima kosti¢avih vocaka (Villarino et al., 2012). M. laxa i M. fructigena
dominantni su prouzrokova¢i mrke trulezi plodova i u Grckoj (Malandrakis et al.,
2012), Madarskoj (Petroczy et al., 2012) i1 Srbiji (Vasiljevi¢, 1955; Stojanovi¢ i
Kosti¢, 1957; Hrusti¢ et al., 2013b).

Poslednjih desetak godina M. fructicola detektovana je u mnogim zemljama
Evrope: prvo u Francuskoj (EPPO, 2002a), a zatim u Madarskoj (Petréczy and
Palkovics, 2006), Ceskoj Republici (Duchoslavova et al., 2007), Italiji (Pellegrino et
al., 2009), Spaniji (De Cal et al., 2009a), Svajcarskoj (Bosshard et al., 2006; Hilber-
Bodmer, 2010), Sloveniji (Munda and Vir§¢ek Marn, 2010), Slovackoj (Ondejkova
et al., 2010), Nemackoj (Grabke et al., 2011), Poljskoj (Poniatowska et al., 2013) ali i
u naSoj zemlji (Vasic¢ et al., 2012; Hrusti¢ et al., 2013). Analiza strukture populacije
izolata M. fructicola poreklom iz Evrope ukazala je na dva nezavisna prodora ovog
patogena na evropski kontinent. Istrazivanja pokazuju da vec¢ina izolata M. fructicola iz
Evrope (Spanije, Francuske i Svajcarske) vode poreklo iz Kalifornije, dok je poreklo
italijanskih populacija M. fructicola delom iz Kalifornije, a delom iz isto¢nih delova
SAD (Jansch et al., 2012). U nekim evropskim zemljama, M. fructicola detektovana je
samo na plodovima u prometu poreklom od domacih proizvodaca (Munda and Vir$¢ek
Marn, 2010; Hrusti¢ et al., 2013) ili iz uvoza (Bosshard et al., 2006; Petréoczy and
Palkovics, 2006; Ondejkova et al., 2010; Petroczy et al., 2012). U Madarskoj je
utvrdena samo na plodovima iz uvoza iz Italije i Spanije (Petréczy and Palkovics,
2006; Petréczy et al., 2012). Prvobitni nalaz iz Svajcarske takode je bio na plodovima
iz uvoza iz SAD (Bosshard et al., 2006), ali je nekoliko godina kasnije prisustvo ovog

patogena potvrdeno i u zasadima (Hilber-Bodmer, 2010). U Slovackoj detektovano je
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prisustvo izolata M. fructicola poreklom sa plodova breskve i nektarine iz Spanije i
Grcke, ali je prisustvo dokazano i u zasadu Sljive (Ondejkova et al., 2010).

Navedeni podaci govore o opasnosti Sirenja M. fructicola u zemljama evropskog
kontinenta 1 o znacajnoj ulozi medunarodne trgovine biljnim materijalom u Sirenju
patogena. Posebno upozorenje predstavljaju osobine po kojima se M. fructicola
razlikuje od ostalih vrsta roda Monilinia. Za razliku od M. laxa i M. fructigena, M.
fructicola prouzrokuje latentne infekcije koje olakSavaju Sirenje patogena (Michailides
et al., 2007). Zatim, M. fructicola znatno obilnije stvara spore i ima duze kli¢ine cevcice
(Villarino et al., 2010) koje omogucavaju efikasnije Sirenje patogena. Takode, ¢esce
formira teleomorfni stadijum koji doprinosi kako stvaranju veée koli¢ine inokuluma,
tako 1 povecanju geneticke varijabilnosti (Batra and Harada, 1986). Osim toga postoje
navodi da je M. fructicola sposobna da ostvari infekciju plodova kroz nepovredeno
tkivo, za razliku od drugih vrsta ovog roda koje zarazu plodova ostvaruju samo preko
povreda (Szédi et al., 2012).

U Srbiji je prisustvo M. fructicola na kostiCavom vocu prvi put ustanovljeno
2012. godine. U istrazivanjima u okviru ove disertacije patogen nije detektovan u
zasadu, ali dva nezavisna uzorka prikupljena sa lokalnih zelenih pijaca od domacih
proizvodaca ukazuju na nedvosmisleno prisustvo ovog patogena u Srbiji. Do sli¢nih
zapazanja doSli su 1 Vasi¢ et al. (2012) koji su utvrdili prisustvo M. fructicola na
uskladiStenim plodovima jabuke.

Tokom trogodi$njeg perioda intenzivnog pregleda 119 lokaliteta na teritoriji
Srbije prikupljen je 321 uzorak obolelih biljnih delova plodova, sasusenih grancica i
cvetova iz kojih je izdvojeno 246 monosporijalnih izolata sa potvrdenom patogenoscu

koji pripadaju rodu Monilinia.
6.2. Identifikacija patogena primenom konvencionalnih metoda
Identifikacija izolata Monilinia spp. do nivoa vrste izvrSena je na osnovu

konvencionalnih osobina i to: morfoloskih, patogenih, odgajivackih i1 ekoloskih

karakteristika.
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6.2.1. Morfoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

S obzirom da slicne simptome prouzrokuju sve tri vrste roda Monilinia 1 da na
osnovu simptoma nije moguce pouzdano utvrditi o kojoj vrsti roda Monilinia je re¢
(Michailides et al., 2007), za pouzdanu dijagnozu i identifikaciju prouzrokovaca,
neophodna je izolacija patogena, proucavanje patogenosti, morfoloskih, odgajivackih i
ekoloskih karakteristika, a potom potvrda rezultata molekularnim metodama (Byrde
and Willetts, 1977; De Cal and Melgarejo, 1999; Hughes et al., 2000; Hughes, 2003;
Coté et al., 2004).

Izolacijom fitopatogenih gljiva iz zaraZenih biljaka kosticavih vocaka,
prikupljenih u okviru ovih istrazivanja, uo€eno je jasno grupisanje dobijenih izolata u tri
grupe na osnovu razlika u morfoloskim karakteristikama. Prvu grupu ¢ini 237 izolata
koji na PDA podlozi imaju svetlo smedu do sivu koloniju oblika rozete, reznjevitih
ivica, bez prisustva spora. U drugu grupu svrstano je Sest izolata krem-zute boje, ravnih
ivica, sa prisutnim retkim sporama, dok treu grupu c¢ine tri izolata koji obilno
sporuliSu, formiraju koncentri¢ni prsten spora i imaju ravnu ivicu kolonije smede do
sive boje. Prva grupa izolata je na osnovu morfoloskih osobina (boja kolonije, odlike
ruba 1 oblik kolonije, sporulacija, prisustvo koncentri¢nog prstena, kvalitativna brzina
porasta 1 prisustvo crne marginalne linije) identifikovana kao vrsta M. laxa, druga kao
M. fructigena 1 tre€a kao M. fructicola. U svakoj grupi prisutan je veci broj izolata
izmedu kojih nisu uocene razlike u morfoloskim osobinama. Dobijeni rezultati u okviru
ove disertacije saglasni su sa navodima Lane (2002): da se izolati M. fructicola i M.
laxa (sivkasta kolonija) mogu odvojiti od izolata M. fructigena (zuta ili krem-bela boja
kolonije) na osnovu boje kolonije; da brzina porasta kolonije predstavlja varijabilan
karakter koji se ne moZe upotrebiti za razdvajanje vrsta ovog roda; da izolati M.
fructicola obilno sporuliSu na PDA podlozi, M. fructigena retko, a M. laxa ne sporuliSe;
da se izolati M. laxa mogu odvojiti od izolata M. fructigena 1 M. fructicola na osnovu
reznjevite ivice kolonije i samog oblika rozete. Sa druge strane, u nekim istrazivanjim
pokazano je da identifikacija na osnovu morfoloskih karakteristika moze biti pogresna
(De Cal and Melgarejo, 1999). Muiioz et al. (2008) u svojim istrazivanjima pronasli
su izolate M. fructigena koji su imali veoma sli¢ne karakteristike koloniji M. laxa 1

pokazali da lako moze do¢i do pogreSne identifikacije vrsta roda Monilinia. Naime,
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identifikacija na osnovu morfoloskih karakteristika potvrdena je primenom
molekularnih metoda kod samo 72% proucavanih izolata. Istrazivanja Petréczy et al.
(2012) takode pokazuju da neki izolati M. fructigena mogu obrazovati koloniju smede
boje, reznjevitih ivica, tipicnu za izolate vrste M. laxa ili M. fructicola, kao 1 da izolati
M. laxa mogu imati koloniju zute boje, karakteristicnu za vrstu M. fructigena. Medutim,
sve tri grupe autora nisu istovremeno koristile sve morfoloske karaktere koje je
neophodno prouciti za pouzdanu identifikaciju, Sto bi mogao biti razlog pogresne
identifikacije.

Svi izolati Monilinia spp. ispitivani u okviru ove disertacije obrazovali su
hijalinske, jednocelijske konidije limunastog do ovalnog oblika, pri ¢emu su izolati
vrste M. fructigena formirali u proseku najkrupnije konidije (19,25-23,50 x 11,92-13,50
um), dok su izolati M. laxa obrazovali najsitnije konidije (11,25-15,42 x 8,25-11,07
um). Dobijeni rezultati saglasni su sa rezultatima Hu et al. (2011a) po kojima M. laxa
ima konidije prose¢no najmanjih dimenzija i rezultatima Poniatowska et al. (2013) gde
su izolati M. fructicola formirali konidije prosecno najve¢ih dimenzija (24 x 13 pm).
Najobilnije formiranje konidija na PDA podlozi zabeleZeno je kod izolata M. fructicola
(0,27x10°) §to je saglasno sa rezultatima Poniatowska et al. (2013).

Istrazivanja su pokazala postojanje znacajnih razlika u nacinu klijanja konidija i
duzine kli¢ine cevcice pre prvog grananja (van Leeuwen and van Kesteren, 1998; De
Cal and Melgarejo, 1999).

U okviru istrazivanja u ovoj disertacijei izolat M. laxa formirao je na WA
podlozi kli¢ine cevcice prose¢ne duzine 40 um pre prvog grananja, izolat M. fructigena
formirao je konidije koje klijaju u nekoliko kli¢inih cev€ica prose¢ne duzine 197 um,
dok je izolat M. fructicola formirao prosecno najduze kli¢ine cevc¢ice (365 pum). U
istrazivanjima van Leeuwen and van Kesteren (1998) prose¢na duzina kli¢inih
cevcica pre prvog grananja za izolate vrste M. fructicola bila je 465-851 um, za izolate
M. laxa 161-466 pm, dok su izolati M. fructigena obrazovali kli¢ine cevCice srednje
and Melgarejo (1999) takode su potvrdila da duzina kli¢ine cevi pre prvog grananja
moze biti znaCajan karakter za razdvajanje vrsta roda Monilinia. M. laxa formira
najkrace kli¢ine cevi koje se granaju na manje od 60 pum od konidije, dok se kli¢ine cevi

koje formiraju M. fructigena i M. fructicola granaju na mnogo vecoj udaljenosti (vecoj
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od 220 um). Hu et al. (2011a) navode da konidije vrsta M. laxa i M. fructicola klijaju u
jednu kli¢inu cevcicu, dok izolati M. fructigena formiraju vise kli¢inih cevc¢ica na jednoj
konidiji, $to je utvrdeno i u istrazivanjima obavljenim sa izolatima sve tri vrste iz Srbije.

Sve morfoloske (makroskopske i1 mikroskopske) osobine dobijenih izolata
poreklom iz Srbije u skladu su sa ve¢ opisanim karakteristikama vrsta roda Monilinia
koje su dali van Leeuwen and van Kesteren (1998), Lane (2002), Coté et al. (2004),
Hu et al. (2011a), Zhu et al. (2011) 1 Poniatowska et al. (2013).

6.2.2. Odgajivacke i ekoloske karakteristike izolata Monilinia spp.

U ovim istrazivanjima na temperaturi od 24°C izolati su ispoljili statisticki
znacajnu razliku u brzini rasta kolonije. Prose¢no najve¢i dnevni porast (10,55 mm/dan)
imao je izolat M. fructicola, dok je izolat vrste M. fructigena rastao najsporije (2,38
mm/dan) na PDA podlozi. U istrazivanjima van Leeuwen and van Kesteren (1998) i
Poniatowska et al. (2013) izolati M. fructicola takode su imali najve¢i prosecni porast
na PDA podlozi. ProseCan porast izolata M. fructigena bio je 3,7 mm/dan (van
Leeuwen et al., 2002b), M. fructicola 13 mm/dan (Van Leeuwen and van Kesteren,
1998), a M. laxa oko polovine porasta izolata M. fructicola (EPPO, 2003). U
istrazivanjima Petréczy et al. (2012) izolati M. fructicola imali su prosecan porast od
10,87 mm/dan, prose¢an porast izolata M. fructigena bio je 6,44 mm/dan, dok je porast
izolata M. laxa bio 6,65 mm/dan.

U ovim istrazivanjima utvrdivanja uticaja hranljivih podloga na porast izolata
pokazano je da izolati M. laxa i M. fructigena prosecno najbrze rastu na MA hranljivoj
podlozi, dok je za vrstu M. fructicola optimalan porast zabeleZen na PDA podlozi.
Pored razlika u brzini porasta ispoljene su znacajne razlike u morfolo§kim osobinama
izolata na hranljivim podlogama. Na PDA, MA 1 V8A podlozi svi ispitivani izolati imali
su kompaktnu miceliju, dok je na WA i CzA podlozi micelija izolata bila retka i
prozracna. Hu et al. (2011a) zabelezili su statisticki znac¢ajno brzi porast izolata svih
vrsta na V8 podlozi u poredenju sa porastom na PDA podlozi.

Optimalan porast izolata Monilinia spp., u ovim istrazivanjima, zabelezen je na
temperaturama od 23 do 28°C, dok su se grani¢ne temperature rasta bile u intervalu od

2-4°C 1 od 31-34°C. Pra¢enjem porasta izolata na ekstremnim temperaturama uoceno je
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Osim razlika u brzini rasta izolata na razli¢itim temperaturama, kod izolata M. laxa
isopljene su razlike u morfoloSkim osobinama: na temperaturi 23 1 25°C kolonija je
imala karakteristican oblik rozete, dok je na ostalim temperaturama kolonija imala
ravnu ivicu. Sa druge strane, temperature nisu uticale na izgled kolonije izolata M.
fructigena 1 M. fructicola. U in vitro istrazivanjima Jansch et al. (2012) M. fructicola
ne raste na temperaturama nizim od 8°C. Takode, u ovim istrazivanjima utvrdeno je da
izolati vrsta M. laxa 1 M. fructigena ima najbrzi prosecni porast u mraku, dok izolat M.

fructicola najbrzi porast ima u svetlosnom rezimu 12 h svetlost/12 h mrak.

6.2.3. Patogene karakteristike izolata Monilinia spp.

Testovi unakrsne patogenosti devet odabranih izolata Monilinia spp. pokazali su
da postoji statisticki znacajna razlika u virulentnosti kako izmedu izolata razlicitih vrsta,
tako i izmedu izolata iste vrste. Na plodovima nektarine 1 breskve najvecu patogenost
ispoljio je izolat M. fructigena poreklom sa S§ljive, dok je najmanju patogenost na
plodovima nektarine ispoljio izolat M. fructicola sa nektarine, odnosno na plodovima
breskve izolat M. laxa sa S§ljive. Na plodovima Sljive najvecu nekroticnu zonu
obrazovao je izolat M. laxa sa breskve, a najmanju izolat M. fructicola sa nektarine. Sa
druge strane, na plodovima kajsije najmanju i najveéu nekroticnu zonu obrazovali su
izolati iste vrste M. laxa. 1zolat M. fructigena sa visnje ispoljio je najvecu virulentnost
na plodovima treSnje 1 viSnje, dok je izolat M. laxa sa breskve prouzrokovao najmanju
zonu trulezi na ovim plodovima. Poreklo izolata nije uticalo na ispoljavanje stepena
patogenosti na plodovima biljaka domacina. Medutim, ove razlike izmedu vrsta nisu
zabeleZene u testovima patogenosti koje su izveli Zhu et al. (2011). Simptomi mrke
truleZi na inokulisanim plodovima razvili su se nakon inkubacije od dva do Cetiri dana
na temperaturi od 24°C. Pre¢nik zone trulezi na inokulisanim plodovima nektarine bio
je 23,0 do 24,5 mm/dan u zavisnosti od izolata, dok je na plodovima kajsije pre¢nik
zahvacena zone bio 28,6 do 33,9 mm/dan. Testovi patogenosti Poniatowska et al.
(2013) pokazali su da M. fructigena 1 M. laxa prouzrokuju trulez koja brzo zahvata ceo
plod za razliku od izolata M. fructicola koji imaju znatno sporiji stepen razvoja trulezi.

Muiioz et al. (2008) uocili su da izolati M. fructigena prouzrokuju veéi precnik trulezi
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plodova u poredenju sa precnikom trulezi koji prouzrokuju izolati M. laxa. Sa druge
strane, Villarino et al. (2010) zabelezili su da M. fructicola ispoljava veéi stepen
virulentnosti u zasadu breskve u poredenju sa vrstama M. laxa 1 M. fructigena. Kao
moguce objaSnjenje navode vecu sposobnost stvaranja konidija i formiranje duzih
kli¢inih cevCica M. fructicola. Ova grupa autora smatra da su upravo ove osobine
kljuéne za ekspanziju M. fructicola i potiskivanje ostalih vrsta roda Monilinia.

Na povredenim plodovima kosticavih vocaka svih 246 dobijenih
monosporijalnih izolata Monilinia spp., nakon tri dana od inokulacije, prouzrokovalo je
trulez smede boje karakteristicnu za Monilinia spp. Nakon reizolacije sa inokulisanih
plodova dobijeni su reizolati koji po izgledu kolonije i morfologiji reproduktivnih
tvorevina u potpunosti odgovaraju izvornim izolatima ¢ime je potvrdena patogenost
izolata 1 ispunjeni Kohovi postulati za sve dobijene izolate u okviru ovih istrazivanja.

U testovima patogenosti u okviru ove disertacije sve ispitivane vrste roda
Monilinia bile su sposobne da ostvare infekciju preko nepovredene kutikule ploda
kosticavih vocaka. Medutim, o nainima prodora patogena u plodove vocaka i
mogucénosti ostvarenja infekcije u literaturi postoje opre¢na misljenja. Gibert et al.
(2009) i Szédi et al. (2012) smatraju da M. laxa moze ostvariti zarazu plodova samo
preko povreda, Vico i Jurick (2012) navode da M. fructigena moze da prodre direktno
kroz nepovredenu kutikula pomocu enzima kutinaze, ali takode prodire 1 kroz rane 1
povrede. Rezultati Szédi et al. (2012) pokazuju da je M. fructicola sposobna da ostvari
infekciju plodova kroz nepovredeno tkivo, dok Holb (2006) i Xu and Robinson (2000)

navode da je prodor M. fructicola mogu¢ samo kroz povrede na plodovima.

6.2.4. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija

Molekularnom metodom Multiplex PCR koriS¢enjem prajmera 1 protokola koji
su opisali Coté et al. (2004) amplifikovani su fragmenti ITS rDNK odgovarajuce
veli¢ine i1 potvrdena je identifikacija izolata na osnovu morfoloskih karakteristika. Kod
237 uzoraka doslo je do amlifikacije fragmenta veli¢ine 351 bp, tako da je ta grupa
izolata detektovana kao M. laxa. Fragmenti veli¢ine oko 402 bp amplifikovani su u
slucaju Sest uzoraka detektovanih kao M. fructigena, dok je kod tri izolata doSlo do

amplifikacije fragmenata veli¢ine 535 bp karakteristicnih za vrstu M. fructicola.
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Koriste¢i pomenuti protokol Poniatowska et al. (2013) u svojim istrazivanjima od 670
ispitivanih izolata, 64,63% su detektovani kao vrsta M. fructigena, 31,64% kao M. laxa,
2,98% kao M. polystroma 1 0,75% kao M. fructicola.

Radi potvrde identifikacije uradeno je sekvencioniranje ITS rDNK genskog
regiona izolata Monilinia spp. primenom univerzalnih prajmera ITS1/1TS4.
Identifikacija odabranih izolata izvrSena je viSestrukim uparivanjem i proraunom
geneticke slicnosti dobijenih sekvenci medusobno, kao i1 sa sekvencama drugih izolata
ovog roda dostupnih u GenBank bazi podataka. Poredenjem dobijenih sekvenci sa
sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka utvrdeno je 100% nukleotidne
identi¢nosti sekvenci uzoraka identifikovanih kao M. laxa sa pet deponovanih sekvenci
izolata M. laxa poreklom iz Spanije (EF153013, EF153014, EF153015, EF153016 i
EF153017), uzoraka M. fructigena sa 16 deponovanih sekvenci izolata M. fructigena
poreklom iz razli¢itih delova sveta (HQ166347, EU098121, EF207429, EF207428,
EF207427, EF207426, EF207425, F207424, FJ754275, AF150680, AF150679,
AF150678, AF150677, 273779, Z73780 1 HQ908791) i uzoraka M. fructicola sa osam
deponovanih sekvenci izolata M. fructicola poreklom iz razli¢itih delova sveta
(IN176564, FJ411109, EF207423, EF207422, EF207421, EF207420, EF207419 i
FJ515894). Osim toga, medusobnim poredenjem sekvenci ITS regiona dobijenih u
ovom istrazivanju utvrdena je 100% nukleotidna identi¢nost izolata identifikovanih kao
M. laxa, osim kod sekvence izolata VPSV, poreklom sa viSnje uzorkovanog u
Slankamenackim Vinogradima koja se razlikuje u jednom nukleotidu (99,8% sli¢nosti).
Izmedu izolata M. laxa 1 M. fructigena uocena je identi¢nosti od 97,9%; izmedu M. laxa
1 M. fructicola izolata 99,3% identi¢nost; izmedu M. fructigena 1 M. fructicola 97,9%
identi¢nosti. Hu et al. (2011a) takode su ukazali na veliku nukleotidniu sli¢nost izolata
Monilinia spp. Poniatowska et al. (2013) su na osnovu sekvenci ITS regiona izvrsili
molekularnu identifikaciju kojom je potvrden identitet proucavanih izolata.

Molekularna karakterizacija obavljena je uparivanjem 18 sekvenci ITS rDNK
genomnog regiona Monilinia spp. dobijenih u ovim istrazivanjima sa 38 odabranih
sekvenci vrsta roda Monilinia dostupnim u GenBank bazi podataka i rekonstrukcijom
filogenetskog stabla. Analizom filogenetskog stabla uocena je podela na dva klastera
koji se dalje dele na dve podgrupe 1 bliska veza izmedu izolata vrste M. fructicola 1 M.

laxa sa jedne, i M. fructigena 1 M. polystroma sa druge strane. Slicno rezultatima u ovim
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istrazivanjima, koriS¢enjem univerzalnog para prajmera ITS1/ITS 4 Zhu et al. (2011)
dobili su amplifikone veli¢ine 537 do 538 bp od kojih je 421 informativan nukleotid
upotrebljen za dalju analizu. Filogenetska analiza ITS sekvenci 39 izolata iz Kine 1 57
izolata iz drugih delova sveta razdvojila je sve izolate u Sest grupa, pri ¢emu je doslo do
jasnog razdvajanja izolata M. laxa, M. fructigena 1 M. fructicola poreklom iz Kine i
poreklom iz drugih delova sveta. Hu et al. (2011a) su pored nukelotidne identi¢nosti
izmedu izolata M. fructigena, M. fructicola 1 M. laxa Koristili ITS genomni region za
filogenetsku analizu koja je pokazala jasno razdvajanje na grupe koje odgovaraju
razli¢itim vrstama ovog roda, ali sa niskim bootstrap vrednostima. U istrazivanjima
Poniatowska et al. (2013) filogenetska analiza 25 ITS sekvenci poreklom iz Poljske i
sekveci dostupnih u GenBank bazi podataka pokazala je grupisanje sekvenci u dva
klastera koja se dele u dve podgrupe. U okviru prvog klastera jasno su se razdvojile
grupe izolata koje pripadaju vrsti M. polystroma i M. fructigena, a u okviru drugog
klastera M. laxa i M. fructicola. Ova istrazivanja potvrdila su blisku vezu izmedu izolata
vrsta M. fructicola i M. laxa sa jedne, 1 M. fructigena i M. polystroma sa druge strane.
SSR markeri koje su razvili Jansch et al. (2012) pruzili su uvid u geneticku
strukturu i diverzitet novointrodukovane vrste M. fructicola na teritoriji Evrope. Analiza
SSR markera velikog broja izolata poreklom iz viSe evropskih zemalja 1 iz SAD ukazuje
na poreklo ispitivanih izolata, odnosno pokazuje da je vrsta M. fructicola na teritoriju
Evrope dospela iz dva nezavisna pravca iz SAD - iz Kalifornije i iz isto¢nog dela SAD.
Veéina izolata M. fiucticola izolovanih u Evropi (Spanija, Francuska i Svajcarska) vodi
poreklo 1z Kalifornije, a pojedini izolati iz Evrope imaju specifi¢ne profile detektovane
samo u tim zemljama. Analiza SSR markera izolata poreklom iz Srbije pokazala je da
izolati detektovani u nasoj zemlji na dva nezavisna lokaliteta imaju razli¢ito poreklo, iz
Italije 1 SAD, s tim da je profil US50 osim u SAD detektovan i kod izolata iz Italije.
Ovakva slika ukazuje na veliku verovatnocu da je do introdukcije M. fructicola u nasu
zemlju doslo kroz dve nezavisne introdukcije, po svemu sudec¢i razdvojene u vremenu i

prostoru.
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6.3. Rasprostranjenost vrsta roda Monilinia u Srbiji

Na osnovu proucenih morfoloSkih, odgajivackih, ekoloskih, patogenih 1
molekularnih karakteristika izolata dobijenih u okviru ovih istrazivanja utvrdeno je da
prva grupa od 237 izolata pripada fitopatogenoj gljivi M. laxa, druga grupa od Sest
izolata vrsti M. fructigena, dok je tre¢a grupa od tri izolata identifikovana kao M.
fructicola, koja je karantinski patogen za Srbiju. Dominantan prouzrokova¢ mrke trulezi
plodova i suSenja cvetova, grana i grancica kosti¢avog voca i nadaleko prevalentna u
Srbiji je M. laxa (96,34%), dok je zastupljenost ostalih vrsta ovog roda znatno manja —
M. fructigena (2,44%) 1 M. fructicola (1,22%), pri ¢emu prisustvo karantinskog
patogena M. fructicola nije detektovano u zasadima. Sli¢no nasim rezultatima, utvrdeno
je da je M. laxa dominantan patogen u mnogim zemljama Evrope, ukljucujuéi
Madarsku (Petréczy et al., 2012), Spaniju (Muiioz et al., 2008; Villarino et al., 2012) i
Grcku (Malandrakis et al., 2012).

Uprkos veoma obimnom prikupljanju uzoraka koji je ukljucio 119 lokaliteta 1
Sest biljaka domacina prisustvo M. polystroma na kosticavim vockama u Srbiji nije

dokazano, ali istrazivanja ¢e biti nastavljena i u narednom periodu.

6.4. Osetljivost izolata Monilinia spp. na fungicide

U istrazivanjima sprovedenim u okviru ove disertacije, ispitivani fungicidi
ispoljili su razli€it nivo toksi¢nosti na proucavane izolate vrsta roda Monilinia.

Svi ispitivani izolati, predstavnici sve tri vrste roda Monilinia, bili su ujednaceno
osetljivi na tebukonazol u niskim koncentracijama. Dobijene ECsy vrednosti bile su u
intervalu od 0,01 (izolat BMLEs, M. laxa) do 0,06 mg/l (NPGM, M. fructicola).
Dobijeni rezultati saglasni su sa rezultatima Yoshimura et al. (2004) koji su utvrdili
visoku osetljivost izolata M. fructicola na tebukonazol (ECsy 0,0059-0,0607 pg/ml).
Takode, Stevi¢ i VukSa (20006) ispitujuci parametre osetljivosti izolata M. laxa utvrdili
su ECs za tebukonazol 14-41 pg/kg. Medutim, treba uzeti u obzir istrazivanja May-De
Mio et al. (2011) koja su pokazala promene u osetljivosti populacija M. fructicola na
tebukonazol; izolati M. fructicola prikupljeni tokom perioda 2000-2004. godine imali su
znatno nize ECsy vrednosti (0,01-0,27 pg/ml) od izolata prikupljenih tokom 2005-2008.
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godine (0,01->100 pg/ml). Upravo zbog ovakve registrovane promene u populaciji
Monilinia spp. od izuzetnog znacaja je nastaviti redovan monitoring sa ciljem detekcije
smanjene osetljivosti na ovaj fungicid.

Sa druge strane, zabelezena je razlika u osetljivosti izolata razliCitih vrsta na
iprodion. Svi ispitivani izolati vrste M. laxa ispoljili su sli¢nu osetljivost na iprodion sa
ECsy vrednostima u intervalu od 0,13-0,22 mg/l. Za izolat vrste M. fructigena ECsg
vrednost bila je 0,85 mg/l, dok je najmanja osetljivost utvrdena za izolat M. fructicola
(ECs0 3,32 mg/l). Izolat M. fructicola koriS¢en u nasim istrazivanjima pokazao je znatno
manju osetljivost u poredenju sa izolatima kori§¢enim u istrazivanjima Yoshimura et
al. (2004) koji su utvridili ECsy vrednosti u intervalu od 0,01 do 0,65 pg/ml, kao i u
istrazivanjima Lim et al. (2001) gde su ECs( vrednosti bile 0,021-399 pg/ml.

Izolati sve tri vrste ispoljili su neznatne razlike u osetljivosti na hlorotalonil.
Dobijene ECsy vrednosti bile su u rasponu od 0,12 mg/l za izolat BPSV (M. laxa) do
1,06 mg/1 za izolat NPGM (M. fructicola).

Ispitivani izolati razlicitih vrsta Monilinia spp. ispoljili su velike razlike u
osetljivosti na boskalid. 1zolati vrste M. laxa bili su ujednaceno osetljivi (ECsp 0,04 mg/1
- 0,09 mg/l), dok su izolati vrsta M. fructigena i M. fructicola ispoljili znatno manju
osetljivost na ovaj fungicid sa ECsy vrednostima 250,36 mg/l i 464 mg/l. Spiegel and
Stammler (2006) ispitujuéi osetljivost izolata M. laxa 1 M. fructigena na boskalid,
utvrdili su da nema razlike u osetljivosti izmedu izolata razlicitog geografskog porekla 1
preporucili su diskriminacionu koncentraciju od 2,5 ppm za detekciju rezistentnih
izolata Monilinia spp. Amiri et al. (2010) utvrdili su osetljivost izolata M. fructicola na
boskalid, ECs, vrednosti bile su od 0,82 do 2,85 mg/l, ali i velike promene u osetljivosti
1izmedu izolata izolovanih tokom dve razli¢ite godine. Osetljivost izolata bila je pet puta
manja u odnosu na osetljivost izolata izolovanih dve godine ranije.

U istrazivanjima u okviru ove disertacije zapaZene su 1 velike razlike u
osetljivosti na fluopiram kako medu izolatima razli¢itih vrsta, tako i medu izolatima iste
vrste. Najniza ECsy vrednost od 0,11 mg/l zabelezena je za izolat VGRSD (M. laxa),
dok je najve¢a ECsy vrednost zabeleZzena za izolat VPBG (M. fructigena) (5612,28
mg/l).

Sa druge strane, Hu et al. (2011b) ispitivali su osetljivost izolata M. fructicola

na boskalid 1 fluopiram 1 utvrdili da PDA podloga u koju je inkorporiran fungicid nije
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pogodna za ispitivanje osetljivosti. ECsy vrednosti bile su vise od 100 pg/ml za pojedine
izlolate §to nije saglasno sa rezultatima drugih autora kod kojih je utvrdena ECsg
vrednost bila niza od 10 pug/ml (Amiri et al., 2010). Kada su za ispitivanje osetljivosti
izolata M. fructicola na boskalid i fluopiram upotrebili druge hranljive podloge dobili su
potpuno drugacije rezultate; ECsy vrednosti na MM podlozi (minimal medium) za
boskalid bila je 0,013-2,10 pg/ml, a za fluopiram 0,059-15,6 pg/ml (Hu et al., 2011b).
U ovim istrazivanjima za ispitivanje osetljivosti izolata Monilinia spp. na boskalid 1
fluopiram koris¢ena je PDA podloga 1 nije zapazena heterogenost odgovora. Na osnovu
rezultata u sklopu ove disertacije, kao i na osnovu rezultata Amiri et al. (2010) PDA
podloga pogodna je za ispitivanje osetljivosti izolata Monilinia spp. na boskalid i
fluopiram s tim §to je veoma je vazno posStovati obavezu navodenja podloge na kojoj je
testiranje izvedeno.

Izolati sve tri vrste ispoljili su visoku osetljivost na prohloraz; najniza ECs,
vrednost zabeleZena je za izolate SLISV (M. laxa) i NPGM (M. fiucticola) od 0,006
mg/l, dok je najniZu osetljivost ispoljio izolat VPBG (M. fructigena) sa ECsy vredno$¢u
od 0,023 mg/l.

Svi ispitivani izolati pokazali su osetljivost na azoksistrobin u prisustvu SHAM-
a; najniza ECsg vrednost od 0,51 mg/l zabeleZena je za izolat SLISV (M. laxa), dok je
najveca ECsp vrednost zabeleZena za izolat NPGM (M. fructicola) (8,83 mg/l). Amiri et
al. (2010) takode su ispitivali osetljivost razli¢itih izolata M. fructicola na azoksistrobin
u prisustvu SHAM-a i utvrdili ECs vrednost koje su bile u intervalu od 0,09-0,27 mg/1.
Isti autori utvrdili su tri puta niZu osetljivost na azoksistrobin u testovima radenim 2008.
godine u poredenju sa testovima radenim 2006. godine.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja osetljivosti razli¢itih izolata Monilinia
spp. na fungicide razli¢itih mehanizama delovanja moZe se zakljuciti da su svi ispitivani
izolati ispoljili visoku osetljivost na tebukonazol, hlorotalonil, prohloraz, iprodion i
azoksitrobin, dok su razlike u osetljivosti izolata razlicitih vrsta na fluopiram i boskalid
sve ispitivane fungicide, dok je izolat M. fructicola najmanje osetljiv na sve ispitivane
fungicide osim na fluopiram i prohloraz za koje se kao najmanje osetljiv pokazao izolat
M. fructigena. Dalja istrazivanja bi trebalo da pokazu da li se osetljivost na boskalid 1

fluopiram moze koristiti kao dodatni marker za identifikaciju vrsta. U testu odredivanja
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minimalne letalne koncentracije utvrdeno je da su predstavnici sve tri vrste roda
Monilinia veoma osetljivi na tebukonazol i prohloraz i da ovi fungicidi pri vrlo niskim
koncentracijama (od 0,5 do 2 mg/l) deluju letalno na sve proucavane izolate. Najmanje
toksi¢ni bili su boskalid i fluopiram koji ni pri koncentracijama visim od 1000 mg/I nisu

potpuno inhibirali porast ispitivanih izolata.

6.5. Bioloske mere borbe

Hemijsko suzbijanje osnovna je mera zastite kosStiCavih vocéaka od Monilinia
spp. Medutim, primena pesticida Cesto je ogranic¢ena zbog sve strozih zahteva u pogledu
ostataka u poljoprivrednim proizvodima. Da bi se zadovoljili standardi proizvodnje
bezbedne hrane brojna istraZzivanja usmerena su na pronalaZenje alternative ili dopune
sintetiCkim pesticidima (Bouchra et al., 2003). Primena mikroorganizama i njihovih
metabolita, kao i1 supstanci prirodnog porekla, predstavlja prihvatljivo reSenje kako sa
aspekta bezbednosti hrane, tako i sa aspekta zastite zivotne sredine (Elad et al., 1993;
Chao and Young, 2000; Roberts and Lohrke, 2003). Biofungicidi pomazu u
smanjenju upotrebe hemijskih sredstava, Sto u danasnje vreme predstavlja veliku
prednost 1 jedan od najvaznijih razloga njihove primene. Osim toga, biofungicidi
smanjuju rizik od pojave fitotoksi¢nosti za biljke-domaéine kao 1 rizik razvoja
rezistentnosti patogena.

Medutim, primena bioloSkih agenasa komplikovanija je od primene hemijskih
jedinjenja, a spektar delovanja znatno je uzi od spektra delovanja hemijskih jedinjenja.
Za razliku od hemijskih jedinjenja koja deluju veoma brzo, populaciji bioloSkog agensa
neophodno je vreme da dostigne potrebnu brojnost za postizanje vidljivih efekata. Osim
toga, rok upotrebe biofungicida je kratak ukoliko se ne Cuvaju pravilno. U veéini
slucajeva bioloska sredstva su i skuplja od hemijskih (Vico i Jurick, 2012). Zatim,
brojni faktori uticu na ispoljavanje bioloskog dejstva antagonisti¢kih mikroorganizama.
Potrebno je da postoji interakcija izmedu biljke domacina, patogena, bioagensa 1 uslova
spoljaSnje sredine (Raaijmaker et al., 1995). Takode, brojna ispitivanja potvrduju da
postoji znaCajna razlika u delovanju antagonista u laboratorijskim ispitivanjima i
delovanju kada se oni primenjuju in vivo, §to je pokazano i u naSim istraZivanjima.

Razlika je uslovljena koli¢inom metabolita koju mikroorganizmi produkuju, a koji su

137



Diskusija

upravo i odgovorni za suzbijanje prouzrokovaca bolesti. U poljskim uslovima
produkcija metabolita znatno je niza, jer zavisi od brojnih fizickih i hemijskih procesa
koji se odvijaju u spoljasnjoj sredini (Engelkes et al., 1997). Pored navedenih, u
literaturi se navode i drugi Cinioci koji uti¢u na stepen dejstva organizama koji se
koriste kao bioagensi: temperatura, pH vrednost, sadrzaj organske materije, organska
dubriva i drugi (Duffy and Défago, 1997).

Uprkos brojnim poteskoama u primeni preparata bioloskog porekla, trenutno
postoji vise od 40 komercijalnih proizvoda koji se prodaju kao biofungicidi Sirom sveta

(Vico i Jurick, 2012).

6.5.1. Antifungalni efekat etarskih ulja na izolate Monilinia spp.

Ispitivanja in vitro efekta gasovite faze etarskih ulja na izolate Monilinia spp. u
okviru ovih istrazivanja pokazala su da od 56 testiranih etarskih ulja samo sedam
prouzrokuje potpunu inhibiciju porasta micelije sva tri testirana izolata pri koncentraciji
od 0,04 ul/ml vazduha i viSoj. Najbolji efekat zabeleZen je za pet ulja origana razli¢itog
porekla, ulje timijana i ulje limunove trave. Rezultati ovih istrazivanja u saglasnosti su
sa brojnim istrazivanjima koja pokazuju da pare etatrskih ulja origana, timijana,
majorana, lavande, ruzmarina, zalfije, nane, lavande, bosiljka, kima, anisa 1 eukaliptusa
inhibiraju porast razli¢itih fitopatogenih gljiva (Isman, 2000; Daferera et al., 2003;
Tanovié et al.,, 2004; Arslan and Devis, 2010; Karamanoli et al., 2011), kao i sa
naSim prethodnim istraZzivanjima u kojima su ulja origana i ulje timijana ispoljila
najjacu antifungalnu aktivnost (Hrusti¢ i sar., 2011; Grahovac et al.,, 2012). U
istrazivanjima Liu et al. (2002) etarsko ulje timijana u niskim koncentracijama (2-4
mg/l) znacajno je smanjilo razvoj mrke trulezi koja se razvija na plodovima tokom
skladiStenja.

Za ulja koja su ispoljila najbolji efekat u ovim istrazivanjima utvrden je
minimalni period ekspozicije za postizanje letalnog efekta pri datoj koncentraciji.
Rezultati su pokazali da za sva ispitivana ulja pri najvec¢oj koncentraciji od 0,08 ul/ml
vazduha minimalni period ekspozicije je jedan dan, dok je za najnizu ispitivanu
koncentraciju od 0,02 pl/ml vazduha minimalni period ekspozicije od jednog dana

zabeleZen samo za ulje Origano E za izolat M. fructigena. Za vrste M. laxa i M.

138



Diskusija

fructicola minimalan period ekspozicije od dva dana pri najnizoj ispitivanoj
koncentraciji od 0,02 pl/ml vazduha zabelezen je za ulje Origano D.

Rezultati ispitivanja in vitro efekta gasovite faze etarskih ulja i odredivanja MIC,
MLC i MPC pokazali su da ulja origana i timijana ispoljavaju snaznu antimikrobnu
aktivnost 1 da postoji opravdanost pokusSaja formulisanja preparata na bazi ovih
supstanci.

Ispitivanja in vitro efekata formulisanih etarskih ulja origana i timijana pokazala
su da formulisana ulja ispoljavaju bolji efekat u odnosu na komercijalno dostupni
preparat Timorex Gold i podjednako dobar efekat inhibicije porasta micelije u
poredenju sa standardnim fungicidom, dok su in vivo testovi pokazali da ispitivane
formulacije ostvaruju zastitu plodova jabuke od vrsta roda Monilinia na istom nivou kao
1 komercijalni preparat Timorex Gold, a slabiju od standardnog preparata na bazi

iprodiona.

6.5.2. Uticaja razli¢itih sojeva bakterije Bacillus subtilis na izolate Monilinia spp.

Najproucavanija vrsta bakterija koja se koristi za bioloSku zaStitu od
fitopatogenih gljiva je B. subtilis (Asaka and Shoda, 1996: Brannen and Kenney,
1997; Krebs et al., 1998; Lin et al., 2001; Heins et al., 2002; Pinchuk et al., 2002),
bakterija poznata duzi niz godina po svojoj antimikrobnoj aktivnosti. B. subtilis koristi
se kao aktivna supstanca nekoliko preparata koji su registrovani u svetu (Tomlin,
2009). Mnogi autori ukazali su na mogucénost upotrebe B. subtilis za suzbijanje vrsta
roda Monilinia. Istrazivanja Yanez-Mendizabal et al. (2012) pokazala su da soj CPA-8
B. subtilis u poredenju sa komercijalno dostupnim preparatom Serenade na bazi B.
subtilis soj QST-713 ima ve¢i potencijal za suzbijanje prouzrokovaca mrke trulezi
plodova. Pusey et al. (1984) i Altindag et al. (2006), ukazali su, takode, na mogu¢nost
primene B. subtilis u suzbijanja vrsta roda Monilinia. Sa druge strane, istraZivanja
Tanovi€ i sar. (2005; 2010a) isticu nezadovoljavajucu efikasnost bifungicida na bazi B.
subtilis u suzbijanju B. cinerea u poljskim uslovima, mada su rezulatati laboratorijskih
ogleda bili obecavajuéi.

Rezultati ispitivanja uticaja razli¢itih sojeva bakterije B. subtilis na izolate

Monilinia spp. u in vitro uslovima, u okviru ove disertacije, pokazala su da B. subtilis
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N146 ima veliki potencijal za suzbijanje vrsta roda Monilinia. Dodatno, rezultati in vivo
eksperimenata potvrdili su da suspenzija B. subtilis N146 i obe suspenzije iz
komercijalnih preparata statisticki znacajno smanjuju razvoj trulezi inokulisanih
plodova jabuke u odnosu na netretiranu kontrolu, kao i da se bolji efekat zastite postize
u slucaju kada se inokulacija vr$i neposredno nakon tretmana.

S obzirom da je B. subtilis N146 pokazao veliki potencijal za suzbijanje
Monilinia spp. formulisani su biopreparati 1 utvrden je njihov potencijal za suzbijanje
vrsta roda Monilinia. Testiranja su pokazala da formulacija 3, formulisana kao suspo-

emulzija ispoljava najjaci inhibitorni efekat na sve tri vrste roda Monilinia.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu obavljenih trogodisnjih istrazivanja dobijeni su rezultati iz kojih se
mogu izvesti slede¢i zakljucci:

* Izolacijom patogena iz uzoraka obolelih biljnih delova kosti¢avih vocaka
sa 119 lokaliteta u Srbiji i proucavanjem morfoloskih (makroskopskih i mikroskopskih),
patogenih, odgajivackih i ekoloskih karakteristika 246 izolata, utvrdeno je da je
dominantan prouzrokova¢ mrke trulezi plodova i suSenja cvetova, grana i grancica
kosticavih vo¢aka u Srbiji M. laxa (96,34%), dok je zastupljenost ostalih vrsta ovog
roda znatno manja — M. fructigena (2,44%) 1 M. fructicola (1,22%).

* Prisustvo M. fructicola na kosti¢avim vo¢kama u Srbiji detektovano je po
prvi put 2012. godine. Patogen nije pronaden u zasadu, ali dva nezavisna uzorka
prikupljena sa lokalnih zelenih pijaca od domacih proizvodaca nedvosmisleno dokazuju
prisustvo ovog patogena na teritoriji nase zemlje.

* Tri vrste roda Monilinia mogu se razdvojiti na osnovu istovremene
primene grupe morfoloskih karaktera ukljucujuéi: izgled, oblik i boju kolonije,
prisustvo spora i koncentri¢nog prstena spora u kulturi, brzinu porasta micelije, kao i
veli¢inu konidija, nac¢ina klijanja konidija 1 duZinu kli¢ine cevc¢ice pre prvog grananja.

* Svih 246 dobijenih monosporijalnih izolata Monilinia spp. je nakon tri
dana od inokulacije ploda biljke domacina prouzrokovalo trulez smede boje; sa
inokulisanih plodova je obavljena reizolacija 1 dobijeni reizolati su po izgledu kolonije 1
morfologiji reproduktivnih tvorevina u potpunosti odgovarali izvornim izolatima ¢ime
je potvrdena patogenost izolata 1 ispunjeni Kohovi postulati.

* Izolati M. laxa formiraju na PDA podlozi kolonije svetlo smede do sive
boje oblika rozete, reznjevitih ivica, bez prisustva spora. Izolati M. fructigena obrazuju
kolonije krem-zute boje, ravnih ivica, sa prisutnim retkim sporama, dok je kolonija
izolata M. fructicola smede do sive boje sa izrazenom sporulacijom i1 koncentri¢nim
prstenovima spora, ravnih ivica.

* Konidije izolata vrste M. laxa bile su dimenzija 11,25-15,42 x 8,25-11,07
um i klijale su na WA podlozi i formirale kli¢ine cev¢ice prosecne duzine 40 pm (20-70
um) pre prvog grananja. Konidije koje su formirali izolati M. fructigena bile su u

proseku najve¢ih dimenzija (19,25-23,50 x 11,92-13,50 um) iz kojih je nastajalo
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nekoliko kli¢inih cevéica prosec¢ne duzine 197 pum pre prvog grananja, dok su spore
izolata M. fructicola bile prose¢nih dimenzija 16,00-16,92 x 9,87-10,75 um i klijale su u
kli¢ine cevcice najvece duzine (prose¢no 365 um pre grananja).

* Najveci prose¢ni dnevni porast na PDA podlozi imao je izolat M.
fructicola, dok je izolat vrste M. fructigena najsporije rastao. Pracenjem porasta izolata
Monilinia spp. na pet razli¢itih hranljivih podloga utvrdeno je da su izolati M. laxa i M.
fructigena prosecno najveci porast ispoljili na MA podlozi, dok je za vrstu M. fructicola
optimalan porast zabelezen na PDA podlozi. Svi ispitivani izolati rasli su na svim
temperaturama uklju¢enim u ispitivanje razliitom brzinom, pri ¢emu je najvec¢i broj
ispitivanih izolata optimalan porast ispoljio na temperaturama od 23 do 28°C, dok su
grani¢ne temperature porasta bile u intervalima od 2-4°C minimum i od 31-34°C
maksimum.

* Test unakrsne patogenosti odabranih izolata Monilinia spp. veStackom
inokulacijom povredenih plodova kosticavih voc¢aka pokazao je da svi ispitivani izolati
bez obzira na poreklo prouzrokuju simptome na povredenim plodovima kosti¢avih
vocaka, ali i da postoji velika razlika u virulentnosti kako izmedu izolata razli¢itih vrsta,
tako 1 izmedu izolata iste vrste.

* Testovi patogenosti pokazali su da sve tri ispitivane vrste roda Monilinia
mogu ostvariti infekciju plodova svih Sest vrsta kosti¢avih vocaka kako kroz povrede,
tako 1 kroz nepovredenu kutikulu ploda.

* Multiplex PCR metoda, koja je prilagodena 1 primenjena u ovim
istraZzivanjima za brzu identifikaciju vrsta roda Monilinia, bila je dovoljno specifi¢na i
pouzdana za izolate poreklom iz Srbije, ¢ime se kvalifikovala za primenu u vidu
protokola za brzu i pouzdanu molekularnu metodu detekcije. Kao rezultat multiplex
PCR metode, koriS¢enjem prajmera MO368-5, MO368-8R, MO368-10R 1 Laxa-R2,
amplifikovani su fragmenti nukleinske kiseline ocekivane veli¢ine: kod izolata M. laxa
doslo je do amlifikacije fragmenta veli¢ine 351 bp, fragmenti veli¢ine oko 402 bp
amplifikovani su kod izolata detektovanih kao M. fructigena, dok je do amlifikacije
fragmenata veli¢ine od 535 bp doSlo kod izolata koji su detektovani kao vrsta M.
fructicola.

¢ Identitet izolata potvrden je analizom sekvenci ITS rDNK genomnog

regiona ispitanih izolata. Analiza 11 sekvenci M. laxa dobijenih u ovom istraZivanju
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pokazala je 100% nukleotidne identi¢nosti sa ITS rDNK sekvencama pet izolata vrste
M. laxa poreklom iz Spanije. Analiza &etiri sekvence M. fiuctigena dobijenih u ovom
istrazivanju pokazala je 100% nukleotidne identi¢nosti sa 16 izolata M. fructigena
poreklom iz razliCitih delova sveta, dok su sekvence izolata M. fructicola poreklom iz
Srbije 100% identi¢ne sekvencama osam izolata M. fructicola deponovanih u GenBank
bazi podataka.

* Rekonstrukcija filogenetskog stabla na osnovu ITS regiona rDNK pruzila
je uvid u evolutivhu medupovezanost izolata Monilinia spp i ukazala na blisku vezu
izmedu izolata vrste M. fructicola i1 M. laxa sa jedne, 1 M. fructigena i M. polystroma sa
druge strane.

* SSR analiza pokazala je da se izolati M. fructicola poreklom iz Srbije
razlikuju po duZzini alela amplifikovanog jednim od primenjenih prajmera $to je ukazalo
da se izolati M. fructicola poreklom iz Srbije mogu podeliti u dve grupe i pripadaju
razli¢itim haplotipovima, poreklom iz Italije. Time je ustanovljeno da moguéi put
introdukcije ove vrste u Srbiju vodi iz Italije, 1 da je do introdukcije do§lo najmanje dva
puta.

* Ispitivanja osetljivosti izolata Monilinia spp. na fungicide pokazala su da
utvrdena 1 na iprodion, hlorotalonil 1 azoksistrobin. Sa druge strane, uocena je jasna
razlika izmedu razli€itih vrsta roda Monilinia u osetljivosti na boskalid i fluopiram.

* Izolati vrste M. laxa ispoljili su najvecu osetljivost na sve ispitivane
fungicide, dok je izolat M. fructicola najmanje osetljiv na sve ispitivane fungicide osim
na fluopiram i prohloraz na koje je najmanje osetljiv bio izolat M. fructigena.

* Testovi odredivanja minimalne fungistaticne 1 letalne koncentracije
potvrdili su visoku osetljivost izolata na tebukonazol i prohloraz, dok hlorotalonil,
boskalid, fluopiram i azoksistrobin ni pri koncentracijama ve¢im od 1000 mg/I ne deluju
letalno na ispitivane izolate.

¢ Ispitivanja in vitro efekta gasovite faze etarskih ulja na izolate Monilinia
spp. pokazala su da od 56 testiranih etarskih ulja samo sedam (pet ulja origana, ulje
timijana i limunove trave) potpuno inhibira porast micelije izolata sve tri testirane vrste

pri koncentraciji od 0,04 pl/ml vazduha i viSoj. Pri koncentraciji primene ovih ulja od
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0,08 ul/ml vazduha minimalan period ekspozicije kojim se postize letalni efekat iznosi
jedan dan.

* Ispitivanja in vitro efekta formulisanih etarskih ulja origana i timijana
pokazala su da formulisana ulja ispoljavaju bolji efekat u odnosu na komercijalno
dostupan preparat ulja Cajnog drveta i podjednako dobar efekat inhibicije porasta
micelije u poredenju sa standardnim fungicidom iprodionom. Medutim, u testu in vivo
ispitivane formulacije ostvaruju slabiju zastitu plodova jabuke od vrsta roda Monilinia
od iprodiona. Efekat formulisanih ulja je je bio na istom nivou kao i komercijalni
preparat ¢ajnog drveta.

* Rezultati ispitivanja uticaja razliitih sojeva bakterije B. subtilis iz
komercialno dostupnih preparata i soja N146 na izolate Monilinia spp. u in vitro
uslovima pokazuju da B. subtilis soj N146 ispoljava najjaci antagonizam, dok rezultati
in vivo eksperimenata potvrduju da suspenzija B. subtilis N146 1 dve suspenzije iz
komercijalnih preparata statisticki znacajno smanjuju razvoj trulezi inokulisanih
plodova jabuke u odnosu na netretiranu kontrolu, kao i da se bolji efekat zastite postize
u slucaju kada se inokulacija vr$i neposredno nakon tretmana.

* In vitro ispitivanja efekata formulacije 3 razvijene u ovom radu na
Monilinia spp. potvrdila su visok potencijal ovog biopreparata za suzbijanje vrsta roda
Monilinia. Rezultati su pokazali da 1 sirova suspenzija B. subtilis 1 formulacija 3
statistiCki znaCajno smanjuju razvoj trulezi inokulisanih plodova jabuke u odnosu na
netretiranu kontrolu. Dodatno, formulacija 3 bila je efikasnija od sirove suspenzije B.
subtilis. Ipak, zabeleZen je slabiji efekat zaStite u slucaju inokulacije plodova 24 h

nakon tretmana za sve primenjivane tretmane, osim za standardni fungicid.
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