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SPREMLJANJE GLI1V 1Z RODU MoniliniaNA CVETOVIH, LISTIH IN PLODOVIH
BRESKEV IN MARELIC Z METODO PCR V REALNEM CASU

Alenka MUNDA', Barbara GERIC STARE?
12 Kmetijski institut Slovenije, Oddelek za varstvo rastlin, Ljubljana

1ZVLECEK

Sadna gniloba je pomembna glivicna bolezen koscCiCarjev. V naSih rastnih razmerah povzroca
znatne izgube pridelka tako med obiranjem kot med skladiSCenjem in transportom.
Nevarnej3a je v letih s pogostimi padavinami in zmernimi temperaturami. Bolezen povzrocajo
glive iz rodu Monilinia, bodisi domorodni vrsti M. laxa in M. fructigena, bodisi introducirana
karantenska vrsta M. fructicola. Pogoste so tudi meSane okuzbe z vsemi tremi glivami. Pojav
in jakost bolezni sta v veliki meri odvisna od navzocnosti konidijev, ki povzrocijo primarne in
sekundarne okuzbe. Namen naSe raziskave je bilo ugotavljanje konidijev gliv iz rodu
Monilinia na povrsju cvetov, listov in plodov izbranih vrst kosCicarjev. Tako smo v letu 2012
v enakomernih Casovnih intervalih vzorcCili cvetove, liste in plodove v Stirih proizvodnih
nasadih breskev in marelic na Goriskem. Opravili smo osem vzorcenj, razporejenih skozi vso
rastno dobo. VVzorce smo pripravili s spiranjem trosov gliv s povrSine nabranih rastlinskih
delov in jih nato analizirali z metodo PCR v realnem Casu na podlagi TagMan kemije. Med
analiziranimi 102 vzorci nismo zasledili glivo M. fructicola, pri 55 vzorcih pa smo potrdili
zastopanost drugih vrst iz rodu Monilinia.

Kljucne besede: Monilinia spp., PCR v realnem Casu, sadna gniloba

ABSTRACT

MONITORING OF Monilinia sp. ON FLOWERS, LEAVES AND FRUITS OF PEACH AND
APRICOT USING REAL-TIME PCR

Brown rot is an important fungal disease of stone fruits. In our production region it causes
substantial pre- and postharvest losses, particularly in the years with frequent precipitations
and moderate temperatures. The disease can be induced either by the two indigenous
species M. laxa and M. fructigena, or by the newly introduced quarantine species M.
fructicola. Frequently all three species act together in mixed infections. The incidence and
severity of the disease largely depends on the availability of conidia that induce primary and
secondary infections. The aim of our study was to monitor the occurrence of Monilinia spp.
conidia on flower, leaf and fruit surfaces of selected stone fruit species. In 2012 we collected
flowers, leaves and fruits in regular intervals in four commercial peach and apricot orchards
in the GoriSka region. Eight field surveys were conducted during the entire growing season.
Samples were prepared by rinsing fungal spores from the surface of collected plant material
and further analyzed using real-time PCR based on TagMan chemistry. M. fructicola has not
been detected in any of the 102 samples, while the presence of other Monilinia has been
detected in 55 samples.
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1 uvoD

Sadna gniloba je pomembna glivicna bolezen kosCiCarjev. V naSih rastnih razmerah se
pojavlja redno in povzroCa izgube pridelka tako med obiranjem kot tudi pozneje, med
skladisCenjem in transportom sadja. NevarnejSa je v letih z zmernimi temperaturami in
pogostimi padavinami, Ki spodbujajo tvorbo trosov in Sirjenje okuzbe. Bolezen povzrocajo
glive iz rodu Monilinia. Rod vkljuCuje Stevilne vrste, ki jih uvrsCamo v dve skupini:
Junctoriae in Disjunctoriae. Vse gospodarsko pomembne povzrociteljice sadne gnilobe sodijo
v skupino Junctoriae. Pri nas sta pogosti in razSirjeni predvsem domorodni vrsti M. laxa in M.
fructigena. Leta 2009 je bila k nam vnesena tudi M. fructicola (Munda, Virscek-Marn, 2010),
ki velja za nevarnejSo od domacih vrst in je bila do nedavna uvrs¢ena med karantenske
Skodljive organizme.

Glive iz rodu Monilinia povzroCajo dve vrsti poSkodb: propadanje cvetov in mladih
poganjkov ter gnitje plodov. Pojav in jakost bolezni sta odvisna od trosov oz. inokuluma
povzrociteljev bolezni. Odstranjevanje virov okuzbe in s tem zmanjSanje inokuluma je tako
kljucnega pomena pri varstvu pred boleznijo. V odmrlih tkivih, kjer glive prezimijo, se
spomladi ob ugodnih vremenskih razmerah oblikujejo trosi, ki predstavljajo primarni
inokulum in povzrocajo okuzbo cvetov in plodiCev. Kasneje se bolezen Siri s sekundarnimi
trosi. Poglavitni viri primarnega inokuluma so mumificirani plodovi in veje z razjedami. Viri
sekundarnega inokuluma pa so vsa okuzena tkiva, na katerih se med letom oblikujejo trosi.
Glede na vremenske razmere se razvije razlicno Stevilo generacij sekundarnih trosov. Njihova
koncentracija v zraku naraSca vse od prvega pojava okuzb na plodovih pa do obiranja plodov
(Holb, 2008). Primarne in sekundarne okuzbe lahko ostanejo prikrite oz. latentne vse dokler
vremenske razmere ne postanejo ugodne za Sirjenje bolezni (Gell et al., 2008).

Namen nase raziskave je bilo spremljanje trosov gliv povzrociteljic sadne gnilobe v nasadih
koSCiCarjev med rastno dobo. Predstavljamo ugotovitve o pojavljanju trosov teh gliv na
povrsini cvetov, listov in plodov pri izbranih sortah breskev in marelic v rastni dobi leta 2012.

2 MATERIAL IN METODE

V letu 2012 smo v enakomernih ¢asovnih intervalih vzorcCili na videz zdrave cvetove, liste in
plodove v &tirih nasadih breskev in marelic na GoriSkem. Opravili smo osem vzor¢en;,
razporejenih skozi vso rastno dobo. Vzorce smo pripravili tako, da smo nabrane rastlinske
dele spirali v sterilni destilirani vodi (10 ml) na stresalniku (30 minut, 170 obratov/min).
Dobljeno suspenzijo trosov smo zgostili s centrifugiranjem ter odvzeli 100 pl tekoCine, iz
katere smo izolirali DNA gliv s pomocjo robota MagMax in komercialnega kompleta MagMax
96 Total RNA Isolation Kit (Ambion). Vzorce DNA smo nato analizirali z metodo PCR v
realnem Casu na podlagi TagMan kemije (Brouwershaven et al.,, 2010). Metoda je zelo
obcutljiva in omogoca zanesljivo detekcijo vrste M. fructicola ter skupine drugih povzrociteljic
sadne gnilobe (M. fructigena, M. laxa in Monilia polystroma). Ob vsakem vzorCenju smo del
nabranega rastlinskega materiala (cvetovi, plodici in zreli plodovi) uporabili za ugotavljanje
latentne okuzbe. Rastlinske dele smo povrSinsko razkuZili in 7 dni inkubirali pri temperaturi
23°C; plodi¢e smo pred tem za 10 ur zamrznili pri temperaturi -14° C (Emery et al., 2000). Na
latentno okuzenih delih so se po inkubaciji razvili trosonosci in trosi gliv iz rodu Monilinia.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Analizirali smo 102 vzorca, ki sta predstavljala mikofloro na povrsju cvetov, listov in plodov
breskev in marelic, vzorCenih od cvetenja pa do zorenja plodov. Glive povzrocCiteljice sadne
gnilobe smo ugotovili pri dobri polovici vzorcev (55 vzorcev). Pri marelicah so bili trosi na
povrs$ju rastlinskih delov izrazitejSi v Casu cvetenja in ob zorenju plodov, pri breskvah pa v
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zgodnji fazi zorenja plodov. Del rezultatov o spremljanju trosov pri izbranih sortah marelic in
breskev predstavljamo v preglednici 1. Pri analiziranih vzorcih nismo zasledili glive M.
fructicola, Ceprav se proucevani nasadi nahajajo na varnostnem obmocju za to glivo. Pokazali
pa smo zastopanost drugih gliv rodu Monilinia (M. fructigena, M. laxa in/ali Monilia
polystroma). Za zdaj vrsta Monilia polystroma v Sloveniji Se ni bila potrjena in je z
uporabljeno metodo tudi ne moremo nedvoumno doloCiti. Razmeroma majhno Stevilo
pozitivnih vzorcev, pri katerih smo potrdili glive povzroCiteljice sadne gnilobe, lahko
pripisSemo vremenskih razmeram, ki so bile v Casu trajanja poskusa neugodne za razvoj sadne
gnilobe, kar se je odrazalo tudi v razmeroma nizkem odstotku okuzenih plodov in visokem
delezu latentnih okuzb.

Preglednica 1: Trosi gliv iz rodu Monilinia v izbranih nasadih marelic in breskev

datum nasad sadna vrsta in sorta trosi na latentna
vzorcenja cvet-  listih  plod- okuzba (%) °
ovih ovih
16. 3. 2012 1 marelica, Goldrich + 0
marelica, Bora + 2
27.3.2012 2 breskev, Norman - 0
breskev, Maria Marta - 0
breskev, Redhaven - 0
3 breskev, Veteran - 0
4 breskev, Rubirich + 0
19. 4. 2012 1 marelica, Goldrich - - 0
marelica, Bora - + 30
15.5.2012 1 marelica, Goldrich - + NT
marelica, Bora + + NT
2 breskev, Norman + - 0
breskev, Maria Marta + - 0
breskev Redhaven + - 0
3 breskev, Veteran - - 0
4 breskev, Rubirich - - 0
15.6.2012 1 marelica, Goldrich + - 0
marelica, Bora + + 39
27.6.2012 1 marelica, Goldrich + + 5
2 breskev, Norman - - 0
breskev, Maria Marta + + 0
breskev, Redhaven + + 0
3 breskev, Veteran - - NT
4 breskev, Rubirich + + 22
25.7.2012 2 breskev, Norman + - 10
breskev, Maria Marta - - 0
breskev, Redhaven - - 16
3 breskev, Veteran - - 0
9.8.2012 2 breskev, Maria Marta + - 45
3 breskev, Veteran + - 23
Legenda:

a - trosi vrst iz rodu Monilinia , doloCeni z metodo PCR v realnem Casu
b — delez okuzenih cvetov, plodicev ali zrelih plodov po povrSinskem razkuzevanju in sedemdnevni inkubaciji v
laboratoriju; NT — ni podatka

Dinamika inokuluma gliv iz rodu Monilinia je bila predmet Stevilnih raziskav, v katerih so
bodisi spremljali koncentracijo trosov v zraku (Corbin et al., 1968; Lou et al., 2007) bodisi
ugotavljali trose na povrsju plodov (Gell et al., 2009; Villarino et al., 2012). Metode, ki so jih
pri tem uporabili, veCinoma temeljijo na mikroskopskem pregledu ulovljenih trosov. Ker so si
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vrste rodu Monilinia zelo podobne, jih po morfoloskih znacilnostih trosov ne moremo
razlikovati. Za nedvoumno identifikacijo vrste moramo uporabiti molekulske tehnike.
Konvencionalni PCR, ki se sicer rutinsko uporablja za identifikacijo teh gliv, je za
spremljanje inokuluma gliv manj primeren. Zaradi znatno vecje obcutljivosti je metoda PCR
v realnem Casu (Brouwershaven et al., 2010), ki omogoca kvantifikacijo vrste M. fructicola,
veliko ustreznejSa za spremljanje nihanja inokuluma med rastno dobo.

Kvantifikacija in spremljanje nihanja inokuluma gliv povzrociteljic sadne gnilobe v sadovnjaku
sta pomembna parametra pri napovedovanju izbruhov bolezni, dolo¢anju rokov Skropljenj in
oceni jakosti okuZbe (Luo et al., 2007). V epidemioloski Studiji, ki so jo Gell in sodelavci (2009)
opravili v Spanskih nasadih breskev, so potrdili pozitivno korelacijo med $tevilom trosov na
povrsini rastlinskih delov in pogostostjo latentnih okuzb. Ugotavljajo, da je latentnih okuzb vec
ob vremenskih razmerah, ki za razvoj bolezni niso ugodne. Opozarjajo tudi, da je za ucinkovito
varstvo pred boleznijo poleg odstranjevanja primarnih virov okuzbe potrebno tudi zmanjSanje
Stevila trosov na povrsini plodov.

4 SKLEPI

Z metodo PCR v realnem Casu smo analizirali 102 vzorca in zastopanost gliv povzrociteljic
sadne gnilobe potrdili pri 55 vzorcih. Vrste M. fructicola nismo ugotovili, potrdili pa smo
trose drugih povzrociteljic sadne gnilobe. Pojav in jakost sadne gnilobe sta v veliki meri
odvisna od trosov, ki povzroCijo primarne in sekundarne okuzbe. Z raziskavo smo pokazali,
da je metoda PCR v realnem Casu uporabna za ugotavljanje trosov na povrsju rastlinskih
delov, kar je eden od pomembnih parametrov pri napovedovanju pojava bolezni.

5 ZAHVALA

Delo je nastalo v okviru ciljnega raziskovalnega projekta V4-1102 ReSevanje problematike ustaljenih
karantenskih bolezni sadnih vrst Prunus spp. za ohranitev pridelave, ki ga financirata ARRS in
Ministrstvo za kmetijstvo in okolje. Za pomo¢ pri izvedbi se zahvaljujemo dr. Nikiti Fajt in Sadjarskemu
centru Bilje.
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