334

Zbornik predavanj in referatov 12. Slovenskega posvetovanje o varstvu rastlin z mednarodno udelezbo
Ptuj, 3.-4. marec 2015

POJAVI NEKROZ NA LISTIH JABLANE V POVEZAVI Z GLIVAMI I1Z RODOV
Marssonina, Colletotrichum IN AlternariaVV SLOVENIJI
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1ZVLECEK

Nekroze na listih jablane, ki smo jih zadnja leta pri nas ze veckrat zasledili, so se v letu 2014
pojavile v epifitotiCnih razseznostih v Stevilnih nasadih jablan. Obolelo listje je rumenelo,
rjavelo in prezgodaj odpadlo, mocneje okuzena drevesa pa so povsem ogolela ze sredi
avgusta. Najmocneje so bili prizadeti ekoloski in travniski nasadi jablan, med sortami pa
zlasti "Topaz' in 'Zlati deliSes’. Za raziskavo etiologije pojava smo zbrali 58 primerkov
simptomaticnih listov razli¢nih sort jablan. Pri vzorCenju smo zajeli nasade z razlicnimi nacini
pridelave in razlicna rastiSCa. Rastlinski material smo v laboratoriju inkubirali na vlagi,
izolirali povzroCitelje bolezni in jih identificirali s standardnimi mikroskopsko morfoloskimi
tehnikami. Ugotovili smo, da je poglavitna povzrociteljica nekroz na listih jablane gliva
Marssonina coronaria. Druge glive, ki smo jih izolirali iz nekroti¢nih listov jablane, so
pripadale rodovoma Alternaria in Colletotrichum. V prispevku predstavljamo bolezenska
znamenja, ki jih povzro€ajo ugotovljene glive, ter povzemamo dosedanja spoznanja o njihovi
razsirjenosti, ekologiji in razvojnemu krogu v nasih pridelovalnih razmerah.

KljuCne besede: Alternaria, Colletotrichum, jablana, listna pegavost, Marssonina, Slovenija

ABSTRACT

NECROSES ON APPLE LEAVES ASSOCIATED WITH Marssonina, Colletotrichum AND
Alternaria SPECIES IN SLOVENIA

In 2014 the emergence of necrotic spots on apple leaves has been recorded in several
orchards from our apple growing regions. Even though the disease has occasionally already
been reported in the past few years, the epyphytotics of the disease have not been observed
until now. The leaves of diseased trees were yellowing and browning and dropped
prematurely. The damage was most severe in organic and meadow orchards where the
entire crown of heavily affected trees could be defoliated already in the middle of August.
The most affected cultivars were ‘Topaz’' and ‘Golden Delicious’. 58 samples of symptomatic
leaves were collected from different regions, productive systems and cultivars and sent for
laboratory analysis. Leaves were incubated in wet chamber, the causative agents of the
disease were isolated and identified on the basis of morphological characteristics using
standard microscopic techniques. Marssonina coronaria was recognized as the main cause
of leaf necroses. Alternaria and Colletotrichum species were also frequently encountered in
the samples. In the paper we describe disease symptoms and present preliminary results of
the distribution, ecology and disease cycle of each agent of the disease.
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1 uvoD

V letu 2014 smo ob obilnih in dolgotrajnih padavinah v poletnih mesecih zabelezili mocan
pojav nekroz na listih jablane. Prizadeti so bili nasadi na celothem pridelovalnem obmocju
jablane v Slovenji. Obolelo listje je rumenelo, rjavelo in prezgodaj odpadlo, mocneje okuzena
drevesa so povsem ogolela Ze sredi poletja. Najmocneje so bili prizadeti ekoloski in travniski
nasadi jablan, med sortami pa zlasti 'Topaz' in druge na jablanov Skrlup odporne sorte ter
'Zlati delises’. Kljub temu, da se je bolezen v preteklih letih nekajkrat Ze pojavila v ekoloskih
nasadih, pa etiologija bolezni Se ni bila proucena. Namen pricujoCega dela je bil identificirati
povzroCitelje bolezni in povzeti spoznanja o njihovemu razvojnemu krogu in epidemiologiji
bolezni.

2 MATERIAL IN METODE

V razli¢nih pridelovalnih obmodjih jablane v Sloveniji smo zbrali 58 primerkov listov jablan z
nekrotiCnimi pegami. Pri vzorCenju smo zajeli razlicne sorte jablan, nasade z razli€nimi nacini
pridelave in razliCha rastiSa. V laboratoriju smo simptomati¢ne liste nekaj dni inkubirali v
vlazni komori pri sobni temperaturi, da so se razvila trosiS¢a in trosi povzrociteljic bolezni.
Trose smo nato prenesli na krompirjevo gojis¢e (PDA) z dodanim antibiotikom in inkubirali v
temi pri temperaturi 22 °C, izrasle kolonije pa osamili v Cisti kulturi in identificirali s
standardnimi mikroskopsko morfolo3kimi tehnikami. ZabeleZili smo velikost, obliko in nacin
nastanka trosov, izmerili prirast ter opisali obliko in barvo kolonije. Za identifikacijo gliv smo
poleg morfoloSkih uporabili tudi molekulske tehnike. Vzgojili smo enotrosne izolate in s
pomocjo komercialnega kompleta NucleoSpin plant Il (Macherey-Nagel) izolirali DNA. ITS
predel ribosomalne DNA smo v verizni reakciji s polimerazo (PCR) namnozili z za€etnima
oligonukleotidoma ITS1 in ITS4 (White et al., 1990). Del gena za B-tubulin smo namnoZzili z
zacCetnima oligonukleotidoma T1 (O’Donnell in Cigelnik, 1997) in Bt-2b (Glass in Donaldson,
1995), gen za glutamin sintetazo pa z zaCetnima oligonukleotidoma GSR2 in GSF3 (Weir et
al., 2012). Dobljenim PCR produktom smo dolocili nukleotidno zaporedje (Macrogen), jih
uredili in primerjali z zapored;ji v javnih bazah s pomocjo orodja BLAST. Virulentnost izbranih
izolatov gliv iz rodu Alternaria smo preverili tako, da smo povrsinsko razkuZene in ranjene
liste sorte 'Zlati deliSes’ okuZili s suspenzijo trosov, ki je vsebovala 10" trosov / ml, jih
inkubirali v vlazni komori pri sobni temperaturi (22-25 °C) in po 10 dneh izmerili velikost
nastalih nekroz.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Iz simptomatiCnih listov smo izolirali glivo Marssonina coronaria ter glive iz rodov
Colletotrichum in Alternaria. Pogostost posameznih skupin patogenov je prikazana v
preglednici 1. Poglavitna povzrocCiteljica pegavosti in nekroz na listih jablane je bila gliva M.
coronaria. Njeno navzocnost smo potrdili pri 36 vzorcih. Pogosta je bila zlasti v ekoloskih
sadovnjakih, travniskih nasadih in na vrtovih, Kkjer je prevladovala nad drugimi
povzrociteljicami bolezni. Znamenja okuzbe so se sprva kazala kot sivorjave nekroti¢ne pege,
ki so se postopoma zdruzevale v veCje lise, na katerih so se razvili ¢rni acervuli. Po teh
znamenjih je bolezen dobila ime ¢rna pegavost jablane. Pozneje je listje rumenelo, rjavelo in
odpadalo. Nekatera drevesa so povsem ogolela Ze sredi avgusta. Zgodnja defoliacija je
negativno vplivala na koli€ino in kakovost pridelka ter zmanjSala cvetni nastavek. Pri
obcutljivejSih sortah so se okuzili tudi plodovi: na povrhnjici so se razvile okrogle, nekoliko
udrte temno rjave nekroze, prekrite s trosiSCi glive. Gliva, ki smo jo izolirali iz
simptomaticnih rastlinskih delov, je po morfoloskih karakteristikah ustrezala opisu vrste M.
coronaria (Lee in Shin, 2000). V Cisti kulturi na PDA je oblikovala temno rjavo do ¢rno
mocno nagubano kolonijo, ki je prirascala zelo pocasi, priblizno 5 mm v 30 dneh. Konidiji so
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bili brezbarvni, dve- do trocelicni, z dvema oz. tremi neenakimi celicami, ravni do rahlo
ukrivljeni in veliki 10- 29 pm.

Preglednica 1: Povzrocitelji pegavosti in nekroz na listih jablane.

mesto vzorcenja §t. vzorcev povzrocitelji (St. izolatov)
intenzivni sadovnjaki  ekoloSka pridelava, 8 Marssonina coronaria (8)
sorte: 'Topaz', 'Antares’, 'Sansa’, Alternaria spp. (2)
‘Goldrush’ Colletotrichum spp. (1)
integrirana pridelava, 17 Alternaria spp. (13)
sorte: 'Fuji’, 'Gala’, 'ldared’, Colletotrichum spp. (10)
"Zlati deliSes’, 'Braeburn’ Marssonina coronaria (3)
travniski sadovnjaki 22 Marssonina coronaria (19)
Alternaria spp. (1)
vrtovi 11 Marssonina coronaria (6)

Colletotrichum spp. (1)

Domnevajo, da primarno okuzbo opravijo askospore, ki se po prezimovanju razvijejo v
apotecijih na odpadlem listju. Askospore, ki pripadajo teleomorfu Diplocarpon mali, so
dvocelicne, brezbarvne, ravne do nekoliko ukrivljene, na robovih priostrene in velike 23-33 x
5-6 um (Harada et al., 1974). O najdbah askospor poroCajo iz Azije, v Evropi pa jih Se niso
ugotovili. Sekundarne okuzbe Sirijo konidiji, ki se v vlaznih razmerah razvijejo v acervulih na
obolelih listih. Kaleci konidiji liste okuzijo na spodnji ali zgornji strani, s pomocjo apresorijev
ali pa neposredno s klicno hifo (Zhao et al., 2013). Okuzbo in nadaljnji razvoj bolezni
pospesujejo daljSa obdobja visoke zraCne vlage in omocenosti listja ter zmerne temperature
med 20 in 22 °C.

M. coronaria je razSirjena v vseh pridelovalnih obmocjih jablane, zlasti pogosta je v Aziji. Na
obmocju Evropske zveze je znana od leta 2003. Tedaj so porocali o prvi najdbi v nasadu
jablane v dezeli Piemont na severozahodu Italije. V letih 2010 in 2011 so njeno zastopanost
potrdili tudi v Nemgiji, Svici in Avstriji. V' Sloveniji smo glivo M. coronaria z ustreznimi
diagnosticnimi postopki prvic potrdili leta 2014; Ze od leta 2008 dalje pa je zaslediti Stevilna,
a pomanjkljivo dokumentirana opaZzanja o njenem pojavu (Skerlavaj, neobjavljeno). M.
coronaria najbolj ogroza ekoloSke nasade jablan in sorte, ki so odporne na jablanov Skrlup.
Zaradi njenega vztrajnega Sirjenja in razmeroma velike Skode, ki jih v deZevnih in vlaznih
letih povzrocCa v sadovnjakih z ekolosko pridelavo, jo je organizacija EPPO leta 2013 uvrstila
na svoj opozorilni seznam.

Druge glive, ki smo jih izolirali iz simptomaticnih listov jablane, so pripadale rodovoma
Alternaria (16 izolatov) in Colletotrichum (12 izolatov). Glive iz rodu Alternaria, ki
povzroCajo alternarijsko pegavost, so bile najbolj pogoste v intenzivnih nasadih jablan z
integrirano pridelavo. Na okuZenih listih so se pozno spomladi pokazale drobne, nekaj mm
velike, okrogle rjave pege, ki so se pozneje veCale in zdruzevale v nepravilne, pogosto
koncentricno nagubane lise. Pri mocni okuzbi se tudi na plodovih razvijejo drobne, rjave,
rdeCe obrobljene pege, ki zmanjSujejo trzno vrednost plodov. Alternarijska pegavost listov in
plodov je najbolj razsirjena v Severni Ameriki in Avstraliji, kjer lahko povzroci tudi do 25-
odstotni izpad pridelka (Harteveld et al., 2014). Prizadene zlasti sorte 'Gala’, 'Zlati delies’,
'Pink Lady’ in 'Fuji’. Tudi v Evropi se v zadnjih letih Siri v jablanovih nasadih na severu lItalije
(Rotondo et al., 2012).

Alternarijske pegavosti ne povzrota ena sama gliva, temveC razlicne morfoloske in
filogenetske skupine iz kompleksov vrst A. alternata, A. arborescens, A. tenuissima in A.
longipes (Rotondo et al., 2012; Harteveld et al., 2014). Preliminarna morfoloSka analiza
izolatov, ki smo ji pridobili iz listov z znamenji alternarijske pegavosti, je pokazala, da
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pripadajo razlicnim morfoloskim skupinam. Za dokoncno potrditev identitete posameznih
izolatov so potrebne nadaljnje molekulske analize. Pri preizkusu virulentosti na listih sorte
'Zlati deliSes’ se je pokazalo, da so vsi izolati patogeni, v velikosti nastale nekroze pa ni bilo
znacilnih razlik.

Epidemiologija alternarijske pegavosti je zapletena in se razlikuje glede na wvrsto
povzrocCitelja, geografsko regijo in dejavnike okolja. V sploSnem velja, da povzrocitelji
bolezni prezimijo v odpadlem listju, ki je tudi najpomembnejSi vir spomladanskih okuzb.
Ohranijo se tudi v okuZenih poganjkih in speCih brstih. Med rastno dobo pa kot vir okuzbe
sluzijo okuzeni listi v krosnji jablane. Pogosto dezevje, visoka relativna zraCna vlaga in
temperature med 25 in 30 °C pospeSujejo tvorbo in kalitev trosov ter Sirjenje okuzbe.

Na simptomaticnih listih so bile pogosto zastopane tudi vrste iz rodu Colletotrichum.
NajvecCkrat smo jih zasledili v intenzivnih nasadih z integrirano pridelavo, pogosto skupaj s
povzrocCiteljicami alternarijske pegavosti. Najpogosteje sta bili okuzeni sorti 'Gala’ in 'Zlati
deliSes’. Glive iz rodu Colletotrichum povzro€ajo veC gospodarsko pomembnih bolezni na
sadnem drevju. Pri jablani je najpomembnejSe gnitje plodov oziroma grenka sadna gniloba, ki
Jo povzrocajo vrste iz kompleksa C. acutatum. Na vlaznih rastisCih in v letih z obilnimi
padavinami lahko povzrocijo znaten izpad pridelka. Bolezenska znamenja, ki jih povzroCajo
glive iz rodu Colletotrichum, imenujemo antraknoza in se na plodovih kaZejo kot uleknjene,
bolj ali manj okrogle temne pege, na katerih se razvijejo trosisCa (acervuli) in roznati do
oranzni skupki trosov. Na listju pa se razvijejo razmeroma neznaCilne rjave nekroze
nepravilnih oblik, na katerih se v vlaznih razmerah razvijejo trosisCa in trosi. Ob mocni
okuzbi listje rumeni in odpada. 1z vzorcev okuZenega listja smo izolirali tri glive iz rodu
Colletotrichum: C. fioriniae in C. godetiae, ki pripadata kompleksu C. acutatum (Damm et
al., 2012) in Se neidentificirao vrsto iz kompleksa C. gloeosprioides (Weir et al., 2012).
Okuzbo in razvoj bolezni pospeSujejo pogoste padavine, visoka vlaznost in zmerne
temperature med 24 in 26 °C. Do okuZbe najverjetneje pride Ze v Casu cvetenja. Vir okuzb so
poganjki, brsti in mumije okuzenih plodov, v katerih gliva prezimi.

4 SKLEPI

Pegavosti in nekroze na listih jablane, ki smo jih zadnja leta pri nas ze veckrat zasledili, so se
v letu 2014 pojavile v epifitoticnih razseznostih. VVzroki za tako obsezen pojav bolezni niso
znani. Med najverjetnejSimi sta opuSCanje rabe nekaterih pripravkov za varstvo rastlin in
izredne vremenske razmere z obiljem padavin. V raziskavi smo identificirali povzrociteljice
listnih pegavosti in nekroz pri jablani, glive Marssonina coronaria, Colletotrichum fiorniae,
C. godetiae in C. gloeosprioides s. I. ter Alternaria spp. Nadaljevati pa je potrebno s
preucevanjem razvojnega kroga povzrociteljic bolezni, virov primarnih in sekundarnih okuzb
ter drugih epidemioloskih dejavnikov, ki so kljutnega pomena za nacrtovanje ucinkovitih
varstvenih ukrepov za prepreCevanje Sirjenja bolezni v nasih pridelovalnih razmerah.
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