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NALAZ CRNE TRULEZI, ANTRAKNOZE I SIVE PLIJESNI
NA PLODOVIMA MANDARINE NAKON BERBE

A RECORD OF POSTHARVEST BLACK ROT, ANTHRACNOSE
AND GRAY MOULD ON MANDARIN FRUITS

D. Ivi¢, L. Popovié, Ana Rogli¢, M. Bjeli§

SAZETAK

Osim plave i zelene plijesni, uzrokovane gljivama iz roda Penicillium,
tijekom 2013. i 2014. na plodovima mandarina (Citrus unshiu) nakon berbe u
dolini Neretve uocena je pojava drugih gljivicnih bolesti. Odabrano je 37
plodova iz sortirnica i skladista, s kojih je sakupljeno 37 izolata gljiva iz rodova
Alternaria, Colletotrichum 1 Botrytis. Na temelju morfologije, za svih 15
Colletorichum izolata utvrdeno je da pripadaju vrsti Colletotrichum
gloeosporioides. Svih 16 Alternaria izolata, na temelju morflogije i lancane
reakcije polimerazom wuz koriStenje para pocetnica AA-F2/AA-R3,
identificirano je kao Alternaria alternata. Preostalih Sest izolata pripadalo je
vrsti Botrytis cinerea. Tri izolata svake vrste odabrana su za testove patogenosti,
koji su provedeni inokulacijom neostecenih plodova na ¢asku, inokulacijom na
stilar te injektiranjem suspenzije konidija u koru plodova. Izolati C.
gloeosporioides uzrokovali su tipi¢ne simptome antraknoze nakon ubrizgavanja
inokula u koru, no nisu uzrokovali simptome pri inokulaciji na ¢asku ili stilar.
Izolati B. cinerea uzrokovali su simptome sive plijesni plodova nakon
inokulacije pod koru i na ¢asku. Izolati 4. alfernata nisu uzrokovali simptome
nakon ubrizgavanja u koru, no uzrokovali su tipicne simptome crne trulezi
nakon inokulacije na ¢asku.

Kljuéne rije¢i: Citrus unshiu, skladi$ne bolesti, Alternaria, Colletotrichum,
Botrytis
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ABSTRACT

Besides the dominant blue mould and green mould, caused by Penicillium
species, the occurrence of other postharvest diseases of mandarins (Citrus
unshiu) from Neretva Valley was noted during 2013. Thirty-seven fruits were
sampled in packinghouses, and 37 isolates of Alternaria, Colletotrichum and
Botrytis were collected. All 15 Colletotrichum isolates were identified as
Colletotrichum gloeosporioides according to morphological features. All 16
Alternaria isolates were determined as Alternaria alternata, on the basis of
morphology and polymerase chain reaction with AA-F2/AA-R3 primer pair.
Remaining six isolates were identified as Botrytis cinerea. Three isolates of
each fungal species were selected for pathogenicity test, performed by
inoculation on the button end of unwounded fruits, inoculation on stylar end of
the fruits and conidial suspension injection into the peel. C. gloeosporioides
isolates caused typical anthracnose symptoms after injection of conidia, but did
not cause symptoms after button inoculation. B. cinerea isolates caused grey
mould symptoms both after injection and button end inoculation. A. alternata
isolates did not cause symptoms after injection into the peel, but all isolates lead
to development of typical black rot after button inoculation.

Key words: Citrus unshiu, postharvest diseases, Alternaria, Colletotrichum,
Botrytis

UvOoD

Uzev§i u obzir broj stabala i godiSnju proizvodnju plodova, agrumi
predstavljaju jednu od najznacajnijih skupina voc¢a u hrvatskoj poljoprivredi.
Vecina proizvodnje agruma u Hrvatskoj odnosi se na Satsuma mandarinu
(Citrus unshiu (Swingle) Markow.), sortnu skupinu japanskih mandarina koje
su relativno otporne na niske temperature (Bakari¢, 1983). Prema podacima
Agencije za placanja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju, u Hrvatskoj
su evidentirana 1 734 863 stabla mandarine. Proizvodnja ovog voca u proteklih
pet godina kre¢e se izmedu 40 i 50 000 tona (Statisticki ljetopis, 2013), pri
¢emu se veliki dio proizvodnje izvozi.

Usprkos vaznosti mandarine, zaStita ove vo¢ne kulture od biljnih bolesti
vrlo je slabo istrazena u Hrvatskoj, a trend porasta proizvodnje nije pratio i
razvoj tehnologije skladiStenja, S$to ima znacajan utjecaj na cuvanje i
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raspolozivost plodova na trzistu (Skenderovi¢ Babojeli¢ i sur., 2010). Za mnoge
u svijetu znacajne gljivi¢ne, bakterijske i virusne bolesti agruma nije poznato da
li se u Hrvatskoj javljaju, ili nije poznato koliko su raSirene, Stetne i
problemati¢ne. Usprkos tome, u Hrvatskoj je tijekom proteklih nekoliko godina
registrirano nekoliko fungicida za suzbijanje raznih bolesti na mandarini.
Nekoliko sredstava registrirano je za suzbijanje bolesti koje uzrokuju
Phytophthora vrste, bakterioza uzrokovanih vrstama iz rodova Pseudomonas i
Xanthomonas, ospicavosti ili melanoze (Diaporthe citri), vréne trulezi plodova
(Alternaria citri), antraknoze (Colletotrichum gloeosporioides), pa Cak i
karantenske suSice agruma, koju uzrokuje Phoma tracheiphila. lako bi se prema
namjeni spomenutih sredstava za zatitu bilja moglo zakljuciti kako su ove
bolesti u Hrvatskoj prisutne ¢ak u toj mjeri da =zahtijevaju suzbijanje
fungicidima, vec¢ina tih bolesti u naSoj zemlji uopce nije utvrdena. Prema
dostupnim podacima iz znanstvene, strucne i ostale literature, na agrumima u
Hrvatskoj nikada nisu utvrdeni, primjerice, D. citri, A. citri, P. tracheiphila niti
bilo koja bakterioza koju bi uzrokovale Pseudomonas ili Xanthomonas vrste.

Identifikacija uzro¢nika bolesti prvi je, osnovni i neophodni korak u
razmatranju moguc¢ih mjera zastite. Tijekom 2013. godine u dolini Neretve,
glavnom podru¢ju uzgoja mandarine u Hrvatskoj, zabiljeZeno je masovno
propadanje plodova nakon berbe. lako je kao najraSireniji i najznacajniji uzrok
propadanja zabiljezena plava plijesan (Penicillium italicum), uoCena je pojava
jos nekih bolesti na plodovima. Cilj ovog rada bio je determinirati njihove
uzrocnike.

MATERIJALI Il METODE

Uzorci plodova Sastsuma mandarine uzgojenih u donjem toku rijeke
Neretve, u $iroj okolici Opuzena, sakupljeni su u sortirnicama tijekom prosinca
2013. godine. Prilikom sakupljanja odabirani su plodovi sa simptomima
nekrotiénih promjena na kori, pjega ili trulezi. Plodovi s ociglednim
simptomima zelene plijesni (Penicillium digitatum) ili plave plijesni (P.
italicum) nisu sakupljani. Prikupljeno je ukupno 48 plodova koji su
laboratorijski analizirani.

U laboratoriju su za daljnju analizu odbaceni plodovi za koje je utvrdeno da
su zahvaceni gljivama cadavicama. Preostalih 37 plodova isprano je pod
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mlazom tekuc¢e vode kroz desetak minuta, nakon Cega su s njih odrezani
fragmenti kore sa simptomima koji su upucivali na zarazu parazitskim gljivama.
U slucajevima oStro ograni¢enih simptoma u vidu nekroza ili pjega, dijelovi
kore odrezani su na nacin da je zahvacen prijelaz iz simptomati¢nog u vizualno
zdravo tkivo. Fragmenti kore povrsinski su sterilizirani potapanjem u otopinu 1
% natrij-hipoklorita kroz tri minute, ispiranjem u sterilnoj vodi i potapanjem u
70 % etanolu kroz tridesetak sekundi, nakon ¢ega su osuSeni u struji zraka.

Dio fragmenata dimenzija priblizno 5 x 5 mm inokuliran je na krumpir —
dekstrozni agar (KDA), a ostatak je stavljen na inkubaciju u vlaznu komoru.
Nakon pojave kolonija gljiva na KDA, vizualno, pod binokularnom lupom i
mikroskopskim pregledom usporedene su kolonije s istih fragmenata na agaru i
u vlaznoj komori. U sluCajevima kada je iz fragmenata s istih dijelova
simptomati¢ne kore izasla morfoloski ista gljiva, iz kolonija na KDA dobiveni
su izolati. Izolati su uzgajani na KDA pri 22 °C u tami tijekom 10 dana, nakon
¢ega su identificirane vrste gljiva.

Makroskopskim 1 mikroskopskim pregledom izolata utvrdeno je da 16
izolata pripada rodu Alternaria, 15 rodu Colletotrichum, a 6 rodu Botrytis.
Izolati Alternaria spp. identificirani su na temelju morfologije prema Simmonsu
(2007) te molekularno lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) uz uporabu
para pocetnica AA-F2/AA-R3 (Konstantinova i sur., 2002), specificnih za vrstu
Alternaria alternata. Ekstrakcija DNA provedena je OmniPrep® kompletom
(G-Biosciences, St. Louis, SAD) prema uputama proizvodaca, nakon Cega je
pripremljena reakcijska smjesa i provedena PCR reakcija prema protokolu
Konstantinove i sur. (2002). Izolati roda Colletotrichum identificirani su na
temelju morfologije prema Cannonu i sur. (2008) i Agostiniju i sur. (1992), a
izolati roda Botrytis prema Ellisu i Walleru (1974).

Nakon identifikacije vrsta, odabrana su tri izolata svake determinirane vrste
(Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides 1 Botrytis cinerea) za
testove patogenosti. Provjera patogenosti provedena je na vizualno zdravim
plodovima klementine (Citrus clementina Hort.) porijeklom iz doline Neretve.
Svaki izolat inokuliran je u dva ponavljanja na tri naina. Prva metoda
inokulacije bila je ubrizgavanje 2 pl suspenzije konidija priblizne koncentracije
10° spora/ml u perikarp ploda. Druga vrsta inokulacije provedena je na nain da
su kruzni isjecci kolonija s KDA promjera 10 mm prilijepljeni uz stilar ploda, a
treCa tako da je kapljica suspenzije konidija volumena 1 ml i priblizne
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koncentracije 10° spora/ml nanijeta na vrh ploda kojem je uklonjena &aska.
Inokulirani plodovi drzani su u biolo§koj komori na temperaturi od 20 °C, dva
do tri tjedna, ovisno o pojavi simptoma. S plodova na kojima su se razvili
simptomi, s mjesta na kojima je bila vidljiva sporulacija, gljive su izolirane u
¢istu kulturu i analizirane na temelju morfologije.

REZULTATI

Od ukupno 15 izolata gljiva s plodova mandarina za koje je utvrdeno da
pripadaju rodu Colletotrichum, svi su odgovarali opisu vrste Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., uzro¢niku antraknoze agruma.

Kolonije svih izolata na KDA bile su vrlo sli¢ne, sa sivim zra¢nim
micelijem, tamno-sivom bojom nali¢ja te uglavnom ve¢im brojem nasumi¢no
rasporedenih tamnih konidioma bez seta, u kojima su se konidije stvarale u
gustoj narancastoj masi. Konidije svih izolata bile su bezbojne, cilindricne sa
zaobljenim krajevima, prosje¢nih dimenzija 12,4 x 3,7 pm. Rast izolata na 22
°C u tami iznosio je prosjec¢no 8,1 mm/dan, bez veéih odstupanja izmedu 15
izolata.

Svih 16 izolata koji su pripadali rodu Alternaria morfoloski je odgovaralo
opisu vrste Alternaria alternata (Fr.) Keissl., uzroéniku crne trulezi agruma. Svi
izolati obilato su sporulirali, pri ¢emu su se konidije stvarale u dugim lancima.
Morfoloska identifikacija potvrdena je PCR-om, gdje je kod svih 15 izolata
umnozen fragment veli¢ine 340 parova baza (Slika 1.).

Od izolata roda Botrytis, svih Sest odgovaralo je opisu vrste Botrytis cinerea
Pers., uzroéniku sive plijesni agruma. Cetiri od Sest izolata nije stvaralo
sklerocije na KDA nakon 14 dana, dok su dva izolata stvarala obilje sklerocija
dimenzija 2-3 mm.

Svi izolati su sporulirali, pri ¢emu su znatno viSe sporulirali izolati koji nisu
stvarali sklerocije. Prosjecne dimenzije konidija izolata B. cinerea iznosile su
8,6 x 6,1 pm.
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Slika 1. Produkti PCR reakcije na agaroznom gelu nakon umnozavanja parom
pocetnica AA-F2/AA-R3 (Konstantinova i sur., 2002), specificnih za vrstu A.
alternata. Prvi i posljednji red — 100 pb ljestvica, redovi 2 do 7 — izolati A.
alternata MB-ALT11, MB-ALT12, MB-ALT13, MB-ALTI14, MB-ALT15 i MB-
ALTIG.

Figure 1. PCR products on agarose gel after amplification with AA-F2/AA-R3
primer pair (Konstantinova et al., 2002), species-specific for A. alternata. Lines
1 and 8: 100 bp ladder, lines 2 to 7: A. alternata MB-ALTI11, MB-ALTI12, MB-
ALTI3, MB-ALT14, MB-ALTI15 and MB-ALTI6 isolates.

Tri tjedna nakon inokulacije na casku, na plodovima inokuliranima
izolatima A. alternata simptomi izvana nisu bili vidljivi. Medutim, nakon
prereza, u unutras$njosti svih inokuliranih plodova razvila se trulez, meso je bilo
uni$teno, a duz sredi$nje osi bile su vidljive nakupine sivog micelija (Slika 2.).
Gornji dio unutrasnjosti plodova mjestimice je poprimio tamnu, gotovo crnu
boju. Pojava simptoma na plodovima inokuliranima izolatima A. alternata
ubrizgavanjem suspenzije konidija u koru nije zabiljezena (Tablica 1.). Za
razliku od A. alternata, pojava simptoma zabiljeZena je u svim slucajevima
nakon inokulacije izolata C. gloeosporioides u koru plodova. Ve¢ nakon
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Slika 2. Unutrasnji simptomi crne trulezi na plodu klementine inokuliranom na
disk caske izolatom Alternaria alternata MB-ALTI 3.

Picture 2. Interior symptoms of black rot on clementine fruit inoculated on
button with Alternaria alternata MB-ALT13 isolate.

Slika 3. Plod klementine 18 dana
nakon inokulacije suspenzijom spora u
koru izolatom Colletotrichum
gloeosporioides MB-COLLA.

Slika 4. Siva plijesan (Botrytis
cinerea) — prirodna zaraza na plodu
mandarine.

Picture 4. Gray mould (Botrytis
cinerea) — natural infection on
mandarin fruit.

Picture 3. Clementine fruit 18 days
after inoculation with Colletotrichum
gloeosporioides MB-COLL4 conidial

suspension into the peel.
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nekoliko dana na mjestu ubrizgavanja konidija bilo je vidljivo tamno
udubljenje, koje se postupno Sirilo zahvacajuéi sve veci dio ploda (Slika 3.)
Nakon desetak dana, na udubljenju postajali su vidljivi acervuli gljive s
naranCastim nakupinama spora u obliku kapljica. Niti jedan izolat
C. gloeosporioides nije uzrokovao pojavu simptoma nakon inokulacije na ¢asku
plodova. Svi izolati B. cinerea uzrokovali su pojavu trulezZi nakon inokulacije
na casku i pod koru plodova. Plodovi inokulirani izolatima B. cinerea pod koru
potpuno su propali devet dana nakon inokulacije. Pojava simptoma nije
zabiljeZena niti u jednog izolata niti jedne vrste gljive nakon stavljanja isjecka
kolonije na stilar plodova.

Tablica 1. Pojava simptoma na plodovima klementine nakon inokulacije izolata A. alternata,
C. gloeosporioides i B. cinerea na tri nacina (,+* - pojava simptoma; ,,— - bez
pojave simptoma).

Table 1. The appearance of symptoms on clementine fruits after inoculation with A.
alternata, C. gloeosporioides and B. cinerea isolates using three methods ((+) -
symptoms appeared; (—) — no symptoms).

Inokulacija na Inokulacija
Izolat casku Inokulacija u koru na stilar
Isolate Button Peel injection Stylar
inoculation inoculation
A. alternata MB-ALT7 + - -
A. alternata MB-ALT9 + - -
A. alternata MB-ALT13 + - -
C. gloeosporioides MB-COLL1 - + -
C. gloeosporioides MB-COLL4 - + -
C. gloeosporioides MB-COLLS - + -
B. cinerea MB-BOT1 + + -
B. cinerea MB-BOT2 + + -
B. cinerea MB-BOT3 + + -

RASPRAVA

Ovim istrazivanjem dokazano je da su gljive C. gloeosporioides,
A. alternata 1 B. cinerea uzrocnici bolesti mandarina nakon berbe u Hrvatskoj.
Sva tri parazita raSirena su u vecini podrucja u svijetu gdje se agrumi uzgajaju te
na njima uzrokuju manje ili viSe znacajne gospodarske Stete (Cvjetkovi¢, 2010;
Akimitsu 1 sur., 2003; Timmer i sur., 2003; Snowdon, 1990). Kao znacajniji
navode se C. gloeosporioides i A. alternata, dok se B. cinerea obi¢no smatra
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manje zna¢ajnim, osim na limunu u vlaznijim podrucjima uzgoja ovog voca
(Brown i Eckert (2000a, 2000b); Eckert i Brown, 2000; Snowdon, 1990).

C. gloeosporioides na agrumima uzrokuje antraknozu, bolest koja se javlja
prvenstveno nakon berbe plodova (Brown i Eckert, 2000a). usprkos tome, jaka
pojava antraknoze zabiljezena je 2012. godine u okolici Opuzena na plodovima
mandarine tijekom vegetacije (Ivanovi¢ i sur., 2013). Antraknoza mandarine
uzrokovana ovom gljivom opisana je jo§ 1966. godine u Crnoj Gori
(Mijuskovi¢, 1966) i mozZe se pretpostaviti da je u podrucju doline Neretve
prisutna od pocetka uzgoja agruma. Cvjetkovi¢ (2010) napominje da mnogi
autori gljivu C. gloeosporioides smatraju parazitom slabosti na agrumima, no
ova tvrdnja nije potpuno to¢na (Zulfiqar i sur., 1996; Agostini i sur., 1992).
Podataka o raSirenosti antraknoze na mandarinama u Hrvatskoj je vrlo malo
(Ivanovi¢ i sur., 2013), no vaznost ove bolesti u svijetu (Brown i Eckert, 2000a;
Snowdon, 1990) pokazuje da je C. gloeosporioides potencijalno znacajan
parazit agruma ¢iju je pojavu u na$oj zemlji preporucljivo pratiti, te po potrebi
razraditi mjere zastite.

Bolesti agruma uzrokovane gljivama iz roda Alfernaria pripisuju se vrstama
A. citri i A. alternata (Snowdon, 1990). Medu njima, najznacajnijom se smatra
takozvana ,,crna trulez“, za koju se kao uzroc¢nik Cesto navodila vrsta 4. citri
(Brown 1 Eckert, 2000b; Snowdon, 1990; Kohmoto i sur., 1979). Znakovi crne
trulezi Cesto se izvana na plodovima uopce ne uocavaju, jer plodovi izgledaju
naoko zdravo (Snowdon, 1990). Medutim, u unutrasnjosti (,,mesu“) takvih
plodova intenzivno se razvija sivo-smeda trulez, Sto je uoceno i tijekom 2013.
godine na mandarinama u dolini Neretve. Ovim istrazivanjem potvrdeno je da je
uzro¢nik crne trulezi mandarina u Hrvatskoj A. alternata, koja uzrokuje i brojne
druge bolesti agruma u svijetu (Akimitsu i sur., 2003; Timmer i sur., 2003).
Ovime je dokazana tvrdnja Peevera i sur. (2005), koji navode kako je
taksonomski i s fitopatoloskog gledista ispravno sve Alternaria vrste koje
uzrokuju crnu trulez agruma smatrati vrstom 4. alternata, te kako uporaba
imena A. citri u tom kontekstu nije opravdana. Zanimljivo, u testovima
patogenosti provedenima u ovom istrazivanju odabrani izolati A. alfernata
izolirani su nekroza na povrSini kore, no nisu doveli do pojave nekroza pri
ubrizgavanju u koru plodova. Nadalje, do pojave simptoma nije doslo niti nakon
inokulacije plodova na stilar fragmentom kolonije s obilatom sporulacijom, iako
se navodi kako A. alternata moze zaraziti plodove agruma preko rana na kori,
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kroz ¢asku i kroz stilar (Akimitsu i sur., 2003; Brown i Eckert, 2000; Snowdon,
1990). Bez obzira na to, do pojave crne trulezi agruma najces$¢e dolazi nakon
latentnih zaraza ¢aske i diska ploda, nakon Cega gljiva u razdoblju zrelosti ploda
prodire u unutraS$njost i razara ga (Peever i sur., 2005; Akimitsu i sur., 2003;
Brown i Eckert, 2000). Brz razvoj crne trulezi nakon inokulacije ¢aske na
plodovima mandarina zabiljeZen je i u ovom istrazivanju.

Nalaz sive plijesni (B. cinerea) kao jedne od bolesti mandarine nakon berbe
ne iznenaduje, s obzirom da je gljiva B. cinerea izrazito polifagni kozmopolitski
parazit koji se javlja kao uzro¢nik skladi$nih bolesti na brojnim vrstama voca
(Cvjetkovi¢, 2010; Snowdon, 1990). Uzevsi u obzir podatke o vaznosti sive
plijesni na agrumima u svijetu (Eckert i Brown, 2000; Snowdon, 1990), moguce
je pretpostaviti da se u Hrvatskoj od ove bolesti na mandarinama ne mogu
ocekivati ekonomski znacajnije Stete.

lako je na temelju viSegodiSnjih opaZanja proizvodaca, otkupljivaca i
struénjaka jasno da u Hrvatskoj najvece probleme na plodovima mandarine
nakon berbe uzrokuje plava plijesan (P. italicum) te rjede 1 zelena plijesan (P.
digitatum) (Popovi¢ i sur., 2014), ocigledno je da se uz ove javljaju i druge
gljiviéne bolesti. U sluc¢aju gotovo svih ,,skladisnih® bolesti, zaraza plodova ili
kontakt s inokulom dogada se u voé¢njaku, §to za posljedicu ima razvoj bolesti
na plodovima tijekom manipulacije, skladistenja, transporta ili prodaje. Popovi¢
i sur. (2014) isticu da je izostanak provodenja biljne higijene — prvenstveno
sakupljanja i1 zbrinjavanja otpalih plodova — ozbiljan fitosanitarni problem, jer
dovodi do stvaranja zarista razlicitih bolesti plodova u voé¢njaku. Poduzimanjem
adekvatnih mjera u voénjaku pojava bolesti na plodovima mandarine nakon
berbe zasigurno bi se mogla smanjiti. Manji gubici nakon berbe zasigurno bi
bili u interesu proizvodaca, ali i otkupljivaca, trgovaca i potrosa¢a mandarina
proizvedenih u Hrvatskoj.
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