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Vrste gliv sajavosti in musje [E_egavo_sti_(SBFS) iz redu Capnodiales se lahko
razvijejo na povrsju jabolka, kjer ovirajo druga dl’l_,l?(o. Njihova interakcija se
izraz1 v demarkacijski Crti ali coni inhibicije, znotraj katere se glive drugih vrst
ne morejo $iriti. Antagonisti¢ni potencial gliv SBFS proti razlicnim rastlinskim
patogenom smo doloc¢ali in vitro s testom dvojnih kultur. Med izbranimi izolati
razli¢nih vrst in rodov gliv SBFS je samo gliva Microcyclospora tardicrescens
M. tardicrescens? pokazala antagonistiéni potencial proti patogeni glivi

olletotrichum  ftioriniae fC. fioriniae) (55,26 %). Rast patogene glive
Venturia inaequalis %e najbolj zavirala novo opisana vrsta Peltaster cerophilus
(P. cerophilus ﬁSO, 9 %). Sekundarni metaboliti ekstrahirani iz kolonij gliv
Microcyclosporella mali, Schizothyrium pomi, P. cero%hilus, Microcyclospora
malicola in M. tardicrescens so omejili rast primarnih hif ali popolnoma zavrli
kalitev trosov glive C. fioriniae. Z agarnim difuzijskim testom In preparativno
tekoc¢insko kromatografijo visoke locljivosti povezano z masnim spetrometrom
smo iz glive M. tardicrescens prvic izolirali dve bioaktivni spojini in ju
strukturno identificirali z jedrsko maﬂnetno resonanco. Spojino 1 smo
identificirali kot znan mikotoksin trihotekolon acetat — C17H2,05 in spojino 2
kot nov in prvi¢ opisan metabolit 7-hidroksitrihotekolon acetat — C17H2,0s. Obe
spojini sodita v skupino trihotecenov tipa B. Spojini sta v testu minimalne
inhibitorne koncentracije pokazali zmerno bioaktivnost proti C. fioriniae in
Saccharomyces cerevisiae, Sibko proti Pichia anomala in Candida tenuis ter
nobene bioaktivnosti proti Bacillus subtilis, Escherichia coli in Staphylococcus
aureus. Testiran izolat M. tardicrescens je prav tako pokazal antagonisti¢no
aktivnost proti C. fioriniae, ko smo z njim inokulirali obrana jabolka sort Gala,
Gloster in Zlati delises ter zmanj$al bolezenska znamenja antraknoze za 10 —
27 %. M. tardicrescens je bila identificirana kot tvorka sSkodljivih in
potencialno nevarnih mikotoksinov trihotecenov, zato bi bilo smotrno
nadaljevati raziskave na teh glivah. Mozno je, da gliva M. tardicrescens s
tvorbo trihotecenov zavira druge SBFS glive in/ali rastlinske glivne patogene v
tekmovanju za isto ekolosko niSo na povrsju jabolk.
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AB  Species of sooty blotch and fly speck (SBFS) fungi (Capnodiales) co-colonizing
apple fruits and inhibiting each other on apple fruits were isolated. A
representative strain of Microcyclospora tardicrescens (M. tardicrescens)
reduced the colony growth of the plant pathogenic fungus Colletotrichum
fioriniae éC. fioriniae) by 55,26 % in dual culture tests; a strain of Peltaster sp.
(described in the context of this study as Peltaster cerophilus sp. nov.), reduced
the apple scab agent Venturia inaequalis by 50,39 %. Secondary metabolites
extracted from colonies of Microcyclosporella mali, Schizothyrium pomi,
P.cerophilus, Microcyclospora malicola and M. tardicrescens reduced or fully
suppressed the germination of conidia of C. fioriniae. Agar diffusion assays and
preparative high pressure liquid chromatography coupled with mass spectrometry
Identified for the first time two biolo(?ically active compounds from a strain of M.
tardicrescens that were characterized structurally by nuclear magnetic resonance
as trichothecolone acetate (empirical formula, Ci7H,0s) and 7-
hydroxytrichothecolone acetate (C17H220¢6). Both represent type B trichothecenes;
the latter is a novel metabolite that was isolated and described for the first time.
Minimum inhibitory concentration assays suggested that these trichothecenes
were not active against the bacteria Bacillus subtilis, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, weakly active against the fungi Pichia anomala and
Candida tenuis and moderately active against C. fioriniae and Saccharomyces
cerevisiae. The tested M. tardicrescens strain also showed anta?onistic activity
a%alnst C. fioriniae when it was inoculated on harvested apples of cultivars Gala,
Gloster and Golden delicious. It reduced anthracnose symptoms caused by C.
fioriniae by 10-27 %. M. tardicrescens was identified as a producer of hazardous
trichothecene type mycotoxins, which should give reason to monitor these food-
borne fungi more carefully in the future; it is also possible, that these
trichothecenes are formed by M. tardicrescens in order to suppress other SBFS
and/or plant pathogenic fungi that compete for the same or similar ecological
niches on the apple fruits.



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO VSEBINE

KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIA (KDI) ....ooovveiiereieieeeees i
KEY WORDS DOCUMENTATION (KWD) ....ccviiiiiiiiieiieiiesiesieeeeeeie e v
KAZALO VSEBINE ... \%
KAZALO PREGLEDNIC ...t IX
KAZALQO SLIK ...t X
KAZALO PRILOG ... X
OKRAJSAVE IN SIMBOLL ......c.coiiiiiiiiiieiieie e X1
1 UV OD .. 1
2 PREGLED OBJAV ...t 3
2.1 GLIVE SBFS .. o 3
2.1.1 EKOIOGiJa gliv SBFS .......ccoioee et 4
2.2 GLIVICNE BOLEZNI SADNEGA DREVJA .......cooomoieeeeeeeeeeeeeee e, 6
2.2.1 Jablanov $krlup (Venturia in@equalis) .........ccccuvviriiinnene s 6
2.2.1.1  Gostitelj jablanovega SKITUPaA........cccoooviiiiiiiiiiiec e 6
2.2.1.2 Bolezenska znamenja jablanovega Skrlupa...........cccocoeeiiiiiiiiiniiiie 6
2.2.1.3 Razvojni krog jablanovega SKrlupa...........ccccooviiiiiiiiiiiiiiec e 7
2.2.2 Grenka sadna gniloba (Colletotrichum Spp.) .....cocevvveiiiieiiece e, 8
2221 POMEN DOIEZNI....cviiiiiiiiiiciie e 8
2.2.2.2 Bolezenska znamenja grenke sadne gnilobe............ccccoveviiiiiiiiecic s, 8
2.2.2.3  Zivljenjski cikel grenke sadne gnilobe ...........c..ccoevruerurcereeerersrsinieeieeieeeenens, 9
2.2.3 Gniloba PeSCISCA .........oooiiiii 9
2.2.3.1 Bolezenska znamenja gnilobe pesSCiSCa..........ccovuiririiiiiiiiiiiiiiieiese e 9
2.2.3.2  Povzroc€itelji gnilobe PeSCISCa......ccoiiiiiiiiiiiiiii e 9
2.3 BIOLOSKA KONTROLA BOLEZNI SADJA.........cooooeeeeeeeeeeeeeereeeeee s 10
23.1 Vir in tipi bioti¢nih agensov..............ccccoooiii s 10
2.3. 11 BAKIBIT O i 11
2.3.1.2  KVASOVKE. .. .ottt 11
2.3.1.3  Filamentozne gliVe ..o 12
2.3.2 Mehanizmi antagonistiCnega delovanja..................cccoocoiiiiiiiinee, 12
2.3.2.1  Neposredni antagOniZeM.........ccoiiieieierienenie sttt 12
2.3.2.2  Posredni antagOniZEM ........cccuevueiieiieieeiesteeste e se et re e 15
2.3.3 Epidemiologija in bioloS§ka kontrola glivnih bolezni z mikrobnimi

L] = To o] a1 1S) SO SPS 16
2.3.3.1  Jablanov SKITUP ...cccooiiiiiiiciieec e 16
2.3.3.2  Grenka sadna gniloba...........cccceoiiiiiiiiic e 18
2.4 UPORABNOST ANTAGONISTICNIH ORGANIZMOV NA POLJU........ 18
24.1 Odpornost Na StreS V OKOIJU ......ccveivieiieiecce e 18
2.4.2 Kolonizacija povr§ja plodov..............cccooiiiiiiiiii 19
2.5 SEKUNDARNI METABOLITI ..ot 19
2.5.1 IMIEKOTOKSIINT ... 20
2511 THINOTECENT ...cviiiiiiccee e 21
2.5.1.2  SHUPENOST ...ttt b et ne e 21



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

3

3.1
3.1.1
3.12
3121
3122
3.1.23
3124
3.1.3

3.1.4
3.15
3.1.6
3.2
3.2.1
3211
3.2.2
3221
3.2.2.2
3.2.2.3
3224
3.2.2.5
3.2.3
3.23.1
3.2.3.2
3.2.3.3
3.2.4
3241
3.24.2
3.24.3

3244

3.25
3251
3.2.5.2
3.25.3
3.3
3.3.1
3311
3.3.1.2
3.3.1.3
3.3.2
3321
3.3.2.2
3.3.2.3
3324

MATERIALI IN METODE ........cooiiiiieie e 23
MATERIALL ..o 23
Testni MIKFrOOrganiZMi ........ccveieiieicce e 23
SploSna mikrobioloSka gojiS€a..............cccooiiiiiiiii 23
PD A bbb bbb 23
Krompirjev glukozni agar z antibiotiKi.............ccocooiiiiiiiice 23
RazredCen PDA ...t e 24
Sinteticno hranilno gojiSCe (SNA) ....cviiiiiiiiiire e, 24
Gojisce za dolo¢anje biokontrolne aktivnosti gliv in njihovih

] N = 1 (0 )Y PSSP 24
KemiKalije iN FRAQJENT .......ocveiieii e 25
Naprave in drugi pripomocCKi ............cccooiiiiiiiiis 25
Zacetni oligonukleotidi potrebni za DNA amplifikacijo ........................... 26
METODE ... e e e rae e 26
Vzorcenje gliv SBFS ... 26
Izolacija in trajno shranjevanje gliv SBFS..........ccoooiiiiiiiiee, 27
Vzorcenje rastlinskih patogenih gliv....................coo 27
Colletotrichum fioriniae R.G. Shivas & Y.P. Tan......ccccoviiiiiininiiicee, 27
FUSarium avenaceUM SACC. ......ccvierreeieieiesie e siestesesseeee et ssesbesre e sreeneenes 28
Venturia inaequalis G. WINTET ........ccoiiriiiiiiisieeee s 28
BOLrytiS CINEIEA PEIS. ....oviiiicc e 29
1zolacija Patogenin Gl ..o 29
TaksonomSKe @NaliZe ........ccccoiiiiiiiieiie s 30
MOTfOlOSKE ANALIZE......cciveeeciiie et 30
Osnovne molekularne Metode...........covvvriiiiiiiiiceee e, 30
Filogenetska analiza............coccooviiiiiiii s 33
Test AVOJNIN KUITUT ...c.vveiiecce e 33
Dolocanje skupnega Stevila trosov v Suspenziji troSOV..........eevveeervveesivveennene. 34
Priprava suspenzije trosov patogenih gliv ... 34
Test dvojnih kultur med izolati gliv povzrociteljic SBFS in glivami C.

fioriniae, F. avenaceum in B. CINEIEA.........cccceveiiiiiiieieiese e 35
Test dvojnih kultur med izolati gliv povzrociteljic SBFS in glivo V.

INABGUANIS. ...t e 35
Test dolocitve inhibitornih uc¢inkov ekstraktov na kalitev trosov ............ 36
Priprava eKSIrakKtOV ...........coviiiiiiiecic et 36
Priprava inokuluma patogene glive ... 36
1ZVEADA POSKUSE ......eeveeeieciiciie ettt ettt reeee e sre s 36
ANALIZE SEKUNDARNIH METABOLITOV ... 37
ANalitske teNNIKE. ..o 37
[ | IO 1D 5 TSR 37
ESI-IT-MS ettt 37
ESI-TOR-MS ...t 37
ANALTSKI POSTOPKI ..o 38
Ekstrakcija sekundarnin metabolitoVv...........c.cooiviiiiiiiiiine e 38
DITUZIJSKI TEST ...ttt 38
Locba spojin v glivnem ekstraktu z RF-UHPLC-DAD..........ccccoociiiiiiieninnn, 38
Frakcioniranje spojin glivnega ekstrakta s preparativno HPLC .................... 39

Vi



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

3.3.25
3.3.2.6
3.3.2.7
3.3.2.8
3.4
3.4.1
3.5
3.5.1
3.5.2

4

4.1

411
4.1.2
413
4.1.4
415
4.2

4.3

4.4
441
4.4.2
4.5
451
4511
45.2
4521
4522
4523
4524
4525
45.2.6
4.6
4.6.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.6.5
4.7
4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4

5

5.1
511
5.12

Test DioaKtivNOST FraKCij ....cveiveeieiieiicc e 40
Locitev spojin v bioaktivnih frakcijah s preparativno (NF) HPLC ................ 40
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) bioaktivnih spojin ................... 40
Strukturna identifikacija SPOJIN.........coviiiiiiiiiie e 40
IN VIVO TEST ..ottt bbb 41
Priprava inokuluma gliv sajavosti za in VIV tesSt............c.coovvvnviininennenn 42
SEMIIN VIVO TEST ..ottt st 42
Priprava pogojev za semi in ViVo teStIranje .........ccccooeveneneneninesieeens 42
Izvedba semi in VIVO teSTIFANJa .......cccccvveiieiieiieiie e, 43
REZULTATI .ottt bree e 45
MORFOLOSKE ZNACILNOSTI UPORABLJENIH GLIV SBFS V
CISTIKULTURI. ..ottt 45
Microcyclospora malicola J. Frank, Schroers & Crous...........ccccceevivenenn 45
Microcyclospora tardicrescens J. Frank, Schroers & Crous...........cccc...... 46
Microcyclosporella mali J. Frank, Schroers & Crous..........cccccevveieiieennnn 47
SChiZOtNYI UM POMI ATX ..ot 49
Peltaster cerophilus J. Frank & Schroers, Mycologia 2014 v tisku .......... 49
FILOGENETSKO DREVO ITSRDNA ... 52
TEST DVOINIH KULTUR ..ottt 53
VPLIV EKSTRAKTOV NA KALITEV TROSOV .....cocciveiiee e 62
Vpliv dodanega etil acetata na kalitev troSoV...........ccccccevveveieeiecse e, 62
Vpliv ekstraktov na KaliteV troSoV...........cccoeiiiiiiiiiiciesc e 64
SEKUNDARNI METABOLITI ..o 67
ANAlitske teNNTKE........ccviiiie s 67
Locba spojin v glivnem ekstraktu z RF-UHPLC-DAD ..o 67
ANALTESKI POSTOPKI ... 68
Difuzijski test glivnega ekstrakta............cccoovvveviiiiiicie e 68
Preparativna RF-HPLC ..o 69
Difuzijski test spojin iz dvojnega VIha............cccccveveiieiiiiiie e 71
Identifikacija bioaktivnih spojin dvojnega vrha ..., 72
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) bioaktivnih spojin .................... 74
Strukturna identifikacija spojin (NMR) ........cccooiiiiiiiiiiii e, 76
IN VIVO TEST ..ottt st 77
POQOJI TESTIMANJA ...t 77
Rezultati za glivo Microcyclospora malicola............cccoevveviiiciicce e, 80
Rezultati za glivo Microcyclospora tardiCrescens..........cccvcvevvevenvenesiennenns 80
Rezultati za glivo Peltaster cerophilus ...........cccoeiieiiiiciiccccceee e 80
ZaKIju€kKi iN VIVO TESTINaNJa ......oovviviiiiieieeecee s 81
SEMIIN VIVO TEST ..ottt 82
Rezultati testiranja pri sSorti Gala ... 82
Rezultati testiranja pri SOrti GIOStEr ..........ccccovveviiiiece e 83
Rezultati testiranja pri sorti Zlati deliSes .................c.ccoooiiiiiini, 83
Zakljucki Semi in VIVO TESTIFaNJa.......ccoveieriiiiiiiiiiieieecese e 84
RAZPRAVA IN SKLEPI ...t 88
RAZPRAVA ..ottt sttt 88
Antagonisti¢ni potencial gliv v in VItro teStU..........ccccoeevvivevviiiiceece e 88
Filogenetski odnosi znotraj rodu glive Peltaster............cocooveevieiiievneenne. 89

Vil



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

5.1.3
5.14
5.15

5.16
5.2

6

6.1
6.2

7

Antagonisti¢ni potencial gliv v Semi in VIVO teSt ...........cccoveviiiiiieeiecenn, 90
TN VIVO TEST .. ettt sttt nae e 91
Vpliv ekstraktov gliv SBFS na kalitev trosov glive Colletotrichum

L0 11T LRSS 93
Sekundarni Metabolith .........cocviiiiiiiie 94
SKKILEPR .. 96
POVZETEK (SUMMARY) ..ottt 98
POVZETEK ... oottt sttt e e e e neeeanes 98
SUMMARY .ottt bbbttt bbbt 100
VIR e 100

ZAHVALA

PRILOGE

VI



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1:

Preglednica 2:
Preglednica 3:
Preglednica 4:
Preglednica 5:
Preglednica 6:
Preglednica 7:
Preglednica 8:
Preglednica 9:

Preglednica 10:
Preglednica 11:
Preglednica 12:
Preglednica 13:

Preglednica 14:

Preglednica 15:
Preglednica 16:

Preglednica 17:
Preglednica 18:

Preglednica 19:

Preglednica 20:

Preglednica 21:
Preglednica 22:

Biokontrolni agensi, njihova aplikacija pri zatiranju glivi¢nih

bolezni pri jablanah (Zhou in sod., 2007) ......c.cccevevieviieie e 10
PDA ettt ne s 24
TPDA ettt ne s 24
SN A e 24
Y A e 24
TekoCe kvasno gojiSce s SIadom ......ccceevvviiiiiiiiiiiiiiie e 25
MY C ZOJISCE 1uvvieiniiieiiii ettt ettt be et be e snnee e 25
BAC ZOJISCR .ttt 25
Uporabljene Kemikalije ..., 25
Zacetni oligonukleotidi pri PCR 1eakCiji ....coevvvivieiiiiiiciiiiic e 26
Priprava [eStVIC iN VZOICEV ......cccvciveiiecieeie e 31

Skupno Stevilo izolatov razli¢nih vrst gliv SBFS vklju¢enih v test
AVOJNTN KUIUE . 34
Inhibicija rasti micelija glive C. fioriniae v in vitro testu dvojnih
kultur z antagonisti¢ni glivo M. tardicrescens na CYA gojiscu.......... 54

Izbrani izolati z vecjo inhibitorno aktivnostjo znotraj vrst proti V.

inaequalis in C. fIOrINIAE. ........coci i, 59
Ekstrakti razli¢nih vrst SBFS gliv......cccoiiiiiiii, 62
Opisna statistika u¢inka razli¢nih volumnov dodanega etil acetata

na kalitev trosov patogene glive C. fioriniae .........cccoccevvvevvvceivennnne. 63
Opisna statistika primerjave kontrol in ekstraktov............cccoccevvennne. 65

Aktivnost ekstrakta glive M. tardicrescens iz CYA gojiséa v
dIfUZIJSKEM tESTU ..o 68
Aktivnost ekstrakta in izoliranih metabolitov glive M. tardicrescens

1z CY A gojisca v difuzijskem testu.........ccccovvviiiiiiiiniiiiicic s 72

Retencijski Casi (tR), molske mase in m-z vrednosti posameznih

bi0aKtivNIN SPOJIN......oieiii e 74
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) spojine 1 in spojine 2 ...75
Struktura izoliranin SPOJIN.......ccociiiiiiiiiie e 77

IX



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Preglednica 23:
Preglednica 24:

Preglednica 25:

Preglednica 26:

Preglednica 27:

Pregled stopnje okuzenosti plodov s tremi razli¢nimi vrstami gliv ....81
Opisna statistika za vpliv glive vrste M. tardicrescens na rast

nekroze glive C. fioriniae na treh sortah jabolK.............cccccoveivenne. 84
Razlika med inhibicijama pri nanosu glive C. fioriniae 3 ure za

glivo M. tardicrescens (I3) in pri so¢asnem nanosu gliv M.
tardicrescens in C. fioriniae (14)......ccoovvevenieiiiene e 85
Ocena parametrov pri inhibiciji 14 ( soCasni nanos gliv M.
tardicrescens in C. fiOriNIae) .......cccecvvveieevvcie e, 85
Ocena parametrov pri inhibiciji I3 (nanos glive C. fioriniae 3 ure

Za M. TArdICIESCENS ) ...vvieiieieieiee et 86



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Slika 1:
Slika 2:
Slika 3:
Slika 4:
Slika 5:
Slika 6:
Slika 7:
Slika 8:
Slika 9:

Slika 10:
Slika 11:
Slika 12:
Slika 13:
Slika 14:
Slika 15:
Slika 16:
Slika 17:
Slika 18:
Slika 19:
Slika 20:
Slika 21:
Slika 22:
Slika 23:
Slika 24:

Slika 25:

Slika 26:

KAZALO SLIK
Razvojni krog glive V. inaequalis (Carisse in Jobin, 2006)...........cccccuenee. 8
Stirje tipi trihotecenov (tip A, B, C, D) (McCormick in sod., 2011)......... 22
Naravno okuzeno jabolko z glivami SBFS ...........ccccciiiiiiiii, 26
Okuzeno jabolko z glivo C. fIOriNIi@e .........ccoevveveiie i 28
GNIloba PESCISCA. ....eiuviiiiiiiiiiieee e 28
Jablanov SKITUP......cccoiiiiiii 29
Trosonosci in trosi glive B. cinerea Na grozdju .........ccccevvevevveceeieccnennnn, 29
Delez posameznih vrst gliv uporabljenih v testu dvojnih kultur................ 34
Potek lo¢evanja in izolacija dveh bioaktivnih spojin.........c.cccoeviienne 39
OKOIjJ& 1N VIVO POSKUSA .....c.veiiiiiiieiiiieiesie sttt 41
Plodovi pripravljeni za semi in VIVO POSKUS..........ccccceveveiiieieeie e 43
Morfoloske znacilnosti glive M. malicola..........c.ccooiiiiiiiiiiiiice 45
Kolonija glive M. tardicrescens na PDA gojiSCU......ccccvvvvnirinenininienen, 46
Micelij glive M. tardicrescens na SNA gojiSCUu .......cccvvvvreriirierinenineeenn, 47
Kolonija glive M. mali na PDA gOJiSCU ......ccviiiiniiiiieiene e 48
Micelij na SNA ZOJISCU ..oovviiiiiiiiiii i 48
Kolonija S. pomi na PDA OJiSCU....cuerviiiriiiiiisiisieee e 49
1zolat 045/02 (A39) Na PDA GOJISCU.......vververreeeeeseeeeeeseeseesesssesseesnees 49
I1zolat 045/02 (A39) na SNA ZOJISCU....ciiviiiiiiiiiiiiie e 50
Izolat 121/03 (AS55) na PDA Z0JiSCU....ccovviiiiiiiiiiiiciic e 50
1zolat 121/03 (A55) Na SNA GOJISCU..ovvuvvereerreseeeeeeeeeeeseese s 51
Sporulacija Na SNA GOJISCU ..euvveireeiriereeeee e 51
Filogenetsko drevo vrst gliv Peltaster ............cccoveveviiiiicceccc e 52

Rezultat testa dvojnih kultur med antagonisti¢no glivo M. tardicrescens

in patogeno glivo C. fioriniae po 7 dneh inkubacije...........cc.ccooviviiinennnn, 53
Inhibitorni u¢inek posameznih vrst gliv potencialnih antagonistov na

rast micelija patogene glive V. inaequalis (%0)........ccccocvevivviieeiieiieeiieene, 55
Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste S. pomi na rast micelija

patogene glive V. inaequalis (%0) .....c.coovereriririiieieeee e 56

Xl



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Slika 27:

Slika 28:

Slika 29:

Slika 30:

Slika 31:
Slika 32:
Slika 33:
Slika 34:

Slika 35:
Slika 36:
Slika 37:
Slika 38:
Slika 39:

Slika 40:

Slika 41:
Slika 42:

Slika 43:
Slika 44:
Slika 45:
Slika 46:
Slika 47:
Slika 48:
Slika 49:

Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste Peltaster cerophilus na
rast micelija patogene glive V. inaequalis (%0).......c.ccccevvvvveiivereiieeieeriene
Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste M. malicola na rast
micelija patogene glive V. inaequalis (%) ......cccoovvveiienenieneee e
Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste Microcyclosporella mali
na rast micelija patogene glive V. inaequalis (%) .......c.ccooeviriiiiiiieiennen,
Izbrani izolati z najve¢jim inhibitornim u¢inkom na rast micelija
patogene glive V. iNaequaliS ........ccccovviveviiiie i
Izolat A12 S. pomi in V. inaequalis na sredini petrijeve plosce.................
Izolat A55 P. cerophilus in V. inaequalis na sredini petrijeve plosce .......
Izolat A46 M. mali in V. inaequalis na sredini petrijeve plos¢e ................

Izolat A76 D. pseudoamericana in V. inaequalis na sredini petrijeve

+ESI LC-TOF-MS Kromatogram ..........ccccererininieiieiiesesieseesie s
Vpliv ekstrakta glive M. tardicrescens na filter diskih na glivo C.
FIOTINIAE ..
Vpliv ekstrakta glive M. tardicrescens na filter diskih na glivo Mucor
LT T LSRR
Zbiranje frakcij ekstrakta glive M. tardiCreSCens...........ccccevvvvveneeresennennn
Preparativni RF-UHPLC kromatogram iz ekstrakta glive M.
EAFAICTESCRNS ..ttt
Vpliv spojin iz dvojnega vrha pri M. tardicrescens proti C. fioriniae.......
Vpliv spojin iz dvojnega vrha pri M. tardicrescens proti M. hiemalis.......
Kromatografski 1o€ba spojine 1 .........cccccviiiiiiiiiiiiiii
UV spekter in +ESI-TOF-MS spekter spojine 1, tr 7,0 min ............c........
Kromatografska 1o€ba spojine 2...........cccovvviiiiiiiiiiicneeeeeee e
Masni SPEKEEr SPOJINE 2......ccuiiiiieiieieeie e

Test MIK pri P.anomala ..........ccooviiiiiiiiie e


file:///C:/Users/ERIH/Dropbox/ajda/Doktorat%202014-03-26.docx%23_Toc383641091

Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Slika 50:
Slika 51:
Slika 52:
Slika 53:
Slika 54:
Slika 55:
Slika 56:
Slika 57:
Slika 58:
Slika 59:
Slika 60:

Slika 61:

Slika 62:

Slika 63:
Slika 64:

Test MIK pri C. fIOFNIAE .....ocvviviiiiiceee e 76
Povprecne temperature pri izvajanju in Vivo testiranja ...........cccoceeveeenenn 78
Povprecna relativna zra¢na vlaga pri izvajanju in vivo testiranja .............. 78
Merilec temperature in relativne vIage..........ccoooviiiiieniiceee, 79
Zadetek IN VIVO POSKUSA. .......ceuviiiieiiiieiiesiesiie e 79
Jabolka v in vivo poskusu po treh tednih od zacetne okuzbe..................... 79
Okuzbe z glivo M. malicola na koncu in vivo poskusa..........c.cccceevivenenn 80
Okuzbe z glivo M. tardicrescens na koncu in vivo poskusa ...................... 80
Okuzbe z glivo P. cerophilus na koncu in vivo posKUSa.............cceeereenenn 81
OKkolje za semi IN VIVO TESTITANJE....c..eveiiieiiieiicsieeie e 82

Antagonisti¢ni uc¢inek glive M. tardicrescens na rast nekroze glive C.
fioriniae pri SOrti Gala.........cccoveiiiieiice e 82
Antagonisti¢ni uéinek glive M. tardicrescens na rast nekroze glive C.
fioriniae pri SOrti GIOSTEN ..........oiiieieic e 83

Antagonisti¢ni uc¢inek glive M. tardicrescens na rast nekroze glive C.

fioriniae pri sorti Zlati deliSES ........covevieiieiiieiiiieieese e 83
Distribucija za inhibicijo pri tretiranju 14 (SAS ..., 1999)......cccccvvivvnnnnn. 86
Distribucija za inhibicijo pri tretiranju I3 (SAS ..., 1999)......cccocvrvviinnnne. 87

X1



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO PRILOG

Priloga A:
Priloga B:
Priloga C:
Priloge D:

Priloga D1:
Priloga D2:
Priloga D3:

Priloge E:

Priloga E1:
Priloga E2:
Priloga E3:

Priloge F:

Priloga F1:

Priloga F2:

Priloge G:

Priloga G1:
Priloga G2:
Priloga G3:

Priloge H:

Priloga H1:
Priloga H2:
Priloga H3:

Naprave in pripomocki

Zbirka vseh izolatov

Izbrani izolati za test dvojnih kultur

Meritev radialne rasti patogenih gliv proti izbranim izolatom
Meritev radialne rasti glive C. fioriniae proti izbranim izolatom
Meritev radialne rasti glive V. inaequalis proti izbranim izolatom
Meritev radialne rasti glive C. fioriniae proti izbranim izolatom
Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 14, 21 in 35 dnevih
inkubacije

Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 14 dnevih inkubacije
Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 21 dnevih inkubacije
Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 35 dnevih inkubacije
Opisna statistika u¢inka etil acetata in ekstraktov na kalitev trosov
patogene glive C. fioriniae

Opisna statistika uc¢inka razli¢nih volumnov (10, 20, 30, 40 ul)
dodanega etil acetata na kalitev trosov patogene glive C. fioriniae
Opisna statistika ucinka razli¢nih glivnih ekstraktov na kalitev trosov
patogene glive C. fioriniae

Meritve in izracuni in vivo testiranja

Meritve in izracuni in vivo testiranja za M. malicola

Meritve in izracuni in vivo testiranja za M. tardicrescens

Meritve in izracuni in vivo testiranja za P. cerophilus

Testiranja na razli¢nih sortah jabolk

Rezultati testiranja pri sorti Gala

Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Rezultati testiranja pri sorti Zlati deliSes

XV



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzrogiteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

CBS

CYA
dH,0

DIC

DNA
dNTP

ESI

Glive SBFS
HPLC

HR
ITMS
ITS
ITS1
ITS4
KCI

KH2PO,
KNOs

MgSQO4* 7TH,0

MS
NCBI

NMR
PDA
PDA+
PIRM
RF-HPLC
rPDA
RzZV

SAR

SNA
TOF
UHPLC

Centralna zbirka glivnih kultur (nl. Centraalbureau voor
Schimmelcultures)

Czapekov kvasni agar (ang. Czapek Yeast Agar)
destilirana voda

nefluorescentna mikroskopija (ang. differential interference
contrast)

deoksiribonukleinska kislina
deoksinukleotid trifosfat
elektrosprej ionizacija

glive sajavosti in musje pegavosti (ang. sooty blotch and fly speck)

visokotla¢na tekocinska kromatografija (ang. high pressure liquid
chromatography)

preobcutljivostni odgovor (ang. hipersensitive response)

masni spektrometer z ionsko pastjo (ang. ion trap mass
spectrometry)

distan¢niki; zaporedja, ki locujejo rDNA razli¢nih ribosomskih
podenot (ang. internal transcribed spacer)

oligonukleotidni zacetnik, ki nalega na 5' koncu
oligonukleotidni zacetnik, ki nalega na 3' koncu

kalijev klorid

kalijev dihidrogenfosfat (V)

kalijev nitrat

magnezijev sulfat (1) heptahidrat

masna spektrometrija

Nacionalni center za informacijsko biotehnologijo (ang. The
National Center for Biotechnology Information)

jedrna magnetna resonanca (nuclear magnetic resonance)
krompirjev glukozni agar (ang. potato dextrose agar)
krompirjev glukozni agar z antibiotikom

delez inhibicije rasti micelija

reverzno fazna HPLC

razred¢en PDA

relativna zrac¢na vlaznost

Sistemsko pridobljena odpornost (ang. systemic-acquired
resistance)

sinteti¢no hranilno gojisce (ang. synthetic nutrient poor agar)
masni analizator glede na cCas preleta ionov (ang. time of flight)
tekocinska kromatografija ultra visoke lo€ljivosti

XV



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

1 UvOD

Bioti¢no varstvo postaja na podrocju sodobnega kmetijstva eno od najbolj aktualnih in
obetavnih strategij za zatiranje patogenih mikroorganizmov. V zadnjih letih potekajo
pospesSene raziskave v smeri iskanja potencialnih biozatiralnih agensov in zdi se, da je
bil na tem podrocju storjen velik napredek, toda do SirSe komercialne rabe bioti¢nih
pripravkov na trgu Se ni prislo. Do uspesSnega bioticnega varstva prihaja zaradi Stevilnih
razli¢nih oblik antagonisti¢nih interakcij med antagonisticnimi agensi in patogenimi
organizmi. Bioti¢no varstvo, kot hitro razvijajo¢a se disciplina, predstavlja s svojimi
prednostmi in pomanjkljivostmi mozno alternativo danes mnozi¢no uporabljenim
kemi¢nim fitofarmacevtskim sredstvom. Ta so lahko v previsokih odmerkih okolju
neprijazna in Skodljiva ter bi utegnila ogrozati zdravje potrosnikov.

Mikroorganizmi, ki se jih uporablja kot bioti¢ne agense, so del naravno prisotne
mikroflore in so splo$no znani kot varni ljudem in Zzivalim. Njihove prednosti so
predvsem: biorazgradljivost, prijaznost do okolja, specificno delovanje na ciljne
organizme, enostavna genetska modifikacija, moznost razvoja v komercialne namene in
manjsa verjetnost za pojav odpornosti pri patogenu. Po drugi strani je njihova uporaba
v naravi omejena, saj so mikrobni bioti¢ni agensi obcutljivi na neugodne vremenske
pogoje (vro¢ina, mraz, ekstremna suhost). Poleg tega je njihova bioticna aktivnost
manjSa v primerih, ko so patogeni Zze okuzili rastline (Droby in sod., 1993).
Neucinkovitost bioti€nega varstva se pojavi v primeru uporabe bioti¢nega agensa zunaj
lastne ekoloske niSe. Le-ti so povezani z njihovo ucinkovitostjo in sposobnostjo
delovanja. Talnim glivam je npr. omejena sposobnost bioti¢ne aktivnosti na nadzemnih
rastlinskih organih (filosfera) zaradi UV sevanja, izpostavljenosti son¢ni svetlobi, mrazu
in drugim vremenskim pogojem. Zato imajo lahko bioti¢ni agensi, adaptirani na
filosfero, prednost pred tistimi, ki niso prilagojeni na razmere na povr§ju rastline
(Leibinger in sod., 1997).

Rastlinski voski predstavljajo ekstremno neugodno okolje, saj sestojijo iz terpenoidov in
n-alkanov, ki lahko delujejo fungistati¢no ali fungicidno. Vecina rastlinskih patogenih
organizmov na voskih ne raste, vosek pa lahko naseljuje nepri¢akovano veliko Stevilo
specializiranih epifitskih gliv, ki pa so slabo poznane ali Se neopisane. Le-te na povrsju
sadezev, npr. na jabolkih, povzrofajo temne madeZe in jih zato imenujemo glive
sajavosti in musje pegavosti (glive SBFS). Glive SBFS ne povzro¢ajo gnitja plodov,
vendar pa zaradi pojava temnih zabarvanj zmanjSujejo trzno vrednost pridelka
(Williamson in Sutton, 2000).
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Glive SBFS so navzoce na povrsju zrelih plodov jablane, najdemo jih pa tudi na listih,
steblih ter plodovih mnogih drugih rastlinskih vrst. Na povrs§ju substratov se lahko
razvijejo kolonije razli¢nih gliv SBFS, ki ponavadi mejijo druga na drugo. Nekatere
vrste gliv SBFS so sposobne ostro omejiti svoja obmoc¢ja rasti od drugih. Predpostavljali
smo, da medsebojno vplivajo druga na drugo bodisi neposredno z antibiozo ali posredno
preko tekmovanja za hranila.

Na osnovi opazenih antagonisti¢nih interakcij med glivami SBFS na povrS§ju substratov
smo raziskovali uporabo gliv SBFS za namene bioti¢nega varstva rastlin pred
patogenimi glivami. V in vitro pogojih smo testirali antagonisti¢ne sposobnosti izbranih
gliv SBFS proti pomembnim rastlinskim patogenom, kot so: jablanov $krlup Venturia
Botrytis cinerea (B. cinerea) ter antraknoza Colletotrichum fioriniae (C. fioriniae).
Izolat glive Microcyclospora tardicrescens je pokazal najveéji antagonisti¢ni potencial
proti patogeni glivi C. fioriniae, zato so nadaljnja testiranja potekala v smeri izolacije in
identifikacije tistih sekundarnih metabolitov, ki so povzrocili inhibicijo rasti patogene
glive C. fioriniae.

Cilji doktorske disertacije

1. Osamiti glive iz kompleksa SBFS, ki pri medsebojni interakciji oblikujejo
demarkacijske cone, v ¢&istih kulturah in jih taksonomsko in filogenetsko
okaraktizirati.

2. lzolirati tiste SBFS glive, ki izkazujejo inhibitorne uéinke proti drugim SBFS
glivam ter testirati njihove antagonisti¢éne sposobnosti proti izbranim patogenim
glivam.

3. Preuciti vpliv glivnih ekstraktov na kalitev trosov patogene glive in fitotoksi¢ne
ucinke ekstraktov na listih.

Delovne hipoteze

1. Predvidevamo, da SBFS glive izlo¢ajo v okolje sekundarne metabolite, ki lahko
inhibirajo rast drugih gliv.

2. Predvidevamo, da bo identifikacija teh sekundarnih metabolitov pokazala
njihovo uporabnost pri zatiranju in preprecevanju rastlinskih bolezni.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 GLIVE SBFS

Prva gliva, povzrociteljica SBFS je bila opisana na plodu jablane na zacetku 19. stoletja.
Schweinitz (1832) je menil, da sindrom SBFS povzro¢a le ena gliva - Dothidea
pomigena. Slabo desetletje pozneje je Colby (1920) odkril dve povzroditeljici:
Leptodontirium pomi, povzrociteljico musje pegavosti, in Gloeodes pomigena,
povzrocditeljico sajavosti. V naslednjih desetletjih so bile raziskave usmerjene predvsem
Vv preucevanje razlicnih fenotipskih oblik sajavosti in musje pegavosti, zato so bile do
leta 1997 identificirane zgolj 4 vrste gliv povzrociteljic sindroma SBFS.

Opisovanje novih vrst ni bilo v ospredju, posvetili so se bolj definiranju razli¢nih
fenotipskih micelijskih tipov: razvejan (ang. ramose), pik¢ast (ang. punctate), razpokan
(ang. rimate), sajast (ang. fuliginous) in brazdasto satjast (ang. ridged honeycomb)
(Groves, 1933; Batzer in sod., 2005). Ime Gloeodes pomigena je za glive sajavosti
ostalo v rabi do 90-tih let prejSnjega stoletja, ko so raziskovalci v Severni Karolini
popisali tri nove vrste povzrociteljic sajavosti, in sicer Geastrumia polystigmatis (G.
polystigmatis), Leptodontium elatius (L. elatius) in Peltaster fructicola (P. fructicola)
ter tudi novo vrsto povzroditeljice musje pegavosti (Zygophiala jamaicensis (telomorf
Schizothyrium pomi)) (Johnson in sod., 1994; Johnson in sod., 1997). Te &tiri vrste so
veljale za povzrociteljice SBFS do leta 2005, ko je bilo ugotovljenih priblizno 30 novih
vrst gliv SBFS iz zbirke izolatov iz ZDA. Morfoloskim $tudijam so pri identifikaciji
dodali molekularne analize ribosomske DNA, in sicer regije notranjega prepisovalnega
distan¢nika (ITS) in regijo 28 S velike ribosomalne podenote (LSU) (Batzer in sod.,
2005). Obsirno vzorCenje in uporaba molekulskih metod sta pozneje privedla do
prepoznavanja priblizno 50 novih vrst gliv na obmo¢ju Severne Amerike, vendar je bila
vecina izmed njih le preliminarno identificirana (Batzer in sod., 2005). Danes poznamo
ze ve¢ kot 60 vrst gliv SBFS. Vecino so odkrili v ZDA, vse ve¢ vrst pa najdejo in
identificirajo tudi v drugih drzavah (Diaz Arias in sod., 2010). Raziskave se priblizujejo
skupni oceni, da pripadajo glive SBFS vec¢inoma redu Capnodiales (Batzer in sod.,
2005; Diaz Arias in sod., 2010; Frank in sod., 2010; Gleason in sod., 2011).

Sindrom gliv SBFS se pojavlja v predelih z visoko zra¢no vlago (Batzer in sod., 2008).
Na SBFS naletimo predvsem na povr§ju zrelih plodov, pa tudi na listih in steblih.
Glavnina do sedaj opisanih povzrociteljic SBFS je bila izolirana iz povrsja zrelih plodov
jabolk, zasledili pa so jih tudi pri drugih sadnih vrstah (hruska, banana, pomaranca,
papaja, kaki ter pri drugih gojenih in samoniklih rastlinskih vrstah) (Williamson in
Sutton, 2000). Glive naseljujejo le voskasto kutikulo in ne prodirajo globlje v plod
(Johnson in sod., 1997). Bolezen povzroca madezZe, zaradi katerih postane sveze sadje
neprimerno za prodajo (Belding in sod., 2000; Batzer in sod., 2002, 2008). Ceprav
povzrociteljice SBFS niso zdravju skodljive, se trzna vrednost sadja zmanjsa tudi za 90
% (Williamson in Sutton, 2000; Batzer in sod., 2002). Bolezen povzroca najvecjo
gospodarsko Skodo pri pridelavi in prodaji jabolk, zato je razumljivo, da je bila ve¢ina
opisanih povzrociteljic SBFS izolirana iz povrsja zrelih plodov jabolk (Gleason in sod.,
2011).
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2.1.1 Ekologija gliv SBFS

Na pojav sajavosti vplivajo temperatura, stopnja relativne zra¢ne vlaznosti (RZV) in
koli¢ina padavin (Sutton in Sutton, 1994). Sharp in Yoder (1985) sta dokazala pozitivno
korelacijo med trajanjem visoke RZV in pojavom sajavosti. Ugotovila sta, da je za
nastanek sajavosti potrebnih med 50 do 100 ur pri 95 % relativni zra¢ni vlaznosti (Sharp
in Yoder, 1985).

Sutton in Sutton (1994) sta odkrila, da razlicni micelijski tipi povzrociteljic SBFS
razli¢no reagirajo na koli¢ino padavin, stopnjo RZV in temperaturo. Prva sta dokazala,
da pojavnost in stopnja okuzenosti plodov variira glede na okoljske pogoje. Stopnja
okuzenosti pikastega tipa se je namre¢ zmanjSala z zvisanjem temperature, z ve¢anjem
Stevila ur izpostavljenosti visoki RZV pa sta se pojavnost in stopnja okuzenosti
povecali. Pri razvejanem tipu sta se povecali z zviSanjem temperature ter koliine
padavin, medtem ko je vpliv stopnje RZV variiral. Niti temperatura niti stopnja RZV pa
nimata bistvenega vpliva na razvoj sajastega micelijskega tipa.

Stopnja okuzenosti in pojavnosti razpokanega tipa ima Sibko negativno korelacijo s
temperaturo in $ibko pozitivno korelacijo s stopnjo RZV. Raziskovanje gliv sajavosti je
potekalo tudi in vitro. Johnson in Sutton (2000) sta dokazala, da glivi P. fructicola in L.
elatius tudi v in vitro okolju reagirata razli¢no na vplive temperature in stopnje RZV. Za
rast micelija glive P. fructicola je bilo optimalno okolje med 12 in 24 °C, za L. elatius
pa med 16 in 28 °C. Pri 88 % relativni zra¢ni vlaznosti ni rasla nobena izmed gliv,
medtem ko so v intervalu od 95 % do 88 % zra¢ne vlaznosti meritve pokazale
inhibitoren ucinek. Sporulacija na parafilmu je bila najvecja pri 97 do 99 % stopnji RZV
(Johnson in Sutton, 2000). Trosi glive L. elatius so kalili pri ve¢jem temperaturnem
razponu (12 do 32 °C) kot trosi glive P. fructicola (12 do 24 °C), a trosi L. elatius so bili
bolj obcutljivi na nizjo relativno vlaznost kot trosi glive P. fructicola. Slednji so vzklili
tudi pri manj kot 95 % stopnji RZV, medtem ko so meritve pokazale, da so trosi L.
elatius pri 93 % in 95 % vlaznosti kalili le v manjsem obsegu (Johnson in Sutton, 2000).
Batzer in sod. (2010) porocajo o Sestih vrstah SBFS gliv (Dissoconium aciculare,
Colletogloeum sp. FG2, Peltaster sp. PD2, Sybren sp. CS1, Psevdocercosporella sp.
RH1, P. fructicola). Njihova optimalna rast je med 20 in 25 °C, med 10 in 15 °C rastejo
pocasneje, nobene rasti pa ni bilo zaznati med 30 in 35 °C.

Raziskovali so tudi vpliv razli€nih koncentracij jabol¢nega soka na morfologijo kolonij
gliv v in vitro poskusu. Jabol¢ni sok z 0,6 % fruktoze, 0,25 % glukoze in 3 % saharoze
so filtrirali ter sterilizirali, ga dodali k ohlajenemu gojis¢u v odmerkih 0; 0,01; 0,05 in
0,5 % (Batzer, 2010). Ti odmerki predstavljajo razpon koncentracij sladkorjev zaznanih
na kutikuli zrelega ploda jabolka (Wrona in Grabowski, 2004). Razlike v dodanih
odmerkih jabol¢nega soka so bile jasno razvidne, kazale so se kot spremembe v barvi
kolonije, ob tem da so bile nekatere vrste gliv bolj obcutljive na spremembe v
koncentraciji jabol¢nega soka kot druge (Batzer, 2010).
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Belding in sod. (2000) porocajo, da glive sajavosti rastejo samo na kutikuli plodu in da
ne prodirajo v epidermalne celice skozi kutikulo.. Za rast in razmnozevanje teh gliv
morajo biti prisotne na kutikuli vse hranilne snovi. Epifitsko rast gliv lahko omogocajo:

> sestave kutikule (na primer vosek ali kutin),

> zunanji viri: snovi iz okolja, ki se naknadno prilepijo na kutikulo,

> notranji viri: izlo¢ene snovi iz ploda, ki prodirajo skozi kutikulo na povrsje, in
so odvisne od prepustnosti kutikule.

Wrona in Grabowski (2004) sta ¢as nastanka SBFS madezev ali bolezenskih znamenj,
ki jih povzrofata P. fructicola in Phialophora sessilis, povezala s povefanjem
koncentracije na kutikuli prisotnih sladkorjev. Meritve so izvajali tri zaporedne sezone
(med junijem in oktobrom) z naslednjimi parametri: delez sladkorja v jabol¢nem soku,
pH jabol¢nega soka ter koncentracija fruktoze in glukoze na kutikuli. Istocasno so
ocenjevali tudi razsirjenost okuzb na plodu: na 14 dni so iz 50 dreves naklju¢no odvzeli
25 jabolk in popisali njihove stopnje okuzb.

Wrona in Grabowski (2004) sta dokazala, da na rast gliv povzrociteljic sajavosti vpliva
prisotnost sladkorjev na kutikuli jabolka. Prvi madeZi so se pojavili pri koncentraciji
fruktoze in glukoze na kutikuli 0,37 mg/dl, pri 10,1 % delezu sladkorja v jabol¢nem
soku in pH jabolénega soka 4,4. Pri nadaljnjih meritvah se je delez sladkorjev bistveno
poveceval tako v soku kot tudi na kutikuli. Vzrok temu je bila sprememba pH
jabol&nega soka. Ze Tetlov in Mathew (2004) sta odkrila, da pri vrednosti pH okoli 4,0
bistveno naraste aktivnost encima beta amilaze, ki povzroca razgradnjo kompleksnih
sladkorjev v glukozo in fruktozo. Delovanje tega encima je ob ustrezni vrednosti pH
(okoli 4,0) povzrocilo, da je koncentracija glukoze in fruktoze v obdobju, ko so se
pojavili prvi simptomi (med 30. julijem in 15. avgustom), narasla ne le v plodu, ampak
tudi na kutikuli (Wrona in Grabowski, 2004).

Schreiber (2001) dokazuje odvisnost koncentracije sladkorjev od okoljskih vplivov
(stopnja RZV, temperature) in od pH kutikule. Vi§ja stopnja RZV in temperature
povzroca vecjo prepustnost kutikule in s tem vi§jo koncentracijo sladkorjev na njej. Na
prepustnost vplivajo tudi sami mikroorganizmi, saj tvorijo ionizirane karboksilne
skupine, ki znizujejo pH kutikule. S tem pa se poveca prepustnost kutikule za vodo in v
njej razstopljenih hranil (Knoll and Schreiber 1998).

Wrona in Gleason (2005) sta na kutikuli zaznala aminokisline. Pri glivi P. fructicola je
klitje trosov povzrocila 0,1 % koncentracija fruktoze in glukoze; za razvoj micelija pa
so bile potrebne aminokisline.

Naso in Kunoh (1987) sta z elektronskim mikroskopom (SEM) preucevala rast glive Z.
jamaicensis na kutikuli jabolk, hrusk, japonskih kakijev in papaji podobnega tropskega
sadeza »pawpaw«. Belding in sod. (2000) so prav tako uporabili elektronski mikroskop
za opazovanje rasti gliv Z. jamaicensis in Peltaster fructicola na kutikuli jabolk. V obeh
Studijah so ocenili, da je gliva Z. jamaicensi ob hifah raztapljala voskaste kristale
(vosek). Rast hif je potekala znotraj kutikule, medtem ko je gliva Peltaster fructicola
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rasla le na povrsju, raztapljanja kutikule pa ni bilo zaznati (Belding in sod., 2000).
Njihove raziskave so dokazale, da glive sajavosti za osnovni vir ogljika ne izkori$¢ajo
epikutikularnih voskov ali aminokislin, temve¢ bolj verjetno sadne izcedke. Tako so
Nasu in Kunoh (1987) ter Belding in sod. (2000) ugotovili, da glive SBFS hranilne
snovi pridobivajo iz jabol¢nega voska ali iz hranil, ki iz ploda penetrirajo skozi
kutikulo. Nadalje so Belding in sod. (2000) glivi P. fructicola in Leptodontidium elatius
kultivirali v petih razli¢nih ¢istih spojinah, epikutikularnih komponentah jabol¢nega
voska: heksakozanol, lignocerilni alkohol, nonakosan, oktakozanol in ursolna kislina.
Nobena izmed gliv ni rasla, ¢e ni bil dodan razredcen jabolcni sok. Na podlagi tega so
zakljucili, da so hranila, ki iz plodu prodirajo skozi kutikulo, osnovni vir hrane za glive
SBFS.

2.2  GLIVICNE BOLEZNI SADNEGA DREVIJA

Pomemben omejitveni dejavnik v sadjarstvu so gliviéne bolezni. ZmanjSujejo pridelek
in kakovost sadja ter povzrocajo izgubo trzne vrednosti v ¢asu njegovega skladisc¢enja.
Veliko gospodarsko $skodo v ¢asu dozorevanja plodov v vecini sadovnjakov povzroca
jablanov skrlup (Venturia Inaequalis), medtem ko sta modra (Penicillium expansum) in
siva plesen (Botrytis cinerea) najpomembnejsi skladis¢ni bolezni peckatega sadja.

2.2.1 Jablanov Skrlup (Venturia inaequalis)

Andrews in sod. (1983) so testirali antagonisti¢éne ucinke filosfernih mikrobov na V.
inaequalis in nato izbrali glivo Chaetomium globosum (C. globosum) kot morebitnega
bioti¢nega kontrolnega agensa. V dvoletnem poskusu v nasadu so Cullen in sod. (1984)
v rastni sezoni poskropili listje jablan z glivo C. globosum in ugotovili le delno
zmanj$anje okuzb s Skrlupom. Isto strategijo je pred okuzbo listov uporabil tudi Burr in
sod. (1996). Zatiranje glive V. inaequalis na listju je tezavno zaradi dolgotrajnega
razvoja patogena na listju in plodovih in zaradi neugodnih razmer za ohranitev aktivne
populacije nanesenih antagonistov (Burr in sod., 1996).

2.2.1.1 Gostitelj jablanovega Skrlupa

Gliva V. inaequalis okuzuje jablano, samonikle jabolke, glog, okrasne rastline iz rodu
Malus, japonsko ne$pljo in druge rastline. Ve¢jo skodo povzroca le pri rastlinah iz rodu
Malus. Obcutljivost na okuzbo z jablanovim Skrlupom se lahko razlikuje med sortami
jablan, vendar z izjemo novih kultivarjev nanjo ni odporna nobena sorta (Agrios, 2005).

2.2.1.2 Bolezenska znamenja jablanovega Skrlupa

Najbolj ocitna bolezenska znamenja se kazejo kot pege na listih in plodovih, manj
pogosto pa na poganjkih. Jakost bolezenskih znamenj se lahko razlikuje, glede na
obcutljivost sorte jablane in izolata glive V. inaequalis. Gliva okuzi obe strani listov,
vendar so pege obicajno bolj o¢itne na zgornji (adaksialni) povrsini lista. Barva peg je
olivno-zelena ali rjavo-¢rna. Zameten videz peg je posledica obilne tvorbe trosonoscev
in trosov na okuzenem tkivu. V tem casu gliva unici listno tkivo znotraj pege. Pega je
izbocena nad povrsje lista, rahlo nagubana in jo na tej stopnji zlahka prepoznamo. Ob
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odprtju cvetnih popkov postanejo mladi listi¢éi dovzetni za okuzbo z jablanovim
Skrlupom. Kutikula plodov na podroc¢ju peg opluteni, s ¢imer se prepreci izgubo vilage iz
plodu (Slika 6). Okuzbe zgodaj Vv rastni dobi lahko uni¢ijo mlado meristemsko tkivo
pod kutikulo plodu, kar povzro¢i njihovo neenakomerno rast in deformiranost (Agrios,
2005).

2.2.1.3 Razvojni krog jablanovega Skrlupa

Gliva V. inaequalis ima v svojem razvojnem krogu dve fazi. Saprofitska faza poteka v
odpadlem okuzenem listju. Gliva tvori pozimi na odmrlem listju psevdotecije, v katerih
se razvijejo askusi z askosporami. Psevdoteciji so drobna rjavo-¢érna vréasta trosiscéa, Ki
segajo nad odmrlo povrhnjico odpadlih listov. So hruskaste oblike in imajo na vrhu
odprtino (ostiolum). Znotraj vsakega psevdotecija se tvori od 50 do 100 askusov. V
vsakem askusu je 8 dvoceli¢nih askospor. Spomladanske okuzbe, ki jih povzrocajo
askospore, imenujemo primarne okuzbe (Agrios, 2005).

Prve zrele askospore bruhajo iz trosi$¢ ob ¢asu odpiranja cvetnih popkov. Askospore v
peritecijih ne dozorijo hkrati, zato se bruhanje askospor lahko nadaljuje od 3 do 5
tednov po cvetenju. Veter jih raznese od vira primarne okuzbe Vv razdalji 100 do 200 m.
Askospore pristanejo na obcutljivih zelenih tkivih in povzro¢ijo okuzbo (primarno
okuzbo) le v primeru, ¢e so listi dovolj ¢asa mokri. Potreben ¢as omocenosti listja pri
posameznih temperaturah sta raziskovala ameriska fitopatologa Mills in La Plante in na
tej podlagi sestavila tabelo, s katero se lahko napove ¢as okuzbe in predvidi ustrezen ¢as
Skropljenja (Agrios, 2005).

Parazitska faza zivljenja glive nastopi z okuzbo, ko infekcijska hifa askospore prodre v
povrhnjico in za¢ne micelij rasti ter tvoriti tanko subkutikularno stromo. Priblizno 8 do
15 dni po okuzbi trosonosci anamorfne faze glive Spilocaea pomigena prebijejo
povrhnjico in tvorijo velike koli¢ine trosov (konidijev), imenovanih tudi sekundarni
inokulum, in se §irijo z dezjem na druge liste ali majhne plodove v razli¢nih razvojnih
fazah ter povzrocajo sekundarne okuzbe. Vsaka sekundarna okuzba bo nato proizvajala
ve¢ generacij trosov. Hitro in ponavljajoCe se nespolno razmnoZevanje zagotavlja
patogenu, da doseze in poskoduje najve¢jo mozno koli¢ino listov in tako zmanjSa
fotosintetsko aktivnost. Vlaznost in temperatura sta najpomembnejSa dejavnika pri
uravnavanju dozorevanja pseudotecijev, bruhanju askospor in pri kalitvi askospor ter
konidijev (Agrios, 2005).
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Slika 1: Razvojni krog glive V. inaequalis (Carisse in Jobin, 2006)
Figure 1:  Disease cycle of V. inaequalis (Carisse and Jobin, 2006)

Legenda: 1 - Zreli psevdoteciji bruhajo askospore (primarni inokulum), 2 - Askospore povzrocajo
primarne okuzbe na listih in plodovih, 3 - Tvorba konidijev na $krlupni pegi (nespolna faza), 4 - Sirjenje
konidijev, ponovne okuzbe listov in plodov (sekundarni inokulum), 5 — Zacetek spolnega razvojnega
cikla v odpadlem listu (spolna faza), 6 - Prezimitev glive v nezrelem psevdoteciju.

Legend: 1 - Ripe pseudothecium disseminating ascospores (primary inoculum), 2 - Ascospores causing
primary infections on (leaves and apples), 3 - Conidia produced on scab lesions (imperfect stage), 4 -
Conidia disseminating to infect more leaves and apples (secondary inoculum), 5 -Two different mycelia
mating within dead leaf (perfect stage), 6 - Overwintering of the fungus as immature pseudothecia.

2.2.2 Grenka sadna gniloba (Colletotrichum spp.)
2.2.2.1 Pomen bolezni

Bolezen povzrocajo glive iz rodu Colletotrichum. Rod vkljucuje ve¢ patogenih gliv,
povzrociteljic Stevilnih gospodarsko pomembnih bolezni na razlicnih lesnatih in
zelnatih rastlinah. Raz$irjene so v zmernem, tropskem in subtropskem pasu, kjer
prizadenejo Stevilne sadne vrste, vrtnine in zita. Visoka gospodarska Skoda nastaja zlasti
pri sadnih vrstah z visoko trzno vrednostjo, kot so jagode, mango, citrusi, avokado in
banane, pa tudi pri pridelavi kavnih zrn, sladkornega trsa in sirka. Na osnovi njihovega
znanstvenega in gospodarskega pomena jih uvrsé¢ajo med najpomembne;jse fitopatogene
glive na svetu (Dean in sod., 2012).

2.2.2.2 Bolezenska znamenja grenke sadne gnilobe

Vrste iz rodu Colletotrichum povzro¢ijo znacilna bolezenska znamenja, imenovana
antraknoza, z znacilnim udrtim nekroticnim tkivom, Kkjer nastajajo oranzne mase
konidijev. Bolezenska znamenja se lahko razvijejo $e pred obiranjem, v Casu zorenja
plodov, ali pa na obranih plodovih v skladiS¢u. Zaradi sposobnosti povzrocanja
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latentnih okuZzb sodijo te glive med najpomembnejSe povzroditeljice skladis¢nih
bolezni. Prizadenejo predvsem nadzemne rastlinske dele, vendar pa so lahko okuzeni
tudi podzemni organi (Freeman in sod., 1998).

2.2.2.3 Zivljenjski cikel grenke sadne gnilobe

Na okuzenih plodovih se v trosi§¢ih (acervuli) razvijejo velike mnozine trosov. Trosi se
z vodnimi kapljami raznesejo na Se nedozorele plodove, kjer kalijo, tvorijo apresorije in
opravijo okuzbe. Pri veCini sadnih vrst se patogen tekom zime ohrani na odmrlih
okuzenih poganjkih ter v specih brstih v obliki micelija in apresorijev. Spomladi se na
teh delih razvijejo trosisca s trosi, ki izvrSijo primarno okuzbo mladih tkiv. Trosi, se
pozneje med rastno dobo razvijejo na okuzenih rastlinskih delih, in sluZijo kot vir kuzila
za sekundarne okuzbe plodov. Sklepa se, da lahko patogen preZivi in se reproducira
epifitsko ali endofitsko, podobno kot v primeru epifitskega nekrotroficnega
Zivljenjskega kroga (Peres in sod., 2005).

vvvvv

Glive iz rodu Fusarium so razsirjeni patogeni koruze in malih zrnatih zit (mehka in trda
pSenica, je¢men, oves, 17 in tritikala) v vseh obmogjih sveta. Fuzarioza klasov psenice je
ena od najpomembnejsih bolezni zit in je povezana z ve¢ vrstami gliv iz rodu Fusarium,
vkljuéno s Fusarium graminearum (telomorf: Gibberella zeae), Fusarium culmorum,
prav tako Fusarium poae, Fusarium avenaceum (F. avenaceum), Fusarium
sporotrichoides in Microdochium nivale. Gliva F. avenaceum (Nectriaceae, Gibberella

vvvvv

vvvvv

vvvvv
vvvvv

vvvvv

tudi pri drugih sortah, kot sta na primer Fuji in Jonagold (Schroers in sod., 2008).

Okuzbe z glivo F. avenaceum predstavljajo gospodarski problem za pridelovalce jabolk
in ogrozenost za ljudi in zivali. Gliva F. avenaceum tvori v ¢asu Sirjenja gnilobe velike
koli¢ine mikotoksinov, ki predstavljajo potencialno tveganje za potros$nike jabolk in
njenih predelanih proizvodov. Z optimizirano metodo masne spektrometrije so
identificirali 13 metabolitov glive F. avenaceum, med njimi na primer moniliformin
(Serensen in sod., 2009). Nekaj let pozneje so tudi v drugih evropskih drzavah
identificirali glivo F. avenaceum kot povzroditeljico te bolezni.

vvvvv

vvvvv
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Hrvaski rezultati so podobni poro¢ilu iz Slovenije (Schroers in sod., 2008) in Gr¢ije
(Konstantinou in sod., 2011), le da na Hrvaskem (Sever in sod., 2012) porocajo o

vvvvv

vvvvv

medtem ko slovenska studija in italijansko prvo poroc€ilo opisujeta Samo vrsto F.
avenaceum.

2.3 BIOLOSKA KONTROLA BOLEZNI SADJA
2.3.1 Vir in tipi bioti¢nih agensov

Mikroorganizmi se pojavljajo v razli¢nih habitatih. Na rastlinah jih najdemo na povrsju
korenin, stebel, listov, cvetov in plodov. Za opis mikroorganizmov na doloceni
rastlinski povrs$ini se uporabljajo razlicna imena. Termina kot sta rizosfera in filosfera
opredeljujeta mikrofloro, ki jo najdemo na specificnih delih rastlin, v tem primeru na
koreninah in na listih. 1zolacija in identifikacija teh mikrobov ter ovrednotenje njihovih
antagonisti¢nih lastnosti proti rastlinskim patogenom potencialno predstavlja veliko
Stevilo bioti¢nih agensov (Kapooria, 2007).

Baker in Cook (1974) cit. po Zhou in sod. (2007) sta predlagala, da je treba antagoniste
iskati tam, kjer so patogeni prisotni oziroma na mestu, kjer se bolezen za¢ne razvijati, a
se ne razvije v polnem razmahu. Pozneje so mnogi raziskovalci iz zdravih plodov
izolirali ekolosko sprejemljive organizme =z antagonisticnim delovanjem proti
patogenom sadja. Preglednica 1 prikazuje izbrane bioti¢ne agense in nacin ter mesto
njihove aplikacije za nadzor glivi¢nih bolezni na jablanah. Izbrani bioti¢ni agensi za
nadzor sadnih bolezni so bakterije, kvasovke, filamentozne glive in kvasovkam
podobne glive.

Preglednica 1: Biokontrolni agensi, njihova aplikacija pri zatiranju glivi¢nih bolezni pri jablanah (Zhou

in sod., 2007)
Table 1:  Biocontrol agents, application in control of fungal diseases on apples (Zhou et al., 2007)
Habitat Mesto Cas Koncen-
Patogen Bioti¢ni agens  bioti¢ne - Metoda delo_ " inokulacije tracija Vir
ga agensa vanja
Penicillium  Aureobasidium
expansum pullulans
107 celic
Botrytis Rhodotorula = kvasovk/ml | ejbinger
cinerea glutinis Povisina gy ropljenje  Sades ped in sod.,
—  jabolk obiranjem 1997
Pezicula Bacillus subtilis 10° celic
malicorticis bakterij/ml
Penicillium Candida sake Povrsina Skropljenje/ N Pr?d . 3x10° Teixido in
CPA-1 . : Sadez  obiranjem
expansum jabolk Pomakanje PO obirani CFU/mI sod., 1999
0 obiranju ;
- Candida sake . - 1,6x10" ali .

Penicillium Povrsina Potapljanje/ y . ' 5 Usall in
expansum CPA-L jabolk Oblivanje Sadez  Po obiranju 1,6 x10 sod., 2001

CFU/mI

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 1: Biokontrolni agensi, njihova aplikacija pri zatiranju glivicnih bolezni pri
jablanah

Habitat Mesto Cas Koncen-
Patogen Bioti¢ni agens  bioti¢ne - Metoda delo- . - > Vir
. inokulacije tracija
ga agensa vanja
Chaetomium Zacetek v

. globosum PovrSina 5 aprilu v eno 6 .
Yenturla_ Aureobasidium listov Skropljenje Sadez dodvo 10 Cullen in
inaequalis . trosov/ml sod.,1984

pullulans jablane tedenskem
intervalu
Cryptococcus
- infirmo-
Penicillium miniatus YY6 . Oblivanje/ g 1 Chand-
expansum PovrSina o y N 4x10° celic Goyal in
- Cryptococcus . linijsko Sadez  Po obiranju
Botrytis " hrusk . - kvasovk/ml  Spotts,
. laurentii HRA5 Skropljenje
cinerea 1997
Rhodotorula
glutinis HRB6
Botrytis Metschnikowia
cinerea pulcherrima
Penicillium Povrsina - N A 4x10 celic _Spadaro
expansum . Pomakanje Sadez  Po obiranju in sod.,
. jabolk kvasovk/ml
Alternaria 2002
sp.
Monilia sp.

. . Odpadli 5 L
Venturia Microsphaerops ;. 5 e Padlo . 4,5x10 Carisse in
. . - listi Skropljenje - Jeseni
inaequalis is sp. jablane listje trosov/ml sod., 2000

2.3.1.1 Bakterije

Najbolj znana primera bakterij za zatiranje skladis¢nih gliviénih bolezni  sta
Pseudomonas syringae (P. syringae) izolata ESO-10 in ESO-11 (Janisiewicz in Jeffers,
1997), ki predstavljata osnovo biofungicida Bio-Save (EcoScience Corp., ZDA), in se
uporabljata za varstvo plodov peckatega in kosciCastega sadja. Bakterija P. syringae
MA-4, izolirana iz listov jablane, je bila u¢inkovita proti skladis¢nima patogenoma P.
expansum, povzocitelju jablanove modre plesni, in B. cinerea, povzrocitelju sive plesni
(Zhou in sod., 2002). Poleg vrste P. syringae pa je ucinkovit bakterijski bioti¢ni agens
proti povzrociteljem jabol¢ne gnilobe po obiranju tudi Bacillus subtilis (B. subtilis)
(Leibinger in sod., 1997).

2.3.1.2 Kvasovke

Poleg bakterij so se tudi kvasovke izolirane iz povrsja sadja izkazale kot dobri bioti¢ni
agensi. Za namen bioti¢nega varstva rastlin se uporablja ve¢ vrst kvasovk iz rodu
Candida. Candida oleophila (C. oleophila) izolat 1-182 je biokontrolni agens v
pripravku Aspire (Ecogen, INC, ZDA in lIzrael). Uporablja se za zatiranje sive in zelene
plesni na citrusih in peckatem sadju. Kvasovki C. guilliermondii in C. saitoana sta
ucinkoviti pri nadzoru skladis¢nih bolezni (Wisniewski in sod., 1991).

Aurebasidium pullulans je zelo pogosta v filosferi in je edina kvasovkam podobna gliva

poznana kot bioti¢ni kontrolni agens na sadju v zmernih podnebnih podro¢jih. Ve¢
izolatov A. pollulans uc¢inkovito zavira patogene glive na jabolkih, ¢e$njah, jagodah in
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namiznem grozdju. V to skupino patogenih gliv spadajo B. cinerea, P. expansum in V.
inaequalis (Ippolito in sod., 2000).

2.3.1.3 Filamentozne glive

Nitaste glive se kot bioti¢ni agensi pogosto uporabljajo pred obiranjem za zatiranje
bolezni sadja v zmernih podnebnih podroc¢jih. Bakterije in kvasovke se veCinoma
uporabljajo za nadzor bolezni po obiranju. Primeri gliv, ki so ucinkovite proti
pepelovkam na jablani, vinski trti in jagodah so Ampelomyces quisqualis (A.
quisqualis), Sporothix fliocculosa sinonim Pseudozyma fliocculosa (P. fliocculosa) in
Tilletiopsis spp. (Grove in Boal, 1997). Biofungicid AQ10 je bil razvit na podlagi glive
A. quisqualis, P. fliocculosa pa je osnova biofungicida Sporodex. Pri zatiranju
jablanovega Skrlupa se v rastni dobi uporablja bioti¢no kontrolni agens Chaetomium
globosum, kar povzro¢i zmanjSevanje sekundarnih okuzb z glivo V. inaequalis
(Andrews in sod., 1983). Jesenski nanos Athelia bombacina in Microshaeropsis
ochracea je ucinkovit pri zmanjSevanju spomladanskega primarnega inokuluma V.
inaequalis, s ¢imer se zmanjSa pojavnost jabol¢nega Skrupa (Carisse in Dewdeney,
2002).

2.3.2 Mehanizmi antagonisti¢nega delovanja

Antagonisti¢no delovanje je posledica razli¢nih tipov interakcij med organizmi, pri
¢emer prisotnost dolo¢enih organizmov, poimenovanih bioti¢ni kontrolni agensi, deluje
antagonisti¢no na patogeni organizem, s katerim vstopajo V razli¢ne interakcije. Bioti¢ni
agensi uporabljajo pri nadzorovanju bolezni rastlin razlicne mehanizme, ki jih
razvrs¢amo v neposredne in posredne mehanizme antagonisti¢nega delovanja (Krishma
in McSpadden, 2006).

2.3.2.1 Neposredni antagonizem

Neposredni antagonizem lahko, glede na mehanizem delovanja, razvrstimo v dve
skupini. V prvo skupino uvrs¢amo mehanizme, ki za svoje delovanje zahtevajo kontakt
med antagonistom in patogenim organizmom. Ta kontakt imenujemo mikoparazitizem.
V drugo skupino pa uvrS§¢amo mehanizme, ki delujejo na daljavo. Primeri teh
mehanizmov so tekmovanje za hranila in prostor, tvorba antibiotikov in toksinov in
izlo¢anje encimov, ki negativno vplivajo na razvoj patogena (Krishma in McSpadden,
2006).

Mikoparazitizem

Mikoparazitizem je najbolj neposredna in najbolj raziskana vrsta antagonizma. Obstaja
ve¢ oblik zdruzenj z neposrednim kontaktom med antagonisticno in patogeno glivo.
Nekateri mikoparaziti, na primer vrste iz rodu Arthrobotrys, uni¢ijo patogeno glivo
Rhizoctonia solani z neposrednim hifnim prepletom. Drugi mikoparaziti, na primer
glive iz rodov Trichoderma in Gliocladium spp. prodrejo v hife gostiteljskih gliv s
kombinacijo mehanskega pritiska preko apresorija, specializiranih hifnih struktur, in

12



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

delovanjem liti¢nih encimov, ki deloma razgradijo celi¢no steno gostiteljske glive in s
tem olajSajo penetracijo (Pal in sod., 2006).

Mikroparazitske glive, ki vstopajo v celice gostiteljskih gliv, so invazivne nekrotrofne
glive. Nectria inventa je invazivna vrsta, napada trose, vegetativne in reproduktivne
strukture Stevilnih gliv. V celice vstopi najprej z izlocanjem lepljivih snovi, s katerimi
se pritrdi na celice, in nato prodre vanje z mehanskim pritiskom preko apresorija. Se en
primer invazivne parazitske glive je Phytium oligandrum, ki penetrira in raste v
notranjosti hif gostiteljev kot sta na primer B. cinerea in Sclerotinia sclerotiorum
(Jeffries in Young, 1994).

Glive rodov Trichoderma in Gliocladium spp. tvorijo razli¢ne hidrolitiéne encime za
razgradnjo celi¢nih sten, kot so hitinaze, f1,3-glukanaze in proteaze. Ti encimi imajo
pomembno vlogo pri mikoparazitizmu (Schirmbock in sod., 1994). Tvorba teh encimov
pri vrstah T. harzianum in G. virens zavira kalitev trosov glive B. cinerea in vitro
(Lorito in sod., 1994). Vloga endohitinaze pri T. harzianum je bila raziskana z uporabo
rekombinantnih izolatov glive z ve¢ kopijami gena, ki kodira ta encim in s pomocjo
genskih motilcev. Raven aktivnosti hitinaze se mo¢no poveca pri izolatih z ve¢ kopijami
gena, medtem ko genski motilci niso imeli nobenega vpliva na aktivnost encima.
Ucinkovitost razli¢nih transgenih izolatov glive T. harzianum za bioti¢no kontrolo
patogenov Rhizoctonia solani in Sclerotium rolfsii ni pokazala pomembnih razlik v
mikoparazitski aktivnosti v primerjavi z obicajnimi, netransgenimi izolati (Carsolio in
sod., 1999).

A. quisqualis, T. harzianium in M. ochracea so mikoparazitske glive, ki se uporabljajo
kot antagonisti proti pepelastim plesnim (Kiss, 2003). Pritrditev celic antagonisti¢ne
glive na micelij patogene glive je povezana z razgradnjo celicne stene patogena.
Encimi za razgradnjo celi¢ne stene, zlasti B 1-3 glukanaze, so poznani kot bioti¢ni
kontrolni mehanizmi tudi pri razlicnih kvasovkah. Raziskovalci so porocali o lizi
celi¢ne stene B. cinerea z encimom [ 1-3 glukanazo, ki ga izlocata kvasovki Pichia
guelliermondii (Wisniewski in sod., 1991) in Pichia anomala (P. anomala) na jabolkih
(Jijakli in Lepoivre, 1998). Do podobnih rezultatov so pri§li pri raziskavah o
mehanizmu delovanja encima pri glivi Aureobasidium pullulans (A. pullulans) na
jabolkih, namiznem grozdju in drugem sadju (Ippolito in sod., 2000).

V veliki meri je izlo¢anje litiénih encimov pogojeno predvsem s potrebo po razgradnji
kompleksnih polimerov za pridobitev hranil, predvsem ogljika. Nekateri izolati bakterij
iz rodov Lysobacter in Myxobacteria tvorijo velike koli¢ine liti¢nih encimov in so
ucéinkoviti pri zaviranju glivi¢nih rastlinskih patogenov (Bull in sod., 2002).

Tekmovanje za prostor in hranila
Bioticni agens v ali na gostiteljski rastlini tekmuje s patogenimi in ostalimi
mikroorganizmi za hranila ali prostor. Ce antagonist hitreje naseli povrsje rastline ali

uspesneje tekmuje za hranila kot patogeni organizem, potem slednji ne more uspevati v
doloCenem habitatu. Ta vrsta mehanizma ima preventivni ucinek, ki zavira razvoj

13



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

patogena, vendar ga ne more odstraniti (Fokkerna in sod., 1981). Tudi mikorizna
zdruzenja imajo lahko bioti¢ni ucinek, v kontekstu preprecevanja vstopa patogenov
preko korenin (Hooker in sod., 1994). Bakterije, kvasovke in druge nitaste glive lahko
inhibirajo patogene glive preko kompeticije za hranila (dusik, ogljik, makroelementi,
mikroelementi). Do tega prihaja, po vsej verjetnosti, zaradi boljSega izkoriS¢anja
substrata na gostitelju s strani antagonista v primerjavi s patogenom (Baker, 1991).
Mikroorganizmi razli¢no hitro izkoriS¢ajo hrano ali zasedajo prostor. To posledi¢no
vodi v rast in razmnozevanje enega mikroorganizma in zaradi pomanjkanja hranil
hiranje drugega. Pomanjkanje hranil za rast mikroorganizma se kaze v zmanjSanju
hitrosti kaljenja spor patogene glive in v pocasnejsi rasti micelija, kar posledicno
pomeni manj okuzb in nekroz rastlinskega tkiva (Elad in Steward, 2004).

Hitrost izrabe hranil se med antagonisti¢nimi in fitopatogenimi glivami razlikuje. Celar
(2000, 2003) je dokazal, da so antagonisti¢ne glive (Trichoderma spp., Gliocladium
roseum) v vecini primerov v prvih Sestih dneh inkubacije statisticno hitreje izrabljale iz
gojis¢a amonijsko obliko dusika, medtem ko so patogene glive iz rodu Fusarium hitreje
izrabljale nitratno. Poleg tega so bile razlike med antagonisti in fitopatogeni tudi v
hitrosti izrabe glukoze. Fusarium spp. porabljajo glukozo dosti hitreje kot
antagonisti¢ne glive, v nasprotju s fitopatogenima glivama S. sclerotiorum in R. solani,
ki porabljata glukozo statisti¢no pocasneje od antagonisti¢nih gliv.

Mnogo mikrobov tvori nizkomolekularne kelatorje Zelezovih ionov, imenovani
siderofori. Njihov cilj je vezati Zelezove ione iz okolja in jih pretvoriti v obliko, ki je
esencialna in dostopna za mikrobno celico. Poleg tekmovanja za hranila in prostor, kot
enega izmed mehanizmov delovanja v bioti¢nem varstvu, pa gre pri tvorbi sideroforov
za tekmovanje za Zelezo. V primeru omejene vsebnosti Zeleza v okolju za¢nejo bakterije
tvoriti siderofore z visoko afiniteto za Zelezo. Na ta nacin Zelezo zasezejo in tako ni ve¢
na voljo patogeni glivi, ki posledi¢no omeji svojo rast. Siderofor pioverdin pri rodu
bakterij Pseudomonas se je izkazal uspe$no pri bioticnem varstvu gliv Pythium in
Fusarium (Rosas, 2007).

Tekmovanje za prostor in hranila je eno od najpogosteje citiranih mehanizmov pri
bioti¢ni kontroli bolezni sadja, zlasti med kvasovkami in patogeni v ¢asu skladisCenja.
V literaturi je omenjena interakcija med vrstama S. roseus in P. expansum ter glivo B.
cinerea na jabolkih (Janisiewicz in sod., 1994).

Antibiotiki in toksini

Antibioza je pojav, ko dolofen mikroorganizem tvori specifi¢ne ali nespecifi¢ne
metabolite, liticne agense in encime, ki preprecujejo rast ter razmnozZevanje patogenega
mikroorganizma. Antibiotiki so mikrobni toksini. Ve¢ina mikroorganizmov tvori in
izloCa eno ali ve¢ spojin z antibiotiénim delovanjem. V nekaterih primerih so se
antibiotiki izkazali za Se posebno ucinkovite pri zatiranju rastlinskih patogenov in
bolezni, Se zlasti pri zatiranju rasti ciljnega patogena predvsem v in vitro ali in situ
pogojih. Biokontrolni uc¢inek nastopi, ko so v blizini patogenega organizma prisotne
zadostne koli¢ine proizvedenih antibiotikov (Krishma in McSpadden, 2006).
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Vecina gliv tvori antimikrobne sekundarne metabolite bodisi kot del njihove normalne
rasti in razvoja bodisi kot odziv na bioti¢ni stres (parazitizem). Nastajanje toksinov in
antibiotikov pri glivah zelo preprosto dokazemo v in vitro pogojih. Stevilni testi z
uporabo agarnih ploS¢ so bili razviti za odkrivanje hlapnih in nehlapnih antibiotikov pri
potencialnih biokontrolnih agensih ter za njihovo kvantitativno ovrednotenje za uporabo
na rastlinskih patogenih. Vrste iz rodu Trichoderma so zelo dobro poznani antagonisti
in tvorijo stevilne antibiotike, ki delujejo proti patogenom v in vitro pogojih (Ghisalberti
in Sivasithamparam, 1991). Sem sodijo na primer peptidni antibiotiki imenovani
peptaiboli. Peptaiboli so amfipati¢ni in tvorijo napetostno odvisne ionske kanale v
lipidni dvoslojni membrani. Ti so odgovorni za prepustnost membrane oziroma za
uhajanje znotrajcelicne vsebine, in sicer za izgubo topnih proteinov iz hif, kar
posledi¢no vodi v celi¢no smrt (Chugh in Wallace, 2001).

Iskanje bioticnih agensov, ki tvorijo sekundarne metabolite z antibioti¢no aktivnostjo
predstavlja velik izziv za proizvajalce antibiotikov. Pomembno vlogo pri biotiénem
varstvu rjave gnilobe kos¢icastega sadja imajo protiglivni peptidi imenovani iturini,
izolirani iz bakterijskega izolata B. subtilis B-3 (Gueldner in sod., 1988). Ti so
inhibirali micelijsko rast patogena. Antibiotik pirolnitrin, izoliran iz bakterije
Pseudomonas cepacia izolata LT-4-12W inhibira tako vzklitje kot rast micelija dveh
glivnih povzroditeljev bolezni jabolk, in sicer B. cinerea in P. expansum (Janisiwicz in
sod., 1991).

2.3.2.2 Posredni antagonizem

Posredni antagonizem izhaja iz dejavnosti, ki ne vkljucujejo neposrednega zatiranja
patogena z antagonistom. Najbolj posredna oblika posrednega antagonizma je
stimulacija obrambnih mehanizmov rastline z nepatogenim bioti¢énim kontrolnim
agensom.

Inducirana odpornost gostiteljske rastline

Rastline se aktivno odzovejo na okuzbo s patogenim organizmom, saj imajo lastne
obrambne mehanizme. Ti vkljucujejo tako imenovani preobcutljivostni odgovor (HR),
ki povzro¢i celicno smrt v neposredni blizini okuZenega mesta. Rastline, namrec,
preprecijo nadaljnje Sirjenje patogenih mikroorganizmov tako, da na okuzena obmocja
nalagajo spojine iz svoje celi¢ne stene (kaloze in fenole). S tem ustvarijo fizi¢no oviro
za nadaljnje Sirjenje patogena. Poleg tega tvorba posebnih kemikalij s strani rastlin in
zviSana encimska aktivnost hitinaz in peroksidaz zavre rast in razvoj patogenih
organizmov. Ti obrambni mehanizmi so aktivirani lokalno na mestih okuzbe ali v celi
rastlini in skupaj tvorijo sistemsko pridobljeno odpornost (SAR), ki predstavlja
nespecifiéni obrambni mehanizem rastline. SAR se sproZi preko signalnih molekul, ki
se tvorijo med okuzbo (Dangl in Jones, 2001). Prisotnost gliv, kot so Trichoderma spp.,
Pythium oligandrum, ali nepatogenih izolatov Fusarium oxysposum sproZzijo
nespecifiéni obrambni mehanizem rastline (Benhamou in sod., 2002).
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Porocali so tudi o inducirani odpornosti na povzrocitelje sadne gnilobe. Ugotovljeno je
bilo, da kvasovka C. saitoana povzroca sistemsko odpornost proti patogeni glivi B.
cinerea. To je razvidno iz zmanjSanja premera nekroz. Gliva C. saitoana poveca
inducirano odpornost s povisano encimsko aktivnostjo hitinaze in B -1,3-glukanaze v
svezih kot skladis¢enih jabolkih (EI- Ghaouth in sod., 2001).

2.3.3 Epidemiologija in biolo§ka kontrola glivnih bolezni z mikrobnimi
antagonisti

2.3.3.1 Jablanov skrlup

Pri ekoloskem kmetovanju je obvladovanje jablanovega Skrlupa odvisno od fungicidov
na podlagi bakra ali Zvepla (Holb in sod., 2003). Uporaba bakra je v Evropski uniji
omejena (Council Regulation..., 1991) in pogosto ne daje zadovoljivega varstva.
Uporaba bakra lahko privede do fitotoksi¢nosti, zato so nujno potrebni alternativni
varstveni ukrepi. Uporaba mikrobnih antagonistov je lahko alternativa fungicidom za
zatiranje jablanovega Skrlupa (Kohl in sod., 2008).

Raziskave bioti¢nega zatiranja glive V. inaequalis so se osredotocale na zmanjSevanje
Stevila askospor v listih, kjer prezimijo kot primarni inokulum. Andrews in sod., (1983)
so med prvimi raziskovalci uporabili antagoniste za varstvo pred jablanovim skrlupom.
Njihov prvi korak je bila izolacija mikroorganizmov iz jablanovih listov, vzpostavitev
nove zbirke izolatov ter ocena ucinkov teh izolatov na vegetativno rast in kalitev trosov
V. inaequalis. Skupno so ocenjevali 50 mikroorganizmov in med njimi so se kot najbolj
antagonisticne glive v in vitro testu na agarnih ploscah izkazale: A. pullulans,
Trichoderma viride, Chaetomium globosum (C. globosum), Microsphaeropsis olivacea
in dve neznani aktinomiceti. Serije in vitro in in vivo poskusov (rast na hranilnem
agarju, mikroskopsko merjenje dolzine primarne klicne hife na agarozno obloZzenem
objektnem stekelcu, merjenje velikosti pege in tvorbo trosov na okuZenih listih) so
dokazale, da je najbolj u¢inkovit antagonist C. globosum. Predvidevali so, da sta glavna
mehanizma antagonizma kompeticija za hranila in antibioza.

Studija Burra in sod. (1996) zajema kvasovke in izolate bakterije Pseudomonas
syringae izolirane iz zelenih brstov v zacetku rasti in zdrave ter s Skrlupom okuzene
liste. Pobrali in izbrali so tudi listje iz tal sadovnjaka. Majhne listne kos¢ke so zdrobili s
skalpelom in jih sprali z destilirano vodo. Pseudotecij glive V. inaequalis, ki je prisoten
na listih, se je suspendiral v vodi. Razli¢ne red¢itve suspendiranega pseudotecija SO
nacepili na PDA gojis¢e. Biokontrolno aktivnost razli¢nih vrst oziroma izolatov
kvasovk na rast glive so spremljali na trdem PDA gojis¢u. Princip enostavnega testa je
na dolocCeni razdalji, na agarni plos¢i, nacepiti oba mikroorganizma (Spadaro in sod.,
2002). Na 90 mm petrijevo plos¢o so v ravni ¢rti s cepilno zanko nanesli kvasovko in jo
inkubirali 24 ur pri 28 °C. Potem so na piko 5 mm stran od linije kvasovk s pipeto
nanesli kapljico (10 ul) suspenzije trosov glive V. inaequalis (10° trosov/ml). Po 24 urni
inkubaciji pri 20 °C so pod mikroskopom opazovali, ¢e imajo izolati kvasovk vpliv na
kalitev trosov patogene glive (Burr in sod., 1996).
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Tudi $tudija Fissa in sod. (2003) zajema izolirane izolate kvasovk iz zdravega ali s
jablanovim skrlupom okuzenega lista ali plodu jablane. 1zolate so nacepili na gojisce
HA (10 g sladni ekstrakt, 4 g kvasni ekstrakt, 4 g glukoze in 15 g agar) in jih inkubirali
pri 27 °C. lzolate so ohranili s precepljanjem na vsakih 6 tednov. Tudi povzrocitelja
jablanovega Skrlupa so izolirali iz okuzenih jablanovih listov. Okuzene regije so
suspendirali v 10 pl destilirane vode in dodali 2,5 ml istega medija. 50 pul so nacepili na
PDA gojis¢e in inkubirali 2 meseca pri 18 °C. In vitro testiranje potencialnih
antagonistov so izvedli s testiranjem inhibitorne aktivnosti kvasnih izolatov na kalitev
trosov V. inaequalis na mikrotitrski plo$¢i. Najbolj obetavne izolate epifitske kvasovke
vrste Rhodotorule glutinis so uporabili za in vivo poskuse.

Bakterije in kvasovke, ki so dokazale in vitro antagonisti¢no aktivnost pri $tudiji Burra
in sod. (1996) so testirali na zmoznost kontrole jablanovega Skrlupa. In vivo kontrola
jablanovega Skrlupa se je izvajala na sadikah jablane. Semena, ki so vzkalila, so posadili
v lonc¢ke, kjer so rasla 3 tedne v rastlinjaku pri 21 °C. Sledila je inokulacija bakterij in
kvasovk, ki so v in vitru testu dokazale kontrolo pri zaviranju jablanovega Skrlupa.
Suspenzija inokuluma je vsebovala koncentracijo 10° CFU/ml za bakterije in 10’
CFU/mI za kvasovke. Clanek Burra in sod. (1996) ne navaja, za katere vrste kvasovk
gre. Izolat 508 bakterije Pseudomonas syringae se je izkazal za najbolj$ega pri inhibiciji
kalitve trosov glive V. inaequalis.

Philion in sod. (1997) so pridobili izolate iz zbirke gliv, katere so vzor¢ili S povrSine
jabolénih listov v zgodnje pomladanskem ¢asu in pozni jeseni. V in vitro poskusu so
testirali njihovo sposobnost inhibicije nastajanja askospor. Potencialni bioti¢ni agensi so
bili izbrani tudi na podlagi njihove sposobnosti koloniziranja listov jablane pod
razmeroma hladnimi pogoji, obi¢ajno znacilnimi za jesenski Cas. Izbranih je bilo pet
glivnih izolatov glede na njihovo sposobnost inhibicije tvorbe askospor in glede na
nadaljnje teste izvedene v sadovnjaku (Microsphaeropsis sp., M. arundinis, Ophiostoma
sp., Diplodia sp., Trichoderma sp.). Najbolj dosledno je zmanjsal tvorbo askospor izolat
Microsphaeropsis sp.

Gessler in sod. (2000), cit. po Kohl in sod. (2008), so prisli do spoznanja, da lahko
Acremonium strictum naseli stare Skrlupove poskodbe. Ko je bil antagonist pod
nadzorovanimi pogoji naneSen na poSkodbe jablanovega Skrlupa, je zmanjSal
sporulacijo V. inaequalis. Nanasanje v sadovnjakih ni imelo nobenega ucinka na
patogena.

Porocilo Kohla in sod. (2008) navaja uporabo antagonistov za bioti¢no zatiranje glive V.
inaequalis. Potencialni antagonisti so bili izolirani iz okuzenega listja z jablanovim
Skrlupom, nato pa je bil ocenjen njihov potencial za zmanjSevanje tvorbe trosov V.
inaequalies na sadikah jablan pod nadzorovanimi pogoji. Stirje izolati Phoma pinodella
H3, Coniothyrium cereale H33, Cladosporium sphaerospermum H35 in Cladosporium
cladosporioides H39 so povzrocili bistveno zmanjSanje sporulacije V. inaequalis na
mladih ali starejsih listih, vendar je uéinkovitost teh antagonistov variirala v poznejsih
eksperimentih. Zmanjsanje tvorbe trosov glive V. inaequalis ni bilo statisti¢no znacilno
v vseh ponovitvah eksperimenta, zato so sklepali, da utegne imeti C. cladosporioides
H39 obetaven potencial za zatiranje jablanovega Skrlupa.
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2.3.3.2 Grenka sadna gniloba

Bioti¢no varstvo dosega lepe uspehe z uporabo antagonistiénih mikroorganizmov za
obvladovanje skladis¢nih bolezni (Wilson in sod., 1993). Grenko gnilobo je po obiranju
mo¢ obvladovati s kvasovkam podobnimi glivami, npr. Cryptococcus laurentii (C.
laurentii). Blum in sod. (2005) so preizkusali uc¢inkovitost C. laurentii za prepre¢evanje
laboratoriju (15-20 °C / 60-70 % vlage). Patogeno glivo Glomerella cingulata so nanesli
v koncentraciji 10° trosov ml™, kvasovke pri 10" celic mI™ in fungicide v odmerku 150
mg/l. C. laurentii je bil enako u¢inkovit pri zmanjSevanju gnitja jabolk kot fungicida
tiabendazol in iprodion. Uporaba C. laurentii ni vplivala na ¢vrstost mesa niti na skupno
vsebnost topnih trdnih snovi sadja (Blum in sod., 2005).

Ugotovljena je bila u¢inkovitost izolatov vrst kvasovk A. pullulans in izolata kvasovke
Metchnikowia pulcherrima (M. pulcherrima) proti glivi Colletotrichum acutatum (C.
acutatum). lzolati kvasovk, ki so jih nabrali v sadovnjakih na Novi Zelandiji, so
inhibirali nastanek poskodb grenke sadne gnilobe na jabolkih. Jabolka so obrisali s 96
% etanolom, potem pa so sadje ranili s sterilno iglo 4 mm globoko. Na rano so s pipeto
nanesli 10 pl alikvotirane suspenzije kvasovk in 10 ul izolata patogena. Stirje izolati
kvasovke A. pullulans so zmanjsali bolezen jabolk po obiranju, medtem ko izolat
kvasovke M. pulcherrima ni pokazal antimikrobne aktivnosti. Povecevanje
koncentracije izbranih kvasovk je zmanjSalo velikost poskodb. Kvasovke, ki so bile
naneSene pred patogenom, so zmanjsale velikost poskodb, kot v primeru nanosov po
patogenu. Najvecje zmanjSanje razvoja poSkodb so dosegli z Zivimi celicami kvasovk,
opranimi in uporabljenimi v sterilni vodi brez dodatkov hranil. Ekstrakti celic kvasovk
niso zmanjsali nastajanja poskodb (Boyd- Wilson in sod., 2006).

Antagonisti¢ni izolat kvasovk M. pulcherrima T5-A2 je bil uporabljen v kombinaciji s
toploto in obdelavo z 1-metilciklopropen (1-MCP), inhibitorjem etilenskega receptorja,
ki upocasnjuje zorenje jabolk in predvidoma podaljSuje delovanje naravnih obrambnih
mehanizmov za zatiranje grenke sadne gnilobe (C. acutatum) in modre plesni (P.
expansum) na jabolkih sorte Zlati deliSes pod nadzorovanimi atmosferskimi pogoji.
Tretiranje z 1-MCP je povecala Sirjenje nekroze grenke gnilobe in modre plesni,
medtem ko je bila obdelava okuzenih plodov z 1-MCP skupaj z antagonistom in toploto
bolj ucinkovita. Grenko gnilobo je ulinkovito zatrl antagonist, modro plesen pa
termic¢na obdelava (Leverentz in sod., 2003).

2.4 UPORABNOST ANTAGONISTICNIH ORGANIZMOV NA POLJU
2.4.1 Odpornost na stres v okolju

Uspesen potencialni bioti¢ni agens mora biti sposoben prenasati pomanjkanje hranil,
UV sevanje, izsusitve, hitre klimatske spremembe in prisotnost agrokemic¢nih sredstev
(Leibinger in sod., 1997). Epifitske filamentozne glive ali kvasovke so najprimernejsi
antagonisti, ki se uporabljajo v filosferi in karposferi. V primerjavi s kvasovkami in
glivami bakterije tezje prenaSajo tezke okoljske pogoje (Andrews, 1992), vendar
nekatere bakterije (npr. Pseudomonas spp., B. subtilis) lahko ob prisotnosti vode ali z
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zelo visoko stopnjo vlaznosti nadzorujejo nekrotrofne patogene v sadovnjaku in med
skladis¢enjem (Leibinger in sod., 1997). Obicajno se populacija bakterij na gostiteljski
rastlini hitro zniza in je nezadostna za nadzor bolezni, zato so potrebne pogostejSe,
tedenske aplikacije bakterij (Fokkema, 1993). Poleg tega bakterije hitreje rastejo na
poskodovanih rastlinskih tkivih kot na neposkodovanem sadnem povrsju (Smilanick in
sod., 1993). Ultravijolicno sevanje je Skodljiv dejavnik za mikrobno kolonizacijo
rastlinskega povrsja, saj izpostavljenost spor neposrednemu UV sevanju na listnem
povrsju zmanjsa njihovo sposobnost prezivetja (Rotem in sod., 1985).

Zascita pred UV zarki je prisotna predvsem pri kvasovkah in bakterijah, in sicer s
tvorbo zunajceli¢nih polisaharidov, ki tvorijo celi¢ne kapsule ali se kopicijo okoli
kolonije kot sluzi, prav tako pa tudi s tvorbo pigmentov. lzveden poskus na namiznem
grozdju je pokazal, da se je naravna populacija bakterij in kvasovk (vklju¢no s
kvasovkam podobnimi glivami), obsevanih z nizkim odmerkom UV-C zarkov povecala,
medtem ko pri nitastih (filamentoznih) glivah tega ni bilo zaznati (Nigro in sod., 1998).
Zelo zanimiv primer uporabe manipuliranega mikrobnega antagonista za boljSo
adaptacijo na polju in v hladnih skladis¢nih razmerah je populacija celic kvasovke C.
sake, tolerantne na nizko vodno aktivnost v okolju. Med spremljanjem na terenu se je
koncentracija le-teh povecala, medtem ko je koncentracija nemodificiranih celic po
nanosu na jablane ostala relativno nespremenjena (Teixido in sod., 1998).

2.4.2 Kolonizacija povrsja plodov

Bistvena lastnost dobrega biotiCnega agensa je njegova sposobnost koloniziranja in
prezivetja na ciljnem gostiteljskem tkivu. Kolonizacija gostiteljskega povrsja je
pomemben in vecplasten proces. To pomeni, da se mora uspesen bioti¢en agens bodisi
dobro razviti v karposferi preden tja prispe patogen, bodisi morajo biti ob upadu
populacije antagonista, produkti, ki sprozijo okuzbo (npr. hranila, v primeru B. cinerea)
odstranjeni iz gostiteljskega povrsja (Ippolito in Nigro, 2000).

Slab komercialni uspeh bioti¢nih agensov je verjetno povezan z njihovo nezadostno
sposobnostjo koloniziranja povrsja gostitelja. Antagonisti morajo doseci visoko stopnjo
rasti tako pod ugodnimi pogoji vlaznosti, temperature in hranilnih snovi kot tudi v
mejnih pogojih (npr. pri nizki temperaturi ali pri nizkem vodnem potencialu). Glivi A.
pullulans in Rhodotorula glutinis, naneSeni na jabolka, sta pokazali veliko
prilagodljivost v ¢asu dozorevanja plodov in v ¢asu dolgotrajnega, Sest mesecnega
skladi$¢enja. V nasprotju s temi opazanji je populacija B. subtilis sprva dobro prezivela
v sadovnjaku, vendar se je populacija po 24 dneh zmanjsala in naposled je po pet
mese¢nem skladis¢enju ni bilo ve¢ zaznati na povrsju jabolk (Leibinger in sod., 1997).

2.5 SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metaboliti so spojine, ki niso nujno potrebne za rast organizmov, lahko pa
zagotovijo glivi ekolosko prednost v doloc¢enih okoljih. Poznamo dva tipa mikrobnega
metabolizma. Primarni metabolizem je metabolizem v ¢asu eksponentne rasti celice,
medtem ko se tvorijo sekundarni metaboliti v tako imenovani idiofazi. To je faza rasti,
ki sledi fazi pospesene rasti (eksponentna faza). Nastopi pa zaradi pomanjkanja hranil,
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npr. dusika ali fosforja in lahko presnovljivega vira ogljika. Sekundarni metaboliti so
med najbolj kompleksnimi in pomembnimi metaboliti, vkljucujejo regulatorje rasti pri
rastlinah (npr. giberilini), farmacevtsko uporabne spojine (npr. penicilin, lovastatin),
barvila (npr. karotenoidi) in mikotoksine (npr. trihoteceni, fumonizini, aflatoksini,
ohratoksini) (Keller in sod., 2005).

Njihova dejanska vloga je Se vedno predmet razprav med znanstveniki, verjetno pa je
pri razli¢nih skupinah organizmov lahko zelo raznolika. Pozornost privabljajo zaradi
zanimive in znacilne strukture, predvsem pa zaradi prakticne pomembnosti, tako v
pozitivnem (antibiotiki) kot v negativnem smislu (toksini). Za tvorbo sekundarnih
metabolitov organizmi uporabljajo predvsem spojine, ki izhajajo iz primarnega
metabolizma. (Martin in sod., 2005).

Sekundarni metaboliti so produkti mikroorganizmov, zivali in rastlin. Predpostavlja se,
da je razpon bioloskih aktivnosti sekundarnih metabolitov zelo Sirok. Sluzijo lahko kot
signali »quorum« zaznavanja, ki sprozijo diferenciacijo celic ali tvorbo patogenih
determinant (Martin in sod., 2005). Sekundarni metaboliti izvirajo kot derivati iz
razli¢nih intermediatov primarnega metabolizma.

Vecina teh spojin nastane iz petih glavnih metabolnih virov (Vey in sod., 2001):
aminokislin,

pot Sikiminske kisline za biosintezo aromatskih aminokislin,
poliketidna biosintezna pot iz acetil koencima A (CoA),

pot mevalonske kisline iz acetil koencima A in

polisaharidi in peptidopolisaharidi.

VVVYY

Glivni metaboliti imajo razli¢ne naloge, odvisno od ekoloske nise glive. Metaboliti so
lahko antibiotiki za zaS¢ito biotiCnega agensa proti antagonistiénim mikroorganizmom.
Nekateri pa preprecijo rast saprofitskih mikrobov na gostitelju, tako da ga unicijo, ins
tem izboljSajo prezivetje biotiCcnega agensa. Zlasti mikoparaziti lahko izkoristijo to
strategijo za izpodrivanje rastlinskih patogenov ali skladi§¢nih bolezni. Nekateri
bioaktivni presnovki so prav tako pomembni dejavniki patogenosti (Vey in sod., 2001).

25.1 Mikotoksini

Mikotoksini so strukturno raznolika skupina spojin z majhno molekulsko maso.
Nastajajo predvsem pri sekundarnem metabolizmu nekaterih filamentoznih gliv. Ob
primernih pogojih, kot sta temperatura in vlaga, se lahko razvijejo na razli¢nih zivilih in
krmi, kar pa povzro¢i resna tveganje za zdravje Cloveka in Zivali. Mikotoksini so
sekundarni metaboliti, ki nimajo biokemi¢nega pomena pri rasti in razvoju gliv, vendar
pa se razlikujejo od preprostih C4 spojin, npr. moniliformin do kompleksnih snovi kot
so fomopsini (Dinis in sod., 2007). Izraz mikotoksin izhaja iz leta 1962, ko je pri
odpravljanju posledic nenavadne veterinarske krize blizu Londona v Angliji umrlo
priblizno 100.000 puranov. Skrivnostno X bolezen puranov so raziskovalci povezali s
kikirikijevim (araSidovim) obrokom kontaminiranim s sekundarnim metabolitom iz
glive Aspergillus flavus (aflatoksin) in tako prisli do spoznanja, da bi lahko bil ta glivni
metabolit smrtonosen (Bennett in Klich, 2003).
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Poznanih je ve¢ kot 300 mikotoksinov, raziskovalna pozornost je usmerjena predvsem
na tiste mikotoksine, ki so se izkazali za rakotvorne in/ali toksi¢ne. Ljudje so lahko
izpostavljeni mikotoksinom prvenstveno z uzivanjem zivil pridobljenih iz rastlin,
kontaminiranih s toksini, posledi¢no s prenosom mikotoksinov v proizvode Zivalskega
izvora (meso, jajca, mleko) (Mycotoxins..., 2003). Mikotoksini lahko preidejo v
organizem skozi kozo, s fizicnim kontaktom z glivo ter preko dihalnih poti, z
vdihavanjem toksigenih trosov v zraku. Bolezni, ki jih povzroc¢ajo mikotoksini pri
ljudeh in zivalih, imenujemo mikotoksikoze (Richard, 2007).

2.5.1.1 Trihoteceni

Trihoteceni spadajo v skupino seskviterpenoidov, ki jih tvorijo glive iz  rodov
Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium in Se
nekaterih drugih. Izoliranih je bilo ve¢ kot 200 razli¢nih trihotecenov. Izraz trihotecen
prihaja iz trihotecina, ki je bil eden prvih identificiranih spojin iz skupine
seskviterpenoidnih sekundarnih metabolitov. Glede na razli¢no biosintezo se trihoteceni
delijo v S§tiri razlicne skupine. Trihoteceni tipa A, B, C in D imajo skupno osnovno
strukturo, ki je sestavljena iz treh ciklicnih obrocev in dodatne epoksidne skupine na
mestu C-12. Trihoteceni tipa A so najpreprostejsi in imajo na mestu C-8 vezan atom
vodika ali stransko verigo z estrsko skupino. Tip B se od tipa A razlikuje po tem, da ima
na mestu C-8 vezano ketonsko skupino. V skupini tipa A in B trihotecenov spada okoli
100 dobro poznanih razlicnih toksinov. T-2 toksin, neosolaniol (NEO) in
diacetoksiscirpenol (DAS) sodijo v skupino tipa A in fusarenon-X, nivalenol (NIV) in
deoksinivalenol (DON) v skupino tipa B. Za trihotecene tipa C je znacilna dodatna
epoksidna skupina na mestih C-7,8. Trihoteceni tipa D so makrocikli¢ni trihoteceni.
Vsebujejo makrocikli¢ni obro¢ povezan z dvema estrskima verigama na mestih C-4 in
C-15 (McCormick in sod., 2011).

2.5.1.2 Strupenost

Strupenost mikotoksinov trihotecenov se razlikuje glede na njihovo molekulsko
strukturo, Se posebej glede na Stevilo in vrsto toksi¢nih skupin. Toksi¢nost trihotecenov
naras¢a z naraSCanjem Stevila estrskih skupin. Npr. T-2 toksin (izjemno toksicen, 3
estrske skupine) je veliko bolj strupen kot trihotecin (1 estrska skupina), trihotecin pa je
bolj toksicen kot trihotecolon, ki nima nobene estrske skupine (Nishie, 1989).

Trihoteceni sodijo v skupino toksi€nih spojin s Stevilnimi inhibitornimi ucinki na
eukariontske celice (Rocha in sod., 2005), saj gre za mocne inhibitorje sinteze
proteinov, DNA in RNA (Rocha in sod., 2005). T-2 toksin je najbolj toksien
trithotecen, medtem ko je deoksinivalenol (DON) najbolj razSirjen mikotoksin po vsem
svetu v pridelkih namenjenih prehrani ljudi in zivali (Hymery in sod., 2006).
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Stirje tipi trihotecenov (tip A, B, C, D) (McCormick in sod., 2011)
Four types of trichothecene metabolites (A, B, C, D) (McCormick et al., 2011)
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Testni mikroorganizmi

Pri naSem delu smo uporabljali izolate gliv SBFS, ki smo jih vzor¢ili in trajno shranili v
glivni zbirki na Kmetijskem institutu Slovenije. Poleg teh smo uporabili Se referencne
izolate Microcyclospora pomicola (M. pomicola), 1 izolat, Devriesia pseudoamericana
(D. pseudoamericana), 1 izolat in Microcyclosporella mali (M. mali), 4 izolati, iz tuje
centralne zbirke glivnih kultur (CBS) in referenc¢ne zbirke glivnih kultur na Kmetijskem
inStitutu Slovenije.

V nas$i raziskavi smo prav tako uporabili patogene izolate trajno shranjene v zbirki na
Kmetijskem institutu, in sicer patogene glive C. fioriniae, V. inaequalis, B. cinerea in F.
avenaceum.

Druge uporabljene izolate B. subtilis, E. coli, Staphylococcus aureus (S. aureus), P.
anomala, Mucor hiemalis (M. hiemalis), Candida tenui (C. tenui) in Sacaharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) smo pridobili iz zbirke kultur na institutu HZI (Helmholtz
Centre for Infection Research, Department Microbial Drugs) v Nem¢iji.

3.1.2 Splosna mikrobioloska gojis¢a

Splosna, neselektivna gojisca, kot so krompirjev glukozni agar (PDA), razred¢en PDA
(rPDA), PDA z dodanim antibiotikom in sinteti¢no hranilno gojis¢e smo uporabili za
izolacijo gliv iz bioloskega materiala, za trajno shranjevanje, za makro in mikro
morfoloske opise kultur, za pridobivanje glivne biomase potrebne za izolacijo DNA in
za pridobivanje inokuluma gliv. Hranilna gojis¢a smo pripravili po spodaj navedenih
recepturah ter jih sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C in pritisku 1,1 bar.

3.1.21 PDA

Gojis¢e smo pripravili po recepturi proizvajalca Difco (ZDA). V tehtalni posodici smo
natehtali 42 g krompirjevega glukoznega agarja. V reagen¢no steklenico smo prenesli
natehtano sestavino, ji dopolnili do 1 | deionizirane vode in meSalni magnet. S
segrevanjem in meSanjem na mesalnem grelcu smo raztopili krompirjev glukozni agar v
vodi. Avtoklaviranje je potekalo 20 minut pri 121 °C in pritisku 1,1 bar.

3.1.2.2 Krompirjev glukozni agar z antibiotiki

Gojisce, krompirjev glukozni agar z antibiotiki (PDA+), smo pripravili tako kot zgoraj
opisano PDA gojisce, z razliko v tem, da smo predhodno zatehtali v spodnji preglednici
zapisana antibiotika in jih raztopili v 10 ml destilirane vode. Sterilnemu gojis¢u PDA
ohlajenemu na 45-50 °C smo skozi sterilni filter premera 0,22 um dodali 10 ml
raztopine.
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Preglednica 2: PDA+ (Gams in sod., 1998)
Table 2: PDA+ (Gams et al., 1998)

Sestavina Proizvajalec g/l d H,0O

PDA Difco, ZDA 42
penicillin G Sigma, Nemcija 12,1 mg/l
streptomycin sulphate Sigma, Nemcija 54,2 mg/|

3.1.2.3 Razred¢en PDA

Razredéeno gojis¢e (rPDA) nismo pripravili po recepturi proizvajalca Difco (ZDA).
Uporabili smo 14 g/l | dH,0 gojis¢a PDA, namesto 42 g kot priporo¢a proizvajalec,
in 10 g/l dH,0 tehni¢nega agarja proizvajalca Biolife (Italija).

Preglednica 3 rPDA

Table 3: dPDA
Sestavina Proizvajalec g/l d H,O
PDA Difco, ZDA 14
Tehnicni agar Biolife, Italija 10

3.1.2.4 Sinteti¢no hranilno gojisc¢e (SNA)

Recepturo in postopek priprave sintetiénega hranilnega gojis¢a (SNA) smo povzeli po
Gams in sod. (1998).

Preglednica 4:  SNA (Gams in sod., 1998)

Table 4: SNA (Gams et al., 1998)
Sestavina Proizvajalec g/l dH,0
KH,PO, Merck, Nemcija 1
KNO; Merck, Nemcija 1
MgSO, - 7H,0 Merck, Nemcija 0.5
KCI Merck, Nemcija 0.5
Glukoza Kemika, Hrvaska 0.2
Saharoza Kemika, Hrvaska 0.2
Tehni¢ni agar Biolife, Italija 15
3.1.3 Gojisce za dolo¢anje biokontrolne aktivnosti gliv in njihovih ekstraktov

Za testiranje bioti¢ne aktivnosti gliv in njihovih ekstraktov smo uporabili naslednja
gojisca: Czapekov kvasni agar (CYA), MYC in BAC gojis¢e. Poleg teh pa smo
uporabili za pridobivanje inokuluma bioaktivne glive Se tekoCe kvasno gojisce s
sladom. Gojisca smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in pritisku 1,1 bar. Pri nekaterih

.....

predpisano vrednost.

Preglednica5: CYA

Table 5: CYA
Sestavina Proizvajalec g/l dH,0
Czapek — Dox — Broth Difco, ZDA 35
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 5
Tehnicni agar Biolife, Italija 15
pH =6,0-6,5
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Preglednica 6:  Tekoce kvasno gojisée s sladom

Table 6: Liquid yeast malt agar
Sestavina Proizvajalec g/l dH,0
Kvasni ekstrakt Carl Roth, Nemc¢ija 4
Sladni ekstrakt Carl Roth, Nemcija 10
Glukoza Cerestar, Nemcija 4
pH =6,3

Preglednica7: MYC gojisce

Table 7: MY C medium
Sestavina Proizvajalec g/l dH,0
Pepton Difco, ZDA 10
Glukoza Cerestar, Nem¢ija 10
Pufer HEPES (*) Roth, Nemcija 11,9
Tehnicni agar BD Bacto™ 18
(*) HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska kislina
pH=7,0
Preglednica 8: BAC gojisce
Table 8: BAC medium
Sestavina Proizvajalec g/l dH,0
Pepton Difco, ZDA 5
Glukoza Cerestar, Nemcija 5
Kvasni ekstrakt Carl Roth, Nem¢ija 1
Mesni ekstrakt Carl Roth, Neméija 1
Pufer HEPES (*) Roth, Nem¢ija 11,9
Tehniéni agar BD Bacto™ 16
(*) HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska kislina
pH=7,0

3.1.4 Kemikalije in reagent

Uporabljene kemikalije in reagent so prikazani v Preglednici 9.

Preglednica 9:  Uporabljene kemikalije

Table 9: Chemicals used in the study
Reagenti Proizvajalec in izvor

Agaroza Seakem®LE , ZDA
Destilirane voda, DNase/RNase Free Gibco, ZDA
dNTP Promega, ZDA
Etanol 96 % Merck, Nemcija
Taq PCR pufer brez MgCl,, z (NH,4),SO4 Fermentas, ZDA
Taq DNA polimeraza Fermentas, ZDA
ethyl acetate for organic residue analyses J.T. Baker, Nemcija
Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA lestvica Fermentas, Nem&ija
Tween 80 Biolife, Italija
Natrijev hipoklorit (13 % CI) Kemika, Hrvaska

3.15 Naprave in drugi pripomocki

Pri delu smo uporabljali standardno laboratorijsko opremo, naprave in pripomocke.
Seznam naprav in pripomockov je v Prilogi A.
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3.1.6 Zacetni oligonukleotidi potrebni za DNA amplifikacijo

Preglednica 10: Zadetni oligonukleotidi pri PCR reakciji (White in sod., 1990; de Hoog in Gerrits van
den Ende, 1998; Vilgalys in Hester, 1990)

Table 10: Primers used in PCR reactions (White et al., 1990; de Hoog in Gerrits van den Ende,
1998; Vilgalys and Hester, 1990)

Ime 9
oligonukleotidnega S.ekvenca Z.acetne,ga, Ta"  Orientiranost Vir
. oligonukleotida (5°-3”)
zadetnika
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG | 55 °C Levi White in sod.
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC | 55 °C Desni (1990)
de Hoog in Gerrits
V9G TTAAGTCCCTGCCCTTTGTA | 58 °C Levi van den Ende
(1998)
LR5 ATCCTGAGGGAAACTTC | 58°C Desni V"ga'(%gno;'e“er

Ta'- Temperatura prileganja za¢etnih oligonukleotidov

3.2 METODE
3.2.1 Vzorcenje gliv SBFS

Jabolka, okuZena z glivami SBFS, smo vzor¢ili septembra in oktobra leta 2009, 2010 in
2011. Zrela jabolka s simptomi SBFS (Slika 3) smo vzor¢ili predvsem iz neskropljenih
domacih vrtov in zapuséenih dreves na razli¢nih lokacijah po Sloveniji, nekaj vzorcev
pa smo prejeli iz Crne gore. Kraji vzoréenja so bili razli¢ni (Bertoki, Brdo pri Lukovici,
Filovci, Limbarska gora, Moraca, Nova Gorica, Podbrezje, Podutik, Poljanska dolina ob
Kolpi, Predgrad, Sostro, Stari trg pri Lozu, Trbovlje, Trebnje, Ceplje, Vesela gora,
Zelimlje itd.). Nahajalii¢a vzorcev so podana v Prilogi B. Vzorce smo prinesli na
Kmetijski institut Slovenije in priceli z izolacijo gliv, ali pa smo plodove shranili do
uporabe na 4 °C za najve¢ en mesec.

Slika 3: Naravno okuZeno jabolko z glivami SBFS
Figure 3:  Natural infected apple with SBFS fungi
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3.2.1.1 lzolacija in trajno shranjevanje gliv SBFS

Izolirali smo bolezenska znamenja SBFS, ki v paru tvorijo razmejitveno ¢rto ali jasni
linijski stik na povr§ju jabolka. Pred tem smo koloniji SBFS sterilizirali s 70 %
alkoholom namocenim v sterilno bombazno gazo. Najmanj$i mozni kos¢ek kolonije
smo prenesli na PDA + agarno plos¢o. Po petih dneh inkubacije smo kos¢ek micelija iz
kolonije, ki je zrastla na hranilnem gojiscu, precepili na SNA gojisce (Gams in sod.,
1998) in inkubirali sedem dni pri 23 °C. Iz kolonij, ki so zrasle na gojis¢u, smo
pripravili enotrosne izolate ali izolate iz vrsickov posameznih hif. Vsi izolirani in trajno
shranjeni izolati so prikazani v Prilogi B. Seznam 83 izbranih izolatov SBFS
uporabljenih v $tudiji pa je prikazan v Prilogi C.

Priprava enotrosnih izolatov

Po sedmih dnevih inkubacije gliv na SNA gojis¢u smo pod lupo z iglo odstranili trose in
jih prenesli z linijsko inokulacijo na novo PDA+ gojis¢e. Pod mikroskopom smo
poiskali posamezne trose in jih to¢kovno oznacili. Petrijevo plos¢o smo inkubirali pri 23
°C pet ur in nato pod lupo preverili kalitev trosov, jih izrezali skupaj s kos¢kom gojisca
in prenesli na novo plo§¢o s PDA hranilnim gojis¢éem. Cez dva dni smo iz posameznih
kolonij s skalpelom izrezali kos¢ek micelija in ga trajno shranili na posevno SNA,
rPDA in PDA hranilno gojis¢e v epruvetah, Ki se uporabljajo za trajno shranjevanje
kultur.

Priprava izolatov iz vrsi¢kov posameznih hif

Po sedmih dnevih inkubacije nekateri izolati gliv SBFS na SNA gojis¢u niso
sporulirali, zato smo pod lupo izrezali vrsicek posamezne hife in ga prenesli na novo
agarno plod¢o s PDA gojis¢em. Cez dva dni smo s skalpelom izrezali kos¢ek micelija
in ga trajno shranili na poSevno SNA, rPDA in PDA hranilno gojis¢e v epruvetah, ki se
uporabljajo za trajno shranjevanje kultur.

3.2.2 Vzorcenje rastlinskih patogenih gliv

V nasi raziskavi smo uporabili izolate trajno shranjene v zbirki na Kmetijskem institutu,
in sicer vrst C. fioriniae, V. inaequalis, B. cinerea in F. avenaceum.

3.2.2.1 Colletotrichum fioriniae R.G. Shivas & Y.P. Tan

Septembra 2011 smo iz sadovnjaka na Brdu pri Lukovici vzor¢ili plodove jablane z
znamenji antraknoze. Povzroliteljica antraknoze na jabolkih so glive iz rodu
Colletotrichum. Znacilno bolezensko znamenje na plodovih so udrte nekroti¢ne pege z
oranznimi skupki trosov, ki so koncentri¢no razporejeni po povrsju pege.
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Slika 4: Okuzeno jabolko z glivo C. fioriniae
Figure 4:  Apple infected with fungus C. fioriniae

3.2.2.2 Fusarium avenaceum Sacc.

Septembra 2011 smo iz sadovnjaka na Brdu pri Lukovici vzor¢ili plodove jablane z

3024 VW W

znamenji gnilobe pesc¢isca. Gnilobo peséis€a povzroca tudi gliva F. avenaceum.

vvvvv

vvvvv

Slika 5: Gniloba pescisca
Figure 5:  Core rot

3.2.2.3 Venturia inaequalis G. Winter

Septembra 2009 smo iz sadovnjaka na Brdu pri Lukovici vzor¢ili zrela, z jablanovim
Skrlupom okuzena jabolka. Povzrociteljica bolezni jablanovega Skrlupa je gliva V.
inaequalis. Bolezenska znamenja so motne ¢rne pege.
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Slika 6: Jablanov skrlup
Figure 6:  Apple scab

3.2.2.4 Botrytis cinerea Pers.

Septembra 2010 smo v Ljubljani iz domace trte vzorcili zrelo grozdje okuzeno s sivo
plesnijo, ki jo povzroca gliva B. cinerea. Sivo rjava bolezenska znamenja prekriva gost
sivo bel micelij s trosi. Vzorec smo shranili v hladilniku na 4 °C in naslednji dan
izolirali povzrociteljico bolezni.

Slika 7: Trosonosci in trosi glive B. cinerea na grozdju
Figure 7:  Conidiophores and conidia of B. cinerea on grape

3.2.2.5 lzolacija patogenih gliv

C. fioriniae, V. inaequalis in B. cinerea
V laboratoriju smo pod lupo s konico skalpela prenesli skupek trosov na gojis¢e PDA+

in izolirali posamezne trose kot je opisano v poglavju 3.2.1.1 (Priprava enotrosnih
izolatov).

29



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Fusarium avenaceum

Kos¢ek zracnega micelija glive smo prenesli na PDA+ agarno plos¢o. Po enem dnevu
inkubacije pri 23 °C smo koscek micelija iz kolonije, ki je nastala na umetnem gojiscu,
precepili na SNA gojisée (Gams in sod., 1998) in inkubirali 10 dni pri 23 °C. Po tem
Casu je gliva zacela tvoriti sporodohije. Pod lupo smo s konico skalpela prenesli malo
inokuluma trosov iz trosi$¢, v kapljico vode na objektnem stekelcu. Nadaljnji postopek
je enak zgoraj opisanemu.

3.2.3 Taksonomske analize
Taksonomske analize smo izvedli na morfoloskem in molekularnem nivoju.
3.2.3.1 Morfoloske analize

Makromorfoloski opis

Za opis kultur smo izolate iz rodov Microcyclospora, Microcyclosporella,
Schizothyrium inkubirali na PDA gojis¢u pri 23 °C in izolate iz rodu Peltaster pri 20 °C
v temi. Na 14. dan inkubacije smo izmerili premer kolonije (hitrost rasti), po 30 dneh pa
smo doloc¢ili barvo micelija, barvo kolonije na spodnji strani agarne plosce, strukturo
kolonije, rob kolonije in premer kolonije.

Mikromorfoloski opis

Za opis mikromorfoloskih znakov smo izbrali 2 izolata glive P. cerophilus (121/03 in
045/02), 1 izolat glive vrste M. malicola (029/01), 1 izolat glive M. tardicrescens
(145/02) in 1 izolat glive M. mali (170/02). 1zolata P. cerophilus smo inkubirali 7 dni na
SNA gojiscu pri 20 °C, ostale vrste pa smo inkubirali pri 24 °C. Po 7 dnevih inkubacije
smo koscek kolonije polozili na krovno stekelce z vodo in mikroskopsko opazovali
morfoloske znake. Vse preparate smo mikroskopirali s svetlobnim mikroskopom Zeiss
Imager in pri tem uporabljali nefluorescentno mikroskopijo DIC in jih dokumentirali z
digitalno kamero Zeiss AxioCam MRc5, povezano z racunalni§kim programom
AxioVision V4.8.2.0.

3.2.3.2 Osnovne molekularne metode

Identifikacija izolatov SBFS in izolata iz rodu Colletotrichum temelji na ustvarjenih
zaporedjih DNA notranjih kopiranih lo¢itvenih regijah jedrske ribosomske DNA (ITS
rDNA) in je primerjana z ze Shranjenimi podatki v javno dostopnih bazah podatkov (na
primer Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) skozi Blast iskalnik. Glivo C. fioriniae
smo identificirali, poleg analize nukleotidnega zaporedja regije ITS, tudi z analizo regije
dela gena za  — tubulin.

Izolacija genomske DNA s kitom Zymo Research - Fungal/Bacterial DNA Kit ™
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Izmed 200 izoliranih izolatov smo poljubno izbrali 83 izolatov glede na micelijski tip na
jabolku (Priloga C). Izolate smo inokulirali na PDA gojisce in jih inkubirali 14 dni pri
23 °C. Po 14 dneh smo svez micelij prenesli v mikrocentrifugirko (2ml) z dodano
kovinsko kroglico (proizvajalec) in homogenizirali s homogenizatorjem (Qiagen Tissue
Lyser) 1 minuto pri frekvenci 30 tresljajev na sekundo. Homogeniziranemu miceliju
smo dodali 750 upl liznega pufra, ponovno homogenizirali §¢ 1 minuto in nato
centrifugirali 1 min pri 16.000 obr/min. Supernatant smo prenesli v priloZzeno Zymo-
Spin™ kolono. Pri tem smo pazili, da nismo prenesli precipitata. Kolone z vzorci smo
centrifugirali 1 minuto pri 7000 obr/min. Kolone smo zavrgli in filtratu dodali 1200 ul
pufra za vezavo (Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer). 600 ul mesanice smo nanesli
na Zymo-Spin™ I11C kolono in centrifugirali 1 minuto pri 10000 obr/min. Filtrat sSmo
zavrgli in ponovili zadnji korak. Zymo-Spin™ 1IC kolono smo prenesli na novo
mikrocentrifugirko in nanesli 200 ul pufra za predspiranje (DNA Pre-Wash Buffer) ter
centrifugirali 1 minuto pri 10000 obr/min. Ponovno smo zavrgli filtrat in na kolono
nanesli 500 pl pufra za spiranje (DNA Fungal/Bacterial Wash Buffer) ter centrifugirali
1 minuto pri 10000 obr/min. Zymo-Spin™ 1IC kolono smo prenesli na novo 1,5 ml
mikrocentrifugirko in na sredino dodali 50-100 pl elucijskega pufra (DNA Elution
Buffer) in centrifugirali 30 s pri 10000 obr/min. Izolirano DNA smo takoj uporabili ali
pa smo jo shranili v zmrzovalniku na -20 °C.

Gelska elektroforeza

Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverili uspesnost veriznih reakcij s polimerazo.
Gostota gela je znasala 1 % (w/v). 1 g agaroze smo vmesali v 120 ml 0,5x TBE pufra in
jo s segrevanjem raztopili v mikrovalovni pe€ici. V rahlo ohlajeno raztopino agaroze
smo dodali 2,5 pl etidijevega bromida in gel vlili v kadi¢ko. Po strditvi gela smo v
posamezno vdolbinico nanesli vzorce pripravljene po spodnji recepturi in jih s pipeto
prenesli v lukjice na gelu. 5 pl produkta PCR, pomeSanega s 3 ul 6-kratnega
nanaSalnega pufra (0,025 % brom-fenol modro barvilo).

V prvo vdolbinico smo nanesli lestvico, sledila je negativna kontrola (PCR mesanica
plus 1 ul vode namesto DNA vzorca) in vzorci. Elektroforeza je potekala pri stalni
napetosti 100 V v 0,5 x TAE pufru. Po koncani elektroforezi smo gel prenesli pod UV
transiluminator in ga fotografirali s pomoc¢jo Kodak digitalne kamere 40, podprte z
rac¢unalniskim programom Kodak Digital science Image Analysis Software.

Preglednica 11: Priprava lestvic in vzorcev

Table 11: Preparation of ladder and samples
Priprava lestvice Priprava vzorcev
Lestvica 2 ul PCR pomnozek 5 ul
6x nanasalni pufer 2 ul 6x nanasalni pufer 3 ul

Pomnozevanje dela nukleotidnega zaporedja s PCR in sekvenciranje

Za pomnozitev zaporedja regij ITS1, 5°6S in ITS2 smo uporabili zacetna
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oligonukleotida ITS1 in ITS4. Prav tako smo enaka oligonukleotidna zacetnika
uporabili pri obojestranskem sekvenciranju.

Pri nekaterih izolatih regije ITS ni bilo mogo¢e Vv celoti sekvencirati z zacetnima
oligonukleotidoma ITS1 in ITS4, zato smo pomnozili drug fragment v obmo¢ju med 3'
koncu drugega fragmenta 18S rRNA gena, ITS1, 5,8 S rRNA gena, ITS2 in prvih 900
baz od 5' koncu gena 28S rRNA z zacetnima oligonukleotidoma VG9 in LR5 ter
sekvencirali z ITS1 in NL4.

Sestavine, ki smo jih potrebovali za 50 pl reakcijo so:

» Destilirana voda 36,3 ul
» Taq PCR pufer Sul
» 2mM MgCl, 3ul
> 0.2mM dNTP 4l
» 0.5 mM zacetni oligonukleotid 0,25 pul
» 0.5 mM zacetni oligonukleotid 0,25 pl
» Taqg DNA polimeraza 0,20 pul
> DNA 1ul
\olumen 50 pl

Reakcija je potekla v treh stopnjah. Zaéne se z denaturacijo pri temperaturi 94 °C in
poteka 1 minuto. Sledi ji 35 ciklov po naslednjem vrstnem redu: denaturacija pri 94 °C
(1 min), vezava zaéetnih oligonukleotidov pri 55 °C (50 s) in sinteza komplementarne
verige pri 72 °C (2 min). Reakcijo smo koncali s podaljsano sintezo komplementarne
verige pri 72 °C (6 min).

Dolocanje in analiza nukleotidnega zaporedja

Obojestransko sekvenciranje PCR produktov z oligonukleotidnima zacetnikoma ITS1 in
ITS4 ali v nekaterih primerih z ITS1 in NL4 so izvedli v podjetju Macrogen (www.
macrogen.com).

Dve nasprotni si sekvenci istega vzorca smo spojili s pomocjo programa. Eno zaporedje
smo naredili reverzno komplementarno in kjer sta se zaporedji prekrivali, smo ju
zdruzili v eno. Potem smo ro¢no uredili oziroma pregledali sekvenco s primerjanjem
zaporedja in ustreznim kromatogramom, prejetim od Macrogena. V nadaljevanju smo
uporabili program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ki je algoritem za
primerjavo nukleotidnih ali aminokislinskih zaporedij, in primerjali dodane sekvence z
objavljenimi nukleotidnimi zaporedji gliv v bazi podatkov GenBank (Standard...,
2013). Vse sekvence smo poenotili glede na dolzino in jih v programu Mega 5 poravnali
in iz njih naredili filogenetsko drevo (Tamura in sod., 2007).

Za filogenetsko analizo nukleotidnega zaporedja notranjega prepisnega vmesnika ITS
(ITS1, 58S in ITS2 rDNA) smo v poravnavo vkljucili nukleotidna zaporedja testiranih
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gliv pridobljena iz baze podatkov GenBank.
3.2.3.3 Filogenetska analiza

Za hevristi¢no iskanje najkrajSega moznega drevesa z analizo var¢nosti (MP, ang.
Parsimony) smo uporabili program PAUP, verzija 4b10. Uporabili smo metodo
varcnosti, ki temelji na neurejenih znakih z enako tezo, prazni prostor smo tretirali kot
manjkajo¢i podatek. Postopek premescanja vej zaCetnih dreves smo izvedli s 1000
ponovitvami. Za analizo zaporedij iz regije ITS smo omejili Stevilo dreves na 1000.
Premescanje vej je potekalo po metodi razreza in ponovnega zdruzevanja (TBR).
Vrednost hevristicne podpore BS (podpora s samovzorenjem, ang. bootstrap value)
kladu smo testirali s po 1000 ponovitvami z enakimi parametri, postopoma smo dodali
100 dodatnih sekvenc. Vzor¢ili smo najve¢ 1000 dreves na ponovitev.

Standardni nukleotidni substitucijski model ugotavljanja drevesa z Bayesovo metodo
smo izracunali v programski opremi MrBayes 3.2.2 (Ronquist in sod., 2012) s Sestimi
substitucijskimi tipi gama korekcije, vkljuc¢enih v GTR model z gama porazdelitvijo.

Posteriorne verjetnosti cepitev smo iskali z algoritmom MCMC (Markov Chain Monte
Carlo). Hkrati smo vzor¢ili drevesa iz vsake od Stirth markovskih verig. Program
MrBayes je tekel 5.000.000 generacij. Vzorcili smo vsakih 100 generacij in zaceli s
poljubno izbranim drevesom. Zavrgli smo prvih 12.500 povzor¢enih dreves in iz ostalih
sestavili 50 % vecinsko drevo soglasja, ki v primeru ITS temelji na 15.000 drevesih.
Statisti¢no podporo kladov nam prikazujejo posteriorne verjetnosti (p. v.).

Izdelavo drevesa po metodi najvecjega verjetja (ML, ang. Maximum likelihood) smo
naredili s programom PhyML 3.0 (Guindon in sod., 2010) na ATGC spletni strani
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/). Za iskanje drevesa najvejega verjetja smo
izbrali GTR model nukleotidnih substitucij in razporeditev variranja razmerja
porazdelitve gama. Vrednosti podpore BS smo izracunali s po 1000 ponovitvami.

3.24 Test dvojnih kultur

Zaviralni ucinek 83 izbranih izolatov SBFS na izolate patogenih gliv je bil testiran s
prilagojenim testom dvojnih kultur (Hinton in Parry, 2008). lIzolati gliv SBFS so bili
izbrani v skladu s petimi tipi micelija, ki jih tvorijo glive SBFS na povrsju jabolka
(Batzer in sod., 2005).

Stevilo izolatov znotraj posamezne vrste je bilo razli¢no. Od vseh 83 izolatov je bilo
najveé izolatov (32 oziroma 38,6 %) glive S. pomi. Preko 20 % izolatov so predstavljali
Se izolati gliv M. mali in P. cerophilus. Gliva M. malicola je bila v naSem poskusu
zastopana s petimi izolati. Pri preostalih glivah, M. pomicola, M. tardicrescens in D.
pseudoamericana pa smo imeli v poskus vkljuenih zgolj po en izolat. Antagonisti¢ni
potencial posameznega izolata smo izrazili z deleZem inhibicije rasti patogenih gliv.
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Preglednica 12: Skupno Stevilo izolatov razli¢nih vrst gliv SBFS vklju¢enih v test dvojnih kultur

Table 12: Total number of strains from different species of SBFS fungi included in dual culture
assay
Vrste gliv Stevilo izolatov

Schizothyrium pomi 32
Peltaster cerophilus 18
Microcyclospora malicola 5
Microcyclospora pomicola 1
Microcyclospora tardicrescens 1
Microcyclosporella mali 25
Devriesia pseudoamericana 1

Skupaj 83

Delez posameznih gliv je prikazan na Sliki 8.

50,00 -
38,55

40,00 -

30,12

30,00

DeleZ (%o)

20,00

10,00

0,00

Slika 8: Delez posameznih vrst gliv uporabljenih v testu dvojnih kultur
Figure 8:  Percent of individual fungi used in the dual culture assay

3.2.4.1 Dolocanje skupnega $tevila trosov v suspenziji trosov

Koncentracijo suspenzije trosov smo dolo¢ili s pomocjo Biirker-Tirkov-ega
hemocitrometra. Suspenzijo trosov smo pripravili do ustrezne koncentracije trosov/ml.
Na Biirker-Tirkov hemocitometer smo nanesli 10 ul suspenzije trosov v dH,0. Pod

mikroskopom smo presteli $tevilo trosov (n) v 16 kvadratih velikosti 1/25 mm? in s
spodnjo enacbo izrazili skupno $tevilo trosov na ml (Enacba 1).

n * 10* = n trosov/ml (1)
3.2.4.2 Priprava suspenzije trosov patogenih gliv
Izolate patogenih gliv C. fioriniae in B. cinerea smo nacepili na PDA gojisce, F.

avenaceum pa na SNA gojisce ter jih inkubirali 10 dni pri 23 °C. V tem casu se je
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zacela tvorba trosov. S pinceto sSmo prenesli trose v epruveto s sterilno destilirano vodo
in premesali na vrtinéniku. S pomocjo Biirker — Tiirkovega hemocitometra smo dolo¢ili
koncentracijo trosov v suspenziji in jo uravnali na 1 x 10* trosov /ml.

3.2.4.3 Test dvojnih kultur med izolati gliv povzrociteljic SBES in glivami C.
fioriniae, F. avenaceum in B. cinerea

Koscke agarja, preras¢enega z micelijem (premer 5 mm) smo s plutovrtom izrezali iz 13
dni starih kultur gliv SBFS na PDA agarnih ploscah in jih obrnjene navzdol prenesli na
povrsje CYA agarnih plos¢ v oddaljenosti 1,5 cm od roba petrijevke premera 9 cm.
Glive SBFS smo inkubirali 4 dni v temi pri 23 °C. Po 4 dneh smo iz suspenzije trosov z
iglo tockovno inokulirali patogena na sredino agarne plos¢e. Rast patogene glive smo
merili po 7 dnevih inkubacije v temi pri 23 °C.

3.2.4.4 Test dvojnih kultur med izolati gliv povzrociteljic SBFS in glivo V. inaequalis

Inokulacija gliv SBFS je potekala na enak nacin kot pri ostalih testih dvojnih kultur, z
razliko v tem, da smo polozili kos¢ke agarja z micelijem gliv SBFS na povrsje CYA
agarnih ploS¢ v oddaljenosti 2,5 cm od roba petrijevke premera 9 cm. Glivo SBFS smo
inkubirali 4 dni v temi pri 23 °C. Iz 7 dni stare kolonije glive V. inaequalis na PDA
ploscah smo izrezali koscke agarja z micelijem velikosti 3 x 3 mm in jih prenesli na
sredino CYA agarnih plos¢. Inhibitorne ucinke gliv SBFS na rast glive V. inaequalis
smo merili po 14, 21 in 35 dneh inkubacije v temi pri 23 °C.

V testu smo v vsaki agarni plos¢i izmerili kontrolno radialno micelijsko rast patogena v
nasprotni strani od antagonista. Prav tako smo preverili rast patogenih gliv v absolutnih
kontrolnih plos¢ah, vendar razlik v rasti micelija patogene glive med obema kontrolama
nismo zaznali.

Test smo naredili v treh ponovitvah. Odstotek inhibicije rasti micelija (PIRM) je bil
izraC¢unan po naslednji formuli (Lahlali in Islamski, 2010):

100+(R1—R2)
R1

.2)

R1 = radialna micelijska rast patogena v nasprotni strani od antagonista (mm),
R2 = radialna micelijska rast patogena na testni agarni plos¢i proti potencialni
antagonisti¢ni povzrociteljici SBFS (mm)

Kon¢ne vrednosti podatkov so srednje vrednosti treh ponovitev.

Podatke 0 antagonisti¢ni aktivnosti za vse testirane izolate smo statisticno obdelali s
programom Microsoft Excel.
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3.25 Test doloéitve inhibitornih uéinkov ekstraktov na kalitev trosov
3.2.5.1 Priprava ekstraktov

Iz zbirke gliv SBFS (Priloga B) smo vzeli izolate vrst M. malicola, M. tardicrescens
(145/02), M. mali (408/07), S. pomi in P. cerophilus (121/03). Nato smo jih linijsko
inokulirali na gojis¢e CYA in inkubirali 12 dni pri 23 °C.

Nato smo s plutovrtom premera 5 mm izrezali 27 ko$¢kov micelija z agarjem iz treh
kolonij. Iz ene kolonije smo izrezali 3 agarne koscke okrog inokulacijske ¢rte, na sredini
kolonije, in Sest koS¢kov micelija z agarjem z roba kolonije. Koscke smo prenesli v 30
ml vialo ter dodali organsko topilo etil acetat kot navajajo Anderson in sod. (2005), in
sicer 9 agarnih kos¢kov za 1 ml etil acetata. Ekstrakcija je potekala 60 minut z
ultrazvocno kopeljo. Ekstrakt smo prestavili v svezo 4 ml vialo in evaporirali organsko
topilo. Suh ekstrakt smo stehtali in ga pri prvem poskusu raztopili v organskem topilu
etil acetat. Koncentracija glivnega ekstrakta je bila 1 mg/ml pri vseh testiranih izolatih.

3.2.5.2 Priprava inokuluma patogene glive

Izolat glive C. fioriniae smo nacepili na rPDA gojisce (Poglavje 4.1.2.3) in inkubirali 10
dni, da se je micelij glive v tem Casu lepo razrastel ter zacel tvoriti trosis¢a in trose. S
pinceto smo prenesli trose v epruveto s sterilno destilirano vodo in premesali na
vrtinéniku. S pomoc¢jo Biirker — Tiirkovega hemocitometra smo uravnali koncetracijo
trosov v suspenziji na 1 x 10 * trosov /ml.

3.2.5.3 lzvedba poskusa

Na petrijevo plos¢o SNA gojisca smo s plutovrtom premera 10 mm oznadili povrsino,
na katero smo nanesli 30 ul glivnega ekstrakta raztopljenega v organskem topilu.

Negativna kontrola je vsebovala petrijevo plos¢o z gojis¢éem SNA in dodanim razli¢nim
volumnom etil acetata: 10, 20, 30 ali 40 ul ali s sterilno dH,O. Na gojis¢e smo nanesli
10 pl suspenzije trosov, v Kateri je bilo okrog 100 trosov. Zanimal nas je vpliv glivnih
ekstraktov in razlicen volumen dodanega etil acetata na rast hif patogene glive.

Merili smo ¢as kalitve trosov patogene glive in rast kli¢ne hife v negativni kontroli z etil
acetatom in vodo ter v tretiranih vzorcih z razli¢nimi glivnimi ekstrakti po 4, 6, 8, 12,
13. urah po inokulaciji s suspenzijo trosov patogene glive. Rezultate smo dokumentirali
s svetlobnim mikroskopom, opremljenim z digitalno kamero Axiocam MRc.

Fotografirali smo vecje stevilo primarnih kli¢nih hif na tretiranje v dolo¢enem ¢asu in
kasneje izmerili dolzino kli¢nih hif s pomoc¢jo racunalniskega programa Axio Vision
3.1. Dobljene podatke smo pripravili in uredili s programom Excel 2007 in rezultate
statisti¢no obdelali s programskim paketom SAS/STAT 1999.
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Testirali smo vpliv negativne kontrole (etil acetat) na kalitev trosov v primerjavi z
negativno kontrolo z dodano vodo in vpliv glivnih ekstraktov raztopljenih v etil acetatu
na kalitev trosov glive C. fioriniae.

3.3 ANALIZE SEKUNDARNIH METABOLITOV
3.3.1 Analitske tehnike

Spojine v ekstraktu glive M. tardicrescens smo locili in identificirali s tekocinsko
kromatografijo sklopljeno zaporedno z detektorjem z nizom diod (DAD) in masno
spektrometri¢nim detektorjem (ESI-TOF-MS ali ESI-IT-MS).

3.3.1.1 HPLC-DAD

HPLC-DAD je tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti s spektrofotometricnim
detektorjem z nizom diod. Je najpogosteje in najSirSe uporabljena kromatografska
metoda. Temelji na loCitvi posameznih komponent v vzorcu, ki poteka na osnovi
porazdelitve med mobilno (meSanica organskih topil in vode) in stacionarno
(kromatografska kolona) fazo zaradi razli¢nih fizikalno kemijskih lastnosti. Spojine se
lo¢eno eluirajo in potujejo na detektor z nizom diod (DAD), ki pod dolocenimi pogoji
snema UV spektre eluiranih spojin. Kadar je stacionarna faza polarna (npr. silika gel)
govorimo o normalno fazni (NF) kromatografiji, kadar pa je stacionarna faza nepolarna
(C18) govorimo o reverzno fazni (RF) kromatografiji.

UHPLC je tekocinska kromatografija ultra visoke loCljivosti (vis§ji tlaki, manj$i delci
stacionarne faze, manjsi pretok mobilne faze, boljsa locba); uporabili smo jo za lo¢bo
spojin v glivnem ekstraktu.

Za frakcionacijo spojin smo uporabili preparativno HPLC (manjsi tlaki, vecji delci
stacionarne faze, vecji pretok mobilne faze), ker z njo dobimo vecje koli¢ine
posameznih frakcij, ki jih pozneje lahko uporabimo za nadaljnje analize.

3.3.1.2 ESI-IT-MS

UHPLC smo povezali z masnim spektrometrom z ionsko pastjo (IT-MS) (Amazon,
Bruker) opremljenim z ionizacijskim izvorom z elektrorazprSevanjem (ESI). Podatke
smo zajemali v pozitivni in negativni ionizaciji v razponu od 100 do 1000 m/z. IT-MS
smo uporabili pri prvem analiznem tesiranju bioaktivnega ekstrakta glive M.
tardicrescens, kjer smo detektirali spojine v pozitivni in negativni ESI.

3.3.1.3 ESI-TOF-MS

ESI-TOF-MS je masni analizator visoke loc¢ljivosti z ESI ionizacijo in detektorjem na
Cas preleta ionov. Od ionskega izvora ioni potujejo do masnega analizatorja, kjer se
lo¢ijo na podlagi razlik v njihovi kineti¢ni energiji tako, da merimo njihov cas preleta
(zato izraz time-of flight). lone na detektorju zaznamo pri doloCeni masi 0ziroma
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razmerju med maso in nabojem na vsaj tri decimalna mesta natancno. Z omenjeno
tehniko smo lahko dolocili molekulsko maso in posredno elementno sestavo spojin.

3.3.2 Analitski postopki
3.3.2.1 Ekstrakcija sekundarnih metabolitov

Takson z najvi§jo vrednostjo PIMG smo najprej 10 dni kultivirali na PDA gojiscu pri 23
°C. Sest agarnih ko$¢kov z micelijem smo prenesli v 250 ml elermajerice s 100 ml
tekoCega kvasnega gojis¢a s sladom in inkubirali $e¢ 10 dni pri 23 °C na rotacijskem
stresalniku. S sterilno 1 ml pipeto smo prenesli micelij gliv s teko¢im gojis¢em na CYA
agarne plos¢e (30 ponovitev) in jih 10 dni inkubirali v temi pri 23 °C. Glivno biomaso
in celotno gojis¢e v petrijevki smo liofilizirali in ekstrahirali s 1300 ml metanola v
ultrazvoc¢ni kopeli, 30 min pri 40 °C. Ekstrakt smo lo¢ili od liofiliziranih agarnih plos¢ s
filtriranjem preko okroglega celuloznega filtra (rde¢ trak) (Schleicher & Schuell) in
korak Se enkrat ponovili s svezim metanolom. Oba ekstrakta smo zdruzili in topilo
uparili v rotacijskem vakuumskem izparjevalniku (rotavapor). Za analizo organskih
ostankov smo suhemu glivnemu ekstraktu dodali 300 ml destilirane vode in 300 ml etil
acetata, premesali in obe fazi lo¢ili v liju lo¢niku. Zgornjo organsko fazo smo filtrirali
in uparili z rotacijskim vakuumskim izparjevalnikom do suhega. Suh ekstrakt smo
stehtali in shranili v zamrzovalniku pri -18 °C za nadaljnje analize.

3.3.2.2 Difuzijski test

Glivi C. fioriniae in M. hiemalis smo testirali z difuzijsko metodo z diski, in sicer: 10 ml
MYC gojisca, pripravljenega z 18 g/l agarja in ohlajenega na 40 °C, smo vlili v
petrijevko premera 90 mm. Po strditvi agarnega osnovnega sloja smo pripravili MYC
gojisc¢e s polovicno 9 g/l koli¢ino agarja. Temu smo ob ohladitvi na 40 °C dodali
suspenzijo spor patogena koncentracije 1 x 10°/ml in ga razlili na osnovno agarno plast.
Postopek je bil enak pri testiranju bakterij B. subtilis ter E. coli. Razlika je bila le v
uporabi BAC gojisca.

V poskusu smo uporabili metanolno raztopino suhega ekstrakta s koncentracijo 1 mg/ml
in metanolno raztopino izoliranih bioaktivnih snovi s koncentracijo 1 mg/ml. Nato smo
sterilne filter diske prepojili s 50 pl glivnega ekstrakta in jih polozili na povrsju agarne
plosce. Po 48 urni inkubaciji pri 25 °C smo z ravnilom merili premer obmo¢ja (mm)
inhibicije rasti gliv in bakterij.

3.3.2.3 Loc¢ba spojin v glivnem ekstraktu z RF-UHPLC-DAD

Suh glivni ekstrakt smo raztopili v 1 ml metanola. Locbo smo izvedli s C18 Acquity
UPLC BEH kolono (2,1 x 50 mm; 1,7 um) z gradientno elucijo in detekcijo z
detektorjem z nizom diod (200-600 nm, S$irina reze 2 nm). Kot mobilno fazo A smo
uporabljali 0,1 % metanojsko kislino v vodi, kot mobilno fazo B pa 0,1 % metanojsko
kislino v acetonitrilu. Program gradientne elucije je bil slede¢: 5 min 5 % mobilne faze
B, potem nara$c¢anje od 5 % mobilne faze B do 100 % pri retencijskem ¢asu 20 min in
na koncu 5 min 100 % mobilne faze B. Pretok je bil 0,6 ml/min, temperatura kolone pa
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40 °C. Po koncani analizi smo kolono kondicionirali 5 min s 95 % mobilne faze A in
5% mobilne faze B.

ESI-IT-MS smo izvedli na Brukerjevem in§trumentu Amazon. Podatke smo zajemali v
pozitivni in negativni ionizaciji v razponu od 100 do 1000 m/z. IT-MS smo uporabili pri
prvem analiznem testiranju bioaktivnega ekstrakta glive M. tardicrescens, kjer smo
detektirali spojine v pozitivni in negativni ESI.

Z ESI-TOF-MS smo dolo¢ili molekulsko maso in posredno elementno sestavo spojin.
Uporabili smo Brukerjev inStrument Maxis pod naslednjimi pogoji: kapilarna napetost
4,5 kV, tlak plina 4,0 bar, pretok plina za susenje 10 1/min, temperature plina za suSenje
200 °C. Masno obmocje je bilo od 100 do 2500 m/z. Podatke smo obdelali s
programsko opremo Compass Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics), s pomocjo katere
smo dobili seznam moznih osnovnih (elementnih) formul.

3.3.2.4 Frakcioniranje spojin glivnega ekstrakta s preparativno HPLC

Analite smo izolirali in ocistili s preparativnim sistemom HPLC z reverzno fazo (RF).
Preparativno (RF) HPLC smo izvedli dvakrat. Prvi¢ smo injicirali 1/3 mase suhega
ekstrakta in drugi¢ preostanek (Potek lo¢evanja je prikazan na Sliki 9).

oy mipytral
30174 mg
-..__.- '-\.___H
1 korak 7 T 1 hogzk
Jl__.-"' ok
EFHFLZ FFHFLZ
1055 mg 115 ms
Frakcije 30 45 47 48 L:J 50 47 48 49 48
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KFHPLE | ——= o
AR | 05 me | =
spojdna T wpojina T spoijinm 1 wpoijinm 1
11s + 31« 33 + 41x
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Slika 9: Potek lo¢evanja in izolacija dveh bioaktivnih spojin

Figure 9:  Steps for separation and isolation of two bioactive compounds
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Spojine smo locili na preparativni koloni (VP Nucleodur C18 Gravity 5 um (250 mm x
21 mm). Pri lo¢bi smo uporabili linearni gradient. Kot mobilno fazo A smo uporabljali
0,5 % ocetno kislino v vodi, kot mobilno fazo B pa 0,5 % ocetno kislino v metanolu.
Program gradientne elucije je bil slede¢: 30 min naras¢anja od 20 % mobilne faze B do
100 % in na koncu 5 min 100 % mobilne faze B. Pretok je bil 20 ml/min. Posamezne
spojine smo detektirali pri valovni dolzini 230 nm. S pomocjo zbiralca frakcij smo
frakcije zbirali vsakih 20 s. Frakcije smo oznacili s Stevili od 1 do 103.

3.3.2.5 Test bioaktivnosti frakcij

Zbrane frakcije smo uporabili za testiranje antimikrobnega uc¢inka. 20 ul vsake frakcije
smo odpipetirali na 96 mikrotitrsko plosco in iz luknjic z mikrotitrskim izparjevalnikom
z dusikom izparili metanol. Nato smo v posamezno luknjico nanesli 150 ul suspenzije
trosov patogene glive C. fioriniae s koncentracijo 1 x 10° trosov/ml. Ploi¢e smo
inkubirali dva dni na stresalniku pri 23 °C.

3.3.2.6 Locitev spojin v bioaktivnih frakcijah s preparativno (NF) HPLC

Bioaktivne frakcije iz preparativne (RF) HPLC smo zdruzili in jih v nadaljevanju
uspesno locili na preparativni HPLC z normalno fazo (NF). Uporabili smo silikagel
kolono in izokratsko elucijo 99,7 % diklorometana in 0,3 % metanola.

3.3.2.7 Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) bioaktivnih spojin

Aktivnost izoliranih bioaktivnih spojin smo ocenili z mikrodilucijskim testom v
mikrotitrskih plo$¢ah s 96 luknjicami. Testni organizmi so bili bakterije Bacillus
subtilis, E. coli in S. aureus in glive C. fioriniae, Pichia anomala, C. tenuis ter S.
cerevisiae. Pripravili smo bakterijski inokulum za priblizno 10> kolonijskih enot na
luknjico in glivni inokulum s koncentracijo priblizno 1 x 10° spor na luknjico.

V prvo vrstico mikrotitrske plosce (A) smo dodali 280 pl suspenzije trosov, v vse ostale
(B, C, D, E, F, G) pa samo 150 ul suspenzije trosov. V luknjico 6A smo dodali 20 ul
spojine 1, v luknjico 7A pa 20 ul spojine 2, tako da je bila njuna koncentracija v obeh
luknjicah 100 ug/ml. V luknjico 5A smo dodali 20 pl metanola. 150 pl raztopine iz
luknjic vrstice A, smo prenaSali proti luknjicam v wvrstici G, tako da so bile
koncentracije spojine 1 in 2 v vrstici B 50 pg/ml, v vrstici C 25 pg/ml, v vrstici D 12,5
ng/ml, v vrstici E 6,25 pg/ml, v vrstici F 3,13 pg/ml, v vrstici G 1,56 pg/ml in v vrstici
H 0,78 pg/ml. Sprejeto merilo minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) je bilo
definirano kot najnizja koncentracija vsake spojine, ki po 24 urah inkubacije ne kaze
vidne bakterijske ali glivi¢ne rasti.

3.3.2.8 Strukturna identifikacija spojin

Struktura Cistih izoliranih aktivnih substanc je bila dolo¢ena na institutu HZI v Nemc¢iji
z 'H in 3C jedrsko magnetno resonanco (NMR). NMR spektri so bili posneti z Bruker
Ascend 700 spektrometrom s 5 mm krio-probo (*H 700 MHz, *C 175 MHz).
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3.4 INVIVO TEST

V sadovnjaku Kmetijskega instituta Slovenije smo izbrali 6 dreves sorte Gloster. Za in
vivo poskuse smo izbrali le najobetavnejSe izolate za biotiCno varstvo na osnovi
rezultatov in vitro poskusov. Okrog dreves smo postavili leseno ogrodije in ga prekrili s
polivinilom in mrezo. Pod leseno ogrodje smo namestili oroSevalce in merilec
temperature in vlage.

Slika 10:  Okolje in vivo poskusa
Figure 10: Environment of in vivo assay

Drevesa smo tretirali s tremi razli¢nimi vrstami gliv. Prva dva drevesa smo tretirali z
glivo M. tardicrescens, tretje drevo je bilo kontrolno, tretirano z dH,O, cetrto in peto
drevo pa smo tretirali z glivo P. cerophilus ter Sesto drevo z glivo M. malicola.
Skropljenje dreves s suspenzijo trosov gliv smo izvajali 1 x tedensko od 23. 4. 2012
dalje. Vsako drevo smo tretirali s 200 ml suspenzije trosov posamezne glive s
koncentracijo 1 x 10° trosov /ml.

Nato smo pod drevesa podstavili prezimele liste z zimskimi trosis¢i (psevdoteciji), v
katerih nastanejo spolni trosi (askospore) glive V. inaequalis. Razvoj simptomov
bolezni smo spremljali in jih primerjali z negativno kontrolo (netretirano rastlino).

Gliva tvori spomladi zimska trosis¢a (psevdotecije), v katerih nastanejo spolni trosi
(akrospore), ki dozorijo do sredine aprila. Zimski trosi v kapljici vode na listih kalijo in
z infekcijsko hifo prodro vanje ter jih tako okuzijo. Po dveh tednih se pokazejo pege na
listu. Na teh pegah se v obliki Zametne prevleke tvorijo poletni trosi (konidiji), ki se
Sirijjo na mlade liste in plodove. Pomembno je, da prepreCimo predvsem okuzbe z
zimskimi trosi, saj se potem poletni trosi ne morejo razviti.

Konec oktobra smo obrali vse plodove iz Sestih jablan in jih lo¢ili po vrstah. Presteli

smo jabolka in locili Stevilo okuzenih od neokuzenih plodov. Nato smo vsakemu
okuzenemu plodu izmerili po 2 X vi§ino in premer ter izracunali povpre¢no visino
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jabolka v . mm (v) in premer jabolka v mm (D). Povr$ino jabolka smo izracunali po
formuli za povrsino krogle. Prvim desetim okuzenim jabolkom smo izmerili premer
posamezne nekroze po dolzini in Sirini ter izraCunali povprecni polmer nekroze ter
povprecno plos¢ino s formulo za plos¢ino kroga. Vsota vseh povprecnih ploscin kolonij
na okuZenem plodu je predstavljala plos¢ino celotne nekroze.

Delez povrsine plodu, okuzene z glivami smo izracunali po formuli:

_ P
0, = p, * 100 ...(3)
O, — Delez okuzene povrsine (%)
P,— OkuZena povrsina jabolk (mm?)
P; - Povrsina celotnega jabolka (mm?)
34.1 Priprava inokuluma gliv sajavosti za in vivo test

Glive M. malicola, M. tardicrescens in P. cerophilus smo linijsko inokulirali na rPDA
gojisce in jih inkubirali 10 dni pri 23 °C. Potem smo na agarne plos¢e dodali dH,0O in s
spatulo postrgali micelij s trosi in zmesali z vodo. Vodno suspenzijo s trosi in micelijem
smo prefiltrirali skozi sterilno gazo in s tem dobili ¢isto suspenzijo trosov. Za pripravo
200 ml suspenzije trosov s koncentracijo 1 x 10° trosov/ml smo potrebovali ob
vsakokratnem Skropljenju priblizno 8 petrijevk glive M. tardicrescens, 2 petrijevki glive
P. cerophilus in 3 petrijevke glive M. malicola.

3.5 SEMIINVIVO TEST
3.5.1 Priprava pogojev za semi in vivo testiranje

Testiranje antagonisti¢ne aktivnosti semi in vivo smo izvedli na zdravih,
nepoSkodovanih plodovih jablane treh sort, in sicer: Zlati delises, Gala in Gloster. Vse
tri sorte so obcutljive na okuzbo z glivo C. fioriniae. Plodove smo analizirali po treh
mesecih skladi§¢enja. Preliminarni test pa smo izvedli pri sorti Gloster ob tehnoloski
zrelosti plodov takoj po obiranju.

Plodove smo povrsinsko sterilizirali, tako da smo jih najprej spirali pod destilirano
vodo, nato smo jih potopili za 10 sekund v 70 % raztopino etanola in za 3 min v 1 %
raztopino natrijevega hipoklorita (13 % aktivnega klora) in nato Se sprali s sterilno
destilirano vodo.

V poskusu smo imeli 5 tretiranj, zato smo na vsakem jabolku s plutovrtom na petih
straneh izrezali po dve luknjici (3 mm premera x 3 mm globine) in jih oznadili z 1 — 5.
Na vsakem plodu smo posamezno tretiranje enkrat ponovili. V poskusu smo imeli 46
plodov sorte Gala, 38 plodov sorte Gloster in 43 plodov sorte Zlati delises.
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Slika 11:  Plodovi pripravljeni za semi in vivo poskus
Figure 11: Apple fruits for semi in vivo assay

3.5.2 Izvedba semi in vivo testiranja

Pripravili smo suspenzijo trosov patogene glive s koncentracijo 2,5 x 10° trosov/ml in
suspenzijo trosov antagonistiéne glive M. tardicrescens s koncentracijo 4,5 x 10°/ml ter
z nastavki za pipeto (tipsi) nanasali v vdolbinice po 20 pl posamezne suspenzije trosov.

Tretiranje 1, tretiranje 2 in tretiranje 5 so predstavljali kontrolo z nanosom zgolj
suspenzije patogene glive ali antagonisti¢ne glive, medtem ko sta predstavljali tretiranji
4 in 3 nanos suspenzij obeh gliv isto¢asno ali nanos antagonisti¢ne glive in po dveh urah
inkubacije Se nanos suspenzije trosov patogene glive.

Tretiranje 1: 20 ul suspenzije trosov patogene glive C. fioriniae nanesli na zacetku

Tretiranje 2: 20 ul suspenzije trosov antagonisti¢ne glive nanesli na zacetku

Tretiranje 3: 20 pl suspenzije trosov antagonisti¢ne glive nanesli na zacetku in po
dveh urah inkubacije nanesli §¢ 20 ul suspenzije trosov patogene
glive C. fioriniae

Tretiranje 4: 20 ul suspenzije trosov antagonisti¢ne glive in 20 pl suspenzije
trosov patogene glive C. fioriniae nanesli na zacetku

Tretiranje 5: 20 pul suspenzije trosov patogene glive C. fioriniae nanesli dve uri
pozneje

Plodove smo polozili na sterilne papirnate brisace v plasti¢nih posodah in jih inkubirali
v rastni komori 12 dni pri 23 °C. Visoko vlaznost Smo zagotovili z dodajanjem sterilne
destilirane vode na dno posode. Posode smo ostevilcili (1, 2, 3 ...) in prav tako vsak
plod v posamezni posodi. Na primer plodovi v posodi 3 so oznaceni s 3.1, 3.2, 3.3 in
3.4. Prva pomeni Stevilko posode in druga stevilko ploda v posodi 3. Namen testiranja
je bil dolocanje inhibitornega ucinka glive M. tardicrescens na C. fioriniae.
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Na sedmi dan inkubacije smo plodove pregledali in izmerili premer nekroz pri vseh
tretiranjih. Nekroze so bile razli¢nih oblik, zato smo Zeleli dobiti povpreéni polmer
nekroze. Z ravnilom smo po dolzini in Sirini izmerili premer dveh nekroz na posamezno
tretiranje. 1z dveh nekroz smo izracunali povpre¢ni premer oziroma polmer (i) nekroze.
Nekroze so se najbolj priblizale obliki kroga, zato smo povprec¢no plos¢ino nekroze na
tretiranje racunali po formuli za plo$¢ino kroga.

Plostina nekroze (cm?) = mr? (4
Sledila je primerjava povpreénih plos¢in med tretiranji izrazena v %. Tretiranje 4 smo
primerjali s kontrolnim tretiranjem 1 (P4/P1) in tretiranje 3 s kontrolnim tretiranjem 5
(P3/P5).

Delez inhibicije nekroze glive C. fioriniae pri tretiranju 3 (13) ali tretiranju 4 (14) smo
izraGunali po formulah:

13 (v %) = (1 - =)+ 100 (v %) in (5
14 (v %) = (1 - =)+ 100 (v %) ..(6)

Pri vseh treh sortah jabolk smo izracunane rezultate o delezu zmanjSanja nekroze
patogene glive (I3, 14) obdelali s statisti¢nim programom SAS/STADT.
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4 REZULTATI

4.1 MORFOLOSKE ZNACILNOSTI UPORABLJENIH GLIV SBFS V CISTI
KULTURI

411 Microcyclospora malicola J. Frank, Schroers & Crous

Kolonija je na PDA gojis¢u pocasi rastoca in doseze po 14 dneh rasti pri temperaturi 24
°C premer 7 mm in po 1 mesecu inkubacije premer 12 mm. Je gladka, olivno zelena,
prekrita z rjavo sivim zra¢nim micelijem (Slika 12A). Rob kolonije je temno rjav,
gladek in raven. S spodnje strani je kolonija ¢rne barve.

Na SNA gojis¢u je kolonija nehomogena, s Stevilnimi temnimi micelijskimi
zgostitvami, med katerimi je redek, bel in sluzast micelij, kjer je obilica trosov (Slika
12B). Hife so septirane, 2-3 um S$iroke. Trosi nastanejo z blasti¢no konidiogenezo iz
konidiogenih celic, lateralno na hifah (Slika 12C). Trosi so septirani (2-4-8) , veliki 23 —
36- 92 um x 2,4-2,8-3,6 um, z vidnimi oljnimi kapljicami, gladki, ravni do ukrivljeni ter
na eni strani topi in na drugi nekoliko zaobljeni (Slika 12D).

A “

Slika 12:  Morfoloske znacilnosti glive M. malicola
(A —PDA gojisce, B — SNA gojisce, C — nastanek trosov, D — trosi)
Figure 12: Morphological characteristics of fungus M. malicola
(A — PDA medium, B — SNA medium, C — conidia formation, D — conidia)
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4.1.2 Microcyclospora tardicrescens J. Frank, Schroers & Crous

Kolonija je na PDA gojis¢u pocasi rastoc¢a in doseze po 14 dneh rasti pri temperaturi 24
°C premer 7 mm in po 1 mesecu premer 11 mm. V sredini je kolonija dvignjena,
nagubana in prekrita s sivkastim zra¢nim micelijem, rob kolonije je vras¢en v agar,
rjavo ¢rn in nazobc¢an (Slika 13A). S spodnje strani je kolonija ¢rne barve (Slika 13B).

Slika 13:  Kolonija glive M. tardicrescens na PDA gojis¢u
(A - od zgoraj, B — na spodniji strani)

Figure 13: Fungal colony of M. tardicrescens on PDA medium
(A — from above, B — on the bottom)

Micelij na SNA gojiscu je gosto razvejan, bledo rjav in svetle¢ (Slika 14A). Starejsi
micelij oblikuje kroglaste, svetlece, sivo ¢rne zgostitve (Slika 14B). Sporulacija je zelo
intenzivna in najbolje vidna ob hifah na svetle¢em robu kolonije. Hife so 2-3 um Siroke.
Trosi nastajajo lateralno na konidiogenih celicah, ki so mono ali poliblasti¢ne. Trosi so
nitasti, ravni do rahlo ukrivljeni ter na eni strani topi in na drugi zaobljeni. So septirani
(1-6), ob septah nekoliko zozeni, veliki 18-31-65 um x 1,5-2,3-3 pum, bledo rjavi z
vidnimi oljnimi kapljicami (Slika 14D). Pogosta je tudi mikrocikli¢na tvorba trosov. V
starej§ih kulturah se interkalarno razvijejo temno rjave klamidiospore, ki merijo v
premeru 5 pm.
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Slika 14:  Micelij glive M. tardicrescens na SNA gojis¢u
(A, B - kolonija po 7 dneh, C — tvorba trosov, D — trosi)

Figure 14: Fungal mycelium of Microcyclospora tardicrescens on SNA medium
(A, B —colony after 7 days, C — conidia formation, D — conidia)

4.1.3 Microcyclosporella mali J. Frank, Schroers & Crous

Kolonija je na PDA gojis¢u pocasi rastoca in doseze po 14 dneh rasti pri temperaturi 24
°C premer 11 mm in po 1 mesecu premer 17 mm. Je olivno zelene barve, zbita, v
sredini dvignjena in nagubana, na obrobju ravna in preras€ena s svetlejSim zraénim
micelijem. Rob kolonije je gladek, valovit ter ponekod resasto vraséen v gojisée (Slika
15A). S spodnje strani je kolonija ¢rne barve (Slika 15B).
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\
Slika 15:  Kolonija glive M. mali na PDA gojis¢u (A — od zgoraj, B — na spodnji strani)
Figure 15: Fung al colony of M. mali on PDA medium (A — from above, B — on the bottom)

Micelij je na SNA gojiscu rjavkast in redek ter deloma vraséen v gojisc¢e. Na robu
kolonije je viden redek, sluzast bel micelij z obilno tvorbo trosov. Po desetih dneh se na
robu pojavijo posamezne bele, sluzaste gmote trosov (Slika 16A). Hife so 2-3 um
siroke. Trosi se lahko razvijejo iz konidiogenih celic lateralno na hifah, pogosto
nastajajo z mikrocikli¢éno konidiacijo. Trosi so septirani (1-2-7), veliki 10-18-37 um x
1,8-3-3,7 um, gladki, brezbarvni z vidnimi oljnimi kapljicami, cilindri¢ni do rahlo
ukrivljeni ter na eni strani topi in na drugi konicasto zaobljeni (Slika 16D).

Slika 16:  Micelij na SNA gojis¢u (A, B - kolonija po 7 dneh, C — tvorba trosov, D — trosi)
Figure 16: Mycelium on SNA medium (A, B — colony after 7 days, C — conidia formation, D — conidia)
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4.1.4 Schizothyrium pomi Arx

Kolonije glive in vitro dosezejo po 14 dneh rasti na PDA gojiscu in pri temperaturi 24
°C premer 8 mm in po 1 mesecu inkubacije premer 23 mm. Kolonija je kompaktna,
rahlo dvignjena in nagubana, temno siva v sredini in svetlo siva proti robu. Rob kolonije
je gladek in valovit z redkim, rjavo rumenim micelijem, vraséenim v agar (Slika 17A).

A

Slika 17:  Kolonija S. pomi na PDA gojis¢u (A — od zgoraj, B — povetava 7x)
Figure 17: Colony of S. pomi on PDA medium (A — from above, B — magnification 7x)

415 Peltaster cerophilus J. Frank & Schroers, Mycologia 2014 v tisku

Tu smo opisali dva izolata znotraj na novo opisane vrste Peltaster cerophilus, in sicer
izolat 045/02 (A39) in izolat 121/03 (A55). Kolonije izolata 045/02 dosezejo po 14
dneh rasti na PDA gojis¢u in pri temperaturi 20 °C premer 8 mm in po 1 mesecu
inkubacije premer 12 mm. Kolonije so goste, kompaktne enakomerno dvignjene ali
nagubane. Zra¢ni micelij je temno rjav (4D5, 4D6) do sivo-olivno zelenkaste barve in
na povrsju ne tvori trosov (Slika 18A). S spodnje strani je kolonija ¢rne barve (Slika
18B).

Slika 18:  Izolat 045/02 (A39) na PDA gojis¢u (A — od zgoraj, B — na spodnji strani)
Figure 18: Strain 045/02 (A39) on PDA medium (A — from above, B — on the bottom)
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Kolonije izolata 045/02 na SNA gojisc¢u so sluzaste, temno rumene barve, intenzivno
tvorijo trose, zracnega micelija ni, na robu kolonije se hife radialno razrascajo po
povrsju agarja (Slika 19A).

Slika 19:  Izolat 045/02 (A39) na SNA gojis¢u (A — povecava 2x, B — povedava 7x)
Figure 19: Strain 045/02 (A39) on SNA medium (A — magnification 2x, B — magnification 7x)

Kolonije izolata 121/03 dosezejo po 14 dneh rasti na PDA gojis¢u in pri temperaturi 20
°C premer 10 mm in po 1 mesecu inkubacije premer 14 mm. Kolonije so goste,
kompaktne in neenakomerno dvignjene ali nagubane. Povr$je je temno rjavo (4D5,
4D6) do ¢rno ter prekrito z rjavo sivim, zeleno sivim zra¢nim micelijem. Na povrsju
kolonije in ob njenem robu se oblikujejo temno rumene (4B7) gmote trosov (Slika
20A). S spodnje strani je kolonija kremasto rumena (4B6) in rjava (Slika 20B).

/

\

Slika 20:  lzolat 121/03 (A55) na PDA gojiscu (A — od zgoraj, B — na spodnji strani)
Figure 20: Strain 121/03 (A55) on PDA medium (A — from above, B — on the bottom)

Micelij izolata 121/03 na SNA gojis¢u je rahel, svetle¢ in vrasen v agar (substraten) z
obilico trosov, ki se mestoma zgostijo in oblikujejo svetlo roza gmote. Trosi se
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oblikujejo na konidiogenih celicah, lateralno na hifah. So brezbarvni, enoceli¢ni,
cilindri¢ne oblike in merijo 2,0-4,5-7,5 um x 1,5-2,0-3,0 um (Slika 21A).

Slika 21:  lzolat 121/03 (A55) na SNA gojis¢u (A — povecava 1x, B — povecava 7x)
Figure 21: Strain 121/03 (A55) on SNA medium (A — magnification 1x, B - magnification 7x)

Mikromorfoloske znacilnosti obeh izolatov glive vrste P. cerophilus so enake. Trosi se
oblikujejo na konidiogenih celicah, lateralno na hifah (Slika 22A, 22B). So brezbarvni,
enoceli¢ni, cilindri¢ne oblike in velikosti 3,0-4,9-7,6 um x 1,5-2,1-2,6 um (Slika 22C,
22D).

Slika 22:  Sporulacija na SNA gojis¢u (A, B — tvorba trosov lateralno na hifah, C, D — trosi)
Figure 22: Sporulation on SNA medium (A, B — conidia formation lateral on the hyphae, C, D —
conidia)
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4.2 FILOGENETSKO DREVO ITS rDNA

Filogenetske odnose gliv iz rodu Peltaster smo preucevali na podlagi nukleotidnih
zaporedij notranjih prepisnih vmesnikov ribosomske DNA (ITS1, ITS2 rDNA) in so
prikazani v filogenetskem drevesu (Slika 23).
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Slika 23:  Filogenetsko drevo vrst gliv Peltaster
Figure 23: Phylogenetic tree of Peltaster species fungi

Z uporabo oznacevalca ITS so se sekvence zdruzile v pri¢akovane skupine na
taksonomski ravni vrst. Grafi¢ni prikaz reda razvejitve in evolucijske oddaljenosti
izbranih taksonov kaze na to, da se Peltaster cerophilus, nova opisana vrsta izolirana
samo Vv Evropi, lo¢i od vrste P. fructicola izolirane v Severni Ameriki in Evropi.
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1000 najbolj var¢nih dreves pridobljenih iz analize regije ITS je imelo dolzino 251
korakov. DNA zaporedja ITS regije glive P. cerophilus so pokazala 71 % podobnost z
ITS zaporedji P. fructicola. Poleg tega so se ocitno loc¢ile od drugih izolatov iz rodu
Peltaster dostopnih v NCBI Gen Bank. Med zaporedji glive P. cerophilus nismo zaznali
nobenih variacij (odstopanj). Klad, v katerega se uvrsc¢a vrsta P. cerophilus, ima visoko
podporo (ML-BS, MP-BS = 100, p.v. = 1.0) (Slika 23) in prav tako klad vrste P.
fructicula je bil enakovredno podprt (ML-BS = 100, p.v. = 1.0). Sestrski odnos izolatov
glive P. fructicula z neopisano vrsto Peltaster sp. 65 rap je podprt z analizami zaporedij
regije ITS (ML-BS =73, p.v. = 0.96, MP-BS = 93). Klad s $tevilnimi vrstami Peltaster
spp. tvori klad zunaj podprte monofiletske skupine z vrstami P. cerophilus, Peltaster
spp. 65 rap in P. fructicola (MP = 70).

4.3 TEST DVOJNIH KULTUR

Iz celotne glivne zbirke (Priloga B) smo izbrali 83 izolatov razli¢nih vrst in rodov gliv
SBFS (Priloga C) ter testirali njihov antagonisti¢ni vpliv na rast micelija patogenih gliv
C. fioriniae, F. avenaceum, B. cinerea in V. inaequalis v in vitro testu dvojnih kultur.

Izolati gliv SBFS niso po sedmih dneh inkubacije pokazali nobenega antagonisti¢nega
delovanja proti patogeni glivi C. fioriniae, razen izolata vrste M. tardicrescens z oznako
A53 (Priloga D1). Inhibicija radialne rasti micelija glive C. fioriniae je bila na sedmi
dan 46,08 % in je po 14 dneh inkubacije dosegla 55,26 % (Slika 24 in Preglednica 13).

Slika 24:  Rezultat testa dvojnih kultur med antagonisti¢no glivo M. tardicrescens in patogeno glivo C.
fioriniae po 7 dneh inkubacije

Figure 24: Result of dual culture assay between antagonistic fungus M. tardicrescens and pathogenic
fungus C. fioriniae after 7 days of incubation
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Preglednica 13: Inhibicija rasti micelija glive C. fioriniae v in vitro testu dvojnih kultur z antagonisti¢ni
glivo M. tardicrescens na CY A gojis¢u
Table 13: Growth inhibition of the colony of the fungus C. fioriniae in vitro dual culture assay
against antagonistic fungus M. tardicrescens on CYA medium
Radialna rast Radialna rast

% inhibicije rasti micelija

Cas inkubacije patogena proti patogena v nasprotni glive Colletotrichum
(dni) antagonistu strani od antagonista foriniae "

(mm) * (mm) * ioriniae
7 11,7 21,7 46,08
8 12,3 22,7 45,30
10 12,7 27,0 52,96
12 15,3 33,7 54,60
14 17,0 38,0 55,26

* izvedba poskusa Vv treh ponovitvah.

V Prilogi D2 in Prilogi D3 je prikazano, da noben izmed 83 testiranih izolatov SBFS
gliv ni inhibiral rasti micelija patogenih gliv F. avenaceum in B. cinerea. Radialna rast
patogenih gliv je bila enaka v smeri proti potencialnemu antagonistu kot v nasprotni
smeri. Inhibicija rasti micelija je bila 0 % pri obeh testiranih patogenih glivah.

Radialna rast patogene glive F. avenaceum je na sedmi dan inkubacije znasala pri vseh
testiranih vzorcih 4,2 cm, kar pomeni, da je gliva v obeh smereh rasti dosegla rob
petrijevke.

Radialna rast glive B. cinerea je v testu proti antagonistu in v nasprotni smeri od
antagonista pri vseh testiranih izolatih v povprecju znasala na sedmi dan inkubacije od
2,7 do 3 cm. Nobeden izmed 83 izolatov ni pokazal antagonistiénega potenciala proti
glivi B. cinerea.

Merjenje rasti patogene glive V. inaequalis in izra¢un deleza inhibicije rasti micelija te
glive s strani posameznega testiranega izolata po 14, 21 in 34 dnevih smo prikazali v
Prilogi E. Poskus smo izvedli v treh ponovitvah, izracunali povpre¢je treh meritev pri
vsakem izolatu in izraCunali delez inhibicije patogene glive po formuli opisani v
poglavju 3.2.2.4.

Vrste S. pomi, P. cerophilus, M. malicola, M. mali, D. pseudoamericana so inhibirale
rast patogene glive V. inaequalis.
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Slika 25:  Inhibitorni u¢inek posameznih vrst gliv potencialnih antagonistov na rast micelija patogene
glive V. inaequalis (%)

Figure 25: Inhibitory effect for individual fungal species of potential antagonists on the mycelial growth
of pathogenic fungus V. inaequalis (%)

Inhibicija vrste S. pomi na rast micelija patogene glive je bila po prvem merjenju (po 14
dneh) 7,03 % in se je tekom inkubacije znizevala. Po 21 dneh inkubacije je bila 5,62 %
in po 35 dneh 1,08 %.

Vrsta P. cerophilus je po 14 dneh inhibirala rast glive V. inaequalis v povprecju za 4,15
%, po 21 dneh za 18,61 % in po 35 dneh za 30,64 %.

Edini izolat vrste D. pseudoamericana ni pokazal po prvem in drugem merjenju
nobenih inhibitornih u¢inkov na glivo V. inaequalis. Po 35 dneh inkubacije pa smo
zaznali inhibitorne uéinke na rast micelija glive, in sicer je bila inhibicija rasti glive V.
inaequalis 5,39 %.

Tudi pri vrsti M. malicola je inhibicija rasti micelija glive V. inaequalis tekom
inkubacije naraséala. Po 14 dneh je vrsta dosegla 1,11 % inhibicije rasti glive, po 21
dneh 4,40 %, do 35 dneva pa se je inhibicija rasti micelija glive V. inaequalis zvisal na
17,79 %.

Vrsta M. mali je dosegla 1,11 % inhibicijo rasti micelija glive V. inaequalis po 14 dneh,
po 21 dneh je inhibicija rasti micelija glive minimalno narasla na 3,67 %, do 35 dneva
pa je padlana 2,26 %.
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Izolata vrste M. tardicrescens in vrste M. pomicola nista pokazala nobenega
inhibitornega ucinka na glivo V. inaequalis. Inhibicija rasti micelija glive V. inaequalis
je bila ob vseh treh merjenjih 0 %.
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Slika 26:  Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste S. pomi na rast micelija patogene glive V.
inaequalis (%)

Figure 26: Inhibitory effect for individual strains of thespecies S. pomi on the mycelial growth of
pathogenic fungus V. inaequalis (%)

V poskusu smo uporabili 32 izolatov vrste S. pomi. Glivo V. inaequalis je inhibiralo 19
izolatov, kar predstavlja 59,4 %. Inhibicijo smo merili trikrat, in sicer po 14 , 21 ter po
35 dneh. Po prvem merjenju je 16 od 19 izolatov pokazalo antagonisti¢ni potencial s
povprec¢no 7,0 % inhibicijo rasti micelija glive V. inaequalis. 1zmed teh je izolat A7
pokazal po 14 dneh najvecji inhibitorni ucinek na rast micelija patogene glive (nad 23
%). Poleg izolata A7 sta Se izolata A4 in A6 inhibirala rast micelija (20 %) patogene
glive V. inaequalis. Po drugem merjenju (po 21 dneh) je bilo 14 izolatov z
antagonisticnim potencialom. Povprecni inhibitorni u¢inek teh izolatov na rat micelija
patogene glive je bil 5,6 %. Najvecja inhibicija je bila podobno kot po prvem merjenju,
in sicer je izolat A9 pokazal 23 % inhibicijo rasti micelija patogene glive. Tudi po 21
dneh so bili trije izolati, katerih inhibitorni uc¢inek na rast micelija patogene glive je bil
20 %. Pri vrsti S. pomi smo opazili, da se inhibicija po 21 dneh inkubacije v primerjavi
z inhibicijo po 14 dneh, zmanjsa. Izjema so izolati A9, A12, A23, A29 in A30. Po 35
dneh inkubacije sta bila aktivna zgolj izolata A12 in A26, ostali izolati niso zavirali rasti
patogene glive. Skupna povprecna inhibicija izolatov je bila po 35 dneh nizja kot 2 %.
Aktivna izolata sta zavirala rast micelija patogene glive 20 % oziroma 14,5 %. Izbrali
smo izolat Al12, saj je edini inhibiral rast micelija patogene glive V. inaequalis glive na
35. dan inkubacije (20 %).
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Slika 27:  Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste Peltaster cerophilus na rast micelija patogene
glive V. inaequalis (%)

Figure 27: Inhibitory effectof individual strains of the species Peltastercerophilus on the mycelial
growth of pathogenic fungus V. inaequalis (%)

Vsi testirani izolati vrste P. cerophilus so inhibirali rast micelija patogene glive V.
inaequalis. Opazna lastnost te vrste je, da se je inhibicija rasti micelija patogena
povecevala tekom inkubacije in je bila po 30 dneh najvecja. Po prvem merjenju je 10 od
15 izolatov pokazalo antagonisticno delovanje na rast micelija glive V. inaequalis s
povpre¢no inhibicijo 4,98 %. Noben izolat ni rasti micelija patogene glive inhibiral nad
20 %. Po drugem merjenju (po 21 dneh) je imelo vseh 15 izolatov inhibitorni u¢inek na
rast micelija patogene glive nad 10 %, razen izolata A49. Povpre¢na inhibicija rasti
micelija patogene glive pri vseh 15 izolatih je bila pri drugem merjenju 22,33 %. Po
drugem merjenju so izolati A39, A41 in A50 inhibirali rast micelija patogene glive V.
inaequalis nad 30 %. Najve¢ji inhibitorni ucinek na rast micelija patogene glive po 21
dneh inkubacije je dosegel izolat A39, in sicer 38,78 %.

Po 35 dneh inkubacije smo opazili inhibicijo rasti micelija patogene glive V. inaequalis
pri skoraj vseh izolatih razen pri A49, kjer inhibicije rasti ni bilo ve¢ zaznati. Skupni
povprecni inhibitorni u¢inek izolatov na rast micelija patogene glive se je po 35 dneh
povecal na 36,77 %. Pri vseh izolatih smo videli povecanje inhibicije rasti micelija
patogene glive po 35 dneh, razen pri izolatih A57 in A62, kjer je inhibicija rasti micelija
patogene glive rahlo padla iz 27,4 % po 21 dneh na 26,55 % po 35 dneh 0z. iz 26 % na
21,25 %. Po tretjem merjenju so pokazali izolati A34, A39, A4l, A51, A55 in A61 velik
inhibitorni u¢inek na rast micelija patogene glive (nad 40 %). Najvec¢jo inhibicijo rasti
micelija patogene glive po 35 dneh inkubacije je dosegel izbrani izolat A55, in sicer
50,39 %.
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Slika 28:  Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste M. malicola na rast micelija patogene glive V.
inaequalis (%)

Figure 28: Inhibitory effect of individual strains of the species M. malicolaon the mycelial growth of
pathogenic fungus V. inaequalis (%0)

Pri vrsti M. malicola smo testirali pet izolatov. 1zmed teh je samo izolat A45 po 14 dneh
inkubacije inhibiral rast micelija patogene glive 5,56 %. Na 21. dan smo ugotovili
inhibicijo rasti micelija glive V. inaequalis pri izolatu A45 (12,5 %) in A71 (9,52 %).
Ostali izolati 21 dni po inokulaciji niso pokazali inhibitornega u¢inka na rast micelija
patogene glive V. inaequalis. Ob tretjem merjenju je vseh pet izolatov zaviralo rast
micelija patogene glive nad 10 %, razen izolata A73. Pri izolatih A32, A72 in A73 smo
pri tretjem merjenju prvi¢ izmerili inhibicijo rasti micelija patogene glive, medtem ko
smo pri izolatu A45 in A71 videli, da inhibicija na rast patogene glive naras¢a tekom
casovne inkubacije. Najvec¢jo inhibicijo rasti patogene glive po 35 dneh inkubacije je
dosegel izolat A45. Ta izolat smo izbrali za najboljSega znotraj vrste M. malicola.
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Slika 29:  Inhibitorni u¢inek posameznih izolatov vrste Microcyclosporella mali na rast micelija
patogene glive V. inaequalis (%)

Figure 29: Inhibitory effect of individual strains of the species M. mali on the mycelial growth of
pathogenic fungus V. inaequalis (%0)

58



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

V poskusu dvojnih kultur je vseh 9 izolatov vrste M. mali inhibiralo rast micelija glive
V. inaequalis. Po prvem merjenju je 7 od 9 izolatov pokazalo antagonisticni potencial s
povpre¢no 5,84 % inhibicijo rasti glive V. inaequalis. Izmed teh izolatov sta izolata
A38 in A54 pokazala po 14 dneh najvecji inhibitorni uc¢inek na rast micelija patogene
glive (9,52 %). Po drugem merjenju (po 21 dneh) je imelo 8 izolatov antagonisti¢ni
potencial. Povprec¢na inhibicija teh izolatov na rast micelija patogena je bila 9,80 %.
Najvecjo inhibicijo rasti patogene glive je imel po 21 dneh inkubacije izolat A42 (18,87
%). Na 21. dan inkubacije smo ugotovili tri izolate, katerih inhibitorni u¢inek na rast
micelija patogene gliveje bil med 15 in 20 %. Pri vrsti M. mali smo opazili, da se
inhibicija rasti micelija patogene glive po 21 dneh inkubacije v primerjavi z inhibicijo
rasti micelija patogene glive po 14 dneh poveca. Izjema so izolati A38, A48 in A54. Po
35 dneh inkubacije sta bila aktivna zgolj izolata A42 in A46, ostali izolati niso zavirali
rasti patogene glive. Skupna povprecna inhibicija izolatov je bila po 35 dneh 6,02 %.
Aktivna izolata sta inhibirala rast micelija patogene glive 16,09 % oziroma 38,05 %.
Izolat A46 je imel v primerjavi z izolatom A42 nekoliko manjSo vrednost inhibicije
rasti glive po 21. dnevu (16,68 % in 18,87 %), vendar je kazal izolat A46 na 35. dan
inkubacije bistveno vedji inhibitorni ucinek na rast patogene glive V. inaequalis (38,05
%) kot izolat A42 (16,09 %). Zato smo izolat A46 izbrali za najboljSega znotraj vrste M.
mali.

Za nadaljnjo analizo smo izmed vseh testiranih vrst gliv izbrali znotraj vsake vrste en
izolat (Preglednica 14). Izbrali smo izolate, pri katerih se je inhibicija rasti micelija
patogene glive V. inaequalis tekom inkubacije poveCevala oziroma je dosegla, v
primerjavi z ostalimi izolati, najvecjo vrednost inhibicije ob tretjem merjenju.

Poleg teh petih izolatov smo izbrali za nadaljnjo analizo $e izolat vrste M. tardicrescens
z oznako A53, saj je izmed vseh 83 izolatov edini pokazal velik antagonisti¢ni potencial
proti rasti micelija patogene glive C. fioriniae, in sicer je bila inhibicija rasti micelija
patogene glive po sedmih dneh 46,08 % in po 14 dneh 55,26 %.

Preglednica 14: Izbrani izolati z vejo inhibitorno aktivnostjo znotraj vrst proti V. inaequalis in C.

fioriniae
Table 14: Chosen strains within each species of SBFS fungi with higher inhibitory activity against
V. inaequalis and C. fioriniae
Vrsta Oznaka Taréni organizem
izolata

Schizothyrium pomi Al2 V. inaequalis
Peltaster cerophilus A55 V. inaequalis
Microcyclospora malicola A45 V. inaequalis
Microcyclosporella mali A46 V. inaequalis
Devriesia pseudoamericana A76 V. inaequalis
Microcyclospora tardicrescens A53 C. fioriniae

Njihova biokontrolna aktivnost je izrazena kot odstotek inhibicje patogenih gliv V.
inaequalis in C. fioriniae (predstavljen je na Sliki 30).
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Slika 30:  Izbrani izolati z najve¢jim inhibitornim u¢inkom na rast micelija patogene glive V.
inaequalis

Figure 30: Chosen strains with the higheest inhibitory effecton mycelial growth ofpathogenic fungus V.
inaequalis

V nadaljevanju so prikazane slike izbranih izolatov (Slika 31-33) z najvecjim
inhibitornim uc¢inkom na rast micelija patogene glive V. inaequalis:
S. pomi, P. cerophilus, M. mali, D. pseudoamericana.

Al2

Slika 31:  Izolat A12 S. pomi in V. inaequalis na sredini petrijeve plosce
Figure 31: Strain A12 S. pomi and V. inaequalis in the center of Petri dish
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Slika 32:  lIzolat A55 P. cerophilus in V. inaequalis na sredini petrijeve plosce
Figure 32: Strain A55 P. cerophilus and V. inaequalis in the center of Petri dish
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Slika 33:  lIzolat A46 M. mali in V. inaequalis na sredini petrijeve plosce
Figure 33: Strain A46 M. mali and V. inaequalis in the center of Petri dish
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Slika 34:  Izolat A76 D. pseudoamericana in V. inaequalis na sredini petrijeve plosce
Figure 34: Strain A76 D. pseudoamericana and V. inaequalis in the center of Petri dish
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4.4 VPLIV EKSTRAKTOV NA KALITEV TROSOV

Izolate, ki so se najbolj izkazali proti glivi V. inaequalis in izolat proti glivi C. fioriniae
smo uporabili za testiranje vpliva ekstraktov teh gliv na kalitev trosov glive C. fioriniae.

Preglednica 15: Ekstrakti razli¢nih vrst SBES gliv
Table 15: Fungal extracts from different SBFS species

Oznaka ekstrakta Vrsta glive Oznaka izolata
Ekstrakt 1 Microcyclospora malicola A45
Ekstakt 2 Microcyclospora tardicrescens A53
Ekstrakt 3 Microcyclosporella mali A46
Ekstrakt 4 Schizothyrium pomi Al2
Ekstrakt 5 Peltaster cerophilus A55

4.4.1 Vpliv dodanega etil acetata na kalitev trosov

Med poskusom je dolzina hif v odvisnosti od Casa linearno nara$c¢ala pri vseh testnih
vzorcih (Preglednica 16, Priloga G1). Slika 35 prikazuje, da razli¢ni volumni dodanega
etil acetata niso zavrli rasti hif po 4, 12, 13 in 21 urah po inokulaciji.

Ob vsaki meritvi smo imeli po ve¢ ponovitev na tretiranje 0ziroma na dodan volumen
etil acetata. Brez meritev je bilo merjenje po 4 urah inkubacije, in sicer pri dodanem
najvecjem volumnu etil acetata. Dolzine hif so bile najvecje pri 40 pl dodanega etil
acetata. Rast hif je narasala med posamezni merjenji, ki so si €asovno sledila v
razmiku nekaj ur. Najdalj$e hife so bile izmerjene po 21 urah. Po 4 urah inkubacije je
povprecna dolzina hif znasala 2,95 pum pri kontroli brez dodanega etil acetata in 4,56
pum pri dodanih 30 pl. Maksimalna dolzina hif pri dodanih 40 pl etil acetata po 6 in 8
urah od inokulacije je bila 18,01 um in 54,53 pm. Minimalna dolZina hif pa je po 12
urah inkubacije pri tretiranju z dodanimi 10 pl organskega topila znasala 17,74 pm. Med
vsemi razli¢nimi dodanimi volumni etil acetata je bila najvec¢ja standardna deviacija po
13 urah inkubacije 44,71 um, in sicer pri 30 ul dodanega etil acetata. Maksimalno
dolzino hif 347,19 pm na koncu poskusa smo izmerili pri tretiranju z 20 pl etil acetata
(Priloga G1).
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Preglednica 16: Opisna statistika uéinka razli¢nih volumnov (10, 20, 30, 40 ul) dodanega etil acetata na
kalitev trosov patogene glive C. fioriniae

Table 16: Descriptive statistics for effect of different ethyl acetate volumes added on spore
germination of pathogenic fungus C. fioriniae
Ura Volumen N Povprecje Std Statisti¢na
znacdilnost

0 21 2,95 0,63
10 12 4,96 1,52

4 20 16 5,23 1,66 0,3554
30 15 4,56 1,59
40 - - -
0 6 11,28 2,01
10 9 12,57 3,14

6 20 3 12,57 1,79 0,0361
30 7 12,67 2,11
40 12 13,48 3,14
0 17 22,33 7,05
10 18 20,78 6,65

8 20 13 30,14 6,99 0,0151
30 17 32,14 7,58
40 18 39,67 9,12
0 7 53,90 14,46
10 11 54,5 15,19

12 20 12 58,34 9,74 0,0776
30 7 55,83 13,20
40 11 61,49 9,13
0 15 111,85 28,14
10 10 108,21 22,83

13 20 9 106,10 18,02 0,9535
30 11 113,18 44,71
40 12 109,69 19,04
0 10 193,80 45,03
10 6 193,17 22,87

21 20 13 222,68 61,31 0,1485
30 9 198,75 31,59
40 11 240,32 73,12
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Slika 35:  Vpliv etil acetata na kalitev trosov patogene glive C. fioriniae
Figure 35: Effect of ethyl acetate on conidia germination of pathogenic fungus C. fioriniae

Trosi so na kontrolni SNA plos¢i brez dodanega etil acetata vzklili 4 ure po inokulaciji
suspenzije trosov, zato so bile prve meritve opravljene po 4 urah. Nato smo meritve
ponavljali v dolocenih ¢asovnih intervalih.

Na podlagi statisti¢ne analize lahko vidimo (Preglednica 16), da volumen etil acetata ni
vplival na dolZino hif po 4, 12, 13 in 21 urah inkubacije na SNA gojis€u. Statisticno
znacilen vpliv (<0,05) volumna etil acetata se je pokazal pri meritvah, opravljenih po 6
in 8 urah.

4.4.2 Vpliv ekstraktov na kalitev trosov

V Preglednici 17 smo prikazali primerjavo med kontrolo brez dodanega etil acetata in
posameznimi glivnimi ekstrakti iz razli¢nih vrst gliv (M. malicola, M. tardicrescens, M.
mali, S. pomi in P. cerophilus). Meritve na vzorcih z dodanimi ekstrakti so potekale v
razli¢nih intervalih, in sicer po 7, 9, 12, 13, 15 in 21 urah. Pri dodatku ekstrakta 1, 2 hife
niso rasle v nobenem primeru. Po 7 urah inkubacije so hife rasle zgolj pri kontrolni
skupini in pri dodatku ekstrakta 5. Povpre¢na dolZina hif je bila po 7 urah inkubacije pri
kontrolni skupini za 5,1 pum krajsa. Pri meritvah po 9 urah inkubacije so bile v
povprecju najkrajSe hife pri ekstraktu 3, kjer so bile celo krajSe kot povprecje pri
kontroli po 7 urah. PrecejSnje razlike v dolZini hif med kontrolo in ekstraktom 5 v
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primerjavi z ekstraktom 3 je opaziti po 12 urah. Pri ekstraktu 4 so hife rastle v enem
primeru, kjer smo dolzino slabih 20 pm izmerili Sele 13 ur po inokulaciji suspenzije
trosov. Dokaj dobro se je odrezal tudi ekstrakt 3, kjer lahko po 21 urah pricakujemo
dolzino hif okoli 60 um. Vzporedno s kontrolo pa so v povprecju rasle hife tudi pri
ekstraktu 5, vendar pa so bile v primerjavi s kontrolo po 21 urah za okoli 20 um krajse.
Pri dodanem ekstraktu 4 je na koncu poskusa znaSala povprecna dolzina hif bistveno
manj od kontrole in ekstrakta 5, in sicer 26,91 pum.

Preglednica 17: Opisna statistika primerjave kontrol in ekstraktov

Table 17: Descriptive statistics, comparison of controls and extracts
Cas (h) Ekstrakt N Povprecje Std Statisti¢na
znacilnost
Kontrola 12 15,04 3,14
Ekstrakt 1 10 0 0
7 Ekstrakt 2 9 0 0
Ekstrakt 3 - - - 0,0749
Ekstrakt 4 - - -
Ekstrakt 5 13 20,14 8,96
Kontrola 17 22,33 7,04
Ekstrakt 1 11 0 0
9 Ekstrakt 2 8 0 0
Ekstrakt 3 5 9,22 3,13 0,0005
Ekstrakt 4 - - -
Ekstrakt 5 8 28,28 9,78
Kontrola 7 53,90 14,46
Ekstrakt 1 9 0 0
12 Ekstrakt 2 9 0 0
Ekstrakt 3 13 12,90 5,29 <0,0001
Ekstrakt 4 - - -
Ekstrakt 5 15 59,11 17,69
Kontrola 15 111,85 28,14
Ekstrakt 1 11 0 0
13 Ekstrakt 2 7 0 0
Ekstrakt 3 - - - <0,0001
Ekstrakt 4 3 14,89 13,46
Ekstrakt 5 4 51,84 33,88
Kontrola - - -
Ekstrakt 1 7 0 0
15 Ekstrakt 2 10 0 0
Ekstrakt 3 7 40,67 12,65 0,0002
Ekstrakt 4 - - -
Ekstrakt 5 24 76,57 20,60
Kontrola 10 193,80 45,03
Ekstrakt 1 8 0 0
9 Ekstrakt 2 9 0 0
1 Ekstrakt 3 - - . <0,0001
Ekstrakt 4 5 26,91 9,60
Ekstrakt 5 9 171,07 59,17

Vpliv posameznih ekstraktov na kalitev trosov je viden na Sliki 36. Na podlagi
dobljenih rezultatov lahko trdimo, da sta ekstrakta 1 in 2 popolna zaviralca rasti hif,
medtem ko pri ostalih hife rastejo, vendar pocasneje. Dolzine hif so bile v vseh
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Casovnih intervalih najdaljSe pri kontroli, kjer ni bilo dodanega nobenega ekstrakta.
Kontrolni skupini sledijo dolzine hif pri ekstraktu 5, kjer lahko trdimo, da je hitrost rasti
hif enaka kot pri kontroli, le da rast hif nastopi kasneje (premici sta vzporedni). Hife pa
niso bile na koncu poskusa daljse od 40 um pri ekstraktu 4. Tu je minimalna dolzina hif
po 21 urah inkubacije znasala 14,81 pum. Na koncu poskusa je najvecji inhibitorni
ucinek na rast hif dosegel ekstrakt 4, sledita mu ekstrakta 3 in ekstrakt 5 z najmanjso
inhibicijo rasti hif v primerjavi s kontrolo.

Meritve na vzorcih z dodanimi ekstrakti so bile opravljene v razli¢nih intervalih. Pri
ekstraktu 4 so hife rastle v enem primeru, kjer smo dolzino slabih 20 um izmerili Sele
13 ur po inokulaciji. Pri ekstraktu 3 smo po 21 urah inkubacije izmerili dolzino hif
okoli 60 um. Vzporedno z rastjo hif pri kontroli pa so rasle hife pri dodanem ekstraktu
5.V tem primeru so bile hife v primerjavi s kontrolo po 21 urah za okoli 20 um krajse.

Tudi na podlagi statisticne analize lahko sklepamo, da na dolzino hif vpliva dodan
glivni ekstrakt (Preglednica 17). Statisticno znacilne razlike (< 0,05) v dolzini hif se
pojavljajo pri vseh intervalih, izjema je le interval 7 ur po inokulaciji.
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Slika 36: Vpliv ekstraktov gliv na kalitev trosov patogene glive C. fioriniae
Figure 36:  Effect of fungal extracts on conidia germination of pathogenic fungus C. fioriniae
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45 SEKUNDARNI METABOLITI
451 Analitske tehnike
45.1.1 Locba spojin v glivnem ekstraktu z RF-UHPLC-DAD

Glivni ekstrakt smo prvi¢ detektirali s IT-MS, v nadaljevanju pa smo uporabljali TOF-
MS. Slike 37 — prva vrsta, 37 — druga vrsta in 37 — tretja vrsta prikazujejo eluirane
spojine detektirane z DAD (Slika 37 — prva vrsta), z LC-IT-MS s pozitivno (Slika 37 —
druga vrsta) in z LC-IT-MS z negativno ionizacijo (Slika 37 — tretja vrsta). Na
kromatogramu posnetem v pozitivni ESI vidimo ve¢ kromatografskih vrhov, katerih
intenziteta je vi§ja od tistih v kromatogramu posnetem v negativni ESI.

Intens. T_1936_P1-B-1_01_353.d: UV Chromatogram, 200-600 nm
[mAUN
x109
1]
o]
|nten88_ T_1936_P1-B-1_01_353.d: BPC 100.0-2500.0 +All MS FullScan
x10
5
4]
27 |
M A | rTen | A
Inten% T_1936_P1-B-1_01_353.d: BPC 100.0-2500.0 -All MS FullScan
x107
a |
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Slika 37:  Kromatogrami glivnega ekstrakta; prva vrsta— UV kromatogram, druga vrsta - masni
kromatogram v pozitivni ESI, tretja vrsta - negativni ESI

Figure 37: Chromatograms from fungal extracts; first line — UV chromatogram, second line - mass
chromatogram in positive ESI, third line - negative ESI

Ker je bilo ve¢ vrhov posnetih v pozitivni ionizaciji kot v negativni, smo v nadaljevanju
bioaktivni ekstrakt posnemali v pozitivni ionizaciji s TOF-MS detektorjem (Slika 38).

Intens § CYA 1936 T 6 01 10282.d UV Chromatogram. 200-600 nm

[mAL }

Intens{ CYA_1936_T_6_01_10282.. BPC 50.0000-2501 0000 +All MS FullScan

Slika 38:  +ESI LC-TOF-MS kromatogram
Figure 38: + ESI LC-TOF-MS chromatogram
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452 Analitski postopki
45.2.1 Difuzijski test glivnega ekstrakta

50 ul glivnega ekstrakta iz kolonij glive M. tardicrescens koncentracije 1 mg/mi
poloZenega na filter disk premera 10 mm ni imel nobenega ucinka na Gram pozitivne
bakterije B. subtilis in Escherichia coli. Glivni ekstrakt je deloval inhibitorno proti
obema glivama C. fioriniae in M. hiemalis (Slika 39 in Slika 40). Premer cone inhibicije
z 10 mm diskom je 23 mm pri glivi C. fioriniae in 14 mm pri glivi M. hiemalis.

Preglednica 18: Aktivnost ekstrakta glive M. tardicrescens iz CY A gojisca v difuzijskem testu

Table 18: Extract activity of the fungus M. tardicrescens from CY A medium in agar difusion
assay
Organizmi Premer cone inhibicije (mm)
Colletotrichum fioriniae 23
Mucor hiemalis 14
Bacillus subtilis brez inhibitorne aktivnosti
Escherichia coli brez inhibitorne aktivnosti

Slika 39:  Vpliv ekstrakta glive M. tardicrescens na filter diskih na glivo C. fioriniae
Figure 39: Effect of fungal extract from the fungus M. tardicrescens on filter discs on the fungus C.
fioriniae
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Slika 40:  Vpliv ekstrakta glive M. tardicrescens na filter diskih na glivo Mucor hiemalis
Figure 40: Effect of fungal extract from the fungus M. tardicrescens on filter discs on the fungus Mucor
hiemalis

45.2.2 Preparativna RF-HPLC

Preparativno (RF) HPLC smo uporabili za izolacijo in ¢iS¢enje spojin. Zbirali smo 20
sekundne frakcije v epruvetah oznacenih s Stevilkami 1 do 103, kar prikazuje Slika 41.

Bioaktivni potencial vsake posamezne frakcije proti patogeni glivi C. fioriniae smo
testirali na mikrotitrski plos¢i. Inhibitorni u¢inek smo zaznali v luknjicah (frakcijah) 46-
50 (Slika 42), ki se s kolone eluirajo v ¢asu od 16 min 36 sekund do 18 minut. V tem
retencijskem Casu je na kromatogramu viden dvojni vrh, na podlagi Cesar lahko
sklepamo, da sta najmanj dve spojini odgovorni za inhibitorni u¢inek.
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Slika41:  Zbiranje frakcij ekstrakta glive M. tardicrescens
Figure 41: Fraction collection of the fungul extract from M. tardicrescens
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Slika 42:  Preparativni RF-UHPLC kromatogram iz ekstrakta glive M. tardicrescens
Figure 42: Preparative RF-UHPLC chromatogram from extract of the fungus M. tardicrescens
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4.5.2.3 Difuzijski test spojin iz dvojnega vrha

Z bioloskim testom s filter diski na trdem gojiS¢u smo poleg inhibitornega ucinka na
rast patogenih gliv dodatno potrdili tudi visoko antimikrobno aktivnost spojin iz
dvojnega vrha proti glivama M. hiemalis in C. fioriniae. Intenziteta antimikrobne
aktivnosti smo merili glede na premer cone inhibicije rasti patogenih gliv. Inhibitorni
ucinek spojin prisotnih v dvojnem vrhu je pri meritvah pokazal minimalna odstopanja
od inhibitornega ucinka celotnega glivnega ekstrakta (Preglednica 19). Za kon¢no
identifikacijo smo spojini pozneje kromatografsko locili.

Slika 43:  Vpliv spojin iz dvojnega vrha pri M. tardicrescens proti C. fioriniae
Figure 43: Effect of the compounds from double peak of M. tardicrescens against C. fioriniae

Slika 44:  Vpliv spojin iz dvojnega vrha pri M. tardicrescens proti M. hiemalis
Figure 44: Effect of the compounds from double peak of M. tardicrescens against M. hiemalis
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Preglednica 19: Aktivnost ekstrakta in izoliranih metabolitov glive M. tardicrescens iz CYA gojis¢a v
difuzijskem testu

Table 19: Extract activity and isolated metabolites of the fungus M. tardicrescens from CYA
medium in agar difussion assay

Premer cone inhibicije (mm)

Organizmi Spojine izolirane iz frakcij
LSS (b el 47,48,49 dvojne vrha (1 mg/ml)
Colletotrichum fioriniae 23 22
Mucor hiemalis 14 13
Bacillus subtilis brez inhibitorne aktivnosti brez inhibitorne aktivnosti
Escherichia coli brez inhibitorne aktivnosti brez inhibitorne aktivnosti

4.5.2.4 Identifikacija bioaktivnih spojin dvojnega vrha

Robni frakciji 50 (na zacetku dvojnega vrha) in 46 (na koncu dvojnega vrha) smo po
prvi preparativni (RF) HPLC uporabili za NMR analizo. Frakcije 47, 48, 49 smo
zdruzili in lo¢ili s preparativno NF-UHPLC. Dobljeni frakciji smo inicirali v +ESI-LC-
TOF-MS in tako dolocili tocno maso in elementno sestavo spojin. Kromatograma
posneta z DAD in +ESI-TOF detektorjem sta prikazana na Slikah 45 in 47, masha
spektra obeh spojin pa na Slikah 46 in 48.

Slika 46 prikazuje UV in masni kromatogram neznane spojine 1 iz dvojnega UV vrha
pri ¢asu 7,0 min. (vrh 2). Kot molekulski vrh (M+1)" je bil izoliran ion 307,13, ki
pripada spojini z molsko maso 306 Da in ji ustreza empiricna formula spojine 1
C17H220s.

Intensjf 1936_CYA_30_Peak2_KG_P1-B-2_01_991.d: BPC +All MS
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| "\7_,_,, B
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Slika 45:  Kromatografski lo¢ba spojine 1 (zgornja vrstica - +ESI-MS, spodnja vrstica - UV detekcija)
Figure 45: Chromatographic peak of the compound 1 (upper line - +ESI-MS, lower line - UV detection)
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Slika 46: UV spekter in +ESI-TOF-MS spekter spojine 1, tr 7,0 min
Figure 46: UV spectrum and +ESI-TOF-MS spectrum of compound 1, t, 7,0 min

Na Sliki 47 sta prikazana UV in masni kromatogram neznane spojine 2 iz dvojnega UV
vrha pri ¢asu 6,9 min. (vrh 1). Kot molekulski vrh (M+1)" je bil izoliran ion 323,14, ki
pripada spojini z molsko maso 322 Da in ji ustreza empiri¢éna formula spojine 2
C17H2:06. 1z masnega spektra spojine 2 se vidi molekulski vrh pri m/z 323,14. Osnovni
podatki o spojini 1 in spojini 2 so zbrani v Preglednici 20.

Intens. | 1936_CYA_30_Peak1_KG_P1-B-1_01_990.d: BPC +All MS
x10

Intend 1936_CYA_30_Peak1_KG_P1-B-1_01_990.d: UV Chromatogram, 200-600 hm
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x104]
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Slika47:  Kromatografska locba spojine 2 (zgornja vrstica - +ESI-TOF-LC-MS detekcija, spodnja
vrstica - UV detekcija)

Figure 47: Chromatographic peak of compound 2 (upper line - +ESI-TOF-LC-MS detection, lower line
- UV detection)
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Slika 48:  Masni spekter spojine 2 (zgornja vrstica - UV detekcija, spodnja vrstica - +ESI-TOF-LC-MS
detekcija)

Figure 48: Mass spectrum of compound 2 (upper line - UV detection, lower line - +ESI-TOF-LC-MS
detection)

Preglednica 20: Retencijski ¢asi (tR), molske mase in m-z vrednosti posameznih bioaktivnih spojin,
spojine 1 (trihotekolon acetat) in spojine 2 (7 — hidroksitrihotekolon acetat)

Table 20: Retention time (tg), molecular mass and m/z values of each bioactive compounds,
compound 1 (trichothecolone acetate) and compound 2 (7-hydroxytrichothecolone
acetate)

tr M m-z vrednost Empiri¢na

S (min) (g-mol) ESI+ formula

Spojina 1 7,0 306 307,13 (100 %)  CiyH»0s

323,14 (100 %)
305,13
Spojina 2 6,9 322 345,11
245,08
263,09

C17H2206

4.5.2.5 Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) bioaktivnih spojin

Rezultati testa MIK so prikazani v spodnji preglednici. Obe izolirani spojini testirani v
dilucijsem testu, spojina 1 (trihotekolon acetat) in spojina 2 (7- hidroksitrihotekolon
acetat) nista pokazali nobene antimikrobne aktivnosti proti Bacillus subtilis,
Escherichia coli in S. aureus. Najvecja testirana koncentracija spojine 1 in 2 je bila 100
ug/ml, zato je minimalna inhibitorna koncentracija pri bakterijah >100 pg/ml. MIK
potrebna za inhibicijo rasti kvasovke P. anomala je bila 50 pg/ml pri obeh aktivnih
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spojinah, medtem ko je MIK potrebna za inhibicijo rasti glive C. fioriniae bistveno
manjsa, in sicer 12,5 pg/ml pri novi spojini (7- hidroksitrihotekolon acetat) in zgolj 6,25
ug/ml pri spojini trihotekolon acetat.

Preglednica 21: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) spojine 1 (trihotekolon acetat) in spojine 2
(7 — hidroksitrihotekolon acetat)

Table 21: Minimum inhibitory concentration (MIC) of compound 1 (trichothecolone acetate) and
compound 2 (7-hydroxytrichothecolone acetate)

Testni organizmi Spojina 1 (ug/ml) Spojina 2 (ug/ml)

Colletotrichum fioriniae 6,25 12,5
Pichia anomala 50 50

Candida tenuis 50 100
Saccharomyces cerevisiae 6,25 12,5
Bacillus subtilis >100 >100
Escherichia coli >100 >100
Staphylococcus aureus >100 >100

Slika 49 in Slika 50 prikazujeta primer 96 mikrodilucijske plosce proti dvem
fitopatogenim glivam, Pichia anomala in C. fioriniae. Stolpci prikazujejo testirane
spojine, medtem ko vrstice prikazujejo red¢itve. V nasem primeru smo testirali dve
spojini, v stolpcu 6 spojino 7- hidroksitrinotekolon acetat in v stolpcu 7 spojino
trihotekolon acetat.

Mikrodilucijska plosc¢a proti P. anomala (Slika 49) prikazuje inhibicijo spojine 7-
hidroksitrinhotekolon acetat do vrste B (6B) in enako pri spojini trihotekolon acetat (7B).

Slika 49:  Test MIK pri P. anomala
stolpec 5 — kontrola, stolpec 6 je 7-hidroksitrihotekolon acetat; stolpec 7 je trihotekolon
acetat

Figure 49: MIC assay for P. anomala
Column 5 — control, column 6 is7-hydroxytrichothecolone acetate, column 7 is
trichothecolone acetate
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Mikrodilucijska plosca proti C. fioriniae (Slika 50) prikazuje inhibicijo spojine 7-
hidroksitrihotekolon acetat do vrste D (6D) in pri spojini trihotekolon acetat do vrste E
(7E).

Slika 50:  Test MIK pri C. fioriniae
Stolpec5 — kontrola, stolpec 6 je 7-hidroksitrihotekolon acetat, stolpec 7 je trihotekolon acetat
Figure 50: MIC assay for C. fioriniae
Column 5 — control, column 6 is 7-hydroxytrichothecolone acetate, column 7 is
trichothecolone acetate

4.5.2.6 Strukturna identifikacija spojin (NMR)
Rezultati NMR so bili dobljeni naknadno. Spojina 1 je bila identificirana kot poznan

metabolit trihotekolon acetat, medtem ko je druga spojina nepoznana in smo jo
identificirali kot 7-hidroksitrihotekolon acetat.

Strukturi spojin 1 in 2, izoliranih iz kulture glive M. tardicrescens, sta prikazani v
Preglednici 22.
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Preglednica 22: Struktura izoliranih spojin

Table 22: Structure of isolated compounds
Empiricna  Molekulska
Ime R - Struktura

16

Trihotekolon

Spojina 1 C47H2,0 306 Da
PoJ acetat 1S
7_
Spojina2  hidroksitrinote  Ci7H2,06 322 Da

kolon acetat

46 INVIVO TEST
4.6.1 Pogoji testiranja

In vivo poskusi so se izvajali na Kmetijskem institutu Slovenije. Pogoji testiranja so
opisani v poglavju 3.4.

Tekom poskusa je higrotermometer vsako uro belezil povpre¢no temperaturo in
relativno zra¢no vlago. Okoli poskusnih dreves smo zeleli z oroSevanjem umetno
povisati relativno zra¢no vlago. Meritve smo primerjali z zunanjimi hidroloskimi
meritvami iz postaje na Kmetijskem institutu Slovenije in hidroloskimi meritvami v
Ljubljani.

Slika 51 in Slika 52 prikazujeta rezultate povprecnih mese¢nih temperatur in vlaznosti
na mestu poskusa in meritve iz postaje KIS ter Ljubljane.
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Slika 51:  Povpreéne temperature pri izvajanju in vivo testiranja
Figure 51: Average temperature in in vivo assay
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Slika 52:

Povpreéna relativna zra¢na vlaga pri izvajanju in vivo testiranja

Figure 52: Awverage relative area humidity in in vivo assay

Vse meritve so bile izvedene s higrotermometrom KMS-P.
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Slika53:  Merilec temperature in relativne vlage
Figure 53: Gauge the temperature and relative humidity

Na Sliki 54 in Sliki 55 je prikazana velikost jabolk ob zacetku poskusa in tri tedne po
zacetku okuzevanja.

Slika 54:  Zacetek in vivo poskusa
Figure 54: Begging of in vivoassay

Slika 55:  Jabolka v in vivo poskusu po treh tednih od zaéetne okuzbe
Figure 55: Apples in the in vivo assay after three weeks from the first infection
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4.6.2 Rezultati za glivo Microcyclospora malicola

V Prilogi G1 je prikazana preglednica rezultatov in vivo testiranja za glivo M. malicola.
Na Sliki 56 so prikazane okuzbe plodov na koncu poskusa.

Slika 56:  Okuzbe z glivo M. malicola na koncu in vivo poskusa
Figure 56: Infections with the fungus M. malicola at the end of the in vivo assay

4.6.3 Rezultati za glivo Microcyclospora tardicrescens

V Prilogi G2 je prikazana preglednica rezultatov in vivo testiranja za glivo M.
tardicrescens. Na Sliki 57 so prikazane okuzbe plodov na koncu poskusa.

Slika 57:  Okuzbe z glivo M. tardicrescens na koncu in vivo poskusa
Figure 57: Infections with the fungus M. tardicrescens at the end of the in vivo assay

4.6.4 Rezultati za glivo Peltaster cerophilus

V Prilogi G3 je prikazana preglednica rezultatov in vivo testiranja za glivo P.
cerophilus. Na Sliki 58 so prikazane okuzbe plodov na koncu poskusa.
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Slika 58:  Okuzbe z glivo P. cerophilus na koncu in vivo poskusa
Figure 58: Infections with the fungus P. cerophilus at the end of the in vivo assay

4.6.5 Zakljucki in vivo testiranja

Stevilo okuzenih plodov in delez okuZene povrsine ploda sta se razlikovala med
tretiranji s posameznimi vrstami gliv. Rezultati so prikazani v Preglednici 23.

Preglednica 23: Pregled stopnje okuzenosti plodov s tremi razli¢nimi vrstami gliv

Table 23: Infection rates of fruits with three different fungal species

Delez Delez
Gliva - St. St. okuzenih  Delez okuzene okuzene
jabolk okuzenih ~ plodov  povrsine (%) * povrsine

(%) (%)**

Kontrola 83 / / / /

Microcyclospora tardicrescens 104 57 58,76 11,07 18,84
Microcyclospora malicola 80 53 80,30 18,97 23,62
Peltaster cerophilus 130 58 51,79 9,31 17,98

*V povpregje so zajeta vsa jabolka, tako okuzena kot neokuzena
**V povprecje zajeta zgolj okuzena jabolka

Iz dreves, okuzenih z glivo M. tardicrescens, smo obrali 104 jabolka. Od teh je bilo
58,76 % okuzenih. Z glivo P. cerophilus je bilo okuzenih 51,79 %, medtem ko je bilo z
glivo M. malicola okuzenih najve¢, in sicer 80,30 % plodov.

Delez okuZene povrSine ploda, kjer smo v povprecje zajeli vsa jabolka, je znaSala pri
glivi M. tardicrescens 11,07 %, medtem ko je deleZz okuzene povrSine ploda med
okuzZenimi jabolkami znaSal 18,84 %. Pri glivi P. cerophilus so bile vrednosti za
malenkost niZje, in sicer 9,31 % okuzene povrsine ploda oziroma 17,98 % med samo
okuzenimi plodovi. Najve¢ji delez okuzene povrsine ploda je dosegla gliva M. malicola,
in sicer 18,97 % okuzene povrsine ploda oziroma 23,62 % okuzene povrSine med samo
okuzenimi plodovi (Preglednica 23).
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4.7 SEMI IN VIVO TEST

V laboratoriju smo opazovali vpliv glive vrste M. tardicrescens na rast glive C. fioriniae
na treh sortah jabolk (Gala, Gloster, Zlati delises). Pogoji testiranja so opisani v
poglavju 3.5.

Slika 59:  Okolje za semi in vivo testiranje
Figure 59: Environment for semi in vivo assay

4.7.1 Rezultati testiranja pri sorti Gala

Rezultati testiranja so prikazani v Prilogi H1. Primer tretiranja na drugem jabolku v
cetrti posodi pri sorti Gala je prikazan na Sliki 60.

1. tretiranje 3. tretiranje

4_tretiranje 5. tretiranje

\

Slika 60:  Antagonisti¢ni u¢inek glive M. tardicrescens na rast nekroze glive C. fioriniae pri sorti Gala
Figure 60: Antagonistic effect of fungus M. tardicrescens on necrosis growth of the fungus C. fioriniae
on the variety Gala
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4.7.2 Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Rezultati testiranja so prikazani v Prilogi H2. Primer tretiranja na prvem jabolku v osmi
posodi pri sorti Gloster je prikazan na Sliki 61.

1. tretiranje 3.tretiranje u

4._tretiranje 5. tretiranje

Slika61:  Antagonisti¢ni u¢inek glive M. tardicrescens na rast nekroze glive C. fioriniae pri sorti
Gloster

Figure 61: Antagonistic effect of fungus M. tardicrescens on necrosis growth of the fungus C. fioriniae
on the variety Gloster

4.7.3 Rezultati testiranja pri sorti Zlati deliSes

Rezultati testiranja so prikazani v Prilogi H3. Primer tretiranja na prvem jabolku v prvi
posodi pri sorti Zlati delises je prikazan na Sliki 62.

- 1. tretiranje 3. tretiranje

‘ 4_tretiranje ‘ 5. tretiranje

Slika 62:  Antagonisti¢ni u¢inek glive M. tardicrescens na rast nekroze glive C. fioriniae pri sorti Zlati
delises

Figure 62: Antagonistic effect of fungus M. tardicrescens on necrosis growth of the fungus C. fioriniae
on the variety Golden delicious

83



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

4.7.4 Zakljucki semi in vivo testiranja

Preglednica 24 prikazuje opisno statistiko za vsa opazovana jabolka, in sicer povpre¢no
inhibicijo patogene glive, standardni odklon, minimalno, maksimalno vrednost in
statisticno znacilnost inhibicije pri tretiranju 3 ali 4. Dolocili smo, da je minimalna
vrednost znaSala 0. 1z Preglednice 24 je razvidno, da razlike v inhibiciji med sortami in
tretiranji obstajajo.

Preglednica 24: Opisna statistika za vpliv glive vrste M. tardicrescens na rast nekroze glive C. fioriniae
na treh sortah jabolk

Table 24: Descriptive statistics for effect of fungul species M. tardicrescens on necrosis growth of
fungus C. fioriniae on three apple varieties

. opitio— ?nperr?—- St. Il):r:’l%rlecfjjg Standardni Min Maks. Stat.
1 0, 0, 0, &
vanj ljivka meritev (%) odklon (%) (%) (%) znad.
Gala 46 14 45 19,17 10,68 0 50,00 <0,0001
13 40 26,53 15,53 0 63,45 0,0005
Gloster 38 14 36 12,11 8,46 0 28,68 0,3028
13 37 16,87 15,02 0 60,06 0,5485
Zlati
. 43 14 42 9,84 9,37 0 40,08 <0,0001
deliSes
13 36 14,90 10,82 0 38,68 <0,0001

Inhibicija rasti nekroze glive C. fioriniae z glivo M. tardicrescens je bila izra¢unana pri
vseh treh testiranih sortah, tako pri so¢asnem nanosu glive M. tardicrescens in glive C.
fioriniae (14), kot tudi pri 3 urnem zamiku nanosa glive C. fioriniae (I3) (Preglednica
24).

Inhibicija rasti nekroze patogene glive C. fioriniae, nanesene soc¢asno z antagonistom
M. tardicrescens (tretiranje 4), je znaSala 19,17 % pri sorti Gala. Pri tretiranju 3 smo
pricakovali, da bo antagonist izkoristil casovno prednost tako, da bo zaviral rast glive C.
fioriniae. Inhibicija rasti nekroze patogene glive pri tretiranju 3 je bila vecja, in sicer
26,53 %.

Pri sorti Gloster je prav tako tretiranje 3 pokazalo boljsi inhibitorni u¢inek na glivo C.
fioriniae. Pri jabolkih okuZenih z antagonistom 3 ure pred nanosom patogene glive je
bil inhibitorni u¢inek antagonista na rast nekroze patogene glive 16,87 %, medtem ko
je bil inhibitorni u¢inek pri socasnem tretiranju antagonista in patogena 12,11 %.

Tudi pri sorti Zlati deliSes smo izra¢unali inhibitorni uéinek glive M. tardicrescens na
rast patogene glive C. fioriniae. Inhibicija rasti nekroze patogene glive pri tretiranju 4 je
znasala 9,84 %, pri tretiranju 3 pa 14,90 %.

V Preglednici 25 vidimo vpliv sorte jabolk na velikost nekroze in da obstaja razlika med

inhibicijama pri tretiranju 3 in tretiranju 4 znotraj posamezne sorte jabolk.
Razlika med inhibicijama je prikazana v Preglednici 25.
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Preglednica 25: Razlika med inhibicijama pri nanosu glive C. fioriniae 3 ure za glivo M. tardicrescens
(I3) in pri so¢asnem nanosu gliv M. tardicrescens in C. fioriniae (14)

Table 25: Difference between inhibition I3 (added C. fioriniae 3 hours after fungus M.
tardicrescens) and 14 (added C. fioriniae and M. tardicrescens at the same time)
St. - St. Povprecje Standardni Min. Maks.
Sota  oovanj  RAKA L oitev  inhibicije (%)  odklon (%) (%) (%)
Gala 46 13-14 45 7,65 18,65 -30,98 52,67
40
Gloster 38 13-14 36 5,12 16,51 -2492 43,43
37
Zlati 43 13-14 42 4,97 14,40 -35,04 36,81
delises 36

Razlike med inhibicijama so konstantne. V povprecju je pri vseh sortah jabolk 13 vecja
od 14. Pri sorti Gala znaSa povprecna razlika med inhibicijama 14 in I3 7,65 %, pri sorti
Gloster 5,12 % ter pri sorti Zlati deliSes 4,97 %. Pojavljale so se tudi negativne
vrednosti. V individualnih primerih so bili rezultati nasprotni povpreéju, kar pomeni, da
je bila v nekaterih primerih 14 ve¢ja od I3. Z izraCunom razlike med inhibicijama
razliénih tretiranj smo videli, da je v povprecju vecje inhibitorne ucinke pokazalo
tretiranje 3, kjer smo antagonisti¢no glivo M. tardicrescens inokulirali 3 ure pred glivo
C. fioriniae in ne isto¢asno z njo (tretiranje 3).

V nadaljevanju so prikazani rezultati obdelave podatkov v statisticnem paketu SAS, kjer
smo testirali vpliv sorte jabolk na inhibicijo in statisticno potrdili razlike v inhibiciji
rasti nekroze patogene glive med sortami in razlike med inhibicijama 13 in 14. To smo
potrdili z enostavnim SAS modelom, kjer smo ocenili parametre pri 14 in parametre pri
I3.

Model za inhibicijo pri 14 prikazuje koeficient determinacije 0,156, kar pomeni, da nam
model, ki vkljucuje zgolj sorto jabolk, pojasni 1,6 % variabilnosti. P vrednost za vpliv
sorte znasa <0,0001, kar pomeni da je vpliv statisticno znacilen. Sorta vpliva na
inhibicijo rasti patogene glive.

Povpreéna vrednost za inhibicijo pri sorti Zlati delises znasa 9,84 %. Sorta Gala je imela
inhibicijo najvecjo, in sicer je bila ocenjena na 19,17 % (9,84+9,33). Inhibicija pri sorti
Gloster je bila v primerjavi z Galo za 2,26 % vecja.

Preglednica 26: Ocena parametrov pri inhibiciji 14 ( so¢asni nanos gliv M. tardicrescens in C. fioriniae)

Table 26: Estimate of parameters for inhibition 14 (inoculation of fungi M. tardicrescens and C.
fioriniae at the same time)
Parametri Ocena Napaka
Srednja vrednost 9,84 +1,49
Gala 9,33 2,06
Gloster 2,26 2,19
Zlati deliSes 0,00 -

Distribucija za inhibicjo pri tretiranju 4 je prikazana na Sliki 63.
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Slika 63:  Distribucija za inhibicijo pri tretiranju 14 (SAS ..., 1999)
Figure 63: Distribution for inhibition by treatment 14 (SAS ..., 1999)

Model za inhibicijo pri tretiranju 3 prikazuje koeficient determinacije 0,122, kar
pomeni, da nam model pojasni 1,2 % variabilnosti. P vrednost za vpliv sorte znasa
0,0008, kar pomeni da je vpliv statisticno znacilen. Sorta vpliva na inhibicijo rasti
patogene glive. Povprecna vrednost za inhibicijo pri sorti Zlati deliSes znasa 14,90 %.
Pri sorti Gala je bila ocenjena inhibicija rasti nekroze patogene glive najvecja, 19,17 %
(11,65+14,90) (Preglednica 27). Inhibicija pri sorti Gloster je bila 16,88 %.

Preglednica 27: Ocena parametrov pri inhibiciji 13 (nanos glive C. fioriniae 3 ure za M. tardicrescens )

Table 27: Estimate of parameters by inhibition I3 (fungus C. fioriniae added 3 hours after M.
tardicrescens)
Parametri Ocena Napaka
Srednja vrednost 14,90 2,34
Gala 11,65 3,22
Gloster 1,98 3,28
Zlati deliSes 0,00

Distribucija za inhibicijo pri tretiranju 3 je prikazana na Sliki 64.
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Slika 64:  Distribucija za inhibicijo pri tretiranju I3 (SAS ..., 1999)
Figure 64: Distribution for inhibition by treatment 13 (SAS ..., 1999)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V sodobnem ekstenzivnem sadjarstvu postaja uporaba fitofarmacevtskih sredstev ter
njihovih razgradnih produktov vse bolj regulirana, saj utegne v prevelikih koli¢inah
Skodljivo delovati na okolje in zive organizme. Podobna razmisljanja in regulativi
veljajo tudi za mikotoksine, kajti nekaterih rastlinskih patogenov ne moremo
kontrolirati niti s fitofarmacevtskimi sredstvi niti z drugimi tehnoloSkimi ukrepi.
Jablanov skrlup (V. inaequalis) kontroliramo s pogostim nanasanjem fungicidov skozi
celotno rastno sezono. Uporaba vecine teh fungicidov bo regulirana z ukrepi Evropske
unije (Council Regulation..., 2006). Z bioloskimi metodami kontrole jablanovega
Skrlupa sku$amo zmanjati koli¢ino inokuluma/trosov v rastni sezoni. Ceprav so bili
biokontrolni organizmi v preteklosti vecinoma neucinkoviti, so rezultati novejSih
raziskav obetajo¢i (Kohl in sod., 2009). Izgube pridelka sadja po koncu obiranja so
lahko zaradi glivicnih okuzb velike. Zato predstavlja uporaba fungicidov se vedno
glavno sredstvo za kontrolo glivi¢nih bolezni. Vendar pa so odpornost patogenov na
fungicide, skrb za varnost potrosnikov ter deregistracija nekaterih ucinkovitih
fungicidov pripeljali do spoznanja, da je bioti¢no varstvo alternativna metoda za
zatiranje bolezni sadja (Wilson in sod., 1993). Doslej je bilo na podro¢ju bioloskega
nadzora in volje po razsiritvi uporabe biofungicidov izdelanih vrsto $tudij vezanih na
bioti¢ne agense, vendar ucinkovitih resitev v praksi $e ni veliko.

511 Antagonisti¢ni potencial gliv v in vitro testu

Antagonisti¢ni potencial gliv SBFS in vitro smo doloc¢ili z modificiranim testom
dvojnih kultur (Hinton in Parry, 2008). V nasi raziskavi smo testirali glive SBFS kot
potencialne biotiCne agense. Strokovne literature na to temo nismo zasledili, zato nasih
rezultatov in vitro testiranja nismo primerjalno vrednotili in ocenili.

Iz celotne glivne zbirke (Priloga B) smo izbrali 83 izolatov razli¢nih vrst in rodov gliv
SBFS (Priloga C) ter testirali njithov antagonisticni vpliv na rast micelija patogenih gliv
C. fioriniae, F. avenaceum, B. cinerea in V. inaequalis. Noben od 83 testiranih izolatov
gliv SBFS ni inhibiral rasti micelija patogenih gliv F. avenaceum in B. cinerea.
Ugotovili smo, da samo gliva M. tardicrescens inhibira rast micelija glive C. fioriniae,
in sicer 49 % po sedmih dneh inkubacije in 50 % po 14 dneh.

Rezultati testa dvojnih kultur med izolati gliv SBFS in patogeno glivo V. inaequalis so
pokazali, da glive S. pomi, P. cerophilus, M. malicola, M. mali in D. pseudoamericana
inhibirajo rast micelija patogene glive V. inaequalis. Izolata gliv M. tardicrescens in M.
pomicola nista pokazala inhibitornega ucinka na rast micelija patogene glive V.
inaequalis. Inhibitorni u¢inek antagonistisne glive S. pomi na rast micelija patogene
glive V. inaequalis se je tekom inkubacije znizeval, medtem ko smo na koncu poskusa
zabelezili inhibitorni ucinek edinega izolata glive vrste D. pseudoamericana na rast
micelija patogene glive V. inaequalis. Med celotno 30 dnevno inkubacijo je v povprecju
inhibicija rasti micelija patogene glive narascala pri izolatih gliv P. cerophilus in M.
malicola. Pri P. cerophilus se je povpre¢ni inhibitorni uc¢inek na rast micelija patogene
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glive V. inaequalis povecal iz 4,15 % po 14 dneh na 30,64 % na koncu poskus. Med
vsemi testiranimi vrstami gliv je gliva P. cerophilus dosegla najvecji inhibitorni u¢inek
na rast micelija patogene glive. Tudi pri M. malicola je povpre¢na vrednost inhibicije
rasti patogena narascala, in sicer iz 1,11 % po 14 dneh na 17,79 % po 35 dneh
inkubacije.

V raziskavi smo testirali glive SBFS kot potencialne bioti¢ne agense. Strokovne
literature na to temo nismo zasledili, zato nasih rezultatov in vitro testiranja ne moremo
primerjalno vrednotiti in oceniti.

Rezultati in vitro testa dvojnih kultur so potekali v smeri postavljene hipoteze o
izlocanju sekundarnih metabolitov v okolje in inhibiranju rasti drugih gliv. S testom
smo ugotovili, da antagonisti¢ne glive tvorijo nehlapne sekundarne metabolite, Kajti
radialna micelijska rast patogena v agarni plos¢i je bila proti antagonisti¢ni glivi
inhibirana, medtem ko je bila radialna rast patogena v nasprotni smeri od antagonista
neinhibirana.

5.1.2 Filogenetski odnosi znotraj rodu glive Peltaster

Iz rezultatov analize DNA zaporedij regije ITS se vidi, da se nova opisana vrsta glive
P.cerophilus razlikuje od vrste P. fructicola. Vrsti se locita tudi geografsko, in sicer je
gliva P. cerophilus vzoréena samo v Evropi in vrsta P. fructicola v Severni Ameriki in
Evropi. Poleg zaporedij regije ITS glive P. cerophilus izolirane iz Slovenije smo v
NCBI GenBank bazi nasli par zaporedij iz Nemcije in Poljske, medtem ko smo glivo
vrste P. fructicola redkokdaj izolirali iz Slovenije in Nemcije. Locitev evropske vrste
P. cerophilus od severno ameriske vrste P. fructicula je poleg analize DNA zaporedij
regije ITS potrjena z analizo DNA zaporedij drugih genskih filogenetskih markerjev
kot so del jedrne ribosomalne male podenote - 18S rDNA (SSU), velike podenote - 28S
rDNA (LSU), del gena mitohondrijske ribosomalne male podenote in del gena za
elongacijski faktor 1 - alfa (Medjedovi¢ in sod., 2014).

Klad, v katerega se uvr$¢a vrsta P. cerophilus ima visoko podporo pri analizah
zaporedij iz regije ITS (ML-BS = 100, p.v. = 1.0) (Slika 21) in prav tako pri analizah
ostalih genov (ML-BS = 100, p.v. = 1.0) (Medjedovi¢ in sod., 2014). Klad vrste P.
fructicula je bil prav tako enakovredno podprt (ML-BS = 100, p.v. = 1.0) pri analizi
regije ITS (Slika 21), medtem ko je bila podpora s MP analizo pri ostalih testiranih
genih zmerna (MP = 67) (Medjedovi¢ in sod., 2014).

Sestrski odnos izolatov glive P. fructicula z neopisano vrsto Peltaster sp. 65 rap je
podprt z analizami zaporedij regije ITS (ML-BS =73, p.v. = 0.96, MP-BS = 93) in tudi
z analizami zaporedij ostalih testiranih genskih regij (ML-BS = 100, p.v. = 1,0, MP-BS
= 99) (Medjedovi¢ in sod., 2014). Klad s Stevilnimi vrstami Peltaster spp. tvori klad
zunaj podprte monofiletske skupine z vrstami P. cerophilus, Peltaster sp. 65 rap in P.
fructicola (MP = 70), medtem ko ve¢genske filogenetske analize nakazujejo, da se vrste
rodu Peltaster uvrsc¢ajo v Dothideomycetes in so P. cerophills, P. fructicola ter tri
druge, trenutno Se neopisane vrste Peltaster monofiletske.
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513 Antagonisti¢ni potencial gliv v semi in vivo test

Semi in vivo test smo izvedli z modificirano metodo po Boyd-Wilsonu in sod. (2006).
Tudi rezultate tega poskusa nismo mogli primerjali, saj strokovne literature o glivah
SBEFS kot potencialnih bioti¢nih agensih za zaviranje razli¢nih glivi¢nih bolezni ni.

Inhibitorni uéinek suspenzije trosov glive M. tardicrescens na rast glive C. fioriniae je
bil ugotovljen na vseh preizkuSenih sortah in pri obeh tretiranjih, tako pri so¢asnem
nanosu antagonisti¢ne in patogene glive (Tretiranje 4), ali pri 3 urnem zamiku nanosa
patogene glive (Tretiranje 3).

Inhibicija 14 rasti nekroze glive C. fioriniae pri sorti Gala je znasala 19,17 %, medtem
ko je inhibicija I3 znaSala 26,54 %, kar pomeni, da je tretiranje 3 pokazalo boljse
inhibitorne uéinke v primerjavi s tretiranjem 4. Pri sorti Gloster je prav tako tretiranje 3
pokazalo boljsi inhibitorni uéinek na glivo C. fioriniae. Pri jabolkih okuzenih pri
tretiranju 3 je bila inhibicija I3 rasti nekroze patogene glive 16,87 %, medtem ko je bila
inhibicija 14 12,11 %. Tudi pri sorti Zlati deliSes smo izracunali boljsi inhibitorni
potencial glive M. tardicrescens na rast nekroze patogene glive C. fioriniae pri
tretiranju 3. Inhibicija 14 rasti nekroze je bila 9,84 %, inhibicija rasti nekroze 13 pa
14,90 %. Med vsemi testiranimi sortami se je najbolj izkazala sorta Gala in dosegla
najvisje vrednosti I3 in I4. Sledita ji sorta Gloster in Zlati deliSes. S statisticnim
paketom SAS smo testirali vpliv sorte jabolk na inhibicijo in statisti¢no potrdili razlike
v inhibiciji rasti nekroze patogene glive C .fioriniae med sortami in razlike med
inhibicijama I3 in I4. Inhibicije rasti nekroze je torej sortno specificna. Z izra¢unom
razlike med inhibicijama I3 in 14 smo ugotovili, da so v povprecju vecji inhibitorni
ucinki dosezeni pri tretiranju 3, kjer smo antagonisticno glivo inokulirali 3 ure pred
patogeno glivo.

Vpliv sorte jabolk na inhibicijo pri tretiranju 3 in tretiranju 4 smo statisti¢no potrdili z
enostavnim SAS modelom, kjer smo ocenili parametre pri 14 in parametre pri 13.
Modela za inhibicijo pri 14 in 13 prikazujeta, da je P vrednost za vpliv sorte <0,0001 in
0,0008, kar pomeni da je vpliv sorte statisti¢no znacilen pri obeh modelih. Sorta je torej
vplivala na inhibicijo rasti patogene glive.

Kemijska sestava jabolk je razli¢na, zato je razlike v delezu inhbicije med sortami
morebiti treba iskati v sestavi nutrientov pri posamezni sorti. Mineralna, vitaminska
sestava, sestava aminokislin in drugih nutrientov v posamezni sorti bi lahko razli¢no
delovala na produkcijo sekundarnih metabolitov (Wu in sod., 2007)

Pri nasem raziskovalnem delu smo ugotovili zaviralne ucinke suspenzije trosov glive M.
tardicrescens na patogeno glivo C. fioriniae. Zaradi prisotnosti trosov antagonista je
viden dolocen uc¢inek na patogeno glivo.

Za nadaljnje izvajanje raziskovalnega dela bi bilo treba testirati razlicna zacetna
razmerja (koncentracije) trosov med patogeno in antagonisti¢no glivo, saj bi nam ti
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rezultati dali pomembne podatke o koli¢ini, ki bi bolje zavrla delovanje patogena. S
tem bi Se dodatno potrdili u¢inkovitost nasega antagonista. Teh raziskav tokrat ni bilo
moc izvesti, zaradi velikega Stevila vzorcev.

V primeru, da bi razpolagali z ve¢jo koli¢ino izoliranih spojin trihotekolon acetata in 7-
hidroksitrihotekolon acetata bi lahko naredili Se test obeh u¢inkovin na patogeno glivo
na agarnih plo$¢ah ali pa tudi na jabolkah. Prav tako bi lahko na jabolkih testirali
ucinkovitost spojine na patogeno glivo v razlicnih koncentracijah. Pri nadaljnjih
testiranjih bi lahko Skropili jabolka S suspenzijo trosov antagonista, nato ranili del
povrhnjice in jo inokulirali s patogeno glivo. Morebiti bi lahko uporabili ta agens kot
Skropivo (pripravek) za bioti¢no varstvo patogenov, povzrociteljev gnitje sadja.
Rezultati so zgolj osnova za nadaljnje raziskave.

5.14 In vivo test

V sadovnjaku Kmetijskega instituta Slovenije smo izbrali 6 jablan sorte Gloster in
izvajali in vivo test le z najobetavnej$imi izolati gliv SBFS na osnovi rezultatov in vitro
poskusov. Skropljenje jablan s suspenzijo trosov gliv smo izvajali 1 x tedensko od
aprila do septembra 2012. Na koncu in vivo poskusa smo ocenjevali delez okuZenih
plodov in delez okuzene povrsine ploda s tremi potencialnimi bioti¢énimi agensi. Med
vsemi tremi glivami je najveéji deleZ okuzenih plodov dosegla gliva M. malicola (80,30
%), nato gliva M. tardicrescens (58,76 %) in P. cerophilus (51,79 %). Tudi delez
okuzene povrsine plodov je bil najve¢ji pri M. malicola (23,62 %), nato pri M.
tardicrescens (18,84 %) in nazadnje pri P. cerophilus (17,98 %). Gliva M. malicola in
gliva M. tardicrescens tvorita sajast micelijski tip na gostitelju, medtem ko gliva P.
cerophilus tvori pikast micelijski tip. Razliko v delezu okuZenosti povrsine plodov med
omenjenimi glivami lahko pripiSemu dejstvu, da obstajajo korelacije med okoljskimi
pogoji in pojavnostjo razli¢nih micelijskih tipov (Sutton in Sutton, 1994). Omenjena
raziskovalca sta prva odkrila, da pojavnost in stopnja okuzenosti plodov variira glede na
okoljske pogoje. Stopnja okuZenosti pikastega tipa se je, namre¢, ZmanjSala z zviSanjem
temperature, medtem ko sta se z vecanjem Stevila ur izpostavljenosti visoki stopnji
relativne zra¢ne vlaznosti pojavnost in stopnja okuzenosti povecali. Tudi v nasem
primeru je temperatura v ¢asu poskusa narascala in na koncu poskusa smo pri pikastem
micelijskem tipu opazili manjsi delez okuzenih plodov v primerjavi z drugima glivama
s sajastim micelijskim tipom. Pri sajastem micelijskem tipu pa Sutton in Sutton (1994)
nista naSla statisticno znacilne korelacije med okoljskimi pogoji in pojavnostjo ter
stopnjo okuzenosti.

V poskusu smo se Zeleli priblizati optimalnim pogojem za razvoj gliv sajavosti, zato
smo s higrotermometrom vsako uro merili temperaturo in vlago pod drevesi od konca
aprila do konca septembra. Povpre¢na mesecna temperatura od meseca maja naprej je
narasc¢ala, in sicer od povpre¢nih 18 °C do maksimalne povpre¢ne temperature 24,5 °C
v avgustu. Tudi relativna zracna vlaga je v poskusu blago naras¢ala od 60 % v aprilu do
70 % v mesecu juniju in juliju, razen avgusta, ko smo zabelezili njen padec na 65 %. Z
oroSevanjem smo uspeli dvigniti relativno zracno vlago, vendar ne dovolj za razvoj gliv
sajavosti, ki so v naravi vidne Sele proti koncu poletja (september). Vendar pa smo pri
glivi M. tardicrescens opazili blagi pojav bolezenskih znamenj Zze junija. Razlog za ta
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pojav najdemo Vv raziskavah Sharpa in Yoderja (1985), kjer sta dokazala, da obstaja
pozitivna korelacija med akumuliranimi urami relativne zra¢ne vlage >95 % in delezem
okuzenih plodov in da je torej potrebnih od 50 do 100 ur visoke relativne zra¢ne vlage,
preden se pojavijo simptomi gliv sajavosti. V nasem primeru smo imeli 86 % relativno
zra¢no vlago 72 ur, kar je zadostovalo za pojav simptomov pri glivi M. tardicresnecs.
Tudi temperatura je v teh treh dneh padla iz 24 °C na 20 °C. Pri vseh treh glivah ni bilo
videti nobenih bolezenskih znamenj do zacetka septembra, kajti za to ni bilo ustreznih
okoljskih pogojev (visoka relativna zra¢na vlaga). Julija in avgusta se je, namrec,
temperatura zvisala do 24,5 °C, medtem ko je relativna zra¢na vlaga padla na 65 %.
Neprimerne klimatske razmere so onemogocale izvedbo testa. Zadnje okuzevanje smo
opravili konec avgusta. V zaetku septembra je temperatura padla na 20 °C, relativna
zracna vlaga pa je bila v tem obdobju > 80 %. Povprec¢na relativna zracna vlaga pa je
bila v naslednjih tednih meseca septembra 74 %. S slednjimi pogoji smo dosegli razvoj
gliv na plodovih.

V severno ameriski raziskavi sta Sutton in Sutton (1994) testirala in spremljala
pojavnost in stopnjo naravnih okuzb razlicnih micelijskih tipov na ve¢ lokacijah.
Primerjava z amerisko raziskavo ni mozna, saj so njuni poskusi potekali v povsem
naravnih pogojih, v naSem primeru pa je testiranje potekalo v prirejenih, delno in vivo
pogojih z umetnim oro$evanjem. Na ta nacin smo Zeleli povisati relativno zracno vlago
in se priblizati pogojem za razvoj gliv sajavosti in glive V. inaequalis v naravnem
okolju, vendar temperatura ni padla kot v dezevnih dneh v naravi. Razen tega smo
spremljali pojavnost in stopnjo okuzenosti le na strogo omejenen vzorcu intenzivnega
nasada (6 dreves) na Kmetijskem institutu Slovenije in bi za bolj verodostojne rezultate
potrebovali vecje Stevilo vzorcev v sadovnjakih na razli¢nih geografskih lokacijah po
Sloveniji.

V in vivo poskusu smo Zeleli raziskati, ali kolonije gliv povzrociteljic sajavosti na
plodovih jabolk prepre¢ijo okuzbo s patogeno glivo V. inaequalis v primarni ali
sekundarni fazi razvoja. Neprimerne vremenske razmere so onemogocale izvedbo testa.

Ekologija razvoja glive SBFS je vezana na obdobje proti koncu poletja, kjer se
temperature nizajo in je bistveno ve¢ dezevnih dni in rose v jutranjih urah. To pomeni,
da je za razvoj glive potreben visok deleZ relativne zracne vlage. Zivljenjski krog gliv
SBFS je zelo slabo raziskan, za razliko od zelo dobro raziskane patogene glive V.
inaequalis. Gliva V. inaequalis pricne s primarnimi okuzbami zgodaj spomladi in
nadaljuje s sekundarnimi okuzbami s trosi tekom celega poletja. Tudi pri glivi
povzrociteljici sajavosti primarne okuzbe nastopijo ze vV maju, juniju, vendar simptomov
ni videti ali so redki. Razmah glive nastopi ob optimalnih klimatskih pogojih sele v ¢asu
polne zrelosti sadezev. V naSem poskusu smo Zeleli z glivami sajavosti prepreciti bodisi
primarne ali sekundarne okuzbe glive V. inaequalis, zato smo pred¢asno poskusali
ustvariti pogoje za razvoj kolonij na plodu in posledi¢no zmanjsati $tevilo sekundarnih
okuzb patogene glive. Poleg tega, da nismo zagotovili ustreznih okoljskih pogojev za
pred¢asen razvoj gliv SBFS, pa tudi nismo uspeli umetno okuziti dreves s primarnim
inokulumom glive V. inaequalis. Pod drevesa smo polozili prezimelo listje, vendar do
primarnih okuzb z omenjeno glivo ni prislo. To lahko pripis§emo premajhni koli¢ini
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zaCetnega inokuluma. Verjetno bi morali prenesti Se vecjo koli¢ino prezimelih listov iz
drugih sadovnjakov in ustvariti debelejSo plast listov pod drevesi.

Uspesno izvedbo poskusa je ovirala tudi lokacija testiranja, saj Smo poskus izvajali v
intenzivnem, redno Skropljenem nasadu na Kmetijskem institutu Slovenije, zato niso
bili ustvarjeni pogoji za razvoj te glive. Poleg tega agrotehni¢ni ukrepi, kot so zra¢na
kro$nja, malo zelene listne mase, nizka drevesa, plitka tla (manjSe zadrzevanje vode) v
veliki meri zmanjSujejo oziroma preprecujejo okuzbe s patogenimi organizmi.

515 Vpliv ekstraktov gliv SBFS na Kkalitev trosov glive Colletotrichum
fioriniae

Izolate, ki so se najbolj izkazali v in vitro testu dvojnih kultur proti rasti gliv V.
inaequalis in C. fioriniae, smo uporabili za testiranje vpliva ekstraktov teh gliv na
kalitev trosov glive C. fioriniae. Ekstrakcijsko metodo smo povzeli po Andersen in sod.
(2005) in v poskusu testirali bioaktivni potencial glivnih ekstraktov kot tudi vpliv
organskega topila etil acetata na kalitev trosov in rast hif patogene glive C. fioriniae

Ugotovili smo, da razli¢ni volumni dodanega etil acetata (10 pl, 20 pl, 30 pl, 40 pl) niso
inhibirali rasti hif po 4, 12, 13 in 21 urah po inokulaciji. Med poskusom je dolzina hif v
odvisnosti od Casa linearno naraS¢ala pri vseh testnih vzorcih. DolZine hif so bile
najvecje pri 40 pl dodanega volumna etil acetata. Rast hif je naras¢ala med
posameznimi merjenji, ki so si ¢asovno sledila v razmiku nekaj ur. Najdalj$e hife so bile
izmerjene po 21 urah. Zanimivo je, da so bile najdaljse hife izmerjene pri 40 pl etil
acetata, nekoliko krajSe pri 20 pl, medtem ko so bile dolzine hif skupine z dodatkom 10
in 30 pl etil acetata in kontrolne skupine z destilirano vodo po 21 urah na priblizno
enakem nivoju. Pricakovali smo, da bodo hife najhitreje rasle v destilirani vodi, toda
nasprotno, rezultati so pokazali hitrejSo rast hif pri dodanih 20 pl in 40 pl etil acetata.

S statisti¢no analizo smo potrdili, da razli¢ni volumni dodanega organskega topila ne
vplivajo na kalitev trosov in na rast hif glive C. fioriniae. Statisticno znacilen vpliv
(<0,05) volumna se je pokazal pri opravljenih meritvah po 6 in 8 urah. V tem primeru bi
lahko statistiéno znacilno razliko pripisali nenatanénemu merjenju oziroma intervalu, ki
ni bil v vseh primerih enak. Tako smo na primer dolzino hif pri vzorcih, katerim smo
dodali 40 pl etil acetata, merili ne po 6 ampak po 7 urah inkubacije. Lahko pa trdimo, da
dodan volumen etil acetata ni inhibiral rasti gliv v primerjavi s kontrolno plosco brez
dodanega etil acetata.

Vpliv posameznih ekstraktov je v testu pokazal zaviralne ucinke na kalitev trosov in rast
hif glive. Meritve na vzorcih z dodanimi ekstrakti so potekale v razli¢nih intervalih, in
sicer po 7, 9, 12, 13, 15 in 21 urah. Rezultati so pokazali, da sta ekstrakta glive M.
malicola in glive M. tardicrescens preprecila kalitev trosov glive C. fioriniae v ¢asu 21
urne inkubacije. SlabSe rezultate smo dobili pri drugih glivnih ekstraktih, kjer je prislo
do klitja trosov, vendar je bila rast hif kljub temu pocasnejSa od rasti pri kontrolni
skupini z dodano destilirano vodo.
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S statisti¢no analizo smo potrdili dobljene rezultate. Ekstrakti gliv M. malicola (ekstrakt
1), M. tardicrescens (ekstrakt 2), M. mali (ekstrakt 3), S. pomi (ekstrakt 4) in P.
cerophilus (ekstrakt 5) vplivajo na dolzino hif patogene glive. Ekstrakta gliv M.
malicola in M. tardicrescens sta se izkazala za najbolj aktivna, saj sta 100 % inhibirala
vzKlitje trosov glive C. fioriniae tekom 21 urne inkubacije. Pri ostalih glivnih ekstraktih
se je najbolje izkazal ekstrakt glive S. pomi, kjer smo izmerili dolzino hif slabih 20 pm.
Sledil ji je ekstrakt glive M. mali, z dolzino hif okoli 60 um. Najmanj$i vpliv na kalitev
trosov patogene glive pa je imel ekstrakt glive P. cerophilus. Pri slednjem ekstraktu so
bile hife po 21 urah za 20 um krajSe v primerjavi s kontrolno skupino (160 um).
Statisti¢no znacilne razlike (<0,005) se pojavljajo v vseh intervalih, izjema je le interval
7 ur po inokulaciji. Omenjeno statisti¢no neznacilno razliko (>0,005) lahko pojasnimo s
Cloveskim faktorjem, ki kljub natanénemu merjenju vodi do odstopanj pri meritvah.
Poleg tega lahko statisti¢éno neznacilno razliko pripiSemo dokumentiranju rezultatov v
izbranih urnih intervalih, kjer se ¢asovnemu zamiku nismo mogli izogniti.

5.1.6 Sekundarni metaboliti

Izolat glive M. tardicrescens je pokazal najveCjo antagonisti¢no aktivnost v testu
dvojnih kultur, zato smo ga uporabili za nadaljnje raziskave. Gliva M. tardicrescens,
izolat §t. A53, je inhibirala rast micelija glive C. fioriniae. Inhibicija rasti micelija glive
C. fioriniae je bila na sedmi dan 46,08 % in je po 14 dneh inkubacije dosegla 55,26 %.
Ekstrakt glive M. tardicrescens smo pridobili iz 30 agarnih plos¢ z glivno biomaso.
Bioaktivnost ekstrakta smo najprej testirali z agarnim difuzijskim testom, sledilo je
frakcioniranje in testiranje posameznih frakcij z bioloSko vodeno strategijo z glivo C.
fioriniae kot indikatorskim organizmom. Frakcioniranje ekstrakta z reverzno fazno
HPLC je rezultiralo v izolacijo aktivne frakcije z dvema bioaktivnima metabolitoma.
Molekulsko maso in posredno empiri¢no formulo spojin dveh metabolitov v dvojnem
bioaktivnem vrhu smo dolocili s HPLC-ESI-TOF-MS analizo robnih frakcij 50 in 46.
Spojino 1 smo identificirali z empiri¢no formulo C17H,,0s.. Kot molekulski vrh (M+1)*
je bil izoliran ion 307,13. NMR podatki so dali karakteristi¢no strukturo 12,13-
epoksitrihotek-9-en-8-onov in metabolit 1 je bil identificiran kot znani trihotekolon
acetat. Pri spojini 2 je bil kot molekulski vrh (M+1)" izoliran ion 323,14, kateremu
ustreza empiri¢na formula spojine 2 Ci7H2206. Bolj polarno in novo spojino 2 smo
identificirali kot 7-hidroksitrihotekolon acetat.

Trihoteceni so druzina ve¢ kot 200 razli¢nih spojin iz skupine seskviterpenoidov.
(McCormick in sod., 2011). Trihoteceni so kmetijsko pomembnih mikotoksini in
predstavljajo potencialno nevarnost za zdravje zivali in ljudi po vsem svetu (Li in sod.,
2011). Glive rodov Fusarium, Myrothecium, Stachybotrys, Trichoderma tvorijo te
velike druzine mikotoksinov. Vse nastete rodove gliv uvrs¢amo v red Hypocreales,
medtem ko glive SBFS uvr§¢amo v red Capnodiales. Do sedaj je za edino proizvajalko
trihotecenov  znotraj redu Capnodiales veljala gliva Peltaster fructicola
(Venkatasubbaiah in sod., 1995). Med drugimi spojinami je ta vrsta glive proizvedla
toksin trihoteholon acetat (spojina 1), trihotecen tipa B, ki je pokazal antimikrobno
aktivnost v in vitro difuzijskem poskusu proti glivi Botryosphaeria, povzrociteljici
grenke gnilobe (Venkatasubbaiah in sod., 1995). V na$i raziskavi smo porocali o
ponovnem odkritju spojine 1 (trihotekolon acetat) iz glive vrste M. tardicrescens, kar
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kaze na to, da se trihoteceni lahko pojavijo tudi pri drugih rodovih gliv povzrociteljic
sajavosti iz redu Capnodiales. Pojav istih sekundarnih metabolitov pri glivah iz
razli¢nih filogenetskih skupin ni nenavaden, saj je horizontalen prenos genskega
materiala v drugo glivo ali bakterijo pogost. Gene za doloCene beta - laktamske
antibiotike, npr. penicilin, najdemo tako v streptomicetah kot v bakterijah in glivah.
Cela vrsta drugih sekundarnih metabolitov se lahko tako prenaSa v habitatih, Kkjer je
veliko mikrobov. Na ta naCin so nastali tako raznoliki sekundarni metaboliti.

Bioaktivnost spojin 1 in 2, trihotecena tipa B, smo ocenili z MIK proti Siroki testni
paleti bakterij in gliv (Preglednica 22). Obe izolirani spojini (spojina 1, spojina 2) v
dilucijskem testu nista pokazali antimikrobne aktivnosti proti bakterijam B. subtilis, E.
coli in S. aureus, medtem ko sta spojini zmerno bioaktivnost pokazali proti glivi C.
fioriniae in S. cerevisiae ter Sibko aktivnost proti kvasovkama P. anomala in C. tenuis.
Raziskave potekajo v smeri citotoksi¢nih u¢inkov obeh spojin in njunih tarénih mest ter
mehanizmov delovanja v celici.

Z raziskavo smo se priblizali nasi hipotezi o antagonisticnih sposobnostih gliv SBFS z
mehanizmom antibioti¢nih u¢inkov na delovanje drugih fitopatogenih gliv. Prvi¢ smo
identificirali dva derivata trihotecenov iz glive vrste M. tardicrescens. Bioloska vloga
opazovanih trihotecenov pri SBFS glivah v naravi $e vedno ostaja nepoznana. Mozno
je, da gliva M. tardicrescens s tvorbo trihotecenov zavira kompetitorje gliv SBFS in
tako zavzame isto ekolosko niSo ali/in ima vlogo virulen¢nega faktorja rastlinskega
patogena ali oboje. Literatura o glivah SBFS, s katerimi se pri svojem delu ukvarjamo,
je pogosto vezana na identifikacijo vrst povzroditeljic tega sindroma, ne pa na kontekst
uporabe v smeri bioti¢nega varstva proti rastlinskim patogenim mikroorganizmom.

Do sedaj Se ni raziskano, kaks$no funkcijo opravljajo glive SBFS na povrsju plodov in
rastlinskega tkiva. Ena od moZnih in sprejemljivih hipotez bi lahko bila, da so glive
SBFS sposobne inducirati odpornost same gostiteljske rastline, vendar Sele tedaj, ko so
te v stiku s povrSinsko kutikulo rastlinskega plodu. To pa ne nazadnje pomeni zas¢ito
gostitelja pred drugimi uniujofimi patogenimi mikroorganizmi. Z naselitvijo in
razraS€¢anjem kolonij na povrhnjici plodu se zmanjSa moznost rasti drugih patogenih
mikroorganizmov, ki so tudi del povrSinske mikroflore plodu in ki bi utegnili
radikalneje $kodovati plodu z direktnim prodorom v globino rastlinskega tkiva.

Za dokaz morebitne vloge spojine 1 in 2 v naravi smo uporabili iz in vivo poskusa
umetno okuzene plodove jabolk z glivo M. tardicrescens. Glivo smo postrgali skupaj z
jabol¢nim voskom in jo analizirali na prisotnost obeh izoliranih spojin. Zaradi velike
vsebnosti voska v ekstraktih nismo mogli odkriti ne spojine 1 ne spojine 2. Voski so
preprecili enostavno odkrivanje spojin z analitsko HPLC. Dodatna optimizacija
ekstrakcije in dodatno ciS€enje vzorca bi pripomoglo k pridobivanju zadovoljivih
rezultatov. Zato ne moremo oceniti morebitne nevarnosti trihotecenov tipa B, ki jih
tvorijo glive SBFS. Vendar pa dejstvo, da so kolonije razli¢nih SBFS gliv pogosto med
seboj lo¢ene na kutikuli sadja, kaze na to, da so lahko bioaktivni metaboliti izlo¢eni na
ali v sadni eksokarp.
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Nasi rezultati kazejo, da glive sajavosti lahko tvorijo sekundarne metabolite s Sirokim
spektrom protiglivi¢ne aktivnosti. Potencialno so te snovi lahko primerne v farmaciji
kot zdravilo ali v kmetijstvu kot fitofarmacevtsko sredstvo. Vsekakor pa bodo rezultati
prispevali k razumevanju mehanizma delovanja SBFS gliv in njihovimi rastlinskimi
gostitelji.

5.2 SKLEPI

Med vsemi izbranimi izolati razli¢nih vrst gliv SBFS (M. malicola, M. pomicola, M.
mali, D. pseudoamericana, P. cerophilus, S. pomi) je samo gliva M. tardicrescens
pokazala antagonisti¢ni potencial proti patogeni glivi C. fioriniae. Inhibicija rasti
micelija glive C. fioriniae je bila na sedmi dan 46,08 % in je po 14 dneh inkubacije
dosegla 55,26 %.

Glive S. pomi, P. cerophilus, M. malicola, M. mali in D. pseudoamericana so Vv testu
dvojnih kultur inhibirale rast glive V. inaequalis. Rast patogene glive V. inaequalis je
najbolj zavirala gliva P. cerophilus, medtem ko so antagonisti¢ni uéinki ostalih gliv
bistveno slabsi.

Antagonisti¢nega ucinka izolatov gliv SBFS na rast micelija patogenih gliv Fusarium
avenaceum in B. cinerea nismo zaznali.

Filogenetske odnose gliv iz rodu Peltaster smo preucevali na podlagi nukleotidnega
zaporedja regije ITS. Rezultati analize kazejo, da se nova opisana gliva P.cerophilus
razlikuje od glive P. fructicola.

Suspenzija trosov glive M. tardicrescens je zaviralno delovala na rast glive C. fioriniae
na vseh testiranih sortah (Gala, Gloster, Zlati deliSes), tako pri istoCasnem nanosu
antagonista/patogena, kot tudi pri ¢asovnem zamiku nanosa patogena. Med vsemi
testiranimi sortami sSmo najvisje zaviralne ucinke zabeleZili pri sorti Gala. S statisticno
analizo smo potrdili razlike v inhibiciji med sortami in razlike med inhibicijama
dosezenima pri soCasnem nanosu antagonista/patogena ter pri tri urnem zamiku nanosa
patogena. Zaviralni u¢inki glive M. tardicrescens so bili pri vseh treh sortah v povpreéju
vedji, ko smo jo inokulirali tri ure pred patogeno glivo.

Med tremi potencialnimi bioti¢nimi agensi, s katerimi smo okuzevali drevesa, je
najvecji delez okuzenih dosegla gliva M. malicola, medtem ko je bil delez okuzenih
plodov pri M. tardicrescens in P. fioriniae bistveno manjsi. Prav tako je bil najved;ji
delez okuzene povrsine plodov ugotovljen pri glivi M. malicola, vendar ta ni bistveno
odstopal od drugih dveh gliv s priblizno enakim delezem okuZene povrsine.

Organsko topilo etil acetat ni zaviralo kalivosti trosov in rasti hif glive C. fioriniae na
gojiscu tekom 21 urne inkubacije.

Ekstrakti antagonisti¢nih gliv so pokazali zaviralne ucinke na kalitev trosov in rast hif
glive C. fioriniae. Ekstrakta gliv M. malicola in M. tardicrescens sta popolnoma (100
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%) zavrla kalitev trosov glive C. fioriniae, medtem ko je imel najman;jsi vpliv na rast hif
patogene glive ekstrakt glive P. cerophilus.

Iz glive M. tardicrescens, izolat st. A53, smo prvi¢ izolirali in identificirali dve
bioaktivni spojini iz skupine trihotecenov tipa B. Frakcioniranje ekstrakta z reverzno
fazno HPLC in testiranje bioaktivnosti posameznih frakcij z indikatorskim organizmom
(C. fioriniae) je vodilo v izolacijo aktivne frakcije z dvema bioaktivnima metabolitoma.
Molekulsko maso in posledi¢no empiri¢no formulo obeh spojin smo dolo¢ili s HPLC-
DAD-ESI-TOF-MS analizo.

Spojino 1 smo strukturno identificirali z NMR kot znani mikotoksin trihotekolon acetat
z empiri¢no formulo Ci7H220s. medtem ko smo drugo, novo spojino z empiri¢no
formula Cy7H2,06 strukturno identificirali kot 7-hidroksitrihotekolon acetat. S tem smo
potrdili hipotezo, da je za antagonisti¢ne u¢inke odlo¢ilna antibioza.

Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije obeh izoliranih spojin, ki so bile testirane
v dilucijsem testu, spojina 1 (trihotekolon acetat) in spojina 2 (7-hidroksitrihotekolon
acetat) niso pokazali antimikrobne aktivnosti proti B. subtilis, E. coli in S. aureus.
Spojini sta pokazali zmerno bioaktivnost proti glivi C. fioriniae in S. cerevisiae ter
Sibko aktivnost proti kvasovkama P. anomala in C. tenuis.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Glive sajavosti in musje pegavosti (SBFS) so navzoce na povrsju zrelih plodov jablane,
najdemo jih pa tudi na listih, steblih ter plodovih mnogih drugih rastlinskih vrst. Na
povrsju substratov se lahko razvijejo kolonije razlicnih SBFS gliv, ki obi¢ajno mejijo
druga na drugo. Nekatere vrste SBFS gliv so sposobne ostro omejiti svoja obmocja rasti
od drugih SBFS gliv. Predpostavljamo, da medsebojno vplivajo druga na drugo bodisi
neposredno z antibiozo ali posredno preko tekmovanja za hranila. Na osnovi opazenih
antagonisti¢nih interakcij med glivami SBFS na povr§ju substratov smo raziskovali
glive SBFS za namene bioticnega varstva rastlin oziroma testirali njihove
antagonisti¢ne sposobnosti proti pomembnim rastlinskim patogenom.

Nasa hipoteza je sledila raziskavi Venkatasubbaiaha in sod. (1995) o zaviralnih u¢inkih
sekundarnih metabolitov proti drugim glivam. Ugotovili so, da gliva Peltaster fructicola
tvori in vitro razlicne spojine, med njimi tudi trihotecene (trihotekolon acetat) s
protiglivi¢cnim delovanjem proti Botryosphaeria (grenka gniloba). Cilj naSe raziskave je
bil izolirati tiste glive SBFS, ki izkazujejo na jabol¢nem povr§ju inhibitorne ucinke proti
drugim glivam SBFS, testirati njihove antagonisti¢ne sposobnosti v testih dvojnih kultur
in identificirati sekundarne metabolite s potencialnimi zaviralnimi ucinki proti drugim
glivam v in vitro pogojih in na sadnem povrsju.

V prvem delu smo testirali antagonistiéne sposobnosti izbranih SBFS gliv proti
pomembnim rastlinskim patogenom v in vitro testu dvojnih kultur na Czapkovem agarju
s kvasnim ekstraktom (CYA). Test smo izvedli tako, da smo na doloceni razdalji
inokulirali patogene izolate in potencialne antagoniste gliv SBFS. Rastlinski patogeni,
vkljuceni v raziskavo, so iz vrst Venturia inaequalis ( jablanov skrlup) Fusarium
fioriniae (antraknoza). Izbrali smo 83 izolatov razli¢nih vrst gliv SBES. Vkljucene so
bile glive Microcyclospora malicola (5 izolatov), Microcyclospora pomicola (1 izolat),
Microcyclospora tardicrescens (1 izolat), Microcyclosporella mali (25 izolatov),
Schizothyrium pomi (32 izolatov), Peltaster cerophilus (18 izolatov) in Devriesia
pseudoamericana (1 izolat). Rezultati in vitro testov dvojnih kultur so pokazali, da je
samo izolat M. tardicrescens AS53 izrazil antagonistiéni uéinek proti C. fioriniae.
Inhibicija rasti micelija te patogene glive je bila 55,26 %. Rast micelija patogene glive
V. inaequalis so inhibirale vrste P. cerophilus (30,60 %), M. malicola (17,80 %), D.
pseudoamericana (5,40 %), M. mali (2,30 %) in S. pomi (1,10 %). Razlike v bioti¢ni
aktivnosti smo zabelezili tudi med posameznimi izolati znotraj iste vrste gliv SBFS.
Najbolj u¢inkoviti izbrani izolati znotraj posamezne vrste gliv so bili P. cerophilus A55,
M. malicola A45, M. mali A46 in S. pomi A12. Noben izmed 83 testiranih izolatov
SBFS gliv ni inhibiral rasti gliv F. avenaceum in B. cinerea.

Filogenetske odnose gliv iz rodu Peltaster smo preucevali na podlagi nukleotidnega

zaporedja regije ITS in so prikazani v filogenetskem drevesu (Slika 23). 1z rezultatov
analize se vidi, da se nova opisana vrsta glive P. cerophilus razlikuje od vrste P.
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fructicola. Vrsti se loc¢ita tudi geografsko, in sicer je gliva P. cerophilus vzoréena samo
v Evropi in vrsta P. fructicola v Severni Ameriki in Evropi.

V nadaljevanju raziskav smo potencialni bioti¢ni agens M. tardicrescens preverili v
semi in vivo poskusu na jabolkah treh sort (Gala, Gloster, Zlati deliSes) in ugotovili, da
suspenzija trosov glive M. tardicrescens, inokulirana na obrana jabolka omenjenih sort,
zavira rast in razvoj nekroze glive C. fioriniae. Inhibicija rasti nekroze glive C.
fioriniae, nanesene socasno z antagonistom M. tardicrescens, je znasala 19,17 % pri
sorti Gala, 12,11 % pri sorti Gloster in 9,84 % pri sorti Zlati deliSes, medtem ko je bila
inhibicija rasti nekroze pri neisto¢asnem, 3 urnem zamiku nanosa patogena pri vseh treh
sortah visji, in sicer 26,54 % pri sorti Gala, 16,87 % pri sorti Gloster in 14,9 % pri sorti
Zlati delises.

V sadovnjaku Kmetijskega instituta Slovenije smo izbrali 6 dreves sorte Gloster. V ¢asu
rastne dobe smo enkrat tedensko od konca aprila do vkljuéno septembra umetno
okuzevali drevesa s prSenjem suspenzij trosov gliv M. tardicrescens, P. cerophilus in
M. malicola. Konec septembra smo ob obiranju plodov preverjali njihovo okuZenost z
omenjenimi glivami. Najve¢ plodov je bilo okuzenih z M. malicola (80,30 %), nato z
M. tardicrescens (58,76 %) ter P. cerophilus (51,79 %). Povpre¢na okuzena povrsina
plodu je bila pri M. malicola 18,97 %, pri M. tardicrescens 11,07 % ter pri P.
cerophilus 9,31 %.

Nato smo v in vitro pogojih preucevali vpliv ekstraktov antagonisti¢nih izolatov SBFS
na kalitev trosov glive C. fioriniae in ugotovili precejSen zaviralni ucinek pri vseh
testiranih ekstraktih. Izbrane izolate M. tardicrescens A53, P. cerophilus A55, M.
malicola A45, M. mali A46 in S. pomi A12 smo inkubirali 12 dni pri 23 °C. Metabolite
smo ultrazvo¢no ekstrahirali iz ko§¢kov micelija in CYA gojisca z etil acetatom. Vpliv
ekstraktov na ¢as vzkalitve trosov in rast primarnih kli¢nih hif smo dokumentirali 6 krat
tekom 21 urne inkubacije. Ekstrakta gliv M. malicola in M. tardicrescens sta
popolnoma inhibirala vzklitje trosov glive C. fioriniae, medtem ko so ostali glivni
ekstrakti samo zavirali rast kliénih hif. Ekstrakt glive S. pomi je inhibiral rast kli¢nih hif
za 86,10 %, M. mali za 68,91 % in P. cerophilus za 11,36 %.

Izolat M. tardicrescens z vidnim inhibitornim u¢inkom v in vitro testu dvojnih kultur in
njegovim prav tako ucinkovitim ekstraktom smo gojili na 30 CYA ploScah, da bi na ta
nadin povecali obseg tvorbe sekundarnih metabolitov. Glivni ekstrakt smo testirali s
tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti sklopljeno z detektorjem z diodnim nizom
in masno spektrometrijo (HPLC - DAD - MS). Nato smo z difuzijsko metodo s filter
diski izvedli biotest za dolo¢evanje antibioti¢ne aktvinosti ekstrakta z gram pozitivnima
bakterijama Bacillus subtilis in Escherichia coli ter glivama C. fioriniae in Mucor
hiemalis. Glivni ekstrakt je deloval inhibitorno proti glivama C. fioriniae in M.
hiemalis. Dodatni poskusi so vkljucevali preparativni HPLC, da bi izolirali in ocistili
biolosko aktivne spojine v ekstraktu. Zbrane frakcije smo uporabili za testiranje
antimikrobnega ucinka. Bioaktivni potencial vsake posamezne frakcije smo testirali z
indikatorskim organizmom C. fioriniae na mikrotitrski plos¢i. Nadalje smo izolirali dve
Cisti aktivni substanci in jim dolocili strukturo ter elementno sestavo s spektralnima
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metodama - jedrsko magnetno resonanco in masno spektrometrijo. Spojino 1 smo
identificirali kot znani mikotoksin trihotekolon acetat z empiri¢éno formulo C37H2,0s,
medtem ko smo drugo, novo spojino identificirali kot 7-hidroksitrihotekolon acetat z
empiri¢no formula C;7H220s. Obe identificirani bioaktivni spojini sodita v trihotecene
tipa B.

Aktivnost izoliranih bioaktivnih spojin smo ocenili s testom minimalne inhibitorne
koncentracije. Obe spojini sta pokazali zmerno bioaktivnost proti glivi C. fioriniae in
kvasovki S. cerevisiae, in sicer 12,5 ug/ml pri novi spojini (7- hidroksitrihotekolon
acetat) in zgolj 6,25 pug/ml pri spojini trihotekolon acetat. Sibko aktivnost sta spojini
pokazali proti kvasovki P. anomala (50 pg/ml), medtem ko nobene antimikrobne
aktivnosti nismo opazili proti bakterijam Bacillus subtilis, Escherichia coli in
Staphylococcus aureus (>100 pg/ml). Do sedaj je za edino tvorko trihotecenov znotraj
redu Capnodiales veljala gliva Peltaster fructicola. Med drugimi spojinami je ta vrsta
glive proizvedla toksin trihoteholon acetat, trihotecen tipa B, ki je pokazal
antimikrobno aktivnost v in vitro poskusu proti glivi Botryosphaeria (grenka gniloba)
(Venkatasubbaiah in sod., 1995).

Ugotovitve kazejo, da lahko glive SBFS tvorijo zanimive biolosko aktivne sekundarne
metabolite, glede na to, da zavirajo rast drugih gliv v in vitro poskusih in tudi na
naravnem substratu. Nadaljnje Studije so priporo€ljive za pojasnitev in identifikacijo
sekundarnih metabolitov pri drugih glivah SBFS. Mozno je, da bi lahko nekatere
sekundarne metabolite izkoris¢ali za biotehnoloske procese ali za nadzor rastlinskih
patogenih mikroorganizmov.

6.2 SUMMARY

Sooty blotch and flyspeck (SBFS) fungi can be encountered surprisingly often on the
surface of apple fruits, but they are also present on leaves, stems and fruits of many
other plant species. On the natural substrata, colonies of different SBFS fungi can co-
occur and juxtapose each other. But some SBFS fungi are able to sharply demarcate
their territories from each other. Thus, they seem to interact directly through antibiosis
or indirectly through nutritional competition. Based on the observed antagonistic
interactions between different SBFS fungi on the natural substratum, we were testing
how these SBFS fungi may interact with other fungal plant pathogens.

Our hypotheses follow those of Venkatasubbaiah et al (1995) who targeted secondary
metabolites that could have an inhibitory potential against other fungi. The authors of
this study showed that Peltaster fructicola can form trichothecolone, trichothecolone
acetate, 6-methylsalicylic acid, and 2,5-dihydroxybenzoic acid, of which
trichothecolone acetate and 6-methylsalicylic acid showed antifungal properties in vitro
against the plant pathogenic Botryosphaeria, which causes bitter rot. The aim of the
current study was to isolate pairs of juxtaposing SBFS taxa from apples, to test their
inhibitory capacity against plant pathogens in dual culture assays and to identify
secondary metabolites in assays that could have inhibitory effects against other fungi in
vitro and on fruit surfaces.

100



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

In the first part of the research, the antagonistic potential of selected SBFS fungi against
important plant pathogens was tested in in vitro dual culture assays on Czapek yeast
agar (CYA). Plant pathogenic fungi included in the study were the species Venturia
inaequalis (causal agent of apple scab), Fusarium avenaceum, (causal agent of core rot),
Botrytis cinerea (cause of grey mould disease on many plants) and Colletotrichum
fioriniae (causal agent of anthracnose). A total of eighty-three strains of SBFS fungi
including Microcyclospora malicola (5 strains), Microcyclospora pomicola (1 strain),
Microcyclospora tardicrescens (1 strain), Microcyclosporella mali (25 strains),
Schizothyrium pomi (32 strains), Peltaster cerophilus (18 strains), newly decribed in the
context of this study, and Devriesia pseudoamericana (1 strain) were tested. Results of
in vitro dual culture assay showed that a single strain of M. tardicrescens was the only
SBFS fungus showing antagonistic effects against C. fioriniae. Mycelial growth of this
pathogen was suppressed by 55,26 %. Species Peltaster sp., described in the context of
this study as Peltaster cerophilus sp. nov., reduced the colony growth of V. inaequalis
by 30,6 %, Microcyclospora malicola by 17,8 %, Devriesia pseudoamericana by 5,4 %,
Microcyclosporella mali by 2,3 % and Schizothyrium pomi by 1,1 %. Selected strains P.
cerophilus A55, M. malicola A45, M. mali A46 and S. pomi Al2 were the most
effective strains. None of these tested strains showed antagonistic effects against F.
avenaceum and B. cinerea.

Closely related species of the genus Peltaster were phylogenetically analyzed by using
nucleotide sequences of the internal transcribed spacer regions of the ribosomal rRNA
gene cluster. The analyses support the distinction of the European Peltaster sp.
(described as P. cerophilus sp. nov. in the context of this study), from P. fructicola,
which is known from North America and Europe.

In other experiments, the biological control potential of this M. tardicrescens strain was
tested. A spore suspension of the strain was inoculated on ripe fruits of the three apple
varieties (Gala, Golden Delicious and Gloster) and reduced the necrotic development of
the simultaneously applied C. fioriniae. The average percent of the observed reduction
was 19,17 % on Gala, 12,11% on Gloster and 9,84% on Golden Delicious. When M.
tardicrescens was applied 3 hours before the pathogen was inoculated, even higher
reductions were observed: 26,54% on varieties Gala, 16,87% on Gloster and 14,9% on
Golden Delicious.

Spore suspensions of M. tardicrescens, P. cerophilus and M. malicola were inoculated
on developing apples (variety Gloster) in an experimental orchard once a week from the
end of April till September. At the end of the growing season, 80,30 % of the infected
apples were colonized with M. malicola, 58,76 % with M. tardicrescens and by and
51,79 % with P. cerophilus. On average, M. malicola colonized 18,97 % of fruit areas.
These percentages were 11,07 % for M. tardicrescens and 9,31% for P. cerophilus.

The effect of extracts of strains of antagonistic SBFS species on the germination of C.

fioriniae was tested. Selected strains M. tardicrescens A53, P. cerophilus A55, M.
malicola A45, M. mali A46 and S. pomi Al12 were grown for 12 days at 23 °C.
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Metabolites were ultrasonically extracted from pieces of mycelium and CYA with ethyl
acetate. Extracts of M. malicola and M. tardicrescens strains completely inhibited spore
germination for at least 21 h, while extracts from other taxa only reduced the growth of
the germinating hyphae. Schizothyrium pomi extracts reduced the length of the
germination tubes by 86,10 %, those of M. mali by 68,91 % and those of P. cerophilus
by 11,36 %.

The strain of M. tardicrescens inhibiting the colony growth of C. fioriniae in dual
culture tests and suppressing the germination of the conidia of this pathogen was
cultured on 30 CYA plates for scaling-up the formation of secondary metabolites. The
metabolites were ultrasonically extracted from the agar and the mycelium with ethyl
acetat and analyzed by high performance liquid chromatography coupled with diode
array detector and mass spectrometry (HPLC - DAD - MS). In addition, a bioassay
consisting of a diffusion method with filter discs was done for the determination of the
antibiotic effect of the extract against gram positive bacteria Bacillus subtilis and
Escherichia coli and the fungi C. fioriniae and Mucor hiemalis. The extract showed
inhibitory activity against C. fioriniae and Mucor hiemalis. Additional assays included
preparative HPLC, by which individual secondary metabolites become fractionated and
purified. The isolated fractions were used for testing their potential antimicrobial effects
against C. fioriniae in microtiter plates. The structure and elemental composition of two
fractions showing significant antimicrobial effects were determined with nuclear
magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry (MS). Compound 1 was identified
as the known mycotoxin trichothecolone acetate; it had the empirical formula C17H220s,
Compound 2 was identified as the novel 7 - hydroxytrichothecolone acetate and had the
empirical formula Ci7H,,0s. Both identified bioactive compounds belong to type B
trichothecenes.

The biological activity of trichothecolone acetate and 7 - hydroxytrichothecolone
acetate was determined in a minimal inhibitory concentration (MIC) test. Both isolated
compounds showed moderate bioactivity against C. fioriniae and Saccharomyces
cerevisiae. Obtained MIC values were 12,5 mg/ml for 7 - hydroxytrichothecolone
acetate and only 6,25 mg/ml for trichothecolone acetate. Low activity of these
compounds was observed against Pichia anomala (50 mg/ml), while no antimicrobial
activity was observed against Bacillus subtilis, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus (>100 mg/ml). The only other SBFS fungus previously reported to produce
trichothecenes is Peltaster fructicola. Among other compounds, this species produced
trichothecolone acetate, type B trichothecenes, which showed antifungal properties in
vitro against Botryosphaeria causing bitter rot (VVenkatasubbaiah et al., 1995).

The findings suggest that SBFS fungi may produce interesting secondary metabolites.
Because they seem to inhibit other fungi in in vitro tests and also on the natural
substratum, some of their metabolites might be biologically active. Further studies are
required to elucidate the metabolic potential of additional other SBFS fungi. It is
possible that some of their secondary metabolites could be exploited for
biotechnological processes or for the control of plant pathogenic microorganisms.
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PRILOGE

Priloga A

Naprave in pripomocki

Naprave in pripomocki

Proizvajalec

avtoklav A-500/700 Kambié
stereomikroskopska lupa SMZ 800 Nikon

elektronska analitska tehtnica BP 301S Sartorius
neavtomatska Precizno Elektromehanska Tehtnica ET 1111 | Tehtnica Zelezniki
laminarna vertikalna komora SMBC 122 A Iskra Pio d.o.0.
centrifuga 5417 Eppendorf

rastna komora RK — 720 VPCH Kambié

Inkubator IPP500 Memmert

digitalna kamera Sight DS-Fil Nikon

rotacijski stresa Inik 95HT Infrost HT

rotacijski vakuumski evaporator Heidolph, Nem¢ija
ultrazvo¢na kopel Sonorex digital 10p Bandelin
UHPLC-DAD Agilent 1260 series Agilent Technologies
TOF — MS Maxis Bruker

programsko opremo Compass Data Analysis 4.0 Bruker Daltonics
ITMS Amazon Bruker

Preparativna RF-UHPLC Agilent Technologies
analiticna kolona RF C18 Acquity UPLC BEH Waters

dimenzije (2.1 x 50 mm, 1.7 pm)

analiticna kolona VP Nucleodur C18 Gravity 5 pm (250
mm x 21 mm)

Machery-Nagel

svetlobni mikroskop

Carl Zeiss, Nemcija

digitalna kamera Axiocam MRc

Carl Zeiss Vision, Halber. Nemcéija

pH meter MP 225K

Mettler Toledo

Magnetni mesalnik Rotamix SHP-10

Tehtnica Zelezniki

Filtrirni papir

Schleicher and Schuell, Nemc¢ija

Preparirna igla

Micro Polo

Pasterjeve pipete

Brand, Nemcija

mikrotitrska plosca s 96 luknjicami

Brand, Nemcija

Objektna stekla (76 x 26 x 1 mm)

Brand, Nemcija

Krovna stekla (20 x 20 mm)

Brand, Nemcija

Steklene case

Ilmabor TGI, Nemcija

Stevne plos¢ice Biirker- turk

Brand, Nemcija

Sterilni filter

Sartorius, Nemdija

pipete

Eppendorf, Nemdéija

Higrotermometer KMS-P

PAAP, Graz, Avstrija

mikrocentrifugirke

Eppendorf, Nemdéija

Tube s pokrovckom (57 x 16,5 mm)

Sarstedt, Nemcija

Mikrotitrski evaporator Mini Vap

Porvair sciences, Velika Britanija

Stresalnik Titramax 100

Heidolph, Nemcija
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Priloga B: Vsi izolati

St jkeon  Micelii g substrat L okaciia Y2 LEO g ioliral
izolata ski tip P (gostitelj) ) valec  vzordenja
. zrela . . .
Venturia . « Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
001/01 inaequalis Jiﬁg}ﬁga SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
- zrela . S . .
Venturia . N Staritrg Zerjav  septem., Medjedovi¢
002/01 i1 aequalis Jﬁg}ﬁga SLO ritom, M. 2009 A, okt. 2009
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . . septem., Medjedovié¢
006/01 um pomi speck podobna JE;BO}EI;a SLO  Trbovlje BurjaG. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Microcyclo - Zelen zrela . .,
006/02 spora Fl:)ll'gm razvejan jaboléna  SLO  Trbovlje BurjaG. sezp(t)%rg., %ecg;td 02‘889
malicola micelij lupina e
Venturia zrela septem., Medjedovié
006/03 inaequalis JTS;}ET SLO  Trbovlje BurjaG. 2009 A. okt. 2009
Micelij s
sklerocijem zrela . .
007/01 Peltaster Punectat podobnimi  jaboléna  SLO  Trebnje Sc:r?]ers olétgggr, %e(gff(;\ggg
strukturami lupina e A
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . -
007/02 Peltastgr Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Trebnje Schroers oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - . H.-J. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosisé
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . . Schroers oktober, Medjedovi¢
008/01 um pomi speck podobna Ja}EO}EI;a SLO Trebnje H.-J. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . .
L . » . Schroers oktober, Medjedovi¢
008/02 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO Trebnje ) '
mali omb  micelijskimi lupina H.-J. 2009 A., okt. 2009
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . .,
Peltaster Punctat L . N . Schroers oktober, Medjedovi¢
009/01 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO Trebnje H-J. 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosisé
Microcyclo Fuligin Zelen zrela Schroers oktober, Medjedovi¢
010/01 spora razvejan jaboléna  SLO Trebnje ) '
malicola ous micelij lupina H.-J. 2009 A., okt. 2009
Micelij s
sklerocijem zrela . .
Peltaster Punctat Y . Schroers oktober, Medjedovi¢
010/02 cerophilus e podobmml_ Jabo!cna SLO Trebnje H.-J. 2000 A., okt 2009
strukturami lupina
trosisé
Micelij s
sklerocijem zrela . .
Peltaster Punctat L . . . Schroers oktober, Medjedovi¢
011/01 cerophilus e podobnlml_ jabo!crla SLO Trebnje ") 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge B: Vsi izolati

. S5 takson M'.Ce.lu Opis subs_trat_ drzava lokacija VG Levto. Glivo izoliral
izolata ski tip (gostitelj) valec  vzorCenja
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) . Schroers oktober, Medjedovi¢
011/02 um pomi speck podobna Jzﬂjoﬁga SLO Trebnje H.-J. 2009 A, okt. 2009
struktura P
012/01 Yenturia 'alii)elléila SLO  Trbovlje BurjaG, °kioPer Medjedovi¢
inaequalis Jlupina ) 185 2009 A, okt. 2009
013/01 Yenturia abottna SLO Troowlje Burja, °KOber,  Mediedovie
inaequalis Jlupina ! 185 5009 A, okt. 2009
015/01 Venturia 'alii)elléila SLO Podbrezj Korosec oktober, Medjedovi¢
inaequalis J lupina e R. 2009 A, okt. 2009
. zrela - . .
Venturia . » Podbrezj Korosec oktober, Medjedovié
017101 i1 aequalis Jiﬁgfﬁga SLO e R. 2009 A. okt. 2009
. zrela . . .
Venturia . « Podbrezj Korosec oktober, Medjedovi¢
018/01 inaequalis Jz}llj;}zrala SO e R. 2009 A, okt. 2009
. zrela - . .
Venturia . » Podbrezj Korosec oktober, Medjedovié
01901 i1 aequalis Jiﬁgfﬁga SLO e R. 2009 A. okt. 2009
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) . . oktober, Medjedovi¢
020/02 um pomi speck podobna Ja}EO}EI;a SLO  Trbovlje BurjaG. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela . .
021/01 sporella honeyc  urejenimi  jaboléna  SLO  Trbovlje Burja G. olétgggr, %e(g;floz\ggg
mali omb,  micelijskimi  lupina R
skupki
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . . oktober, Medjedovi¢
021/02 um pomi speck podobna 12:30}:11;'& SLO  Trbovlje BurjaG. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . o . . oktober, Medjedovi¢
022/02 um pomi speck podobna Ja}EO}EZa SLO  Trbovlje BurjaG. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat Y Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
023001 corophilus e Podobmimi - jaboléna  SLO \ovici R, 2009 A. okt 2009
strukturami lupina
trosisé
Micelij s
sklerocijem zrela : . -
Peltaster Punctat P o Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
023/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosisé
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat T Brdopri Mavec  oktober, Medjedovié
023/03 cerophilus e podobn|m|_ Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A., okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge B: Vsi izolati

St qakson MiCelll g substrat s va lokacija V2O L0 Glig izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) 12 valec vzordenja
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat P » Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
023/04 cerophilus e podobnlml_ jaboléna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » Brdopri Mavec  oktober, Medjedovié
024/01 um pomi speck podobna Jz:bo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP < Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
024/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat IRy Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
02501 corophilus ¢ Podobnimi - jaboléna — SLO | o R, 2009 A., okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
025/02 Peltastt_ar Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovié
cerophilus e - - Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
Peltaster Punctat AP « Brdopri Mavec  oktober, Medjedovié
025103 erophilus e  Podobnimi - jaboléna  SLO - \\ovie R 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat P . Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
026/01 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela . . .
S L Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
026/02 sporella honeyc urejenimi - Jabo!cna SLO Lukovici R 2000 A., okt 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Microcyclo - Zelen zrela : . -
Fuligin . . o Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
026/03  spora ous fazvejan  jabolena  SLO | uovici R 2009 A, okt. 2009
malicola micelij lupina
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . o Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
027/01 um pomi speck podobna Je:bo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .,
Peltaster Punctat P . Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
027102 cerophilus ¢  Podobnimi - jaboléna — SLO o R 2009 A. okt 2009
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . y Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
028/01 um pomi speck podobna Ja}EO}:ga SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
struktura P

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge B: Vsi izolati

St qakson MiCelll g substrat s va lokacija V2O L0 Glig izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) 12 valec vzordenja
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat P » Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
028/02 cerophilus e podobnlml_ jaboléna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Microcyclo Fuligin Zelen zrela Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
029/01  spora ous ~ 'azvejan - jaboléna  SLO - ovici R, 2009 A, okt. 2009
malicola micelij lupina
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela . . .
e . » Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
029/02 spm_’ella honeyc urejenimi Jabo!cna SLO Lukovici R 2009 A. okt 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
029/03 Peltastt_ar Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovié
cerophilus e - - Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri  Discret  sklerocijem . 7, Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
030/01 um pomi e speck podobna Ja}EO}zI;a SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Compa Okrogla, zrela
Schizothyri P sklerocijem . Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
031/01 : ct jaboléna  SLO -
um pomi podobna . Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
speck lupina
struktura
Okrogla,
032/01 Schizothyri Cogrgpa sklerocijem .alz):)elléila SLO Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
um pomi podobna Jano! Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
speck lupina
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela : . -
Peltaster Punctat . . Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
032/02 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO Lukovici R 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
032/03 cerophilus e podobn|m|_ Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A., okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Schizothyri Fly zrela Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
03301 mpomi  speck Jiﬁg}rﬁ‘;a SLO | kovici R 2009 A. okt 2009
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
Peltaster Punctat . . Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
033/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A., okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . N Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
034/01 um pomi speck podobna Jibo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP N Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovi¢
034/02 cerophilus e podobmml_ Jabo!cna SLo Lukovici R. 2009 A., okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge B: Vsi izolati

S fakson MM gpig  SUDSUAL s va lokaciia V2O LR Givg izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) 12 valec vzordenja
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
L . ) Brdopri Mavec oktober, Medjedovi¢
035/01 spm_’ella honeyc urejenimi Jabo!cna SLO Lukovici R 2009 A., okt 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat P » Brdo pri Mavec  oktober, Medjedovié¢
035/02 cerophilus e podobn|m|. Jabo!cna SLO Lukovici R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP < Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
036101 corophilus e podobnimi  jabolena  SLO '\ ovici R, 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
Peltaster Punctat P . Brdopri Mavec oktober, Medjedovié
036/02  orophilus e  Podobnimi - jaboléna  SLO -\ \ovie R 2009 A., okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
037/01 sporella honeyc  urejenimi  jaboléna  SLO EJ&SV‘?; M;vec olétgggr, %e(g;floz\ggg
mali omb  micelijskimi  lupina ' R
skupki
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
037/02 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO EJ&SVF;; M;vec olztgggr, I\A/Ie?;d 02\889
mali omb  micelijskimi  lupina ' R
skupki
Okrogla, zrela Bela
038/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO Krajina, Korosec oktober, Medjedovic¢
um pomi speck podobna . R. 2009 A, nov. 2009
lupina Predgrad
struktura
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela y . .
L . » Korosec  oktober, Medjedovic¢
039/01 sporella honeyc urejenimi - Jabo!cna SLO  Predgrad R 2009 A.. nov. 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela y . .,
Peltaster Punctat L . N Korosec oktober, Medjedovi¢
041/01 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO  Predgrad R 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosisc¢
Microcyclo  Fuligin Zelen zrela y . .
042/01 spora ous razvejan jaboléna  SLO  Predgrad Korosec  oktober, - Medjedovi¢
- LA - R. 2009 A, okt. 2009
malicola (FG) micelij lupina
Micelij s
sklerocijem zrela y . .
Peltaster Punctat Y Korosec oktober, Medjedovi¢
042/02 cerophilus e podobmml_ _]abO!CIla SLO  Predgrad R 2000 A., okt 2009
strukturami lupina
trosisc
Microcyclo  Fuligin Zelen zrela . . .
043/01 spora ous razvejan jaboléna  SLO  Predgrad Korosec — oktober, - Medjedovi¢
- A - R. 2009 A, okt. 2009
malicola (FG) micelij lupina
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St gakson  MICell g substrat e lokaciia Y20 L Glivg izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) 12 valec vzordenja
Micelij s
sklerocijem zrela y . .
Peltaster Punctat . . N Korosec oktober, Medjedovic¢
043/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO  Predgrad R 2009 A., okt 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela y . .
S . . Korosec oktober, Medjedovic¢
044/01 sporella honeyc urejenimi jabo!cna SLO  Predgrad R 2000 A. okt. 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP < Korosec oktober, Medjedovié
044/02 cerophilus e pOdOanmI. Jabo!cna SLO  Predgrad R 2009 A., okt 2009
strukturami lupina
trosis¢é
Microcyclo  Fuligin Zelen zrela y . .
045/01 spora ous razvejan jaboléna  SLO  Predgrad Korosec  oktober,  Medjedovic¢
- L - R. 2009 A, okt. 2009
malicola (FG) micelij lupina
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
045/02 Peltast'_er Punctat podobnimi  jaboléna  SLO  Predgrad Koro$ec oktober, Medjedovié
cerophilus e - - R. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosisé
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
Peltaster Punctat i . . Koro$ec oktober, Medjedovié
045/03 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO  Predgrad R 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
047/02 Peltaster Punctat 'alZ)Lelléana SLO Vas  Korosec  oktober, Medjedovi¢
cerophilus e Jlupina Ceplie R 2009 A, okt. 2009
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
L . N Vas Korosec oktober, Medjedovic¢
048/01 sporella honeyc urejenimi  jaboléna  SLO Ceplie R 2009 A. okt. 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
Peltaster Punctat L . N Vas Korosec oktober, Medjedovi¢
048102 corophilus e  Podobmimi - jaboléna  SLO o 2000 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . o Vesela Schroers oktober, Medjedovié¢
049/01 um pomi speck podobna Je:bo!cna SLO gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela . .
S . N Vesela Schroers oktober, Medjedovié¢
049/02 sporella honeyc urejenimi - _]abo!cna SLO gora H-J. 2009 A. okt. 2009
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . .
Peltaster Punctat T Vesela Schroers oktober, Medjedovié
050/01 cerophilus e podobmml_ Jabo!cna SLO gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
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Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . < Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
051/01 um pomi speck podobna Jz:bo!cna SLO gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
052/01 um pomi speck podobna Jz:bo!cna SLO gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . .
e . » Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
052/02 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO ) '
mali omb  micelijskimi lupina gora H.-J. 2009 A., okt. 2009
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . .
052/03 Peltastt_ar Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Vesela Schr_oers oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - - gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . Nova novemb., Medjedovié
053/01 um pomi speck podobna Ikupl_r_la SLO Gorica Frank J. 2009 A, okt. 2009
akija
struktura
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . Nova novemb., Medjedovié
054/01 um pomi speck podobna Ikupl_r]a SLO Gorica Frank J. 2009 A, okt. 2009
akija
struktura
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem - Nova novemb., Medjedovié
055/01 um pomi speck podobna Lupl_r_la SLO Gorica Frank J. 2009 A, okt. 2009
akija
struktura
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . . Modic novemb., Medjedovi¢
058/01 um pomi speck podobna Ikupl_r]a SLO Bertoki S. 2009 A, okt. 2009
akija
struktura
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem - . Modic novemb., Medjedovi¢
059/01 um pomi speck podobna Lupl_r_la SLO Bertoki S. 2009 A, okt. 2009
akija
struktura
Limbarsk
060/01 Schizothyri Fly slggg)(gzz}n .alz)zlgla SLO a(gc;ira Skerleva novemb., Medjedovié
um pomi speck podobna Jlu ina Mofavéa jV. 2009 A, okt. 2009
struktura P h)
Micelij s Limbarsk
sklerocijem zrela agora . -
Peltaster Punctat L . . . Skerleva novemb., Medjedovi¢
060/02 cerophilus e podobnlml_ jaboltna  SLO (prlv iV, 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina Moravéa
trosis¢ h)
Limbarsk
g0y Schizothyri  Fly slgtla(rrc?g;gm .alz):ﬁ';na SLO a(g‘?ira Skerleva novemb., Medjedovié
um pomi speck podobna Jlu ina Mofavéa jV. 2009 A, okt. 2009
struktura P h)
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izolata ski tip P (gostitelj) ) valec  vzordenja
Micelij s Limbarsk
sklerocijem zrela agora g . .,
Peltaster Punctat . . N . Skerleva novemb., Medjedovi¢
062/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO (pl’lv iV, 2009 A., okt 2009
strukturami lupina Moravca
trosis¢ h)
Micelij s Limbarsk
sklerocijem zrela agora g . .,
Peltaster Punctat L . . . Skerleva oktober, Medjedovi¢
063/01  corophilis e  Podobmimi - jaboléna SLO — (pri TR Ton00T A okt 2009
strukturami lupina Moravca
trosisé h)
Micelij s Limbarsk
sklerocijem zrela agora . .
Peltaster Punctat AP < . Skerleva oktober, Medjedovi¢
064/01  corophilus e  Podobmimi - jabolena SLO - (pri TR TonngT A okt 2000
strukturami lupina Moravca
trosis¢é h)
Micelij s
sklerocijem zrela . .
Peltaster Punctat L . . Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
066/01 cerophilus e podobnimi  jaboléna  SLO gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . .
068/01 Peltastt_ar Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Vesela Schroers oktober, Medjedovié
cerophilus e - - gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . .,
P strukturami lupina g o R
trosisé
Microcyclo - Zelen zrela . .
Fuligin - . . Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
069/01 spora ous razvejan _]abo!cna SLO gora H-J 2000 A, okt 2009
malicola micelij lupina
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . « Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
070/01 um pomi speck podobna Je:bo!cna SLO gora H.-J. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Microcyclo  Fuligin Zelen zrela . -
070/02  spora ous razvejan jaboléna  SLO Vesela Schroers oktober, Medjedovié¢
. AR . gora H.-J. 2009 A., okt. 2009
malicola (FG) micelij lupina
Microcyclo - Zelen zrela . -
Fuligin . . » Vesela Schroers oktober, Medjedovié¢
071/01  spora ous ~ fazvejan - jaboléna  SLO oot Th3T o009 A, okt 2009
malicola micelij lupina
Microcyclo . Zelen zrela . .
Fuligin . L Vesela Schroers oktober, Medjedovi¢
072/01  spora ous ~ razvelan - jaboléna SLO oot Ty 3T o009 A okt 2009
malicola micelij lupina
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . 7 .. Medjed oktober, Medjedovi¢
073/01 um pomi speck podobna Jibo!cna SLO Podutik ovié A. 2009 A, okt. 2009
upina
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP N . Medjed oktober, Medjedovi¢
073/02 cerophilus e podobmml_ Jabo!cna SLO Podutik oViE A 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
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Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) . Medjed oktober, Medjedovi¢
074/01 um pomi speck podobna Jzﬂj;}zr;a SLO Podutik ovi¢ A. 2009 A, okt. 2009
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
074/02 Peltastgr Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Podutik MQQJed oktober, Medjedovi¢
cerophilus e strukturami lupina ovic A. 2009 A, okt. 2009
trosiscé
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
L . ) . Medjed oktober, Medjedovi¢
074/03 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO Podutik -
mali omb  micelijskimi lupina ovi¢ A. 2009 A., okt. 2009
skupki
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . « . Medjed oktober, Medjedovi¢
075/01 um pomi speck podobna Jé}EO};r;a SLO Podutik ovi¢ A. 2009 A, okt. 2009
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
o7s/02 Peltaster o Punctat ooioinimi jabolena  SLO  Podutik Medied  oktober, - Medjedovie
cerophilus e - - ovi¢ A. 2009 A, okt. 2009
strukturami lupina
trosisé
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
o . « . Medjed oktober, Medjedovi¢
076/01 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO Podutik - '
mali omb micelijskimi lupina ovic A. 2009 A., okt. 2009
skupki
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat I » . Medjed oktober, Medjedovi¢
076/02 cerophilus e podobnlml_ jaboléna SLO Podutik oViE A 2000 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Microcyclo  Fuligin Zelen zrela : . -
. . o . Medjed septem., Medjedovi¢
077/01 spora ous razvejan jaboléna  SLO Podutik -
malicola (FG) micelij lupina oVi€ A. 2009 A., okt. 2009
Micelij s
sklerocijem zrela : . -
Peltaster Punctat . . . Medjed septem., Medjedovi¢
077/02 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO Podutik oViE A 2009 A. okt. 2009
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat IR » . Medjed septem., Medjedovic¢
077/03 cerophilus e podobmml_ _]abO!CIla SLO Podutik oViE A 2000 A., okt 2009
strukturami lupina
trosisé
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . .
SR . . . septem., Medjedovié
077/04  sporella honeyc  urejenimi  jaboléna  SLO Podutik
mali omb  micelijskimi lupina 2009 A., okt. 2009
skupki
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . y Crna . Latinovi septem., Medjedovi¢
078/01 um pomi speck podobna Ja}EO}:ga gora Moraca ¢ 2009 A, okt. 2010
struktura P
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Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) Crna . Latinovi septem., Medjedovi¢
082/01 um pomi speck podobna JZIBOEEI';& gora Moraca ¢l 2009 A, okt. 2010
struktura P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » Travnik  oktober, Medjedovi¢
089/01 um pomi speck podobna Jz}EO}Ega SLO Sostro arT. 2010 A, nov. 2010
struktura P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » Travnik  oktober, Medjedovi¢
090/01 um pomi speck podobna JE;BO}EI;a SLO Sostro arT. 2010 A, nov. 2010
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
ooop FENISEr | PUCIL podopnimi jabolena  SLO Sostio Trovmik okloberr, Medjedoyie
strukturami lupina ' o
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . 7 Travnik  oktober, Medjedovi¢
092 um pomi speck podobna Ja}EO}EI;a SLO Sostro arT. 2010 A, nov. 2010
struktura P
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
L . » . . Travnik oktober, Medjedovi¢
093 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO Filovci '
mali omb  micelijskimi lupina arT. 2010 A, nov. 2010
skupki
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . . .. Travnik oktober, Medjedovi¢
094 um pomi speck podobna JTJO}ET SLO Filovei arT. 2010 A, nov. 2010
struktura P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . 7 .. Travnik  oktober, Medjedovi¢
095/01 um pomi speck podobna Jiﬁoiﬁga SLO Filovei arT. 2010 A, nov. 2010
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
095/02 Peltastgr Punctat podobnimi  jaboléna  SLO  Zelimlje Mggijed oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - . ovi¢ A. 2010 A, nov. 2010
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . .. . Medjed oktober, Medjedovic¢
097/01 um pomi speck podobna 12:30}:11:1 SLO Zelimlje ovié A. 2010 A, nov. 2010
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela : . -
Peltaster Punctat . . » .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
097/02 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO  Zelimlje oViE A 2010 A. nov. 2010
strukturami lupina
trosis¢
Schizothyri Fly slgelz(rr(;)(:g}i}z}n zrela Poljanska Korosec oktober, Medjedovi¢
098/01 um pomi speck podobna Je}lljo:zga SLO do}l(lcr:laiob R. 2010 A, okt. 2010
struktura P P
Micelij s
sklerocijem zrela Poljanska y . .
098/02 Peltast_er Punctat podobnimi  jaboléna  SLO  dolina ob Korosec oktober, Medjedovi¢
cerophilus e . . . R. 2010 A., okt. 2010
strukturami lupina Kolpi
trosis¢
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Schizothyri Fly Skolgrrc?(g}:h zrela Poljanska Korosec oktober, Medjedovié
099/01 um pomi speck podobna Jzﬂjo}zr;a SLO do}ilgla ?b R. 2010 A, okt. 2010
struktura P P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . Medjed oktober, Medjedovi¢
100/01 um pomi speck podobna JZIEO}EI:‘ SLO Podutik ovi¢ A. 2010 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat IR ) . Medjed septem., Medjedovi¢
100/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Podutik ovié A, 2009 A. okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . « . Medjed septem., Medjedovi¢
101/01 um pomi speck podobna JTJO}ET SLO Podutik ovi¢ A. 2009 A, okt. 2011
struktura P
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
101/02 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO Podutik '(\)Avigjzd sezpégg., I\A/Ie(glftd 02\8‘1:1
mali omb  micelijskimi  lupina ) R
skupki
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . 7. . Medjed septem., Medjedovi¢
102/01 um pomi speck podobna Ja}EO}EI;a SLO Podutik ovi¢ A. 2009 A, okt. 2011
struktura P
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela . . .
102/02  sporella honeyc  urejenimi  jaboléna  SLO Podutik M?C,“Zd sezpé%rg., %e(g;f 02\61;1
mali omb  micelijskimi  lupina ovie A - Ok
skupki
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . Medjed septem., Medjedovic¢
103/01 um pomi speck podobna Je}EO}ﬁga SLO Podutik ovi¢ A. 2009 A, okt. 2011
struktura P
Microcyclo  Fuligin Zelen zrela . . .
. . » . Medjed septem., Medjedovic¢
103/02 spora ous razvejan jaboléna  SLO Podutik -
malicola (FG) micelij lupina ovi€ A. 2009 A. okt. 2011
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . Medjed septem., Medjedovic¢
104/01 um pomi speck podobna Je}EO}ﬁga SLO Podutik ovi¢ A. 2009 A, okt. 2011
struktura P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . . . Schroers oktober, Medjedovi¢
105/01 um pomi speck podobna Ja}l&o}ﬁga SLO Trebnje H.-J. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Microcyclo Ridged zrela . -
105/03 sporella  honeyc Do'zgﬂ.‘g—“ jaboléna  SLO  Trebnje Scnrf'frs Ogtgffr' I\A/[e(g;td"zvolfl
mali omb ) lupina v A
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . N . Schroers oktober, Medjedovi¢
107/01 um pomi speck podobna Jé}EO:rc]za SLO Trebnje H.-J. 2011 A, okt. 2011
struktura P
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Micelij s
sklerocijem zrela . .
Peltaster Punctat . . N . Schroers oktober, Medjedovi¢
107/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Trebnje H.-J. 2011 A, okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla,
Schizothyri Fly sklerocijem zrela Schroers oktober, Medjedovi¢
108/01 um pomi speck podobna Jz}EO}Ega SLO Trebnje H.-J. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Okrogla,
Schizothyri Fly sklerocijem zrela Schroers  oktober, Medjedovi¢
109/01 um pomi speck podobna JE;BO}EI;a SLO Trebnje H.-J. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . .
1090 PEISEr - PUNCL Cpogopnimi jabolena  SLO Trebnje SCYOS odober, - Medjedowit
strukturami lupina o R
trosis¢
Okrogla,
Schizothyri  Fly  sklerocijem 21 Schroers oktober, Medjedovic
110/01 um pomi speck podobna Jiﬁoiﬁga SLO  Trebnje H.-J. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . .
Peltaster Punctat L . N . Schroers oktober, Medjedovié¢
110/02 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO Trebnje H-J. 2011 A. okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . .
113/01 CP::;T)S;?LS P“”eaat podobnimi  jaboléna  SLO  Trebnje Scnrf'frs Ogtgffr’ X“gfﬁ%ﬁl
strukturami lupina o R
trosis¢
Okrogla,
Schizothyri  Fly  sklerocijem . 2'¢R Schroers oktober, Medjedovic
115/01 um pomi speck podobna JTJO}?]I:} SLO  Trebnje H.-J. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . -
Peltaster Punctat L . N . Schroers oktober, Medjedovi¢
115/02 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO Trebnje H-J. 2011 A. okt. 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla,
Schizothyri Fly sklerocijem zrela Medjed oktober, Medjedovi¢
117/01 um pomi speck podobna JTJO};Za SLO  Zelimlje ovié A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .,
Peltaster Punctat P o v .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
117/02 cerophilus o podobnlml_ Jabo!cna SLO Zelimlje ovid A 2011 A.. okt. 2011
strukturami lupina
trosisé
gy Schizothyri  Fly IO o alimie Medied  okiober, Medjedovie
um pomi speck Jlupina € ovic A. 2011 A, okt. 2011
. . zrela . . .
Schizothyri Fly . N . .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
1901 mpomi speck Jaﬁj‘;ma SLO  Zelimlie A 2011 A okt 2011

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge B: Vsi izolati

S fakson MM gpig  SUDSUAL s va lokaciia V2O LR Givg izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) 12 valec vzordenja
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat P » . . .. Medjed oktober, Medjedovi¢
119/03 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO  Zelimlje N 2011 A, okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) . . .. Medjed oktober, Medjedovié
121/01 um pomi speck podobna Jz}EO}Ega SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP < . . .. Medjed oktober, Medjedovié
121/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO  Zelimlje ovié A, 2011 A, okt 2011
strukturami lupina
trosiscé
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AT » . .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
121/03 cerophilus e podobnlml_ jaboléna SLO  Zelimlje ovie A 2011 A., okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
122/02 Peltaster —Punctat 4 ob i jabolena  SLO Zelimlje Viedied  oktober, - Medjedovié
cerophilus e - - ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
strukturami lupina
trosisé
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
125/01 um pomi speck podobna Ja}EO}EI;a SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat I » . .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
123/02 cerophilus e podobnlml_ jaboléna SLO  Zelimlje oViE A 2011 A. okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . « . .. .. Medjed oktober, Medjedovi¢
124/01 um pomi speck podobna JTJO};Za SLO  Zelimlje ovié A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .,
Peltaster Punctat P o v .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
124/03 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO  Zelimlje oViE A 2011 A. okt. 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . o v .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
125/01 um pomi speck podobna JTJO};Za SLO  Zelimlje ovié A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .,
Peltaster Punctat P . » .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
126/02 ceraphilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO  Zelimlje oViE A 2011 A. okt. 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . 7 . . .. Medjed oktober, Medjedovié
127/01 um pomi speck podobna Ja}EO}:I;a SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
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o takson  Miceli substrat 4 e lokacija 2O LeO s izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) ) valec  vzordenja
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) . . .. Medjed oktober, Medjedovié
129/01 um pomi speck podobna JZIBOEEI';& SLO - Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . . .. Medjed oktober, Medjedovi¢
132/01 um pomi speck podobna Jz}EO}Ega SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP < . . .. Medjed oktober, Medjedovié
132/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO  Zelimlje ovié A, 2011 A, okt 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . « ., .. .. Medjed oktober, Medjedovié
133/01 um pomi speck podobna JTJO}ET SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . -
Peltaster Punctat AP « ., .. .. Medjed oktober, Medjedovié
183002 corophilus e Podobnimi - jaboléna SLO - Zelimlje St Toni1 " Aokt 2011
strukturami lupina
trosisé
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . 7. ., . .. Medjed oktober, Medjedovié
134/01 um pomi speck podobna Ja}EO}EI;a SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
134/02 Peltaster —Punctat o4 ob i jabolena  SLO Zelimlje iedied  oktober, - Medjedovié
cerophilus e - - ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
strukturami lupina
trosisé
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . .. . Medjed oktober, Medjedovi¢
135/01 um pomi speck podobna Jiﬁoiﬁga SLO  Zelimlje ovi¢ A. 2011 A, okt. 2011
struktura P
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat IR » . .. . Medjed oktober, Medjedovic¢
135/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo}cna SLO Zelimlje oViE A 2011 A. okt. 2011
strukturami lupina
trosis¢
. . Okrogl_a, zrela Spodnje . . -
142/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO blato Medjed oktober, Medjedovi¢
um pomi speck podobna . . ovi€ A. 2011 A, nov. 2011
lupina Grosuplje
struktura
hizothvri Al ngrog_l_a, zrela Spodnje Medied ktob . .,
145/01 Schizotl yri y sklerocijem jaboléna  SLO blato edje oktober, Medjedovic¢
um pomi speck podobna . . ovi€ A. 2011 A, nov. 2011
lupina Grosuplje
struktura
Microcyclo .
. Zelen zrela Spodnje : . -
spora Fuligin . . N Medjed oktober, Medjedovi¢
145/02 tardicresce ous razvejan jabO!Ctla SLo blato,_ ovi¢ A. 2011 A., nov. 2011
ns micelij lupina Grosuplje
Micelij z
Microcyclo Ridged  grebenasto zrela Spodnje . . .
145/03 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO blato, '(\)figjid olétgffr, %6?53056011
mali omb  micelijskimi lupina Grosuplje ) v '
skupki
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o takson  Miceli substrat 4 e lokacija 2O LeO s izoliral
izolata ski tip (gostitelj) valec  vzordenja
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela Spodnje Medjed oktober, Medjedovié
146/02 sporella honeyc urejenimi jabol¢na SLO blato, - ’ Jedowie
n?ali omg miceJIijskimi JIupina Grosuplje ovi¢ A. 2011 A, nov. 2011
skupki
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela Spodnje . . .,
151/02 sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO blato, Me.(,jjed oktober, - Medjedovié
mali omb  micelijskimi lupina Grosuplje ovic A. 2011 A, nov. 2011
skupki
Micelij z
Microcyclo  ridget rebenasto zrela Spodnje . . .
152/02 sporellg hongeyc gurejenimi jaboléna  SLO Elatof Mggijed oktober, - Medjedovié
mali omb  micelijskimi lupina Grosuplje ovi¢ A. 2011 A, nov. 2011
skupki
Micelij z
Microcyclo  Ridget rebenasto zrela Spodnje . . .
157/02 sporellg hongyc gurejenimi jaboléna  SLO Elato{ Mgcﬁed oktober, - Medjedovi¢
mali omb  micelijskimi  lupina Grosuplje ovic A. 2011 A, nov. 2011
skupki
. . Okrogl_a, zrela Spodnje . . .,
158/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO blato Mgdjed oktober, Medjedovi¢
um pomi speck podobna lubina Grosu ,I'e ovi¢ A. 2011 A, nov. 2011
struktura P Pl
Micelij s
Peltaster Punctat sklerocu_em .zrelva Spodnje Medjed oktober, Medjedovi¢
15802 corophilus e Podobnimi - jaboléna SLO  blato, ovic A, 2011 A, nov. 2011
strukturami lupina Grosuplje
trosisé
. . Okrogl_a, zrela Spodnje . . .,
159/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO blato Mgdjed oktober, Medjedovié¢
um pomi speck podobna lupina Grosu ,I'e ovi¢ A. 2011 A, nov. 2011
struktura P Pl
Micelij z
Microcyclo Ridget  grebenasto zrela Spodnje . . .
159/02  sporella honeyc  urejenimi jaboléna  SLO blato, MgQJed oktober, - Medjedovié
mali omb  micelijskimi lupina Grosuplje ovi¢ A. 2011 A, nov. 2011
skupki
. . Okrogl_a, zrela Spodnje . . .,
160/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO blato Mgdjed oktober, Medjedovi¢
um pomi speck podobna lupina Grosu ’I'e ovi¢ A. 2011 A, nov. 2011
struktura P Pl
Micelij z
Microcyclo  Ridget rebenasto zrela Spodnje . . .
160/02 sporellg hongyc gurejenimi jaboléna  SLO tr))latof MgQJed oktober, - Medjedovié
mali omb  micelijskimi lupina Grosuplje oVi¢ A. 2011 A, nov. 2011
skupki
. . Okrogl_a, zrela Spodnje . . .,
161/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO blato Mgdjed oktober, Medjedovi¢
um pomi speck podobna lupina Grosup,lje ovié A. 2011 A, nov. 2011
struktura
Micelij z
Microcyclo  Ridget rebenasto zrela Spodnje . . .
161/02 sporellg hongyc gurejenimi jaboléna  SLO Elatof Me?(,jjed oktober, - Medjedovi¢
mali omb  micelijskimi  lupina Grosuplje ovic A. 2011 A, nov. 2011
skupki
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o takson  Miceli substrat 4 e lokacija 2O LeO s izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) ) valec  vzordenja
Okrogla, .
Schizothyri Fly sklerocijem .zrelva Spodnje Medjed oktober, Medjedovi¢
162/01 um pomi speck odobna jaboléna —SLO blato, i¢ A 2011 A, nov. 2011
P P Etruktura lupina Grosuplje ovie A R
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . Travnik oktober, Medjedovi¢
165/01 um pomi speck podobna Jiﬁg}ﬁga SLO Radece arT. 2011 A, nov. 2011
struktura
Micelij z
Microcyclo  ridget  grebenasto zrela . . .
e . » . Travnik oktober, Medjedovi¢
165/03 spm_’ella honeyc urejenimi Jabo!cna SLO Radece ar T, 2011 A. nov. 2011
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij z
Microcyclo  ridget  grebenasto zrela . . .
170/02 sporella honeyc  urejenimi  jaboléna  SLO Radece Travnik oktober, - Medjedovi¢
- L - arT. 2011 A, nov. 2011
mali omb  micelijskimi  lupina
skupki
Okrogla, srela
171/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO Radete Travnik  oktober, Medjedovié
um pomi speck podobna lupina arT. 2011 A, nov. 2011
struktura
Okrogla, srela
172/01 Schlzoth_yrl Fly sklerocijem jaboléna  SLO Radete Travnik  oktober, Medjedovi¢
um pomi speck podobna lupina arT. 2011 A, nov. 2011
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
172/03 Peltastt_ar Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Radete Travnik  oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - - arT. 2011 A, nov. 2011
strukturami lupina
trosisé
Micelij s
sklerocijem zrela . . .,
172/05 Peltast_er Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Radece Travnik  oktober, Medjedovié
cerophilus e . . arT. 2011 A., nov. 2011
strukturami lupina
trosisé
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . » . Travnik oktober, Medjedovi¢
173/01 um pomi speck podobna Jeﬁg}ﬁga SLO Radege arT. 2011 A, nov. 2011
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
173/02 Peltastgr Punctat podobnimi  jaboléna  SLO Radete Travnik  oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - . arT. 2011 A, nov. 2011
strukturami lupina
trosisé
Micelij z
Microcyclo  ridget  grebenasto zrela - . -
L . » . Travnik oktober, Medjedovi¢
173/03 sporella honeyc urejenimi - _]abo!cna SLO Radece ar T, 2011 A. nov. 2011
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
Micelij z
Microcyclo ridget  grebenasto zrela . . .
L . N . Travnik oktober, Medjedovi¢
175/02 spO(eIIa honeyc urejenimi - jabo!crla SLO Radece ar T, 2011 A, nov. 2011
mali omb  micelijskimi lupina
skupki
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o takson  Miceli substrat 4 e lokacija 2O LeO s izoliral
izolata ski tip P (gostitelj) ) valec  vzordenja
Micelij s
sklerocijem zrela . . .,
Peltaster Punctat . . N . Travnik oktober, Medjedovi¢
176/01 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Radece ar T, 2011 A. nov. 2011
strukturami lupina
trosis¢
Okrogla, srela
Schizothyri Fly sklerocijem . ) . .. .. Travnik oktober, Medjedovié
179/01 um pomi speck podobna Jz:bo!cna SLO  Zelimlje arT. 2011 A, nov. 2011
upina
struktura
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat AP < ., .. .. Travnik oktober, Medjedovié
183/02 cerophilus e podobnlml_ Jabo!cna SLO Zelimlje ar T, 2011 A.. nov. 2011
strukturami lupina
trosiscé
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
183/02 Peltastgr Punctat podobnimi  jaboléna  SLO  Zelimlje Travnik  oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - - arT. 2011 A, nov. 2011
strukturami lupina
trosis¢
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
185/02 Peltastt_ar Punctat podobnimi  jaboléna  SLO  Zelimlje Travnik  oktober, Medjedovi¢
cerophilus e - - arT. 2011 A, nov. 2011
strukturami lupina
trosisé
Micelij s
sklerocijem zrela . . .
Peltaster Punctat i . . . .. .. Travnik oktober, Medjedovié
186/03 cerophilus e podobnlml_ _]abo!cna SLO  Zelimlje ar T, 2011 A. nov. 2011
strukturami lupina
trosisé
187 ﬁ:&!ﬁletotnc SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
S Lukovici  H.-J. 2009 A, sep. 2011
fioriniae
188 ﬁ:l:)rlrietotrlc SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovié¢
fiorini Lukovici  H.-J. 2009 A., sep. 2011
ioriniae
189 ﬁlj)r::etotrlc SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
S Lukovici  H.-J. 2009 A, sep. 2011
fioriniae
190 ﬁ:l:)rlrietotrlc SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
fiorini Lukovici  H.-J. 2009 A., sep. 2011
ioriniae
191 ﬁlj)r::etotrlc SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
S Lukovici  H.-J. 2009 A, sep. 2011
fioriniae
192 ﬁ:l:)rlrietotrlc SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
fiorini Lukovici  H.-J. 2009 A, sep. 2011
ioriniae
193 Fusarium SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovic¢
avenaceum Lukovici  H.-J. 2009 A, sep. 2011
194 Fusarium SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
avenaceum Lukovici  H.-J. 2009 A, sep. 2011
195 Fusarium SLO Brdo pri Schroers septem., Medjedovi¢
avenaceum Lukovici  H.-J. 2009 A, sep.2011




Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Izbrani izolati za test dvojnih kultur

Priloga C

Oznaka GenBank
izolatov . tevilk Leto NCBI
viestu oo bed Vrsta Lokacija . Vzorcevalec Stevilka
- izolata vzoréenja :
dvojnih nukleotidnega
kultur zaporedja
1A 129/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O‘Q%Tfer’ MedJZd"V“’ GU570543.1
2A 134/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O‘Q%Tfer' MedJ;d"“C GU570543.1
. . . Dolenska oktober, Schroers
3A 108/01  Schizothyrium pomi Trebnje 2011 H-J GU570543.1
AA 127/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O‘Q%Tfe“ Mediedovic Gus70543.1
. . . Spodnje blato november, Medjedovi¢
5A 145/01  Schizothyrium pomi Grosuplje 2011 A GU570543.1
6A 062/01  Schizothyrium pomi  -iMbarska - november, iV GUS70543.1
gora 2009
. . . Dolenska oktober, Schroers
TA 107/01  Schizothyrium pomi Trebnje 2011 H.-J. GU570543.1
8A 104/01  Schizothyrium pomi  Podutik olztgffr, Medj;dovm GU570543.1
9A 094  Schizothyrium pomi  Filovci ”O‘Q%Tge“ Trebusak A.  GU570543.1
10A  119/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O;%Ti’er' MedJXdO‘”C GU570543.1
11A  095/01  Schizothyrium pomi  Filovci ”O;%Tger' Trebusak A.  GU570543.1
Poljanska oktober
12A 099/01  Schizothyrium pomi  dolina ob 2010 ' Korosec R.  GU570543.1
kolpi
. . Sy november,  Medjedovic¢
13A 179/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje 2011 A GU570543.1
033/B01_ . . . Brdopri oktober,
14A BO2W Schizothyrium pomi Lukovici 2009 Mavec R. GU570543.1
15A  097/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O‘Q%Tfer’ Mediedovic Gus70543.1
16A 090/01  Schizothyrium pomi  Sostro no;%r?(t))er, Luzar S. GU570543.1
17A  089/01  Schizothyrium pomi  Sostro ”O‘Q%Tger' LuzarS.  GU570543.1
18A  173/01  Schizothyrium pomi  Radede ”O‘Q%Tfer' Travnikar T.  EF134949.1
19A  172/01  Schizothyrium pomi  Radede ”O;%Tfer' Travnikar T.  EF134949.1
20A 171/01  Schizothyrium pomi  Radece no;%Tijer, Travnikar T. EF134949.1
21A 103/01  Schizothyrium pomi  Podutik oI;tgfler, Medj£d°V1C GU570543.1
22A 125001  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O;%Tfe“ Medidovic gr134949.1
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nadaljevanje Priloge C: Izbrani izolati za test dvojnih kultur

Oznaka GenBank
OB e Leto NCBI
V testu : Vrsta Lokacija . Vzorcevalec Stevilka
> izolata vzoréenja .
dvojnih nukleotidnega
kultur zaporedja
23A  100/01  Schizothyrium pomi  Podutik o'ggfler' MedJ;d"“C GU570543.1
24A  102/01  Schizothyrium pomi  Podutik o'ggfler' MedJ;d"“C GU570543.1
. . . Brdo pri oktober,
25A 030/01W  Schizothyrium pomi L ukovici 2009 Mavec R. EF134949.1
. . . Dolenska oktober, Schroers H.-
26A 105/01  Schizothyrium pomi Trebnje 2011 ] GU570543.1
27A  117/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O‘Q%Tfe“ Mediedovic gr134949.1
28A  121/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O;%Ti’er' MedJXdO‘”C EF134949.1
29A  123/01  Schizothyrium pomi  Zelimlje ”O;%Ti’er' MedJXdO‘”C EF134949.1
. . . Spodnje blato november,  Medjedovi¢
30A 158/01  Schizothyrium pomi Grosuplje 2011 A EF134949.1
31A  165/01  Schizothyrium pomi Radece ”O;%Ti’er' Travnikar T.  EF134949.1
Microcyclospora Bela Krajina oktober, .
32A 045/01 malicola (Predgrad) 2009 Korofec R.  GU570538.1
33A  021/02  Schizothyrium pomi  Trbovlje ogtggg“ Mediedovi€ Gus70536.1
. Bela Krajina oktober, .
34A 044/02  Peltaster cerophilus (Predgrad) 2009 Korosec R.  JN573674.1
Microcyclosporella  Bela Krajina oktober, "
35A 044/01 mali (Predgrad) 2009 Korosec R.  JQ358791.1
Peltaster cerophilus .. . november,  Medjedovi¢
36A 119/03 cerophilus Zelimlje 2011 A -
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
37A 161/02 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
Microcyclosporella oktober, Schroers
38A 049/02 mali Vesela gora 2009 H-J. JQ358791.1
. Bela Krajina oktober, .
39A 045/02  Peltaster cerophilus (Predgrad) 2009 Korosec R.  JN573674.1
40A 175002 Microcyclosporella g s NOVember, . vnikar T. GUS570532.1
mali 2011
1A 117/02 Peltastgr cerophilus Zelimlje november,  Medjedovic¢ IN573672.1
cerophilus 2011 A '
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
42A 145/03 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
13A 035/01 Mlc_rocyclosporella Brdo pri oktober, Mavec R, GU570532.1
mali Lukovici 2009
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
44A 152/02 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
Microcyclospora Bela Krajina oktober, y
45A 042/01 malicola (Predgrad) 2009 Korosec R.  GU570538.1
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nadaljevanje Priloge C: Izbrani izolati za test dvojnih kultur

Oznaka GenBank
OB e Leto NCBI
V testu : Vrsta Lokacija . Vzorcevalec Stevilka
> izolata vzoréenja .
dvojnih nukleotidnega
kultur zaporedja
46A 17303 Microcyclosporella g e NOVeMber, -+ nikar T.  GU570532.1
mali 2011
. Bela Krajina oktober, y
47A 043/02  Peltaster cerophilus (Predgrad) 2009 KoroSec R.  JN573674.1
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
48A 160/02 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
49A  133/02  Peltaster cerophilus  Zelimlje ”O‘Q%Tfer’ Mediedovic Gus70543.1
. Brdo pri oktober,
50A 035/02  Peltaster cerophilus Lukovici 2009 Mavec R. JN573672.1
. Brdo pri oktober,
51A 028/02  Peltaster cerophilus Lukovici 2009 Mavec R. JN573674.1
52A 16503  Microcyclosporella g s NOVember, -+ nikar T.  GUS70536.1
mali 2011
53A 145/02 Mlcrocyclospora Spodnje_blato november,  Medjedovic¢ GU570541.1
tardicrescens Grosuplje 2011 A
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
54A 151/02 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
55A  121/03  Peltaster cerophilus  Zelimlje ”O;%Tfer’ MedJ;d"“é IN573674.1
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
56A 157/02 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
57A  132/02  Peltaster cerophilus  Zelimlje ”O‘Q%Tfer' Mediedovic yn573674.1
58A 146/02 Mlc_rocyclosporella Spodnje_blato november,  Medjedovic¢ GU570536.1
mali Grosuplje 2011 A
Microcyclosporella  Spodnje blato  november,  Medjedovi¢
59A 159/02 mali Grosuplje 2011 A JQ358791.1
. Dolenska oktober, Schroers
60A 110/02  Peltaster cerophilus Trebnje 2011 H-J -
. .. JN573674.1
61A 124/02  Peltaster cerophilus  Zelimlje no;%TE e Medj;dovm ali
' JN573673.1
. v L. oktober, Medjedovié
62A 095/02  Peltaster cerophilus  Zelimlje 2010 A -
63A 077/02  Peltaster cerophilus  Podutik olztgfgr, Medj;dovw JN573672,1
64A 077/04 Mlc_rocyclosporella Podutik oktober, Medjedovic¢ GU570536 1
mali 2010 A
65A  183/02 Peltaster cerophilus £'9° P november,  \ravecR.  IN573674.1
Lukovici 2011
. Dolenska oktober, Schroers
66A 109/02  Peltaster cerophilus Trebnje 2011 H-J. JN573674.1

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge C: Izbrani izolati za test dvojnih kultur

Oznaka GenBank
FOEDY i Leto NCBI
vV testu . Vrsta Lokacija . Vzorcevalec Stevilka
- izolata vzoréenja :
dvojnih nukleotidnega
kultur zaporedja
67A  186/03  Peltaster cerophilus >'d°Prl november,  \javecR.  IN573674.1
Lukovici 2011
68A 170002 Microcyclosporella g qose NOVEMbEr,  + o nikar T.  GUS70532.1
mali 2011
Peltaster cerophilus . .
69A  100/02 sp. 1 HJS 2011 Podutik september,  Medjedovié 1573674 1
. 2011 A
strain 1.1a
Microcyclosporella  Dolenska oktober, Schroers
70A 105/03 mali Trebnje 2011 ") GU570532.1
Microcyclospora Dolenska oktober, Schroers
[ 010/01 malicola Trebnje 2009 H.-J. GUS570538.1
72A  o26/03 Microcyclospora - Brdo pri oktober, \;vecR.  GUS570538.1
malicola Lukovici 2009
73A  o20/01 Microcyclospora - Brdo pri oktober, yj.vecR.  GUS570538.1
malicola Lukovici 2009
Microcyclosporella oktober, Schroers
T4A 052/02 mali Vesela gora 2009 H-J JQ358791.1
75A  a3/1a  Microcyclospora Neméija - KemnS.  GU570540.1
pomicola
76A 311p Devriesia Neméija - KenS.  GUS570527.1
pseudoamericana
77IA  261/07-1 :\n";flr ocyclosporella o enija - Frank).  GU570532.1
78A 026/02 Mlc_rocyclosporella Brdo pri oktober, Mavec R. GU570531
mali Lukovici 2009
79A  367/07-3 n“f;ff ocyclosporella ¢ enija - Frank).  GU570536.1
Microcyclosporella  Brdo pri oktober,
80A 025/02 mali Lukovici 2009 Mavec R. JQ358791.1
81A  408/07 r'\n";lr ocyclosporella g\ enija - FrankJ.  GU570533.1
82A  407/07 r'\n";‘l’lr ocyclosporella o\ enija - Frank).  GU570534.1
Microcyclosporella  Brdo pri oktober,
83A 029/02 mali Lukovici 2009 Mavec R. JQ358791.1
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Priloge D

Meritev radialne rasti patogenih gliv proti izbranim izolatom

Priloga D1
Meritev radialne rasti glive C. fioriniae proti izbranim izolatom
Ozna- Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni %
ka antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) inhib.
izolata
l. 1. I11. Pov. l. 1. 11. Pov.

Al 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A2 2,20 2,30 2,20 2,23 2,20 2,30 2,20 2,23 0,00
A3 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A4 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A5 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A6 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A7 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A8 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A9 2,20 2,30 2,20 2,23 2,20 2,30 2,20 2,23 0,00
Al10 2,20 2,20 2,30 2,23 2,20 2,20 2,30 2,23 0,00
All 2,30 2,30 2,20 2,27 2,30 2,30 2,20 2,27 0,00
Al2 2,20 2,20 2,30 2,23 2,20 2,20 2,30 2,23 0,00
Al3 2,20 2,30 2,20 2,23 2,20 2,30 2,20 2,23 0,00
Al4 2,20 2,20 2,30 2,23 2,20 2,20 2,30 2,23 0,00
Al5 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
Al6 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
Al7 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
Al8 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
Al19 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A20 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A2l 2,10 2,20 2,20 2,17 2,10 2,20 2,20 2,17 0,00
A22 2,30 2,1 2,20 2,20 2,30 2,10 2,20 2,20 0,00
A23 2,20 2,2 2,30 2,23 2,20 2,20 2,30 2,23 0,00
A24 2,10 2,1 2,10 2,10 2,10 2,10 2,10 2,10 0,00
A25 2,40 2,1 2,20 2,23 2,40 2,10 2,20 2,23 0,00
A26 2,20 2,2 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A27 2,30 2,3 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A28 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A29 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 0,00
A30 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 0,00
A3l 2,60 2,45 2,30 2,45 2,60 2,45 2,30 2,45 0,00
A32 3,00 3,00 3,20 3,07 3,00 3,00 3,20 3,07 0,00
A33 3,00 2,80 2,90 2,90 3,00 2,80 2,90 2,90 0,00
A34 2,95 3,00 3,05 3,00 2,95 3,00 3,05 3,00 0,00
A35 3,05 3,00 2,95 3,00 3,05 3,00 2,95 3,00 0,00
A36 3,00 3,10 3,05 3,05 3,00 3,10 3,05 3,05 0,00
A37 3,15 3,00 3,00 3,05 3,15 3,00 3,00 3,05 0,00
A38 2,90 2,80 3,10 3,93 2,90 2,80 3,10 2,93 0,00
A39 2,95 2,90 2,75 2,87 2,95 2,90 2,75 2,87 0,00
A40 2,90 2,85 2,90 2,88 2,90 2,85 2,90 2,88 0,00
A4l 3,00 3,10 - 3,05 3,00 3,10 - 3,05 0,00
A4?2 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
A43 2,90 3,00 3,10 3,00 2,90 3,00 3,10 3,00 0,00
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nadaljevanje Priloge D1: Meritev radialne rasti glive C. fioriniae proti izbranim izolatom

Ozna- Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni %
ka antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) inhib.
izolata
1. 1l 111 l. 1. 1. 1.

Ad4 2,90 3,00 3,00 2,97 2,90 3,00 3,00 2,97 0,00
A45 2,85 2,80 - 2,83 2,85 2,80 - 2,83 0,00
A46 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 0,00
A47 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 0,00
A48 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 0,00
A49 2,10 2,30 2,20K 2,20 2,40 2,30 2,20 2,30 0,00
A50 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 0,00
A51 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 0,00
A52 2,80 2,70 2,80 2,76 2,80 2,70 2,80 2,77 0,00
A53 1,30 0,80 1,40 1,17 2,7 1,40 2,40 2,17 46,08
A54 2,90 2,90 2,80 2,83 2,90 2,80 2,80 2,83 0,00
A55 2,80 2,830 2,90 2,83 2,8 2,80 2,90 2,80 0,00
A56 2,60 2,60 2,60 2,6 2,6 2,60 2,60 2,60 0,00
A57 2,70 2,70 2,60 2,77 2,7 2,70 2,90 2,77 0,00
A58 3,00 3,0 3,00 3,0 3,0 3,00 3,00 3,00 0,00
A59 2,90 2,90 2,90 2,9 2,9 2,90 2,90 2,90 0,00
A60 2,90 2,90 2,90 2,9 2,9 2,90 2,90 2,90 0,00
A61 3,20 3,00 3,10 31 32 3,00 3,10 3,10 0,00
AB2 2,50 2,50 2,50 2,5 2,5 2,50 2,50 2,50 0,00
A63 2,80 2,90 2,87 2,87 2,8 2,90 2,90 2,87 0,00
Ab64 2,60 2,60 2,60 2,6 2,6 2,60 2,60 2,60 0,00
A65 2,50 2,50 2,50 2,5 2,5 2,50 2,50 2,50 0,00
A66 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A67 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
A68 2,80 2,80 2,90 2,83 2,8 2,80 2,90 2,83 0,00
A69 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
A70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
A71 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
AT72 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A73 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 0,00
A74 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A75 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A76 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
AT7 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
AT8 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
A79 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A80 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A8l 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
A82 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
A83 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 0,00
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Priloga D2

Meritev radialne rasti patogene glive Fusarium avenaceum proti izbranim izolatom

Oznaka  Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotno smer
izolata antagonistu (cm) od antagonista (cm)

l. Il. Il. Pov. l. Il. 1. Pov.
Al 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A2 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A3 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Ad 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A5 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A6 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A7 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A8 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A9 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
Al0 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
All 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al2 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al3 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al4 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al5 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al6 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al7 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al8 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Al19 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A2l 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A22 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A23 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A24 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A25 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A26 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A27 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A28 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A29 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A30 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A3l 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A32 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A33 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A34 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A35 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A36 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A37 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A38 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A39 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A40 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A4l 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A42 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A43 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Ad4 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A45 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A46 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A47 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A48 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
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nadaljevanje Priloge D2: Meritev radialne rasti patogene glive F. avenaceum proti izbranim izolatom

Oznaka  Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotno smer
izolata antagonistu (cm) od antagonista (cm)

l. Il. Il. Pov. l. Il. 1. Pov.
A49 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A50 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A51 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A52 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A53 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A54 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A55 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A56 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A57 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A58 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A59 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A60 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A61 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
AB2 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A63 4,00 4,00 4,00 4,20 4,00 4,00 4,00 4,20
A64 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A65 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A66 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A67 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A68 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A69 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
AT70 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
AT71 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
AT2 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
AT73 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A74 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A75 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A76 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
AT7 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A78 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
AT9 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A80 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A81 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
A82 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20

A83 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
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Priloga D3

Meritev radialne rasti patogene glive B. cinerea proti izbranim izolatom

Oznaka Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni
izolata antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm)
l. Il. 11, Pov. l. Il. 11, Pov.
Al 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A2 2,90 2,70 2,70 2,00 2,90 2,70 2,70 2,00
A3 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A4 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A5 2,80 2,80 2,70 2,77 2,80 2,80 2,70 2,77
A6 2,70 2,60 2,70 2,00 2,700 2,60 2,70 2,00
A7 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A8 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
A9 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A10 3,10 3,00 3,00 3,00 3,10 3,00 3,00 2,70
All 2,90 2,70 2,80 2,00 2,90 2,70 2,80 2,00
Al2 2,70 2,70 2,70 2,70 2,700 2,70 2,70 2,70
Al3 2,70 2,70 2,70 2,70 2,700 2,70 2,70 2,70
Al4 2,60 2,70 2,70 2,00 2,60 2,70 2,70 2,00
Al5 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
Al6 2,70 2,70 2,700 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
Al7 2,80 2,70 2,80 2,00 2,80 2,70 2,80 2,00
Al8 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
Al9 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A20 2,70 2,80 2,90 2,00 2,70 2,80 2,90 2,00
A21 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 -
A22 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A23 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90
A24 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A25 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
A26 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A27 2,70 2,70 2,70 2,70 2,700 2,70 2,70 2,70
A28 2,90 2,90 2,90 2,90 2,900 2,90 2,90 2,90
A29 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A30 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A3l 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A32 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A33 2,70 2,70 2,70 2,7 2,70 2,70 2,70 2,70
A34 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A35 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A36 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A37 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A38 2,80 2,800 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
A39 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A40 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A4l 2,70 2,80 2,80 2,77 2,70 2,80 2,80 2,77
A42 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A43 2,90 2,900 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90
Ad4 2,70 2,80 2,70 2,00 2,70 2,80 2,70 2,00
A45 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90
A46 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A47 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A48 2,80 2,70 2,70 2,73 2,80 2,70 2,70 2,73

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge D3: Meritev radialne rasti patogene glive B. cinerea proti izbranim izolatom

Oznaka Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni
izolata antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm)
l. Il. 11, Pov. l. Il. 11, Pov.
A49 2,90 2,80 2,70 2,00 2,90 2,80 2,70 2,00
A50 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A51 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,7 2,70 2,70
A52 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,7 2,70 2,70
A53 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,0 3,00 3,00
A54 3,00 3,00 3,10 - 3,00 3,00 3,10 -
A55 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A56 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A57 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A58 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A59 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
A60 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A61 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A62 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A63 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A64 2,80 2,70 2,70 2,73 2,80 2,70 2,70 2,73
A65 2,700 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A66 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A67 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A68 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90
A69 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
AT70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A71 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
AT72 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
A73 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A74 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A75 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A76 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A77 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
A78 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
AT79 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A80 3,00 3,00 3,00 3,00 3,000 3,00 3,00 3,00
A81 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A82 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70
A83 2,80 2,80 2,70 2,77 2,80 2,80 2,70 2,77
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Priloge E

Meritev radialne rasti glive Venturia inaequalis po 14, 21 in 35 dnevih inkubacije
Priloga E1

Meritev radialne rasti glive Venturia inaequalis po 14 dnevih inkubacije

Ozkr;a- Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni in(;fi)bi

. antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) -

izolata cije

l. 1. 11 Pov. 1. 1l 1l. Pov.

Al 0,20 0,30 0,25 0,25 0,30 0,30 0,30 0,30 16,67
A2 0,30 0,25 0,20 0,25 0,30 0,25 0,25 0,27 7,41
A3 0,35 0,20 0,20 0,25 0,30 0,25 0,25 0,27 7,41
Ad 0,15 0,20 0,15 0,17 0,15 0,20 0,30 0,22 22,73
A5 0,20 0,15 0,25 0,20 0,20 0,20 0,30 0,23 13,04
A6 025 0,15 0,25 0,22 0,30 0,25 0,30 0,28 21,43
A7 0,30 0,20 0,20 0,23 0,30 0,30 0,30 0,30 23,33
A8 0,15 0,20 0,20 0,18 0,15 0,20 0,20 0,18 0,00
A9 0,20 0,20 0,20 0,20 0,25 0,25 0,25 0,25 20,00
Al10 0,25 0,15 0,20 0,20 0,30 0,15 0,25 0,23 13,04
All 0,15 0,15 0,10 0,13 0,15 0,15 0,10 0,13 0,00
Al2 0,40 0,35 0,35 0,37 0,40 0,40 0,40 0,40 7,50
Al13 0,40 0,45 0,35 0,40 0,40 0,45 0,35 0,40 0,00
Al4 0,35 0,40 0,40 0,38 0,40 0,40 0,35 0,38 0,00
Al5 0,25 0,30 0,30 0,28 0,30 0,25 0,3 0,28 0,00
Al6 0,15 0,20 0,20 0,18 0,20 0,20 0,30 0,23 13,04
Al7 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,00
Al18 0,20 0,25 0,15 0,20 0,20 0,25 0,15 0,20 0,00
A19 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,30 0,23 13,04
A20 0,30 0,20 0,25 0,25 0,35 0,25 0,25 0,28 10,71
A21 0,15 0,20 0,10 0,15 0,20 0,20 0,10 0,17 11,76
A22 0,25 0,20 0,25 0,23 0,25 0,30 0,25 0,27 14,81
A23 0,20 0,20 0,15 0,18 0,20 0,20 0,15 0,18 0,00
A24 0,15 0,20 0,10 0,15 0,15 0,20 0,10 0,15 0,00
A25 0,15 0,20 0,10 0,15 0,15 0,20 0,10 0,15 0,00
A26 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,25 0,22 9,09
A27 0,20 0,30 0,20 0,23 0,20 0,30 0,20 0,23 0,00
A28 0,20 0,20 0,15 0,18 0,20 0,20 0,15 0,18 0,00
A29 0,15 0,15 0,20 0,17 0,15 0,15 0,20 0,17 0,00
A30 0,15 0,15 0,10 0,13 0,15 0,15 0,10 0,13 0,00
A3l 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,00
A32 0,25 0,30 0,30 0,28 0,30 0,25 0,3 0,28 0,00
A33 0,35 0,40 0,40 0,38 0,40 0,40 0,35 0,38 0,00
A34 0,40 0,35 0,45 0,40 0,45 0,45 0,45 0,45 11,11
A35 0,45 0,40 0,40 0,42 0,45 0,40 0,40 0,42 0,00
A36 0,40 0,35 0,35 0,37 0,40 0,40 0,40 0,40 7,50
A37 0,40 0,35 0,35 0,37 0,40 0,40 0,40 0,40 7,50
A38 0,40 0,45 0,30 0,38 0,45 0,45 0,35 0,42 9,52
A39 0,50 0,50 0,40 0,47 0,50 0,50 0,45 0,48 2,10
A40 0,40 0,45 0,35 0,40 0,40 0,45 0,35 0,40 0,00
A4l 0,40 0,35 0,35 0,37 0,40 0,40 0,35 0,38 2,63
A42 0,40 0,30 0,40 0,37 0,40 0,30 0,40 0,37 0,00

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge E1: Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 14 dnevih inkubacije

Ozkr;a- Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni in(r)fi)bi

. antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) -

izolata cije

1. 1. 111. Pov. . 1. 1l Pov.

A43 0,50 0,45 0,40 0,45 0,50 0,45 0,40 0,45 0,00
Ad4 0,35 0,35 0,35 0,35 0,40 0,35 0,40 0,38 7,90
A45 0,15 0,20 0,15 0,17 0,20 0,20 0,15 0,18 5,56
A46 0,40 0,40 0,35 0,38 0,40 0,40 0,40 0,40 5,00
A47 0,35 0,40 0,40 0,38 0,40 0,40 0,40 0,40 5,00
A48 0,40 0,35 0,35 0,37 0,40 0,40 0,40 0,40 8,11
A49 0,15 0,10 0,10 0,12 0,10 0,20 0,15 0,15 20,00
A50 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,50 0,35 0,42 5,00
A51 0,45 0,50 0,60 0,52 0,45 0,50 0,60 0,52 0,00
A52 0,35 0,40 0,40 0,38 0,30 0,40 0,50 0,40 5,00
A53 0,40 0,35 0,35 0,37 0,40 0,35 0,35 0,37 0,00
A54 0,35 0,40 0,40 0,38 0,45 0,40 0,40 0,42 9,52
A55 0,45 0,40 0,40 0,42 0,45 0,40 0,40 0,42 0,00
A56 0,35 0,40 0,30 0,35 0,35 0,40 0,30 0,35 0,00
A57 0,30 0,35 0,40 0,35 0,40 0,45 0,40 0,42 16,67
A58 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,00
A59 0,35 0,40 0,35 0,37 0,35 0,40 0,35 0,37 0,00
A60 0,35 0,35 0,50 0,40 0,40 0,35 0,50 0,42 4,76
A61 0,35 0,35 0,30 0,33 0,35 0,35 0,30 0,33 0,00
A62 0,30 0,30 0,25 0,28 0,30 0,30 0,25 0,28 0,00
A63 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,00
A64 0,15 0,10 0,10 0,12 0,15 0,10 0,10 0,12 0,00
A65 0,10 0,30 0,20 0,20 0,10 0,30 0,20 0,20 0,00
A66 0,40 0,40 0,35 0,38 0,40 0,40 0,35 0,38 0,00
A67 0,40 0,50 0,40 0,43 0,40 0,50 0,40 0,43 0,00
A68 0,30 0,35 0,40 0,35 0,30 0,35 0,40 0,35 0,00
A69 0,20 0,20 0,30 0,23 0,20 0,20 0,30 0,23 0,00
A70 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,00
A71 0,40 0,35 0,40 0,38 0,40 0,35 0,40 0,38 0,00
AT72 0,20 0,40 0,30 0,30 0,20 0,40 0,30 0,30 0,00
A73 0,20 0,30 0,20 0,23 0,20 0,30 0,20 0,23 0,00
A74 0,45 0,10 0,40 0,32 0,45 0,10 0,40 0,32 0,00
A75 0,35 0,15 0,30 0,27 0,35 0,15 0,30 0,27 0,00
A76 0,40 0,50 0,40 0,43 0,40 0,50 0,40 0,43 0,00
A77 0,35 0,30 0,35 0,33 0,35 0,30 0,35 0,33 0,00
A78 0,45 0,45 0,40 0,43 0,45 0,45 0,40 0,43 0,00
A79 0,35 0,50 0,45 0,43 0,35 0,50 0,45 0,43 0,00
A80 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,00
A8l 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,00
A82 0,50 0,60 0,50 0,53 0,50 0,60 0,50 0,53 0,00
A83 0,40 0,50 0,45 0,45 0,40 0,50 0,45 0,45 0,00
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Priloga E2

Meritev radialne rasti glive Venturia inaequalis po 21 dnevih inkubacije

%

Oznaka Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni L
- . . . inhibici
izolata antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) jie

. 1. Il. Pov. . 1. 1. Pov.

Al 0,30 0,40 0,40 0,37 0,40 0,45 0,45 0,43 13,95
A2 0,40 0,40 0,30 0,37 0,40 0,45 0,35 0,40 7,50
A3 0,50 0,50 0,40 0,47 0,50 0,40 0,50 0,47 0,00
A4 0,25 0,40 0,30 0,32 0,30 0,40 0,50 0,40 12,50
A5 0,35 0,30 0,45 0,37 0,35 0,30 0,45 0,37 0,00
A6 0,45 0,30 0,35 0,37 0,45 0,50 0,45 0,47 21,27
A7 0,40 0,30 0,40 0,37 0,40 0,40 0,45 0,42 11,90
A8 0,30 0,40 0,35 0,35 0,30 0,40 0,35 0,35 0,00
A9 0,30 0,40 0,25 0,32 0,50 0,40 0,35 0,42 23,81
A10 0,30 0,20 0,30 0,27 0,35 0,20 0,35 0,30 10,00
All 0,10 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,00

Al2 0,50 0,50 0,50 0,50 0,65 0,55 0,70 0,63 20,63
Al13 0,50 0,70 0,60 0,60 0,50 0,70 0,60 0,60 0,00

Al4 0,50 0,60 0,55 0,55 0,50 0,65 0,50 0,55 0,00

A15 0,40 0,40 0,35 0,38 0,40 0,40 0,35 0,38 0,00

Al6 0,40 0,25 0,40 0,35 0,40 0,25 0,40 0,35 0,00

Al7 0,45 0,40 0,40 0,42 0,45 0,40 0,40 0,42 0,00

Al8 0,30 0,50 0,30 0,37 0,30 0,50 0,30 0,37 0,00

Al19 0,40 0,30 0,30 0,33 0,30 0,30 0,40 0,33 0,00

A20 0,40 0,30 0,40 0,37 0,40 0,40 0,30 0,37 0,00

A21 0,30 0,30 0,20 0,27 0,35 0,30 0,20 0,28 3,57

A22 0,35 0,40 0,40 0,38 0,40 0,40 0,40 0,40 2,00

A23 0,20 0,40 0,20 0,27 0,30 0,40 0,30 0,33 18,18
A24 0,25 0,25 0,20 0,23 0,25 0,25 0,20 0,23 0,00
A25 0,30 0,35 0,25 0,30 0,30 0,35 0,25 0,30 0,00

A26 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,3 0,27 7,41
A27 0,25 0,35 0,25 0,28 0,25 0,35 0,25 0,28 0,00
A28 0,20 0,15 0,30 0,22 0,20 0,20 0,25 0,22 0,00

A29 0,30 0,20 0,15 0,22 0,30 0,30 0,15 0,25 12,00
A30 0,10 0,20 0,20 0,17 0,2 0,20 0,20 0,20 15,00
A3l 0,20 0,20 0,80 0,40 0,20 0,20 0,80 0,40 0,00
A32 0,40 0,40 0,35 0,38 0,40 0,40 0,35 0,38 0,00
A33 0,50 0,60 0,55 0,55 0,50 0,65 0,50 0,55 0,00

A34 0,50 0,50 0,60 0,53 0,70 0,60 0,65 0,65 18,46
A35 0,50 0,55 0,40 0,48 0,50 0,55 0,40 0,48 0,00

A36 0,50 0,50 0,50 0,50 0,65 0,55 0,70 0,63 20,63
A37 0,50 0,50 0,60 0,53 0,60 0,60 0,60 0,60 11,67
A38 0,65 0,70 0,55 0,63 0,60 0,70 0,60 0,63 0,00

A39 0,60 0,60 0,60 0,60 0,95 1,05 0,95 0,98 38,78
A40 0,50 0,70 0,60 0,60 0,50 0,70 0,60 0,60 0,00

A4l 0,45 0,40 0,50 0,45 0,55 0,65 0,90 0,70 35,72
A42 0,45 0,40 0,45 0,43 0,50 0,50 0,60 0,53 18,87
A43 0,70 0,70 0,70 0,70 0,60 0,65 1,0 0,75 6,67

Ad4 0,70 0,45 0,50 0,55 0,70 0,60 0,70 0,67 17,91
A45 0,30 0,25 0,30 0,28 0,25 0,40 0,30 0,32 12,5

A46 0,50 0,50 0,50 0,50 0,55 0,65 0,60 0,60 16,67
A47 0,50 0,65 0,60 0,58 0,70 0,65 0,70 0,68 14,71

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge E2: Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 21 dnevih inkubacije

%

Oznaka Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni L.
- - . . inhibici
izolata antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) jie
l. Il. 11, Pov. l. Il. 1. Pov.

A48 0,50 0,50 0,40 0,47 0,50 0,50 0,45 0,48 1,00
A49 0,20 0,30 0,30 0,27 0,30 0,30 0,30 0,30 10,00
A50 0,45 0,40 0,50 0,45 0,65 0,65 0,70 0,67 32,84
A51 0,60 0,70 0,60 0,63 0,70 0,80 0,75 0,75 16,00
Ab2 0,60 0,60 0,50 0,57 0,60 0,75 0,60 0,65 12,31
Ab3 0,50 0,50 0,60 0,53 0,50 0,50 0,60 0,53 0,00
Ab4 0,65 0,65 0,60 0,63 0,60 0,70 0,65 0,65 3,08
Ab5 0,55 0,65 0,50 0,57 0,70 0,70 0,80 0,73 21,92
A56 0,70 0,50 0,90 0,70 0,70 0,50 0,90 0,70 0,00
A57 0,50 0,60 0,50 0,53 0,60 0,70 0,60 0,73 27,40
A58 0,70 0,75 0,70 0,72 0,70 0,75 0,70 0,72 0,00
Ab9 0,80 0,60 0,70 0,70 0,80 0,60 0,70 0,70 0,00
A60 0,50 0,60 0,50 0,53 0,60 0,85 0,50 0,65 18,46
A61 0,40 0,40 0,50 0,47 0,50 0,65 0,60 0,58 18,97
AB2 0,10 0,50 0,50 0,37 0,50 0,50 0,50 0,50 26,00
AB3 0,20 0,10 0,20 0,17 0,20 0,10 0,20 0,17 0,00
Ab4 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,00
AB5 0,20 0,30 0,30 0,27 0,20 0,30 0,30 0,27 0,00
A66 0,50 0,50 0,50 0,50 0,60 0,60 0,65 0,62 19,35
AB7 0,70 0,70 0,70 0,70 0,90 0,70 0,88 0,83 15,66
A68 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,00
A69 0,35 0,30 0,25 0,30 0,35 0,30 0,25 0,30 0,00
A70 0,60 0,60 0,65 0,62 0,60 0,60 0,65 0,62 0,00
A7l 0,50 0,60 0,60 0,57 0,50 0,60 0,80 0,63 9,52
AT2 0,55 0,35 0,50 0,47 0,55 0,35 0,50 0,47 0,00
A73 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,00
A74 0,60 0,60 0,30 0,50 0,60 0,60 0,30 0,50 0,00
AT75 0,50 0,50 0,20 0,40 0,50 0,50 0,20 0,40 0,00
AT76 0,80 0,70 0,70 0,73 0,80 0,70 0,70 0,73 0,00
AT7 0,60 0,55 0,65 0,60 0,60 0,55 0,65 0,60 0,00
AT78 0,60 0,60 0,70 0,63 0,60 0,60 0,70 0,63 0,00
AT79 0,60 0,70 0,70 0,67 0,60 0,70 0,70 0,67 0,00
A80 0,50 0,45 0,40 0,45 0,50 0,45 0,40 0,45 0,00
A81 0,55 0,60 0,60 0,58 0,55 0,60 0,60 0,58 0,00
A82 0,70 0,70 0,70 0,70 0,60 0,80 0,70 0,70 0,00
A83 0,70 0,70 0,65 0,68 0,70 0,70 0,65 0,68 0,00
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Priloga E3

Meritev radialne rasti glive Venturia inaequalis po 35 dnevih inkubacije

%

Ozn. Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni L
; ; . . inhibi
izol. antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) cije
l. 1. 1. Pov. 1. 1. 1. Pov.

Al 0,90 0,90 0,80 0,87 0,90 0,90 0,80 0,87 0,00
A2 0,90 0,90 0,80 0,87 0,90 0,90 0,80 0,87 0,00
A3 1,0 0,90 0,90 0,93 1,0 0,90 0,90 0,93 0,00
A4 0,60 0,85 0,65 0,70 0,60 0,85 0,65 0,70 0,00
A5 0,80 0,85 0,90 0,85 0,80 0,85 0,90 0,85 0,00
A6 0,90 0,80 0,90 0,87 0,90 0,80 0,90 0,87 0,00
A7 0,90 0,80 0,80 0,83 0,90 0,80 0,80 0,83 0,00
A8 0,80 0,70 0,60 0,70 0,80 0,70 0,60 0,70 0,00
A9 0,70 0,60 0,70 0,67 0,70 0,60 0,70 0,67 0,00
Al10 0,30 0,30 0,40 0,33 0,30 0,30 0,40 0,33 0,00
All 0,50 0,40 0,50 0,47 0,50 0,40 0,50 0,47 0,00
Al2 0,80 0,85 0,75 0,80 1,10 0,90 1,10 1,00 20,00
Al3 0,90 1,40 0,80 1,03 0,90 1,40 0,80 1,03 0,00
Al4 1,00 0,90 0,90 0,93 1,00 0,90 0,90 0,93 0,00
Al15 0,70 0,50 0,60 0,60 0,70 0,50 0,60 0,60 0,00
Al6 0,70 0,40 0,50 0,53 0,70 0,40 0,50 0,53 0,00
Al7 0,75 0,70 0,90 0,78 0,75 0,70 0,9 0,78 0,00
Al8 0,50 0,80 0,40 0,57 0,50 0,80 0,40 0,57 0,00
Al19 0,70 0,40 0,80 0,63 0,70 0,40 0,80 0,63 0,00
A20 0,40 0,60 0,70 0,57 0,40 0,60 0,70 0,57 0,00
A21 0,30 0,50 1,0 0,60 0,30 0,50 1,0 0,60 0,00
A22 1,0 15 1,25 1,25 1,0 15 1,25 1,25 0,00
A23 0,60 0,8 0,50 0,63 0,60 0,80 0,50 0,63 0,00
A24 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,00
A25 0,70 0,65 0,75 0,70 0,70 0,65 0,75 0,70 0,00
A26 0,45 0,60 0,53 0,53 0,45 0,60 0,80 0,62 14,52
A27 0,60 0,50 0,5 0,53 0,60 0,50 0,50 0,53 0,00
A28 0,50 0,40 0,40 0,43 0,50 0,40 0,40 0,43 0,00
A29 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,00
A30 0,50 0,40 0,50 0,47 0,50 0,40 0,50 0,47 0,00
A3l 0,50 0,60 0,55 0,55 0,50 0,60 0,55 0,55 0,00
A32 0,40 0,50 0,60 0,50 0,70 0,50 0,60 0,60 16,67
A33 1,0 0,90 0,90 0,93 1,0 0,90 0,90 0,93 0,00
A34 0,60 0,70 0,90 0,73 1,2 1,40 1,40 1,33 45,11
A35 0,90 1,10 1,20 1,07 0,90 1,10 1,20 1,07 0,00
A36 0,80 0,85 0,70 0,78 1,40 1,00 1,40 1,27 38,58
A37 1,0 1,0 1,40 1,13 1,00 1,00 1,40 1,13 0,00
A38 1,20 1,50 1,00 1,23 1,20 1,50 1,00 1,23 0,00
A39 0,90 0,85 0,80 0,85 1,70 1,50 1,50 1,57 45,86
A40 0,90 1,40 0,80 1,03 0,90 1,40 0,80 1,03 0,00
A4l 0,60 0,60 0,60 0,60 1,10 1,00 1,40 1,17 48,72
A42 0,80 0,70 0,70 0,73 0,80 0,90 0,90 0,87 16,09
A43 1,60 1,00 1,20 1,27 1,60 1,00 1,20 1,27 0,00
Ad4 1,20 1,10 1,20 1,17 1,20 1,10 1,20 1,17 0,00
A45 0,50 0,40 0,44 0,43 0,40 0,70 0,60 0,57 24,56
A46 0,90 0,60 0,60 0,70 0,90 1,20 1,30 1,13 38,05
A47 0,90 0,80 0,90 0,87 1,25 1,20 1,40 1,28 32,03

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge E3: Meritev radialne rasti glive V. inaequalis po 35 dnevih inkubacij

%

Ozn. Radialna rast patogena v testu proti Radialna rast patogena v nasprotni S
- - . - inhibi
izol. antagonistu (cm) smeri od antagonista (cm) cije
l. . 1. Pov. I 1. 1l. Pov.
A48 1,30 0,90 0,80 1,00 1,30 0,90 0,80 1,00 0,00
A49 0,50 0,40 0,30 0,40 0,50 0,40 0,30 0,40 0,00
A50 0,65 0,80 0,70 0,72 1,30 1,10 1,10 1,17 38,46
A51 0,80 0,90 0,80 0,83 1,50 1,50 1,60 1,53 45,75
A52 1,00 1,20 0,90 1,03 1,00 1,20 0,90 1,03 0,00
A53 1,00 1,00 1,40 1,13 1,00 1,00 1,40 1,13 0,00
A54 1,10 1,30 1,20 1,20 1,10 1,30 1,20 1,20 0,00
A55 0,70 0,60 0,60 0,63 1,10 1,50 1,20 1,27 50,39
A56 1,40K 1,50 0,90 1,27 1,40 1,50 0,90 1,27 0,00
A57 0,80 0,90 0,80 0,83 1,10 1,10 1,20 1,13 26,55
A58 1,20 1,30 1,40 1,30 1,20 1,30 1,40 1,30 0,00
A59 1,10 1,20 1,20 1,17 1,10 1,20 1,20 1,17 0,00
A60 0,90 0,80 0,80 0,83 1,65 1,20 1,10 1,32 37,12
A61 0,80 0,60 0,80 0,47 0,70 1,20 0,90 0,93 49,46
A62 0,60 0,70 0,60 0,63 0,80 0,80 0,80 0,80 21,25
A63 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,00
A64 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,00
A65 1,00 0,10 1,05 1,05 1,00 0,10 1,05 1,05 0,00
A66 0,70 0,60 0,60 0,63 1,20 1,00 1,15 1,12 43,75
A67 1,00 1,10 0,90 1,00 1,30 1,40 1,50 1,40 28,57
A68 1,10 0,80 1,00 0,97 1,10 0,80 1,00 0,97 0,00
A69 0,50 0,40 0,50 0,47 0,50 0,40 0,50 0,47 0,00
AT70 1,10 1,40 1,40 1,30 1,10 1,40 1,40 1,30 0,00
A71 0,80 0,80 0,90 0,83 0,90 1,30 0,90 1,03 19,42
AT72 0,60 0,80 0,70 0,70 0,60 1,00 1,00 0,87 19,54
A73 1,10 0,70 0,40 0,73 1,20 0,80 0,40 0,80 8,75
A74 0,30 1,20 1,40 0,97 0,30 1,20 1,40 0,97 0,00
A75 0,90 0,90 0,30 0,70 0,90 0,90 0,30 0,70 0,00
A76 1,30 1,30 1,10 1,23 1,30 1,30 1,30 1,30 5,39
AT7 1,00 1,10 1,05 1,05 1,0 1,10 1,05 1,05 0,00
AT78 1,00 0,80 0,90 0,90 1,00 0,80 0,90 0,90 0,00
AT79 1,20 1,20 1,10 1,17 1,20 1,20 1,10 1,17 0,00
A80 0,70 0,80 1,00 0,83 0,70 0,80 1,00 0,83 0,00
A81 1,10 1,20 0,70 1,00 1,10 1,20 0,70 1,00 0,00
A82 1,3 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 0,00
A83 13 1,20 1,30 1,27 1,30 1,20 1,30 1,27 0,00




Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloge F

Opisna statistika ucinka etil acetata in ekstraktov na kalitev trosov patogene glive C.
fioriniae

Priloga F1

Opisna statistika ucinka razli¢nih volumnov (10, 20, 30, 40 ul) dodanega etil acetata na
kalitev trosov patogene glive C. fioriniae

Ura Volumen N Povpredje Std Min Max
0 21 2,95 0,63 1,23 3,68
10 12 4,96 1,52 2,92 7,96
4 20 16 5,23 1,66 2,4 8,86
30 15 4,56 1,59 2,45 7,82
40 - - - -- -
0 6 11,28 2,01 3,65 13,01
10 9 12,57 3,14 6,72 15,90
6 20 3 12,57 1,79 10,52 13,84
30 7 12,67 2,11 9,75 16,16
40 12 13,48 3,14 6,14 18,01
0 17 22,33 7,05 8,56 37,46
10 18 20,78 6,65 14,93 34,32
8 20 13 30,14 6,99 13,17 41,92
30 17 32,14 7,58 22,19 48,49
40 18 39,67 9,12 26,40 54,53
0 7 53,90 14,46 33,99 82,13
10 11 54,5 15,19 17,74 72,8
12 20 12 58,34 9,74 43,81 74,75
30 7 55,83 13,20 40,13 72,45
40 11 61,49 9,13 48,88 79.18
0 15 111,85 28,14 57,83 152,75
10 10 108,21 22,83 83,89 145,84
13 20 9 106,10 18,02 83,47 141,29
30 11 113,18 44,71 42,09 158,40
40 12 109,69 19,04 71,15 131,42
0 10 193,80 45,03 126,71 245,48
10 6 193,17 22,87 153,93 219,79
21 20 13 222,68 61,31 121,33 347,19
30 9 198,75 31,59 132,21 236,09

40 11 240,32 73,12 131,86 324,42
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Priloga F2
Opisna statistika ucinka razli¢nih glivnih ekstraktov na kalitev trosov patogene glive C.
fioriniae
Cas (h) Ekstrakt N Povprecje Std Min Max

Kontrola 12 15,04 3,14 8,77 20,25
Ekstrakt 1 10 0 0 0 0

7 Ekstrakt 2 9 0 0 0 0
Ekstrakt 3 - - - - -
Ekstrakt 4 - - - - -
Ekstrakt 5 13 20,14 8,96 3,96 34,38
Kontrola 17 22,33 7,04 8,56 37,46
Ekstrakt 1 11 0 0 0 0
Ekstrakt 2 8 0 0 0 0

9 Ekstrakt 3 5 9,22 3,13 4,41 1315
Ekstrakt 4 - - - - -
Ekstrakt 5 8 28,28 9,78 9,55 38,27
Kontrola 7 53,90 14,46 33,99 82,13
Ekstrakt 1 9 0 0 0 0

12 Ekstrakt 2 9 0 0 0 0
Ekstrakt 3 13 12,90 5,29 5,77 22,64
Ekstrakt 4 - - - - -
Ekstrakt 5 15 59,11 17,69 28,73 85,00
Kontrola 15 111,85 28,14 57,83 152,75
Ekstrakt 1 11 0 0 0 0

13 Ekstrakt 2 7 0 0 0 0
Ekstrakt 3 - - - - -
Ekstrakt 4 3 14,89 13,46 2,05 28,9
Ekstrakt 5 4 51,84 33,88 24,22 94,42
Kontrola - - - - -
Ekstrakt 1 7 0 0 0 0

15 Ekstrakt 2 10 0 0 0 0
Ekstrakt 3 7 40,67 12,65 22,64 55,07
Ekstrakt 4 - - - - -
Ekstrakt 5 24 76,57 20,60 29,16 119,88
Kontrola 10 193,80 45,03 126,71 245,48
Ekstrakt 1 8 0 0 0 0

21 Ekstrakt 2 9 0 0 0 0
Ekstrakt 3 - - - - -
Ekstrakt 4 5 26,91 9,60 14,81 36,93
Ekstrakt 5 9 171,07 59,17 95,07 256,48




Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloge G

Meritve in izracuni in vivo testiranja
Priloga G1

Meritve in izracuni in vivo testiranja za M. malicola

Stevilo  Visina  vidina Srednja Premer  Premer Srednja Povrsina ~ Velikost ~ PovrSina
. vrednost vrednost  celotnega  okuzene okuzbe
jabolk (V1) (Vo) D1 D2 ; . .
) mm)  (mm) visin (v) (mm) (mm) premerov JaboII2<a povrsine jab0|2k
(mm) D (mm) (mm°) v (%) (mm°)
1 56 52 54 62 60 61 10381 40,00 4152
2 56 62 59 64 66 65 12861 16,66 2143
3 50 46 48 60 62 61 9327 75,00 6995
4 68 62 65 70 72 71 13886 75,00 10414
5 54 52 53 62 58 60 10024 50,00 5012
6 62 60 61 68 66 67 12861 30,00 3858
7 56 54 55 64 66 65 11304 35,00 3956
8 52 52 52 62 60 61 10024 0,34 34
9 48 56 52 60 60 60 9847 20,00 1969
10 58 54 56 66 62 64 11304 20,00 2261
11 58 52 55 65 65 65 11304 20,00 2261
12 55 55 55 55 55 55 9499 30,00 2850
13 55 54 54,5 60 62 61 10492 55,00 5771
14 66 52 59 60 66 63 11684 10,00 1168
15 62 56 59 68 66 67 12463 10,00 1246
16 66 48 57 70 68 69 12463 25,00 3116
17 56 56 56 65 68 66,5 11780 30,05 3540
18 58 52 55 65 65 65 11304 30,00 3391
19 58 62 60 65 68 66,5 12562 25,00 3140
20 60 52 56 64 64 64 11304 10,00 1130
21 58 60 59 66 66 66 12266 10,00 1227
22 65 50 57,5 64 64 64 11588 70,00 8112
23 48 54 51 62 62 62 10024 50,00 5012
24 60 64 62 64 68 66 12861 5,00 643
25 48 45 46,5 54 54 54 7929 75,00 5947
26 48 50 49 58 58 58 8987 5,00 449
27 55 52 53,5 62 62 62 10472 20,00 2094
28 56 52 54 66 60 63 10746 10,00 1075
29 52 52 52 62 64 63 10382 50,00 5191
30 52 48 50 48 52 50 7850 20,00 1570
31 45 55 50 60 60 60 9499 2,00 190
32 52 52 52 58 62 60 9847 5,00 492
33 54 60 57 64 72 68 12463 2,00 249
34 45 58 51,5 60 64 62 10113 10,00 1011
35 50 54 52 60 58 59 9672 2,00 193
36 48 54 51 60 58 59 9499 20,00 1900
37 46 58 52 62 64 63 10382 75,00 7786
38 52 58 55 62 60 61 10563 40,00 4225
39 48 48 48 58 54 56 8491 2,00 170
40 54 54 54 62 58 60 10202 20,00 2040
41 48 54 51 58 60 59 9499 5,00 475
42 50 48 49 58 60 59 9156 10,00 916
43 50 58 54 58 56 57 9672 10,00 967
44 45 56 50,5 56 58 57 9072 30,00 2722
45 50 48 49 56 58 57 8820 15,00 1323

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge G1: Meritve in izracuni in vivo testiranja za M. malicola

S Srednja Srednja Povr§ina  Velikost ~ PovrSina

Stevilo  ViSina  viSina Premer  Premer . .

jabolk WD) W) vrgdnost D1 D2 vrednost c_elotnega okuzve.ne o_kuzbe
) mm)  (mm) visin (v) (mm) (mm) premerov JaboII2<a povrsine jabolzk

(mm) D (mm) (mm°?) Vv (%) (mm°)

46 38 52 45 54 48 51 7235 40,00 2894
47 45 48 46,5 50 50 50 7310 15,00 1097
48 42 50 46 56 58 57 8328 0 83
49 50 48 49 55 50 52,5 8087 15,00 1213
50 44 48 46 52 52 52 7539 5,00 377
51 40 44 42 46 46 46 6079 5,00 304
52 55 60 57,5 66 66 66 11973 1,00 120
53 46 56 51 52 56 54 8655 1,01 87
54 68 66 67 75 75 75 - - 0
55 52 55 53,5 56 62 59 - - 0
56 58 60 59 68 70 69 - - 0
57 52 52 52 62 60 61 - - 0
58 56 58 57 66 68 67 - - 0
59 60 58 59 68 64 66 - - 0
60 48 56 52 58 56 57 - - 0
61 55 56 55,5 58 64 61 - - 0
62 52 58 55 56 62 54 - - 0
63 50 52 51 58 56 57 - - 0
64 52 55 53,5 60 62 61 - - 0
65 48 52 50 54 56 55 - - 0
66 48 52 50 57 58 57,5 - - 0
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Priloga G2

Meritve in izracuni in vivo testiranja za M. tardicrescens

Stevilo  Vikina  vitina Srednja Premer  Premer Srednja PovrSina Velikost PovrSina
. vrednost vrednost celotnega  okuzene okuzbe
jabolk (vq) (Vo) " D1 D2 . . -
) (mm) (mm) visin (v) (mm) (mm) premerov jaboII2<a povrsine Jabolzk
(mm) D (mm) (mm°?) Vv (%) (mm°?)
1 65 63 64 73 70 715 0 0
2 62 67 64,5 67 75 71 14413 0,23 32,89
3 62 67 64,5 72 70 71 14413 4,53 653,12
4 65 67 66 68 74 71 14734 13,09 1928
5 62 61 61,5 66 66 66 12761 6,30 803,84
6 67 72 69,5 72 76 74 16165 1,24 200.96
7 57 55 56 67 63 65 11493 3,93 452,16
8 60 58 59 66 65 65,5 0 0
9 62 57 59,5 68 66 67 12562 0,1 12,56
10 62 60 61 74 72 73 0
11 61 59 60 63 63 63 11876 0,48 56,52
12 62 62 62 67 62 64,5 12561 28,80 3617
13 65 62 63,5 7 74 75,5 15167 5,30 803,84
14 61 63 62 72 68 70 13678 15,51 2122
15 56 56 56 62 62 62 10930 11,49 1256
16 68 65 66,5 72 70 71 14841 10,24 1519
17 57 55 56 66 70 68 12070 16,26 1962,5
18 57 62 59,5 65 65 65 12168 10,33 1256
19 60 62 61 66 65 65,5 - 0 0
20 68 62 65 80 78 79 16278 1111 1808
21 48 46 47 62 60 61 - - 0
22 58 62 60 68 62 65 - - 0
23 60 58 59 72 70 71 13267 3,41 452,16
24 72 72 72 76 76 76 - - 0
25 58 55 56,5 68 64 66 11780 15,35 1808
26 50 45 47,5 58 58 58 8737 24,29 2122
27 50 50 50 64 62 63 - - 0
28 62 62 62 72 72 72 14096 12,83 1808,64
29 70 70 70 78 75 76,5 16848 - 0
30 70 70 70 75 80 77,5 17079 9,73 1661
31 72 76 74 76 82 74 17195 9,66 1661
32 70 - 70 70 - 70 15386 55,18 8490
33 72 70 71 7 80 78,5 - - 0
34 74 64 69 75 75 75 16278 10,36 1686
35 76 66 71 74 80 77 17195 7,30 1256
36 66 66 66 70 75 72,5 15058 41,17 6200
37 68 68 68 72 72 72 - - 0
38 68 - 68 74 - 74 15828 58,12 9200
39 60 - 60 70 65 67,5 12761 47,43 3500
40 68 64 66 72 78 75 - - 0
41 62 72 67 74 72 73 - - 0
42 66 63 64,5 72 74 73 - - 0
43 65 67 66 74 72 73 - - 0
44 68 72 70 72 76 74 - - 0
45 74 72 73 80 82 81 - - 0
46 70 70 70 78 78 78 17195 12,39 2131
47 74 74 74 75 80 77,5 - - 0
48 63 61 62 68 63 65,5 12761 7,97 1017
49 75 70 72,5 76 82 79 18018 - 0
50 65 63 64 65 68 66,5 13369 5,28 706

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge G2: Meritve in izra¢uni in vivo testiranja za M. tardicrescens

S Srednja Srednja PovrSina Velikost Povrsina

Stevilo  Visina  viSina Premer Premer . .

jabolk (vy) W) vrgdnost D1 D2 vrednost c_elotnega okuzve.ne o_kuzbe
) (mm) (mm) visin (v) (mm) (mm) premerov jaboII2<a povrsine Jabolzk

(mm) D (mm) (mm°?) Vv (%) (mm°?)

51 58 58 58 65 70 67,5 12070 48,05 5800
52 70 70 70 76 82 79 - - 0
53 65 62 63,5 75 73 74 14841 4,76 706
54 62 66 64 72 74 73 - - 0
55 64 68 66 62 64 63 13063 30,05 3925
56 72 64 68 74 78 76 - - 0
57 64 58 61 72 74 73 14095 22,70 3200
58 66 66 66 78 76 77 - - 0
59 66 - 66 72 - 72 14950 63,55 9500
60 64 62 63 68 66 67 - - 0
61 60 68 64 75 72 73,5 - - 0
62 60 68 64 76 74 75 - - 0
63 66 68 67 70 64 67 - - 0
64 64 64 64 70 62 66 13267 5,65 750
65 66 58 62 72 70 71 - - 0
66 57 60 58,5 66 70 68 - - 0
67 54 62 58 65 65 65 - - 0
68 65 - 65 74 - 74 15167 7,91 1200
69 65 - 65 70 - 70 14306 45,44 6500
70 52 64 58 62 66 74 - - 0
71 60 - 60 62 - 62 11684 6,00 700
72 62 - 62 70 - 70 13677 36,56 5000
73 60 - 60 66 - 66 12463 5,62 700
74 64 48 56 60 68 64 - - 0
75 52 - 52 60 - 60 9847 20,01 1970
76 60 - 60 - - 11304 5,31 600
77 58 54 56 65 66 65,5 - - 0
78 55 - 55 60 - 60 10381 44,31 4600
79 52 - 52 64 - 64 10201 8,80 1000
80 56 - 56 62 - 62 10930 45,01 4920
81 48 56 52 62 64 63 10382 44,98 4670
82 48 - 48 56 - 56 8490 10,01 850
83 54 - 54 60 - 60 10201 25,00 2550
84 48 48 48 62 62 62 - - 0
85 48 60 54 58 62 60 - - 0
86 52 - 52 58 - 58 9498 15,00 1425
87 54 - 54 58 - 58 9847 10,00 984
88 62 58 60 68 70 69 - - 0
89 52 54 53 62 58 60 - - 0
90 50 - 50 50 - 50 1962 9,99 196
91 54 - 54 58 - 58 9847 75,00 7385
92 46 - 46 54 - 54 7850 15,00 1177
93 52 46 49 62 58 60 - - 0
94 56 64 60 62 70 66 - - 0
95 42 - 42 54 - 54 7234 5,00 361
96 45 42 43,5 58 54 56 - - 0
97 38 - 38 46 - 46 5538 4,98 276
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Priloga G3

Meritve in izracuni in vivo testiranja za P. cerophilus

Srednja Srednja Povr§ina  Velikost  PovrSina

Visina  viSina Premer  Premer

Stevilo W) ) vrednost D1 D2 vrednost  celotnega  okuzene  okuZbe
jabolk (n) (mrln) (mr%n) visin (v) (mm) (mm) premerov jabolka povrsine jabolk
(mm) D (mm) (mm?) v (%) (mm?)
1 62 54 58 66 66 66 12070 25 3018
2 64 56 60 62 68 65 12266 70 8586
3 62 66 64 72 68 70 14095 30 4229
4 60 58 59 70 72 71 13267 10 1327
5 70 66 68 80 74 7 16505 5 825
6 60 66 63 72 76 74 14734 10 1473
7 56 62 59 64 66 65 12070 35 4225
8 58 54 56 66 64 65 11493 5 575
9 46 50 48 54 54 54 8167 20 1633
10 62 64 63 72 72 72 14307 5 715
11 56 58 57 66 66 66 11876 80 9501
12 60 70 65 68 70 69 14095 20 2819
13 62 50 56 70 70 70 12463 10 1246
14 48 50 49 60 60 60 9327 70 6529
15 58 56 57 62 66 64 11493 2 230
16 56 60 58 64 66 65 11876 5 594
17 48 52 50 60 60 60 9499 1 95
18 52 56 54 60 60 60 10202 60 6121
19 58 62 60 64 64 64 12070 3 362
20 51 57 54 58 63 60,5 10292 12 1235
21 55 60 57,5 72 71 71,5 13063 4 523
22 58 64 61 62 67 64,5 12364 11 1360
23 55 62 58,5 68 71 69,5 12861 46 5916
24 55 57 56 60 62 61 10746 58 6233
25 57 57 57 62 63 62,5 11210 21 2354
26 62 61 61,5 81 76 74 14413 4 577
27 54 52 53 56 62 59 9847 24 2363
28 52 50 51 62 62 62 10024 1 100
29 58 51 54,5 62 60 61 10472 7 733
30 58 62 60 66 66 66 12463 66 8225
31 48 52 50 58 60 59 9327 1 93
32 36 44 40 48 45 46,5 5874 17 999
33 54 50 52 66 62 64 10563 7 739
34 48 54 51 58 62 60 9672 2 193
35 58 58 58 67 67 67 12266 1 123
36 58 65 61,5 80 72 76 1484 1 15
37 60 50 55 60 60 60 10382 86 8929
38 58 54 56 62 68 65 11493 6 690
39 54 60 57 66 62 64 11493 7 805
40 52 42 47 58 60 59 8820 4 353
41 60 56 58 65 65 65 11876 1 119
42 56 52 54 60 57 58,5 9935 13 1292
43 56 58 57 62 62 62 11116 1 111
44 48 48 48 58 62 60 9156 1 92
45 58 55 56,5 61 65 63 11210 1 112
46 52 54 53 61 64 62,5 10472 2 209
47 48 48 48 60 60 60 9156 1 92
48 46 54 50 54 61 57,5 9072 11 998
49 48 58 53 58 62 60 10023 46 4611
50 48 55 51,5 58 56 57 9241 34 3142

se nadaljuje ...



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanije Priloge G3: Meritve in izracuni in vivo testiranja za P. cerophilus

5 Vigina  vitina Srednja Premer  Premer Srednja PovrSina  Velikost  PovrSina
Stevilo vrednost vrednost  celotnega  okuzene  okuZbe
F (v4) (v2) g D1 D2 ; ~ 2
jabolk (n) mm)  (mm) visin (v) (mm) (mm) premerov jabolka povrsine jabolk
(mm) D (mm) (mm?) v (%) (mm?)
51 50 52 51 58 58 9327 12 1119
52 44 52 48 60 58 59 8988 8 719
53 52 54 53 56 62 59 9847 2 197
54 48 52 50 60 58 59 9327 5 466
55 46 48 47 54 56 55 8167 2 163
56 48 50 49 58 54 56 8655 32 2770
57 42 50 46 58 58 58 8491 7 594
58 46 50 48 54 52 53 8008 12 961
59 62 62 62 68 70 69 - - 0
60 62 66 64 74 74 - - - 0
61 55 55 55 64 68 66 - - 0
62 58 62 60 66 64 65 - - 0
63 58 53 - 65 60 62,5 - - 0
64 56 53 - 71 70 70,5 - - 0
65 59 66 - 75 72 - - - 0
66 41 48 - 46 52 - - - 0
67 45 55 - 58 54 - - - 0
68 48 49 - 52 51 - - - 0
69 43 48 - 52 53 - - - 0
70 54 49 - 60 56 - - - 0
71 49 51 - 55 52 - - - 0
72 52 57 - 66 67 - - - 0
73 54 55 - 65 62 - - - 0
74 56 60 - 67 72 - - - 0
75 50 52 51 56 59 - - - 0
76 49 57 - 60 61 60,5 - - 0
7 46 48 47 53 56 - - - 0
78 52 57 - 62 65 - - - 0
79 48 52 - 62 60 - - - 0
08 50 54 - 57 60 - - - 0
81 42 57 - 58 55 - - - 0
82 54 54 54 57 55 56 - - 0
83 57 59 58 65 70 - - - 0
84 60 62 61 66 68 67 - - 0
85 50 54 52 66 65 65,5 - - 0
86 62 67 - 72 70 71 - - 0
87 44 48 46 56 60 58 - - 0
88 48 48 48 58 60 59 - - 0
89 48 52 - 63 63 63 - - 0
90 50 54 52 61 57 - - - 0
91 48 50 - 61 57 - - - 0
92 66 45 - 68 52 - - - 0
93 42 46 - 55 60 - - - 0
94 48 51 - 61 58 - - - 0
95 50 51 - 57 57 - - - 0
96 51 53 - 59 60 - - - 0
97 50 46 - 55 58 - - - 0
98 56 58 - 60 62 - - - 0
99 46 42 - 54 55 - - - 0
100 42 43 - 50 52 - - - 0
101 41 45 - 50 52 - - - 0
102 50 42 - 52 53 - - - 0
103 46 47 - 51 52 - - - 0

se nadaljuje ...



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanije Priloge G3: Meritve in izracuni in vivo testiranja za P. cerophilus

5 Vigina  vitina Srednja Premer  Premer Srednja Povr§ina ~ Velikost  Povr$ina
Stevilo vrednost vrednost  celotnega  okuzene  okuZbe
i (1) (v2) -0 D1 D2 . . .
jabolk (n) mm)  (mm) visin (V) (mm) (mm) premerov jabolka povisine  jabolk
(mm) D (mm) (mm?) v (%) (mm?)
104 51 47 - 57 56 - - - 0
105 45 52 - 59 56 - - - 0
106 35 48 - 46 49 - - - 0
107 48 42 - 52 52 - - - 0
108 46 45 - 52 50 - - - 0
109 46 47 - 50 52 - - - 0
110 41 36 - 43 47 - - - 0
111 32 44 - 45 45 - - - 0
112 - - - - - - - - 0




Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloge H
Testiranja na razli¢nih sortah jabolk
Priloga H1

Rezultati testiranja pri sorti Gala

Jabolka
Tretiranje 1.1 1.2
Posoda 1

1.3 14

Tretiranje (cm) 1 2,0x1,9 1,7x1,7 2,4x2,4 1,5x1,9
Patogena gliva 2,1x2,1 1,6x1,8 2,3x2,3 1,2x1,4
Povprecni r(cm) 1,01 0,85 1,18 0,75
Povp.plos¢ina (sz) 3,20 2,27 4,37 1,77
Tretiranje (cm)

Antagonist 2 0 0 0 0
Tretiranje 3 1,5x1,4 1,6x1,3 2,0x2,0 1,2x1,5
Antagonist + 2h patog. 1,5x1,8 1,0x1,3
Povprecni r (cm) 0,73 0,73 0,91 0,63
Povprecna ploscina (cmz) 1,67 1,67 2,60 1,25
Tretiranje 4 1,9x1,8 1,4x1,5 2,1x2,4 1,2x1,5
Antagonist + patogen hkrati 2,0x2,1 1,7x1,5 2,1x2,1 0,9x0,9
Povprecni r (cm) 0,98 0,76 1,09 0,56
Povprecna ploscina (cmz) 3,02 1,81 3,73 0,98
Tretiranje 5 1,7x2,0 1,4x1,9 2,4x2,4 1,2x1,8
patogena + 2h 1,5x1,1 1,4x1,7

Povprecni r (cm) 0,79 0,8 1,2 0,75
Povprecna plosc¢ina (cmz) 1,96 2,01 4,52 1,77
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 94,38 79,74 85,35 55,37
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 85,20 83,09 57,52 70,62
Delez inhibicije 14 (%) 5,62 20,26 14,65 44,63
Delez inhibicije 13 (%) 14,8 16,91 42,48 29,38

Jabolka

\ Tretiranje 2.1 2.2 2.3 2.4
Posoda 2

Tretiranje (cm) 1 1,7x1,2 1,5x1,4 2,1x1,3 1,8x1,3
Patogena gliva 1,4x1,1 0 1,7x1,8 1,7x1,4
Povprecni r (cm) 0,66 0,73 0,86 0,78
Povprec¢na ploséina (sz) 1,45 1,67 2,32 1,91
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 0,8x1,1 0,8x1,1 1,1x1,3 1,4x1,4
Antagonist + 2h patog. 1,0x0,8 0,8x1,1 1,3x1,0
Povprecni r (cm) 0,46 0,48 0,60 0,64
Povpreé¢na ploséina (sz) 0,66 0,72 1,13 1,29
Tretiranje 4 1,4x1,0 1,5x1,0 1,3x1,7 1,4x1,5
Antagonist + patogen hkrati 0,9x0,9 1,3x1,2 1,7x1,6 1,5x1,4
Povprecni r (cm) 0,53 0,63 0,79 0,73
Povprecna plosc¢ina (sz) 0,88 1,25 1,96 1,67
Tretiranje 5 1,0x0,9 0,9x1,3 1,6x1,6 1,5x1,5
patogena + 2h 1,9x1,4

se nadaljuje ...



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanje Priloge H1: Rezultati testiranja pri sorti Gala

Povprecni r (cm) 0,48 0,55 0,81 0,75
Povpreéna plo§éina (cm”) 0,72 0,95 2,06 1,77
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 60,69 74,85 84,48 87,43
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 91,67 75,79 54,85 72,88
Delez inhibicije 14 (%) 39,31 25,15 15,52 12,57
Delez inhibicije 13 (%) 8,33 24,21 45,15 27,12
Jabolka

\ Tretiranje 3.1 3.2 3.3 3.4
Posoda 3

Tretiranje (cm) 1 1,4x1,5 1,5x1,3 1,6x1,6 1,5x1,4
Patogena gliva 1,2x1,1 1,8x1,7 1,7x1,6 1,3x1,5
Povprecni r (cm) 0,65 0,79 0,81 0,71
Povprecna ploscina (cmz) 1,33 1,96 2,06 1,58
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,4x1,0 1,3x1,3 1,3x1,7 1,4x1,2
Antagonist + 2h patog. 1,5x1,6 1,3x1,1 1,6x1,4
Povprecni r (cm) 0,69 0,65 0,68 0,7
Povprecna ploscina (cmz) 1,49 1,33 1,45 1,54
Tretiranje 4 1,0x1,0 1,2x1,1 1,6x1,3 1,5x1,0
Antagonist + patogen hkrati 1,7x1,1 1,5x1,2 1,2x1,3 1,6x1,2
Povprecni r (cm) 0,6 0,63 0,68 0,66
Povprecna ploscina (cmz) 1,13 1,25 1,45 1,37
Tretiranje 5 1,4x1,3 1,5x1,6 1,6x1,7 1,5x1,6
patogena + 2h 1,6x1,4

Povprecni r (cm) 0,68 0,76 0,83 0,78
Povpre¢na plo§¢ina (cm®) 1,45 1,81 2,16 1,91
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 84,36 63,78 70,39 86,71
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 73,48 67,13 80,63
Delez inhibicije 14 (%) 15,04 36,22 29,61 13,29
Delez inhibicije 13 (%) 0 26,52 32,87 19,37

Jabolka

\ Tretiranje 4.1 4.2 43 44
Posoda 4

Tretiranje (cm) 1 1,8x2,0 2,2x1,8 2,2x2,0
Patogena gliva 1,6x1,5 1,9x1,9 2,1x2,0
Povprecni r (cm) 0,86 0,98 1,04
Povpre¢na plo§éina (cm®) 2,32 3,02 3,40
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,7x1,6 1,4x1,3 2,0x1,9
Antagonist + 2h patog. 1,4x1,5 1,5x1,6
Povprecni r (cm) 0,78 0,68 0,88
Povprecna plosc¢ina (cmz) 1,91 1,45 2,43
Tretiranje 4 1,7x1,9 1,8x1,5 2,1x2,0
Antagonist + patogen hkrati 1,4x1,2 1,5x1,3 2,0x1,8
Povprecni r (cm) 0,74 0,76 0,99
Povprecna plos¢ina (sz) 1,72 1,81 3,08
Tretiranje 5 1,9x1,7 1,3x1,7 2,1x1,8
patogena + 2h 1,3x1,5

Povprecni r (cm) 0,90 0,73 0,98
Povprecna plosc¢ina (sz) 2,54 1,67 3,02

se nadaljuje ...



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanje Priloge H1: Rezultati testiranja pri sorti Gala

Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 74,14 59,94 90,00
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 75,20 86,83 80,46
Delez inhibicije 14 (%) 25,86 40,06 10,00
Delez inhibicije 13 (%) 24,8 13,17 19,45
Jabolka

\ Tretiranje 5.1 5.2 5.3 5.4
Posoda 5

Tretiranje (cm) 1 1,6x1,0 1,3x1,6 1,7x1,4 1,6x1,3
Patogena gliva 1,2x1,2 1,5x1,5 1,7x1,6 1,4x1,4
Povprecni r (cm) 0,63 0,74 0,8 0,79
Povprecna ploscina (cmz) 1,25 1,72 2,01 1,58
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,0x1,0 1,5x1,3 1,1x1,0 1,1x1,1
Antagonist + 2h patog. 1,7x1,8 1,3x1,1

Povprecni r (cm) 0,5 0,79 0,56 0,55
Povprecna ploscina (cmz) 0,79 1,96 0,98 0,95
Tretiranje 4 1,4x1,2 1,4x1,3 1,6x1,4 1,3x1,2
Antagonist + patogen hkrati 1,0x1,1 1,5x1,4 1,4x1,3 1,4x1,3
Povprecni r (cm) 0,59 0,7 0,71 0,65
Povprecna ploscina (cmz) 1,09 1,54 1,58 1,33
Tretiranje 5 1,5x1,2 1,8x1,7 1,6x1,6 1,4x1,3
patogena + 2h 1,4x1,4 1,4x1,4
Povprecni r (cm) 0,69 0,88 0,8 0,69
Povprecna plosc¢ina (cmz) 1,50 2,43 2,01 1,49
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 87,2 89,53 78,61 84,18
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 52,67 80,66 48,76 63,76
Delez inhibicije 14 (%) 12,8 10,47 21,39 15,82
Delez inhibicije I3 (%) 74,33 19,34 51,24 36,24

Jabolka

\ Tretiranje 6.1 6.2 6.3 6.4
Posoda 6

Tretiranje (cm) 1 1,3x1,7 1,7x1,4 1,5x1,3 1,4x1,1
Patogena gliva 1,7x1,2 1,5x1,6 1,1x1,4 1,6x1,3
Povprecni r (cm) 0,74 0,78 0,66 0,68
Povpre¢na plo§éina (cm®) 1,72 1,91 1,37 1,45
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,6x1,4 1,2x0,9 1,4x1,5 1,4x1,0
Antagonist + 2h patog. 1,4x,1,4 0,8x0,8 1,2x1,1 1,1x1,0
Povprecni r (cm) 0,73 0,46 0,65 0,56
Povpre¢na plo§¢ina (cm®) 1,67 0,66 1,33 0,98
Tretiranje 4 1,8x1,5 1,6x1,3 1,4x1,1 1,5x1,3
Antagonist + patogen hkrati 1,1x1,2 1,2x1,3 1,2x1,0 0,9x0,9
Povprecni r (cm) 0,70 0,68 0,59 0,58
Povprecna plos¢ina (sz) 1,54 1,45 1,09 1,06
Tretiranje patogena + 2h 5 1,4x1,6 1,1x1,0 1,3x1,3 1,3x1,1
Povprecni r (cm) 0,75 0,53 0,65 0,60
Povprecna plosc¢ina (sz) 1,77 0,88 1,33 1,13
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 89,53 75,92 79,56 73,10
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 94,35 75,0 86,73
Delez inhibicije 14 (%) 10,47 24,08 20,44 26,9

se nadaljuje ...



Medjedovi¢ A. Antagonisti¢ni potencial gliv povzro€iteljic ... pegavosti jabolk iz reda Capnodiales.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanje Priloge H1: Rezultati testiranja pri sorti Gala

Delez inhibicije 13(%) 5,65 25 0 13,27
Jabolka

\ Tretiranje 7.1 7.2 7.3 7.4
Posoda 7

Tretiranje (cm) 1 1,5x1,6 1,3x1,0 2,1x1,7 1,4x1,1
Patogena gliva 1,6x1,3 1,4x1,2 1,8x1,7 1,0x0,8
Povprecni r (cm) 0,75 0,61 0,91 1,53
Povprecna ploscina (cmz) 1,77 1,17 2,60 0,88
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,1x1,0 0,6x0,7 1,6x1,5

Antagonist + 2h patog. 1,1x1,0 1,3x1,4

Povprecni r (cm) 0,53 0,33 0,73

Povprecna ploscina (cmz) 0,88 0,34 1,67

Tretiranje 4 1,7x1,7 1,1x1,2 1,9x1,6 0,9x0,9
Antagonist + patogen hkrati 1,4x1,4 1,0x1,2 1,6x1,7 0,9x0,8
Povprecni r (cm) 0,78 0,56 0,85 0,44
Povprecna ploscina (cmz) 1,91 0,98 2,27 0,61
Tretiranje 5 1,5x1,4 0,7x0,9 1,4x1,5

patogena + 2h

Povprecni r (cm) 0,73 0,4 0,73

Povprecna plosc¢ina (cmz) 1,67 0,50 1,67

Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 81,92 83,76 87,31 69,32
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 52,70 68,00 100

Delez inhibicije 14 (%) 0 16,24 12,69 30,68
Delez inhibicije I3 (%) 47,3 32,00 0

Jabolka

\ Tretiranje 8.1 8.2 8.3 8.4
Posoda 8

Tretiranje (cm) 1 1,3x1,3 1,8x1,6 1,8x1,6 1,7x1,8
Patogena gliva 1,1x1,0 1,5x1,1 1,7x1,6
Povprecni r (cm) 0,59 0,75 0,85 0,85
Povpre¢na plo§éina (cm®) 1,09 1,77 2,27 2,27
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,4x1,6 1,8x1,9 1,0x1,0
Antagonist + 2h patog. 1,6x1,1 1,8x1,9

Povprecni r (cm) 0,71 0,93 0,50
Povpre¢na plo§¢ina (cm®) 1,58 2,72 0,79
Tretiranje 4 1,2x1,1 1,5x1,8 1,2x1,9 1,6x1,6
Antagonist + patogen hkrati 0,9x0,8 1,5x1,2 2,0x2,1 1,4x1,4
Povprecni r (cm) 0,5 0,75 0,9 0,75
Povpreéna ploséina (sz) 0,79 1,77 2,54 1,77
Tretiranje 5 1,7x1,5 1,8x1,9 1,0x1,3
patogena + 2h 1,8x1,9 1,5x1,1
Povprecni r (cm) 0,8 0,93 0,61
Povprecna plosc¢ina (sz) 2,01 2,72 1,17
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 72,48 90,31 76,28 77,97
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 78,61 83,46 67,52
Delez inhibicije 14 (%) 27,52 0 23,72 22,03
Delez inhibicije 13 (%) 21,39 16,54 32,48

se nadaljuje ...
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Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanje Priloge H1: Rezultati testiranja pri sorti Gala

Jabolka
Tretiranje
Posoda 9

9.1 9.2 9.3 9.4

Tretiranje (cm) 1 2,2x1,8 1,7x1,7 1,9x1,8 2,6x2,4
Patogena gliva 2,1x2,0 1,7x1,3 1,7x1,8 2,3x2,0
Povprecni r (cm) 1,01 0,8 0,9 1,16
Povprecna ploscina (cmz) 3,20 2,01 2,54 4,23
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,5x1,6 1,3x1,2 1,1x1,2 1,8x1,2
Antagonist + 2h patog. 1,5x1,6 1,2x1,4 1,1x1,2 1,4x1,6
Povprecni r (cm) 0,78 0,64 0,58 0,75
Povprecna ploscina (cmz) 1,91 1,29 1,06 1,77
Tretiranje 4 1,9x2,0 1,4x1,3 1,5x1,5 2,7x2,3
Antagonist + patogen hkrati 1,8x1,7 1,7x1,7 1,8x1,8 2,0x1,9
Povprecni r (cm) 0,93 0,76 0,83 1,08
Povprecna ploscina (cmz) 2,72 1,81 2,16 3,66
Tretiranje 5 2,1x1,8 1,3x1,5 1,6x1,2 2,2x1,9
patogena + 2h

Povprecni r (cm) 0,98 0,7 0,7 1,03
Povpre¢na plo§¢ina (cm®) 3,02 1,54 1,54 3,33
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 85 80,05 85,04 86,52
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 63,25 83,77 53,15 81,68
Delez inhibicije 14 (%) 15 9,95 14,96 13,48
Delez inhibicije I3 (%) 36,75 16,3 46,85 18,32

Jabolka

\ Tretiranje 10.1 10.2 10.3 10.4
Posoda 10

Tretiranje (cm) 1 2,0x1,9 1,7x2,1 1,5x1,4 1,5x1,3
Patogena gliva 1,5x1,4 2,1x2,0 1,4x1,5 1,8x1,5
Povprecni r (cm) 0,85 0,99 0,73 0,76
Povprecna plosc¢ina (cmz) 2,27 3,08 1,67 1,81
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,4x1,6 1,5x1,6 1,0x1,0 1,5x1,2
Antagonist + 2h patog. 1,5x1,2 0,6 x0,7 1,2x1,0
Povprecni r (cm) 0,71 0,78 0,41 0,61
Povprec¢na ploséina (sz) 1,58 1,91 0,53 1,17
Tretiranje 4 1,8x1,6 1,4x1,8 1,6x1,5 1,3x1,4
Antagonist + patogen hkrati 1,3x1,5 2,0x1,8 1,4x,1,0 1,3x1,4
Povprecni r (cm) 0,78 0,94 0,69 0,68
Povprec¢na ploséina (sz) 1,91 2,77 1,49 1,45
Tretiranje 5 1,3x1,6 1,7x1,4 1,3x1,4 1,5x1,4
patogena + 2h 1,7x1,5

Povprecni r (cm) 0,73 0,79 0,68 0,73
Povprecna plos¢ina (sz) 1,67 1,96 1,45 1,67
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 84,14 89,94 89,22 80,11
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 94,61 97,45 36,55 70,06
Delez inhibicije 14 (%) 15,86 10,06 10,78 19,89
Delez inhibicije I3 (%) 5,39 2,55 63,45 29,94

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H1: Rezultati testiranja pri sorti Gala

Jabolka
Tretiranje
Posoda 11

11.1 11.2 11.3 11.4

Tretiranje (cm) 1 2,0x1,7 1,8x1,6 1,7x1,4 2,0x1,5
Patogena gliva 1,6x1,5 1,5x1,6 1,4x1,3 2,0x1,8
Povprecni r (cm) 0,85 0,81 0,73 0,91
Povprecna ploscina (cmz) 2,27 2,06 1,76 2,60
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,6x1,5 1,2x1,6 1,0x0,9 1,5x1,1
Antagonist + 2h patog. 1,5x1,4
Povprecni r (cm) 0,78 0,7 0,48 0,69
Povprecna ploscina (cmz) 1,91 1,54 0,72 1,4
Tretiranje 4 1,9x1,6 1,5x1,4 1,1x0,8 1,8x1,8
Antagonist + patogen hkrati 1,6x1,4 1,4x1,4 1,1x1,2 1,7x1,7
Povprecni r (cm) 0,81 0,71 0,53 0,88
Povprecna ploscina (cmz) 2,06 1,58 0,88 2,43
Tretiranje 5 1,9x1,7 1,8x1,3 1,4x1,3 1,6x1,7
patogena + 2h 1,8x1,6 1,7x1,6 1,7x1,4

Povprecni r (cm) 0,88 0,80 0,73 0,83
Povprec¢na plos$¢ina (sz) 2,43 2,01 1,67 2,16
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 90,75 76,70 52,69 93,46
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 78,60 76,61 43,11 68,98
Delez inhibicije 14 (%) 9,25 23,3 47,31 6,54
Delez inhibicije 13 (%) 21,4 23,39 56,89 31,02

Jabolka

\ Tretiranje 12.1 12.2

Posoda 12

Tretiranje (cm) 1 1,6x1,3 1,5x1,6

Patogena gliva 1,5x1,3 1,4x1,3

Povprecni r (cm) 0,71 0,73

Povpre¢na plo$éina (cm?) 1,58 1,67

Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3

Antagonist + 2h patog.

Povprecni r (cm)

Povpre&na ploi&ina (cm®)

Tretiranje 4 1,3x1,4 1,4x1,4

Antagonist + patogen hkrati 1,2x1,3 1,2x1,3

Povprecni r (cm) 0,65 0,66

Povprecna plosc¢ina (cmz) 1,33 1,37

Tretiranje 5

patogena + 2h

Povprecni r (cm)

Povprecna ploi&ina (cm’)

Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 84,18 82,04

Primerjava tretiranj P3/P5 (%)

Delez inhibicije 14 (%) 15,82 17,96

Delez inhibicije 13 (%)
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Priloga H2

Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Jabolka
Tretiranje 1.1 1.2
Posoda 1

1.3 14

Tretiranje (cm) 1 3,2x3,3 2,6x3,0 2,8x3,0 2,8x2,9
Patogena gliva 3,2x3,0 3,1x3,0 2,7x3,0 2,8x2,9
Povprecni r (cm) 1,59 1,46 1,44 1,43
Povprec¢na ploscina (sz) 7,94 6,69 6,51 6,42
Tretiranje (cm) 2 0 0

Antagonist 0 0

Tretiranje 3 2,7x3,0 1,9x2 2,5x2,7 2,5x2,7
Antagonist + 2h patog. 2,7x3,0 2,1x2,0

Povprecni r (cm) 1,43 1,0 1,3 1,3
Povprec¢na ploscina (sz) 6,38 3,14 531 531
Tretiranje 4 2,9x3,1 2,4x2,7 2,7x2,8 2,5%2,9
Antagonist + patogen hkrati 2,9x2,9 2,4x2,5 2,7x2,9 2,7x2,9
Povprecni r (cm) 1,48 1,39 1,38
Povprec¢na ploscina (sz) 6,88 491 6,07 5,98
Tretiranje 5 2,9x3 2,2x2,7 2,9x3,1 2,6x2,5
patogena + 2h 2,8x2,6 2,8x3,0
Povprecni r (cm) 1,48 1,49 1,43 1,36
Povprec¢na ploscina (sz) 6,88 6,97 6,42 5,81
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 86,65 73,39 93,24 93,15
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 86,65 45,1 82,71 91,35
Delez inhibicije 14 (%) 13,35 26,61 6,76 6,85
Delez inhibicije I3 (%) 13,35 54,9 17,29 8,65

Jabolka

\ Tretiranje 2.1 2.2 2.3 2.4
Posoda 2

Tretiranje (cm) 1 2,9x3,0 2,1x2,5 1,9%2,2 2,4x2,6
Patogena gliva 2,9x2,8 2,4x2,5 1,7x2,1 2,2x2,3
Povprecni r (cm) 1,45 1,19 0,99 1,19
Povpre¢na ploi¢ina (cm”) 6,60 4,50 3,08 4,45
Tretiranje (cm) 5 0

Antagonist 0

Tretiranje 3 2,4%x2,5 2,2x2,4 1,5x1,7 1,6x2,0
Antagonist + 2h patog. 2,4x2,5 2,2x2,0

Povpreéni r (cm) 1,23 1,10 0,80 0,9
Povpreéna ploséina (sz) 4,75 3,80 2,01 2,54
Tretiranje 4 2,6x2,7 2,1x2,2 2,0x2,1 2,1x2,4
Antagonist + patogen hkrati 2,4x2,5 2,4x2,4 1,8x1,7 2,1x2,0
Povprecni r (cm) 1,28 1,14 0,95 1,08
Povprecna ploscina (sz) 5,14 4,08 2,83 3,66
Tretiranje 5 3x3,1 2,1x2,3 1,9x2,0 2,1x1,9
patogena + 2h 1,2x1,4 1,9x1,8
Povprecni r (cm) 1,53 11 0,81 0,96
Povprecna ploscina (cmz) 7,35 3,8 2,06 2,89
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 77,88 90,67 91,88 82,25
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 64,63 100 97,57 87,87
Delez inhibicije 14 (%) 22,12 9,33 8,12 17,75

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H2: Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Delez inhibicije 13 (%) 35,37 0 2,43 12,13
Jabolka

\ Tretiranje 3.1 3.2 3.3 3.4
Posoda 3

Tretiranje (cm) 1 2,5x2,6 3,0x3,3 3,0x3,2 2,8x3,0
Patogena gliva 2,8x2,9 3,0x3,2 3,0x3,0 3,0x2,7
Povprecni r (cm) 1,25 1,56 1,53 1,44
Povprec¢na ploscina (sz) 5,72 7,64 7,35 6,51
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 2,4x2,5 2,8x2,9 2,4x2,5 2,5x2,8
Antagonist + 2h patog. 2,5x2,6 2,7x2,8 2,5x2,6 2,6x2,7
Povprecni r (cm) 1,25 1,40 1,25 1,33
Povpreéna ploséina (sz) 491 6,15 491 5,55
Tretiranje 4 2,5x2,7 2,9x3,1 3,0x2,8 2,5x2,8
Antagonist + patogen hkrati 2,7x2,8 3,0x3,0 2,6x2,5 2,3x2,5
Povprecni r (cm) 1,34 1,50 1,36 1,26
Povprec¢na ploscina (sz) 5,64 7,06 5,81 4,99
Tretiranje 5 2,7x2,9 2,9x3,0 3,0x3,0 2,7x2,7
patogena + 2h

Povpreéni r (cm) 1,4 1,48 1,50 1,35
Povpreéna ploi&ina (cm”) 6,15 6,88 7,07 5,72
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 98,6 92,41 79,05 76,65
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 79,84 89,39 69,45 97,03
Delez inhibicije 14 (%) 1,4 7,59 20,95 23,35
Delez inhibicije 13 (%) 20,16 10,61 30,55 2,97

Jabolka

\ Tretiranje 4.1 4.2 43 44
Posoda 4

Tretiranje (cm) 1 2,5x2,8 2,4x2,8 2,5x2,9 2,2x2,6
Patogena gliva 2,5x2,5 2,5x2,5 2,7X2,6 2,2x2,4
Povprecni r (cm) 1,29 1,28 1,34 1,18
Povpre¢na ploi¢ina (cm”) 5,23 5,15 5,64 4,37
Tretiranje (cm) 5

Antagonist

Tretiranje 3 2,3x2,4 2,2x2,3 2,1x2,3 2,0x1,9
Antagonist + 2h patog. 2,3x2,4

Povpreéni r (cm) 1,18 1,13 1,14 0,98
Povpreéna ploi&ina (cm”) 4,37 4,01 4,08 3,02
Tretiranje 4 2,4x2,4 2,4x2,7 2,1x2,5 2,2x2,4
Antagonist + patogen hkrati 2,5%x2,5 2,6x2,5 2,4x2,3 2,1x2,1
Povprecni r (cm) 1,23 1,28 1,16 1,1
Povprecna ploscina (sz) 4,75 5,15 4,23 3,80
Tretiranje 5 2,5x2,2 2,2x2,5 2,4x2,4 2,1x2,4
patogena + 2h 2,5x2,3 2,3x2,4 1,9x2,0
Povprecni r (cm) 1,19 1,18 1,20 1,05
Povprecna ploscina (cmz) 4,45 4,37 452 3,46
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 90,82 100 75,00 86,96
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 98,20 91,76 90,27 87,28
Delez inhibicije 14 (%) 9,18 0 25,00 13,04
Delez inhibicije I3 (%) 1,80 8,24 9,73 12,72

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H2: Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Jabolka
Tretiranje
Posoda 5

5.1 5.2 5.3 5.4
Tretiranje (cm) 1 2.1x2.1 2,4x2,5 1,6x1,6 2,4x2,5
Patogena gliva 2,2x2,1 2,2x2,3 1,7x1,8 2,3x2,3
Povprecni r (cm) 1,06 1,18 0,84 1,19
Povprec¢na ploscina (sz) 3,53 4,37 2,22 4,45
Tretiranje (cm) 2
Antagonist
Tretiranje 3 1,8x2,0 2,0x2,0 1,5x1,4 2,2x1,9
Antagonist + 2h patog. 1,5x1,6 1,6x1,6 0,8x1,0 1,8x2,0
Povprecni r (cm) 0,86 0,9 0,59 0,99
Povprec¢na ploscina (sz) 2,32 2,54 1,09 3,08
Tretiranje 2,4x2,0 2,4x2,5 1,5x1,3 2,2x2,3
Antagonist + patogen hkrati 4
2,1x2,1 2,2x2,3 1,6x1,6 2,1x2,1
Povprecni r (cm) 1,08 1,18 0,75 1,09
Povprec¢na ploscina (cmz) 3,66 4,37 1,77 3,73
Tretiranje 1,8x1,8 2,1x2,4 1,5x1,0 2,3x2,1
5
patogena + 2h
Povpreéni r (cm) 0,9 1,13 0,63 11
Povpreéna ploi&ina (cm”) 2,54 4,01 1,25 3,80
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 103,68 100 79,73 83,82
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 91,34 63,34 87,2 81,05
Delez inhibicije 14 (%) 0 0 20,27 16,18
Delez inhibicije 13(%) 8,66 36,66 12,8 18,95
Jabolka
\ Tretiranje 6.1 6.2 6.3 6.4
Posoda 6
Tretiranje (cm) 1 2,5x2,9 2,7x2,8 2,5x2,7 2,5x2,7
Patogena gliva 2,7x2,9 2,8x2,9 2,7x3,0 2,4x2,5
Povpreéni r (cm) 1,38 1,40 1,36 1,26
Povpreéna plos¢ina (sz) 5,98 6,15 5,81 4,99
Tretiranje (cm) 5
Antagonist
Tretiranje 3 2,1x2,1 2,4%x2,5 2,2x2,5 2,2x2,4
Antagonist + 2h patog. 2,4x2,5 2,4x2,3 2,5%2,5 2,1x2,1
Povprecni r (cm) 1,14 1,20 1,21 1,10
Povprecna ploscina (sz) 4,08 452 4,60 3,80
Tretiranje 4 2,4x2,5 2,5x2,7 2,6x2,6 2,4x2,6
Antagonist + patogen hkrati 2,5x2,6 2,5x2,6 2,5%2,5 2,2x2,5
Povprecni r (cm) 1,25 1,29 1,28 1,21
Povprecna ploscina (sz) 4,91 5,23 5,14 4,60
Tretiranje patogena + 2h 5 2,4x2,3 2,4x2,5 2,4x2,7 2,4x2,6
Povprecni r (cm) 1,18 1,23 1,28 1,25
Povprecna ploscina (cmz) 4,37 4,75 5,14 491
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 82,11 85,04 88,47 92,18
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 93,36 95,16 89,50 77,39
Delez inhibicije 14 (%) 17,89 14,96 10,5 7,82
Delez inhibicije 13 (%) 6,64 4,84 10,5 22,61

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H2: Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Jabolka
Tretiranje
Posoda 7

7.1 7.2 7.3 7.4

Tretiranje (cm) 1 2,2x2,3 2,2x2,5 2,5x2,7 2,3x2,4
Patogena gliva 2,1x2,1 2,2x2,2 2,4x2,3 2,4x2,3
Povprecni r (cm) 1,09 1,14 1,24 1,18
Povprec¢na ploscina (sz) 3,73 4,08 4,83 4,37
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,8x1,7 1,7x1,1 2,0x2,4 2,0x2,1
Antagonist + 2h patog. 1,9x1,9 2,0x2,2
Povprecni r (cm) 0,88 0,70 1,03 1,08
Povprec¢na ploscina (sz) 2,43 1,54 3,33 3,66
Tretiranje 4 2,2x1,9 2,2x2,3 2,3x2,6 2,2x2,5
Antagonist + patogen hkrati 1,8x1,8 2,1x2,3 2,2x2,3 2,3x2,4
Povprecni r (cm) 0,96 1,11 1,18 1,18
Povprec¢na ploscina (sz) 2,89 3,87 4,37 4,37
Tretiranje 5 2,2x2,1 2,0x1,8 2,1x2,2 2,0x2,3
patogena + 2h 1,8x1,9 1,8x1,8

Povprecni r (cm) 1,00 0,93 1,08 1,08
Povprec¢na ploscina (sz) 4,14 2,72 3,66 3,66
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 77,48 94,85 90,48 100
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 58,7 56,62 90,98 100
Delez inhibicije 14 (%) 22,52 5,15 9,52 0
Delez inhibicije I3 (%) 41,30 43,38 9,02 0

Jabolka

\ Tretiranje 8.1 8.2 8.3 8.4
Posoda 8

Tretiranje (cm) 1 2,3x2,5 2,5x2,8 2,3x2,3 2,0x2,3
Patogena gliva 2,4x2,4 2,5x2,5 2,1x2,2 2,2x2,1
Povpreéni r (cm) 1,0 1,29 1,11 1,08
Povpre¢na ploi¢ina (cm®) 4,52 5,23 3,87 3,66
Tretiranje (cm) 5

Antagonist

Tretiranje 3 2,1x2,4 2,3x2,3 2,1x1,9 2 0x1.9
Antagonist + 2h patog. 2,0x1,9 1,8x1,8 2,1x2,1 o
Povpre¢ni r (cm) 1,05 1,03 1,03 0,98
Povpreéna ploi&ina (cm”) 3,46 3,33 3,33 3,02
Tretiranje 4 2,1x2,3 2,2x2,4 2,2x2,1 2,2x2,2
Antagonist + patogen hkrati 2,0x2,1 2,0x2,1 2,2x2,3 2,1x2,1
Povprecni r (cm) 1,06 1,09 1,10 1,08
Povprecna ploscina (sz) 3,53 3,73 3,80 3,66
Tretiranje 5 2,2x2,5 2,1x2,1 2,2x2,0 2,1x2,1
patogena + 2h 2,0x2,1
Povprecni r (cm) 1,18 1,05 1,05 1,04
Povprecna ploscina (cmz) 4,37 3,46 3,46 3,40
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 78,10 71,32 98,19 100
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 79,18 96,24 96,24 88,82
Delez inhibicije 14 (%) 21,9 28,68 1,81 0
Delez inhibicije 13 (%) 20,82 3,76 3,76 11,18

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H2: Rezultati testiranja pri sorti Gloster

Jabolka
Tretiranje 9.1
Posoda 9

9.2 9.3 9.4
Tretiranje (cm) 1 2,1x2,4 2,5%x2,6 2,1x1,9 1,4x1,9
Patogena gliva 2,0x2,3 2,4x2,5 2,0x2,1 1,8x2,0
Povprecni r (cm) 1,10 1,25 1,01 0,89
Povprec¢na ploscina (sz) 3,80 491 3,20 2,49
Tretiranje (cm) 2
Antagonist
Tretiranje 3 0,8x1,4 2,2x2,5 1,8x2,1 0,7x0,6
Antagonist + 2h patog. 2,2x2,3 1,5x1,0
Povprecni r (cm) 0,55 1,15 0,80 0,33
Povprec¢na ploscina (sz) 0,95 4,15 2,01 0,34
Tretiranje 4 2,0x2,1 2,5x2,6 1,8x2,0 1,9x1,6
Antagonist + patogen hkrati 2,0x2,1 2,6x2,4 1,9%x2,0 1,9x1,7
Povprecni r (cm) 1,03 1,26 0,96 0,89
Povprec¢na ploscina (sz) 3,33 4,99 2,89 2,49
Tretiranje 5 1,5x1,0 2,3x2,5 2,1x2,0 1,0x1,0
patogena + 2h 1,0x1,6 0,5x0,5
Povprecni r (cm) 0,64 1,2 1,03 0,38
Povprec¢na ploscina (cmz) 1,29 4,52 3,33 0,45
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 87,63 101,63 90,31 100
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 73,64 91,81 60,36 75,56
Delez inhibicije 14 (%) 12,37 0 9,69 0
Delez inhibicije I3 (%) 26,36 8,19 39,64 24,44
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Priloga H3

Rezultati testiranja pri sorti Zlati deliSes

Jabolka
Tretiranje 1.1 1.2
Posoda 1

1.3 14

Tretiranje (cm) 1 2,3x2,6 2,2x2,2 2,2x2,2 2,3x2,6
Patogena gliva 2,3x2,5 2,0x1,9 2,0x2,1 2,3x2,3
Povprecni r(cm) 1,21 1,04 1,06 1,19
Povp.plos¢ina (sz) 4,60 3,40 3,53 4,45
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,9x2,2 1,7x1,2 2,0x2,1 2,0x2,2
Antagonist + 2h patog. 2,1x2,1 1,4x1,4 1,7x1,3 2,0x2,0
Povprecni r (cm) 1,04 0,71 0,89 1,03
Povprecna ploscina (cmz) 3,40 1,58 2,49 3,33
Tretiranje 4 2,1x2,3 1,8x1,8 2,0x2,1 2,3x2,4
Antagonist + patogen hkrati 2,2X2,2 1,9x1,8 2,1x2,0 2,2x2,3
Povprecni r (cm) 1,10 0,91 1,03 1,15
Povprecna ploscina (cmz) 3,80 2,60 3,33 4,15
Tretiranje 5 2,2x2,5 1,5x1,3 1,9x1,9 2,2x2,3
patogena + 2h

Povpreéni r (cm) 1,18 0,70 0,95 1,13
Povprecna plosc¢ina (cmz) 4,37 1,54 2,83 4,01
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 82,6 76,47 94,33 93,26
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 77,8 102,6 87,99 83,04
Delez inhibicije 14 (%) 17,4 23,53 5,67 6,74
Delez inhibicije I3 (%) 22,2 0 12,01 16,96

Jabolka

\ Tretiranje 2.1 2.2 2.3 2.4
Posoda 2

Tretiranje (cm) 1 2,2x2,3 2,0x2,1 2,1x2,4 2,4%x2,5
Patogena gliva 2,1x2,0 1,7x1,8 2,0x2,2 2,4x2 .4
Povprecni r (cm) 1,08 0,95 1,09 1,21
Povpre¢na plo§éina (cm®) 3,66 2,83 3,73 4,60
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,9x1,9 1,5x1,8 1,6x1,8 2,2x2,1
Antagonist + 2h patog. 1,7x2,0

Povprecni r (cm) 0,94 0,83 0,85 1,08
Povpre¢na plo§éina (cm®) 2,77 2,16 2,27 3,66
Tretiranje 4 2,1x2,1 1,8x2,0 2,0x2,1 2,3x2,3
Antagonist + patogen hkrati 2,1x2,1 1,8x1,9 2,1x2,0 2,5x2,2
Povprecni r (cm) 1,05 0,94 1,03 1,16
Povprecna plosc¢ina (cmz) 3,46 2,77 3,33 4,23
Tretiranje 5 1,9x2,1 1,7x1,9 2,0x2,2 2,4x2,5
patogena + 2h 1,6x1,6 2,0x2,0 2,2x2,3
Povprecni r (cm) 1,00 0,85 1,03 1,18
Povprecna plos¢ina (sz) 3,14 2,27 3,33 4,37
Primerjava tretiranj P4/P1(%) 94,54 97,88 89,28 91,96
Primerjava tretiranj P3/P5(%) 88,22 95,15 68,17 83,75

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H3: Rezultati testiranja pri sorti Zlati delises

Delez inhibicije 14 (%) 5,46 2,12 10,72 8,04
Delez inhibicije 13(%) 11,78 4,85 31,83 16,25
Jabolka

\ Tretiranje 3.1 3.2 3.3 3.4
Posoda 3

Tretiranje (cm) 1 2,2x2,5 2,1x2,2 2,1x2,4 2,1x2,4
Patogena gliva 2,3x2,4 1,8x1,9 2,4x2,2 2,4x2,5
Povprecni r (cm) 1,18 1,00 1,14 1,18
Povprecna ploscina (cmz) 4,37 3,14 4,08 4,37
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,8x1,9 1,9%x2,0 2,0x1,6 2,0x1,9
Antagonist + 2h patog. 2,1x2,0 1,7x1,8

Povprecni r (cm) 0,98 0,98 0,89 0,98
Povprecna ploscina (cmz) 3,02 3,02 2,49 3,02
Tretiranje 4 2,0x1,9 1,9%x2,0 2,1x2,0 2,2x2,5
Antagonist + patogen hkrati 1,9x2,1 1,9x1,8 2,1x2,1 2,1x2,4
Povprecni r (cm) 0,99 0,95 1,04 1,15
Povprecna ploscina (cmz) 3,08 2,83 3,40 4,15
Tretiranje 5 2,1x2,8 2,0x2,1 2,0x1,9 2,2x2,4
patogena + 2h 2,1x1,8 2,3x2,2
Povprecni r (cm) 1,23 1,0 0,98 1,14
Povprecna plosc¢ina (cmz) 4,75 3,14 3,02 4,08
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 70,48 90,13 83,33 94,97
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 63,58 96,18 82,45 74,02
Delez inhibicije 14 (%) 29,52 9,87 16,67 5,05
Delez inhibicije 13 (%) 36,42 3,82 17,55 25,98

Jabolka

\ Tretiranje 4.1 4.2 43 44
Posoda 4

Tretiranje (cm) 1 2,6x2,7 2,1x2,0 1,9x2,1

Patogena gliva 2,4%x2,5 2,1x2,1 1,9x1,9

Povprecni r (cm) 1,28 1,04 0,98

Povpre¢na ploiéina (cm®) 5,14 3,40 3,02

Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 2,4%2,2 1,7x1,9 1,7x1,8 2,5%x2,5
Antagonist + 2h patog. 1,9x1,8 1,7x1,5 2,1x2,3
Povprecni r (cm) 1,15 0,91 0,84 1,18
Povprec¢na ploséina (sz) 4,15 2,60 2,22 4,37
Tretiranje 4 1,9x2,0 2,0x2,1 1,9x2,0

Antagonist + patogen hkrati 2,0x2,0 2,1x2,1 1,8x2,0

Povprecni r (cm) 0,99 1,04 0,96

Povprecna plosc¢ina (cmz) 3,08 3,40 2,89

Tretiranje 5 2,3x2,5 1,9x1,7 1,8x1,7 2,3x2,1
patogena + 2h 2,3x2,3

Povpreéni r (cm) 1,18 0,90 0,88 1,1
Povprecna plos¢ina (sz) 4,37 2,54 2,43 3,80
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 59,92 95,67

Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 95,0 91,36

Delez inhibicije 14 (%) 40,08 0 4,33

Delez inhibicije 13 (%) 5,0 0 8,64

se nadaljuje ...
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nadaljevanje Priloge H3: Rezultati testiranja pri sorti Zlati delises

Jabolka
Tretiranje 5.1 5.2 5.3 54
Posoda 5

Tretiranje (cm) 1 2,1x2,2 2,4x2,6 2,1x2,4 2,2x2,4
Patogena gliva 2,4x2,4 2,3x2,4 2,3x2,4 2,1x2,2
Povprecni r (cm) 1,14 1,21 1,15 1,11
Povprecna ploscina (cmz) 4,08 4,60 4,15 3,87
Tretiranje (cm) 2
Antagonist
Tretiranje 3 1,9x2,0 2,1x2,4 2,2x2,1 2,0x1,3
Antagonist + 2h patog. 2,0x1,8 2,1x2,2 1,8x1,7
Povprecni r (cm) 0,96 1,10 1,08 0,85
Povprecna ploscina (cmz) 2,89 3,80 3,66 2,27
Tretiranje 2,2x2,3 2,2x2,6 2,0x2,0 2,3x2,4
Antagonist + patogen hkrati 4

2,3x2,3 2,4x2,4 2,0x2,1 2,1x2,1
Povprecni r (cm) 1,14 1,20 1,01 1,11
Povprecna ploscina (cmz) 4,08 4,52 3,20 3,87
Tretiranje 5 2,1x1,9 2,3x2,3 2,3x2,5 2,0x1,9
patogena + 2h 2,3x2,4
Povprecni r (cm) 1,0 1,15 1,19 0,98
Povpre¢na plo§¢ina (cm®) 3,14 4,15 4,45 3,02
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 98,26 77,11
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 92,04 91,57 82,25 75,17
Delez inhibicije 14 (%) 0 1,74 22,89 0
Delez inhibicije 13 (%) 7.96 8,43 17,75 24,83

Jabolka
Tretiranje 6.1 6.2 6.3 6.4

Posoda 6
Tretiranje (cm) 1 2,0x2,0 2,6x2,8 1,9x2,0 2,4%x2,4
Patogena gliva 2,0x1,7 2,6x2,8 1,7x1,8 2,4x2 4
Povprecni r (cm) 0,96 1,34 0,93 1,20
Povpreé¢na ploséina (sz) 2,89 5,64 2,71 452
Tretiranje (cm) 2
Antagonist
Tretiranje 3 1,5x1,7 2,3x2,2 1,8x2,0 2,5x2,6
Antagonist + 2h patog. 1,3x1,4 2,3x2,4 1,5x1,6 2,3x2,2
Povprecni r (cm) 0,74 1,15 0,86 1,20
Povprecna plosc¢ina (cmz) 1,72 4,15 2,32 4,52
Tretiranje 4 1,7x2,0 2,7x2,7 1,8x2,0 1,9x2,2
Antagonist + patogen hkrati 1,8x1,7 2,5%2,5 1,8x1,6 2,6x2,5
Povprecni r (cm) 0,90 1,30 0,9 1,15
Povprecna plosc¢ina (cmz) 2,54 531 2,54 4,15
Tretiranje patogena + 2h 5
Povprecni r (cm)
Povprecna ploi&ina (cm’)
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 87,89 94,15 93,73 91,81
Primerjava tretiranj P3/P5 (%)
Delez inhibicije 14 (%) 12,11 5,85 6,27 8,19

Delez inhibicije 13 (%)

se nadaljuje ...
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Jabolka

\ Tretiranje 7.1 7.2 7.3 7.4
Posoda 7

Tretiranje (cm) 1 2,0x2,2 2,0x2,1 1,6x1,6 2,0x2,0
Patogena gliva 2,0x2,0 2,0x2,0 1,8x1,7 1,9x2,1
Povprecni r (cm) 1,03 1,01 0,84 1,00
Povprecna ploscina (cmz) 3,33 3,20 2,22 3,14
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 1,9x1,8 1,6x1,2 1,9x2,1 1,7x1,8
Antagonist + 2h patog. 1,2x1,5 1,8x1,9

Povprecni r (cm) 0,93 0,69 0,96 0,83
Povprecna ploscina (cmz) 2,72 1,49 2,89 2,43
Tretiranje 4 2,0x2,0 2,1x2,2 1,7x1,5 2,0x1,9
Antagonist + patogen hkrati 1,8x1,8 1,8x1,9 1,6x1,7 1,9%x2,1
Povprecni r (cm) 0,95 1,00 0,81 0,93
Povprecna ploscina (cmz) 2,83 3,14 2,06 3,08
Tretiranje 5 2,0x2,3 1,8x1,7 2,0x2,4 1,8x1,7
patogena + 2h 1,9x1,9 1,8x1,8
Povprecni r (cm) 1,01 0,88 1,10 0,89
Povprecna plosc¢ina (cmz) 3,20 2,43 3,80 2,49
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 84,98 98,1 92,79 98,09
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 85,00 61,32 76,05 97,60
Delez inhibicije 14 (%) 15,02 1,9 7,21 1,91
Delez inhibicije 13 (%) 15,00 38,68 23,95 2,40

Jabolka

\ Tretiranje 8.1 8.2 8.3 8.4
Posoda 8

Tretiranje (cm) 1 2,0x2,4 2,2x2,3 1,8x2,2 2,2x2,4
Patogena gliva 2,2x2,3 2,0x2,0 2,1x2,1 2,2x2,3
Povprecni r (cm) 1,11 1,06 1,03 1,14
Povpre¢na plo§éina (cm®) 3,87 3,53 3,33 4,08
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 2,0x2,1 1,8x1,8 2,0x1,9 2,0x1,9
Antagonist + 2h patog. 1,6x1,7 1,9x1,8

Povprecni r (cm) 1,03 0,86 0,95 0,98
Povprecna plo§¢ina (sz) 3,33 2,32 2,83 3,02
Tretiranje 4 2,0x2,3 2,2x2,2 2,0x1,9 2,1x2,3
Antagonist + patogen hkrati 2,1x2,1 2,0x2,0 2,0x2,1 2,1x2,2
Povprecni r (cm) 1,06 1,05 1,00 1,09
Povprecna plosc¢ina (cmz) 3,53 3,46 3,14 3,73
Tretiranje 5 2,0x2,2 2,0x2,2 2,1x1,7 1,9%x2,0
patogena + 2h 2,1x2,4 2,1x2,0
Povprecni r (cm) 1,09 1,05 0,95 1,00
Povprecna plos¢ina (sz) 3,73 3,46 2,83 3,14
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 91,21 98,02 94,29 91,42
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 89,28 67,05 96,18
Delez inhibicije 14 (%) 8,79 1,98 571 8,58
Delez inhibicije 13 (%) 10,72 32,95 0 3,82

se nadaljuje ...
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Jabolka

\ Tretiranje 9.1 9.2 9.3 9.4
Posoda 9

Tretiranje (cm) 1 2,2x2,4 2,5x2,7 2,4x2,4 2,4x2,7
Patogena gliva 2,4x2,4 2,5x2,6 2,1x2,2 2,4x2,3
Povprecni r (cm) 1,18 1,29 1,14 1,23
Povprecna ploscina (cmz) 4,37 5,23 4,08 4,75
Tretiranje (cm) 2

Antagonist

Tretiranje 3 2,2x2,3 2,4x2,5 2,0x2,0 2,0x2,4
Antagonist + 2h patog. 2,3x2,3 2,3x2,4 2,0x1,9

Povprecni r (cm) 1,14 1,20 0,99 1,10
Povprecna ploscina (cmz) 4,08 4,52 3,08 3,80
Tretiranje 4 2,3x2,3 2,4x2,7 2,1x2,1 2,4x2,4
Antagonist + patogen hkrati 2,3X2,3 2,4x2,5 2,0x2,0 2,4x2,3
Povprecni r (cm) 1,15 1,25 1,03 1,19
Povprecna ploscina (cmz) 4,15 491 3,33 4,45
Tretiranje 5 2,4x2,5 2,5x2,3 2,0x2,0 2,3x2,4
patogena + 2h 2,3x2,3
Povprecni r (cm) 1,23 1,2 1,00 1,16
Povprecna plosc¢ina (cmz) 4,75 4,52 3,14 4,23
Primerjava tretiranj P4/P1 (%) 94,97 93,88 81,62 93,68
Primerjava tretiranj P3/P5 (%) 85,89 98,09 89,83
Delez inhibicije 14 (%) 5,03 6,12 18,38 6,32
Delez inhibicije 13 (%) 14,11 0 1,91 10,17




