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Predgovor

Vocarska proizvodnja zauzima Zi@no mjesto u poljoprivrednoj
proizvodnji Republike Hrvatske. M@ zastupljenim vénim vrstama
svojim svojstvima istie se viSnja MaraskaPfunus cerasusvar.
marasca. Uzgoj viSnje Maraske najviSe se raSirio u Ravikatarima
gdje se ona danas smatra autohtonom vrstom. Ajeainnog uzgoja u
kojem postize optimalna svojstva ploda je od Zadm Makarske.
Trenutno je na podiju Zadarske, Sibensko-kninske i Splitsko-
dalmatinske Zupanije za®zno izméu 500 i 600 ha viSnje Maraske,
odnosno izméu 250.000 i 300.000 stabala @¢dga najviSe otpada na
Zadarsku zupaniju - oko 450 ha odnosno oko 230€@bala. Ukupna
proizvodnja u Republici Hrvatskoj je trenutno okd®d0 tona, odtega
najvei dio otpada na Zadarsku zupaniju. Tehnologija jzg®zastarjela,
a razina znanja manjih privatnih proidasa je u nekim sferama
agrotehnike i pomotehnike vrlo niska. Previadawaskan tip uzgoja sa
razmacima sadnje 6 x 6 m (277 stabala/ha), 6 x(33& stabala/ha) i 5 x
4 m (500 stabala/ha). Udalaijeni uzgojni oblik je vaza sa tri skeletne
grane. Ovakva tehnologija uzgoja odgovarala jeek@adasnje proizvodne
uvjete kada se koristila Siroka mehanizacija dnau berba. Uvienjem
moderne mehanizacije u intenzivne nasade, kojadarostalog ukljduje
I strojnu rezidbu i strojnu berbu trégma ili kombajnima, javlja se
potreba za promjenom tehnologije. Neophodno je mmozieati uzgoj Sto
se osobito odnosi na berbu na koju otpada veliktidiskova uzgoja. U
pogledu zdravstvenog stanja sadnog materijala ekeigé potrebno je
intenzivirati znanstveno istraZidta rad i istraziti nove klonove vrijednih
svojstava te unaprijediti rasadarsku proizvodnju formiranjem matiog
nasada sa sadnim materijalom testiranim na najeazwirusne i
bakterijske bolesti. Procjena je da prehrambenausiiga u ovom
trenutku zajedno sa izvozom i trgovinom na malo enpddnijeti izméu
6.000 i 10.000 t ploda za Sto bi trebalo godko 200 ha novih nasada.



1. Povijest uzgoja visSnje Maraske u Hrvatskoj

Visnja MaraskaRrunus cerasusar. marasca se prvi put kao pisani
trag spominje u Zadru 1399. godine kada je u hilfkim spisima
zabiljezeno jedno veliko stablo maraske neposrednoj blizini samoga
grada Zadra. Radilo se o podjeli jednog vinograda ¢gmu meéa
zapainje od velikog stabla Maraskeal§ arbore marascarum magfaS
agronomskog aspekta zanimljivo je da se stablo skarapominje kao
veliko dakle i staro, Sto navodi da je njezin uzbm poznat i prije tog
vremena. Daljnji zapisi datiraju iz 1447. godined&ase posredno
spominje uzgoj viSnje Maraske, jer odredbe donededa propisuju
pristojbe koje seljaci moraju platiti prilikom do$enja plodova na Veliki
trg u gradu Zadru. Zanimljivo je da se u tom dokatnespominju
plodovi treSnje deresu} i viSnje Maraske rharascd te da je plod
Maraske imao W vrijednost. Proizvodnja i uzgoj visSnje Maraskeuse
srednjem vijeku intenzivira kada ljekarnik dominilskog samostana na
prijelazu iz 15. u 16. stolje od viSnje Maraske priprema tipn i
aromatéan liker 'rozolj". Kako je mletéki senat poticao proizvodnju
likera ona se brzo Siri i zadarski liker postajemat, te se \ejavlja
nekoliko proizvaaca (Carceniga, Rota, Mola). Kako raste proizvodnja
likera, raste i potreba za plodom i listom te sezim uzgoj Siri u Ravnim
kotarima, ali i drugim dijelovima obale. Preokredstaje 1759. godine
kada proizvodnju likera zapmje Francesco Drioli Sto je i petak
industrijske proizvodnje likera u Zadru. Potkraj} $®ljea u gradu je we
djelovalo desetak proizdaca sa oko 35 razlitih likera od kojih je
najzna&ayjniji bio Rosolio MaraskinoRecepture su bile tajne i nisu se do
danasnjeg dana otkrivale. Pravi industrijskéingoroizvodnje nastaje na
prijelazu iz 18. u 19. stolfje te je do kraja 19. i getkom 20. stoljéa
ve¢ bilo prisutno nekoliko industrijskih destilerijaDfioli, Luxardo,
Shalich, Pivac, Vlahov itd.). Uzgoj viSnje Maraskaste, te se biljezi
otkup ploda iz vénjaka u Ravnim kotarima, Poljica i Sibenika, a Kigsn
se uzgoj Siri na podtje Makarske, osobito na otok BraVrhunac
proizvodnje viSnja Maraska dostize sedamdesetilinggoroslog stoljéa
kada je, prema dostupnim podacima, broj stabalgt@&o 1.000.000 te
je zabiliezena i rekordna proizvodnja od 12.150atoSezdesetih i
sedamdesetih godina proslog stédjeu Ravnim kotarima se je idida



maslina a sadila viSnja Maraska. Od tada broj &ab&oli¢ina ploda
pada, a uzgoj se zadrzao prakitisamo na podkiju Ravnih kotara gdje je
danas relativno stabilan ponajviSe zahvaljujuornici Maraska d.d. koja
uz svoju plantazu "Viane" redovito i otkupljuje sve raspolozive kolie
ploda.

2. Opis visSnje Maraske

Pradomovina viSnje Maraske je prostor iZimeCrnog mora i
Kaspijskog jezera odakle je u prvoj epohiclgr-rimske civilizacije
proSirena dillem Europe pa tako i do nasih krajaéyagoj se zadrzao i
zaustavio bas na odienom dijelu Dalmatinske obale gdje plodovi visnje
Maraske, vjerojatno zahvaljuyjukombinaciji utjecaja klime i tla postizu
izuzetna svojstva. Visnja Maraska spada u staledaSied Rosales
porodicaRosaceagerod Prunus(Prunus cerasusar. marascd. Deblo je
ravno i tamnosmie boje. KroSnja je razvijena, okruglasta, srednje
velicine s time da postoji i viseili pendula tip te uspravni ilrecta tip
kroSnje. List je eliptian do lancetast, tamno zelene boje, prema vrhu
blago Siljast. Plod je sitan i vrlo aromatn, sitniji nego kod viSnje sa
vecim udjelom sjemenke (Slika 1.). Progpa veltina ploda je 14 — 18
mm, teZine 2,50 g sa udjeloméea u prosjeku od 23 — 26 °Brix

Slika 1. Plodovi vidnje
Maraske pred berbu




3. Dosadasnje spoznaje iz podrtja istrazivanja projekta

Kod viSnje Maraske prva istrazivanja vezana uzsrieubolesti rdena
su krajem sedamdesetih godina proslog staliSaré i Velagic, 1980)
pri cemu je utvdena prisutnost virusa nekrérie prstenaste pjegavosti
(Prunus necrotic ringspot viry$?NRYV), virusa krzljavosti SljivéPrune
dwarf virus PDV), virusa mozaika guSarka&rébis mosaic virusArmV),
latentnog virusa prstenaste pjegavosti jag&@teagvberry latent ringspot
virus, SLRV), virusa mozaika krastavo@ycumber mosaic viruCMV) i
virusa mozaika sojeSpwbane mosaic viru§MV). Od 1988. Zavod za
zastitu bilja (sada u sklopu Hrvatskog centra zhopavredu, hranu i
selo) radi monitoring virusa Sarke Sljive u miajacima te je u vise
navrata ututena prisutnost navedenog virusa. Pisanih podataka o
ucestalosti pojave preostalih 15 virusa koji se navadpreporukama
Europske i mediteranske organizacije za zastitja European and
Mediterranead Plant Protection OrganisatioiPPO-a) nema. Prema
iskustvima zemalja iz regije, prvenstveno Srbijeaidc i sur., 2007), za
ocekivati je véu pojavnost viroza kod biljaka koje se trenutnoidterkao
izvori pupova u proizvodnji sadnog materijala. Té#Q dosadasSnja
istrazivanja utvrdila su veliku ghost izmeéu sorti Maraska i Obtanska,
narcito pri koriStenju SSR markera te je zbog toga ntagpogresSna
identifikacija.

4. Skraéeni prikaz projekta

Jedan od osnovnih preduvjeta za odrzivu proizvodignje Maraske
je koriStenje zdravog sadnog materijala visoke ngotiistoce. Visnja
Maraska autohtona je sorta visSnje Republike Hneatglja se zbog svog
kemijskog sastava smatra najukusnijom viSnjom ngetsv Njezini
najbolji uzgojni rezultati postizu se na podjituod Zadra do Makarske.
lako jako popularna i izvan Hrvatske (potroSnja wesem stanju,
kompoti, dzemovi, marmelade, konditorska industsjakovi, likeri, itd.)
kod ove sorte, i pored svih ranije spomenutih posest, na trziStu ne
postoji certificirani sadni materijal tj. materijpfoizveden po standardima
propisanima od strane Europske i mediteranske @r@eje za zastitu



bila. Navedena organizacija standardom PM 4/29(@Jnosno
certifikacijskom shemom za tresnju i viSnju (Anorous, 2000) propisuje
da bi zdravstveno ispravan sadni materijal viSmgbdo biti slobodan
odnosno testiran na sljede 15 virusa: virus klorotine lisne pjegavosti
jabuke Apple chlorotic leaf spot trichovirusACLSYV), virus mozaika
jabuke Apple mosaic illarvirusApMV), virus mozaika guSarkéA(abis
mosaic nepovirysArMV), virus zvjezdastog mozaika petunijBgtunia
asteroid mosaic tombusvirusPAMV) te talijanski virus prstenaste
pjegavosti karanfila Garnation Italian ringspot tombusviru<IRV) —
uzrainike virusnog raka tresnje, virus zelenog prstertpsarenila treSnje
(Cherry green ring mottle foveaviru§GRMYV), virus uvijenosti lista
treSnje Cherry leaf roll nepovirus CLRV), male viruse treSnje 1 i 2
(Little cherry closterovirud i 2, LChV-1 i LChV-2), virus Sarenila lista
treSnje Cherry mottle leaf trichovirusChMLV) virus krzljavosti Sljive
(Prune dwarf ilarvirus PDV), virus nekrotine prstenaste pjegavosti
treSnje Prunus necrotic ringspot ilarvirysPNRSV), virus prstenaste
pjegavosti malineKaspberry ringspot nepoviruRpRSV), latentni virus
prstenaste pjegavosti jagodé&trawberry latent ringspot nepovirus
SLRSV), virus crnih prstenova t&e (Tomato black ring nepovirus
TBRV). Takaier, prema navedenom standardu kandidati za predaisno
sadni materijal trebali bi biti slobodni i od stigih bakterija:
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syrirgyaenorsprunorumi
Xanthomonas arboricolpv. pruni.

Osim navedenog problem je Sto mnoge autohtone sod@ vise
naziva (sinonima), &est je sldaj da se jedinim imenom naziva viSe
razlicitih genotipova (homonimi). Klasne metode identifikacije sorata
zahtijevaju skupa viSegodiSnja mjerenja u posebrpajrdranim
eksperimentalnim nasadima. Suvremene molekularnetgke metode
omogwavaju brzu i pouzdanu identifikaciju sorte. Upoteb
mikrosatelitskin (SSR) markera mdguje utvrditi jedinstveni genetski
profil viSnje Maraske te osigurati sorttistocu mattnog nasada.



5. Ciljevi projekta

Cilj projekta bio je iz proizvodnih nasada u glammouzgojnom
podrwju viSnje Maraske (Ravni kotari) odabrati oko 2@&bala od kojih
su se neka u prijasnjim godinama pokazala kaoastddibrih proizvodnih
svojstava (kollina i kvaliteta prinosa, otpornost na glfime bolesti i
Stetnike). Na odabranim stablima provedeno jertegg na prisutnost 15
ekonomski zn&jnih virusa propisanih po EPPO standardu PM 4)29(1
odnosno po certifikacijskoj shemi za treSnju i wisSJ svrhu provdenja
testova prisutnost virusa u periodu mirovanja ekijm vegetacije sa
odabranih biljaka uzeti su prikladni uzorci (listogrartice). Testiranje je
provedeno koriStenjem raciiih izvedbi enzimatsko-seroloSke metode
ELISA (eng.enzyme-linked immunosorbent agsayolekularne metode
lancane reakcije polimeraze nakon obrnutog prepisivde®. reverse
transcription polymerase chain reactickratica RT-PCR).

Kod biljaka slobodnih od svih testiranih virusa @ine sa najmanjim
brojem virusa napravljen je njihov genetski profprimjenom
mikrosatelitskih SSR markera kao potvrda da se cadorti Maraski.
Neke od biljaka slobodne od svih navedenih virusstirane su na
prisutnost ekonomski ztajnih bakterioza. U stiaju da se ne utvrdi niti
jedna biljka slobodna od virusa one zarazene sargjm brojem virusa,
a za koje se genetskim analizama potvrdi da prjpastarti Maraski, bit
¢e predlozene za postupak ozdravljenja.
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6. Aktivnosti po fazama istrazivanja

Planirano istrazivanje podijeljeno je u 3 glavneefgpri ¢emu se
detaljan opis planiranih radnji po pojedinim fazamalazi u Tablici 1.

Tablica 1. Detaljan prikaz planiranih aktivnostptojektu po razitim

fazama istrazivanja

| FAZA

Odabir i obiljezavanje stabala viSnje Maraske
dobrih proizvodnih svojstava

Uzimanje uzoraka l&/grargica za
laboratorijsko testiranje na prisutnost virusa

I FAZA

Laboratorijsko testiranje uzoraka na prisutnost
virusa primjenom metode ELISA i
molekularnom metodom RT-PCR

Uzimanje uzoraka sa mogh bezvirusnih
biljaka za izradu genetskog profila upotrebom
mikrosatelitskih (SSR) markera

I FAZA

Objedinjavanje rezultata laboratorijskih analiza
(viroloskih i genetikih)

Analize na prisutnost bakterija

Davanje preporuke o pogodnosti pojedinil
biljaka kao potencijalnih kandidata za
predosnovni sadni materijal ili za postupak
ozdravljenja

Davanje smjernica za podizanje kvalitete
sadnog materijala viSnje Maraske
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7. Materijali i metode istrazivanja
7.1. Istrazivanje zdravstvenog stanja

U najve&em nasadu visnje Maraske ,V¥lae" smjeStenom u Zemuniku
Donjem (Slika 2.) u vlasnistvu

tvrtke Maraska d.d. postavil
smo pokus provjere
zdravstvenog stanja u pogled
zarazenosti  virozama
genettke evaluacije naveden
sorte. Kako bi u nasadu od ok
190 hektara dobili $to boljifitis
uvid u zdravstveno stanje nj
razlicitim dijelovima nasada
odabrano je i ozr@no 205
stabala (Slika 3.). Stabla s Slika 2. Plantaza viSnje Maraske
odabrana temeljem vizualno *Viagine” u kojem je provedeno
uvida u koltinu uroda, Istrazivanje

veli¢inu i obojenost plod, ocjenu zdravstvenog stanjaitesvrstane u
kategorije potencijalno boljih (elitnih), osrednjitslabijin. Od navedenih
205 stabala 51 stablo je ozeao kao elitno (potencualne bl|jke za
genettke analize i matha Fi o g

stabla za proizvodnju;
bezvirusnog sadnoge
materijala), 103 kao osredn;
(prosje&na) stabla te 51 stabl
kao slabije (krzljava, slabg
bujna koja se djelorino ili 5
potpuno suse). Ovakvé
zastupljenost stabala odabra o

objektivnijeg uvida urc
pojavnost viroza u cijelom
nasadu Sto je bio prvi cil]
predloZzenog projekta. Krajen.

Slika 3. Ozn&avanje stabala ukljenih u
istraZivanj
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lipnja 2014., odnosno pred berbu, sa @éeméh stabala uzeti su uzorci
listova sacetiri razlicite strane krosSnje (zbog nejedriolog rasporeda
virusa) te su sva stabla testirana metodom ELISArisatnost 11 virusa:
virus klorotine lisne pjegavosti jabukeAgple chlorotic leaf spot
trichovirus ACLSV), virus mozaika jabukeApple mosaic illarvirus
ApMV), virus mozaika guSarkeAfabis mosaic nepovirys\rMV), virus
zvjezdastog mozaika petunijdPdtunia asteroid mosaic tombusviyus
PAMV), virus uvijenosti lista tresSnjeCherry leaf roll nepovirusCLRV),
virus krzljavosti Sljive Prune dwarf ilarvirus PDV), virus nekrotine
prstenaste pjegavosti tresSnjePrnus necrotic ringspot ilarvirys
PNRSV), virus prstenaste pjegavosti malinRagpberry ringspot
nepovirus RpRSV), latentni virus prstenaste pjegavosti (BEgo
(Strawberry latent ringspot nepoviruSLRSV) te virus crnih prstenova
rajcice (Tomato black ring nepoviry§BRV). Budii da prema trenutno
vazeoj legislativi u Republici Hrvatskoj sadni matelij@Snje treba biti
testiran samo na virus Sarke Sljivel(m pox potyvirusPPV), stabla su
dodatno testirana i na navedeni virus. Za dokapvamtine virusa
koriStena je tzv. dvostruka protutijelna sed&LISA (eng. double
antibody_sandwich ELISAskra&eno DAS-ELISA)¢iji shematski prikaz
se nalazi na Slici 4. U navedenom testiranju keniSsu komercijalni
ELISA-pribori njem&kog proizvaiata LOEWE® Biochemica GmbH.
Zbog vrlo oskudnih literaturnih podataka o optintain vremenu
uzorkovanja za testiranje na viruse (ovisi 0 proniy®j koncentraciji
virusa unutar kroSnje), ponovno su tijekom studed0f4.g. odnosno u
mirovanju vegetacije sa svih 205 stabala ponovrati wzorci. Uzorci su
se u ovom sltaju sastojali od graica (4 gradice po stablu, po jedna
uzeta sa isttne, zapadne, sjeverne i juzne strane krosSnje) gh }j@
sastrugano floemsko tkivo koje je pomijeSano u jptos uzorak te je on
metodom ELISA ponovno analiziran na prisutnostjeaspomenutih 11
virusa.
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Uzorci pomijesani
Homogenizacija tkiva lista ili floema granidice viSnje Maraske u sa ekstrakcijskim
tarioniku uz pomo¢ tucka i tekuéeg dusika puferom

Inkubacija 37°C,4 h Nanosenje protutijela za oblaganje na
l mikrotitarsku plodicu

Centrifugiranje uzoraka s ciljem
taloZenja sluzi i grubljih biljnih
dijelova

Ispiranje 4X

! |

Oblaganje plocice s
konjugiranim
protutijelima,

inkubacija 37°C,4 h

Ispiranje 4X uz ¢ekanje od 3 min Nano$enje uzoraka na ploticu te Ispiranje 4X
nakon svakog punjenja inkubacija preko noéi na 4°C

Oditavanje rezultata na spektrofotometru sat i dva sata Dodavanje supstrata otopljenog
nakon dodavanja supstrata u supstratnom pufern

Slika 4. Shematski prikaz testiranja uzoraka viSnje Maraskerisutnost virusa
metodom DAS-ELISA
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Elitna stabla u kojima nije utéena prisutnost 11 ranije spomenutih
virusa u dva roka testiranja dodatno su provjeneagorisutnosteetiri
virusa metodom lafane reakcije polimeraze nakon obrnutog prepisivanja
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reacti®i-PCR). Navedena
¢etiri virusa bila su mali virus treSnje 1 i Ritfle cherry closterovirus 1
2, LChV-1, LChV-2), virus Sarenila lista treSnj€Herry mottle leaf
trichovirus ChMLYV) te virus zelenog prstenastog SarenilanjeefCherry
green ring mottle foveaviry€GRMV). Takater, dva stabla slobodna od
svih 15 virusa testirana su na prisutnost bakteBigkterioloSko testiranje
provedeno je u Zavodu za zaStitu bilja pri Hrvatskaentru za
poljoprivredu, hranu i selo. Pri tome je koriStenmetoda uzgoja na
hranjivoj podlozi i metoda lamne reakcije polimeraze (PCR) uz
koriStenje specitinih dijagnostikin pocetnica. Uzorci su prikupljeni u
fazi cvatnje koja se smatra optimalnom za testranrg bakterije iz roda
PseudomonagSlika 5.).

Slika 5. Uzimanje uzoraka
za analize na bakterije iz
rodaPseudomonas
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7.2. Genetéke i pomoloske analize

Molekularno—genetke metode identifikacije sorata zasnivaju se
na analizi varijabilnosti nasljedne tvari (deoksimukleinska kiselina ili
DNK odnosno eng. deoxyribonucleic acid ili DNA). Brojnim
eksperimentima na ragiiim vrstama poljoprivrednog bilja je poteno
da je DNA molekula vrlo konzervativha i da se umuteormalnih
uzgojnih uvjeta putem vegetativhog razmnozZavangam@si iz generacije
u generaciju u pravilu bez utjecaja okoliS@imbenika (Malett i sur.,
2008). Rezultati analize DNA molekule mogu biti yereni istom
metodom u bilo kojem laboratoriju na svijetu i Uokkojoj razvojnoj fazi
biljke. Postoji viSe vrsta DNA markera, a za pog&retlentifikacije sorata
nage&e se koriste SSR markeri (erf@mple Sequence Repgaignosno
mikrosateliti. Mikrosateliti su speciini dijelovi DNA molekule koji se
sastoje iz viSestruko ponavljgjh kratkih nukleotidnih nizova prdemu
ponavljajii motivi mogu biti gotovo svi oblici sekvenci: odednog
nukleotida do nekoliko tisa nukleotida (Ellegren, 2004.). Unutar
genoma svih Zivih organizama ponavljgusekvence su vrlo prisutne i
raSirene. Tipgina mikrosatelitska sekvenca se sastoji od pet doliké
sto ponavljanja osnovnog mikrosatelitskog motivapr(n (GA)n).
Mikrosatelitski markeri sdesto koriSteni zbog velikog polimorfizma koji
je uglavnom uzrokovan varijacijama u duzini ponajujeg motiva. Za
umnozavanje mikrosatelitskin lokusa potrebno jerditv jedinstveni
sekvencu u regiji DNA oko ponavljajag motiva. Jedinstvena sekvenca
pokraj ponavljajdeg (SSR) motiva omoguje umnazanje samo Zeljenog
dijela DNA molekule, tj. speciénost samo za taj lokus.

U lipnju te tijekom rujna 2014. god. sa 51 stablabrh
gospodarskih svojstava (tzv. elitna) uzeti su uzlistova za genetke
analize te je napravljena procjena tipa rasta (pkncerekta), bujnost,
rodnost i obojenost ploda (Slika 6.). Parametri koge je obréena
posebna pozornost bili su ujedeao dozrijevanje, valina ploda, duzina
peteljke te sénost i j&ina arome. Na 11 uzoraka koji su se pokazali
bezvirusnima prema testiranjima tijekom vegetacipavljena je
genettka analiza primjenom metode mikrosatelitskin (SSRarkera.
Analiza SSR lokusa sastojala se od nekoliko sukn#@sikoraka (Slika
7.). Uzorci listova prikupljeni u nasadu “\&iae” osuSeni su postupkom
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liofilizacije ¢ime je iz njih N8
uklonjena sva voda kojg
nije kemijski vezana (Slika
7. A). Suho stanjefS
omogu«ilo je da budu
samljeveni u fini pra
(Slika 7. B) nakortega |
slijedila ekstrakcija DNA
prema uputama
proizvadaca pribora za
ekstrakciju. U tu svrhu® :
koristen je  PeqGOLD  giika 6. Slikanje listova i uzimanje uzoraka
Plant DNA mini kit za genetika istraZivanja

(Peqlab, Njemeka).

Nakon ekstrakcije provjerena je koha i kvaliteta dobivene DNA
koriStenjem agaroznih gelova (Slika 7. D). Eana reakcija polimeraze
(eng. Polymerase Chain ReactipiPCR) koriStena je za umnozavanje
odabranih mikrosatelitskih lokusa koji se uglpeno koriste za analize
sorata viSanja. Ukupno je amplificirano 20 SSR &&uopisanih u
radovima Dirlevanger i sur. (2002), Cipriani i s(t999) te Clarke i
Tobbut (2009). Nakon reakcije umnoZavanja dobivendodukti su
elektroforetski razdvojeni upotrebom kapilarnog \saicera ABI 3130
Genetix Analyzer (Applied Biosystems, SAD) (slika k&) te su dobiveni
elektroforegrami upotrebom GeneMapper 4.0 (Appliedigstems, SAD)
softverskog paketa (Slika 7. G). Na kraju je dohivBSR profil sorte
Maraske usporiEn sa poznatim profilima ostalih do sada anali#iran
sorata (npr. Rexelle, Kelleris 14 i 16m, Qinmeska, Cigatica, KereSka,
itd.). U lipnju 2015. god., odnosno pred samu berbu, ¢géayé dodatni
obilazak bezvirusnih stabala te su uzeti uzorcdpl@ za pomoloSke i
kemijske analize. Na samim stablima ponovo je og#ea bujnost,
rodnost i tip rasta, a na uzorcima plodova (n=3f)ravljena je analiza
obojenosti kolorimetrom; izmjerena je masa ploda ifgasa peteljke (g);
duzina, Sirina i visina ploda (mm); duzina petelfkem), te je ututen
sadrzaj topive suhe tvari (°Brix), pH vrijednostoka ukupni sadrzaj
kiselina.
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Slika 7. Uzorci listova uzeti u vinjaku se suSe u liofilizatoru, ustinjavaju u fini
prah i koriste u postupku ekstrakcije DNA upotrebodgovarajdeg pribora (A, B

i C). Nakon toga provjerava se koncentracija i ketd DNA na agaroznom gelu
(D) i odgovarajda kolicina DNA koristi se za umnoZavanje SSR lokusa (Ekadw
amplifikacije uzorci se elektroforetski razdvajgpomaiu kapilarnog sekvencera
ABI3130 (F) te se vdline alela ¢itavaju poméu GeneMapper 4.0 softvera (G).
Krajnji rezultat SSR analize je tablica k@jai jedinistveni SSR profil sorte (H).
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8. Rezultati
8.1. Rezultati istrazivanja zdravstvenog stanja

Metodom ELISA utvdena je relativno velika pojavnost virusa
nekrotiéne prstenaste pjegavosti treSnje (99 stabala, 48,B¥&natno
manjoj zastupljenosti utdeni su: virus zvjezdastog mozaika petunije i
virus krzljavosti Sljive (10 stabla, 4,9%), virugsfenaste pjegavosti
maline (7 stabala, 3,4%), virus uvijenosti listasStrje, virus mozaika
guSarke te virus Sarke Sljive (po 3 stabla, 1,5#tls mozaika jabuke (1
stablo, 0,5%). Preostali virusi obuldeai istrazivanjem (virus klorathe
prstenaste pjegavosti jabuke, latentni virus pesten pjegavosti jagode,
virus crnih prstenova rége) nisu potwieni niti u jednom stablu.
Usporeiuju¢i rezultate testiranja u vegetaciji (lipanj)) i mienju
vegetacije (studeni) pouzdanijima su se pokazaldobiveni testiranjem
u mirovanju vegetacije, odnosno u testiranju u tkoje kao potencijalni
izvor virusa koristeno floemsko tkivo dobiveno gfanjem sa gratica.

Od paetnog 51. elitnog stabla nakon provedenih analiaa n
viruse slobodnim od 11 virusa pokazalo se 17 ssabaljihovim
testiranjem na dodatn&etiri virusa metodom RT-PCR uz KkoriStenje
specifénih parova péetnica kod joS Sest stabala udfemna je prisutnost
malog virusa treSnje 2. Tako je u kongei broj bezvirusnih elitnih
stabala slobodnih od 15 virusa iznosio 11.

Simptomi zabiljezenih na stablima viSnje Maraskeazanima
pojedinim virusima te njihovi opisi nalaze se n&aha od 8 do 15.
Medutim, treba naglasiti da sva zarazena stabla sisazivala znakove
virusnih infekcija, odnosno kod pojedini stabatit@se radilo o latentnoj
zarazi.

Testiranjem dva stabla viSnje Maraske na prisuitbhakterija roda
Pseudomonasna oba su dobiveni negativni rezultati, odnosng ni
utvrdena prisutnost jedne od najopasnijin bolesti - ddkkog raka
kosSticavih vataka.
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Slika 8. Kloroti¢ni prstenovi te nekrathne pjege na stablu visnje
Maraske zarazenom virusom nek&o8 prstenaste pjegavosti
treSnje (PNRV)

Slika 9. Zuéenje i zaostajanje u rastu kao posljedica zaraagevi
Maraske virusom krzljavosti Sljive (PDV) — lijevaazeno, desno
nezarazeno stablo
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Slika 1C. Rast listova samo na vrhovima grana/mladica kod
viSnje Maraske zarazene virusom krzljavosti SliR®V)

Slika 11 Uvijanje vrha mladice (lijevo) i pucanje kore (de¥ na
stablu vidnje Maraske zaraZene virusom zvjezdastmpika petunije
(PeAMV)
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Slika 12 Usporedba vetine listova nezaraZzenog (desno) i zarazenog
(lijevo) stabla viSnje Maraske kao posljedica zarairusom prstenaste
pjegavosti maline (RpRSV)

Slika 13. Mozakne promjene na listovima vishje Maraske zarazene
virusom Sarke Sljive (PPV)
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Slika 14 Zute mrlje na listovima vidnje Maraske zarazemasom
mozaika jabuke (ApM\

Slika 15 Neujednaeno dozrijevanje plodova na stablu zarazenom
malim virusom treSnje 2 (LChV-2).
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8.2. Rezultati geneitkih i pomoloskih analiza

U 2014. godini provedena je masovna pozitivha Ktarselekcija
viSnje Maraske. M@&usobnom vizualnom ocjenom stabala unutar nasada
odabirana su ona koja su imala karakteristike botjeostalih unutar
nasada. Svojstva koja su se pratila bila su bujnosinost, intenzitet
obojenosti i veltina ploda, a ukupno je ozteno 51 elitno stablo (stablo
sa vizualno boljim karakteristikama). Kod svih pmmnanih svojstava
utvrdena je unutarsortna varijabilnost: kod parametrmdsi je 16%
stabala pokazivalo slabiju, 43% srednju, a 41%kuetiujnost. Kod 23%
stabala zabiljezen je sitan plod, 63% stabala jelanplod srednje
veli¢ine, a 14% stabala je imalo krupnije plodove. Zabéna je i znatna
unutarsortna varijabilnost u pogledu intenzitetajebosti plodova.

Nakon provedene analize zdravstvenog statusa kocklitrdih
stabala utweno je da su slobodna od 15 virusa te su uzorbowijn
listova koriSteni za molekularno-genie analize. Krajnji rezultat SSR
analize je jedinstveni genéli profil sorte Maraska (slika xy H) ptiemu
Su sva ispitivana stabla imala dwsobno jednak profil. Usporedbom
dobivenog profila sa onima ostalih sorata (Gagdiri 2010.) ututeno je
da se profil Maraske razlikuje od ostalih ispitila(npr. Rexelle, Kelleris
14 1 16, itd.), kao i od sorata karaktekisih za ovu regiju (KereSka,
Cigartica, itd.).

U 2015. godini sva stabla slobodna od virusa poaosuo vizualno
opisana i ocijenjena istom metodologijom kao i 20dddine, a dodatno
su uzeti i uzorci plodova za detaljne laboratogjslnalize (masa ploda,
duzina, Sirina i visina ploda, sadrzaj suhe twsagrzaj kiselina, randman,
itd.). Rezultati navedenih analiza da& uvid u razinu unutarsortne
varijabilnosti viSnje Maraske te mogu biti polaeiSza individualnu
klonsku selekciju.
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8.3. Rezultati pojedinih faza istrazivanja
Zbirni prikaz rezultata dobivenih po pojedinim faza istrazivanja
pregledno je prikazan u Tablici 2.

Tablica 2. Prikaz najvaznijih rezultata provedersigazivanja po fazama

| FAZA

IzvrSen odabir i obiljezavanje 205 stabala po ppundl
loSije, 103 srednja te 51 stablo dobrih proizvod

svojstava (tzv. elitha stabla) zbog Sto objektiegi|

dobivanja uvida u zarazenost viSnje Maraske vinasi
IzvrSeno uzimanje uzoraka listova (vegetacija)angjica
(mirovanje vegetacije) za laboratorijsko testirama
prisutnost virusa te genékie analize.

I FAZA

Laboratorijskim testiranjem uzoraka na prisutnodt
virusa metodom ELISA utden visok stupanj zaraz
virusom nekrotine prstenaste pjegavosti treSnje (48,3
a dodatnim testiranjem 17 stabala slobodnih odiflsa
kod njih Sest ut\dena prisutnost malog virusa tresnje 2
IzvrSeno uzimanje uzoraka sa 51 elitnog stablarada

genetskog profila na 17 bezvirusnih stabla upotrebo

mikrosatelitskih (SSR) markera na 8 lokusa g@mu je
utvrden njihov identtan SSR profil. Utwtena je velika
unutarsortna varijabilnost u pogledu bujnosti, koje i
obojenosti ploda.

I FAZA

Vizualnim pregledom i laboratorijskim testiranjenodck
bezvirusnih stabala nije uti&na prisutnost bakterija
rodaPseudomonas

Jedanaest bezvirusnih stabala analizirano na dbodah
SSR lokusa i potden njihov méusobno identian SSR
profil; pred berbu 2015.g. opisane njihove karaktiwe
te uzeti plodovi za pomometrijske i kemijske araliz
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9. Ekonomska korist od realizacije projekta

Prema trenutno vaZej zakonskoj regulativi u Republici Hrvatskoj
maticne biljke viSnje testiraju se samo na virus Safjkees Utvrdivanjem
jedanaest majnskih (maténih) stabala dobrih proizvodnih svojstava
slobodnih od 15 virusa (Slika 16.) stvoreni su prgeti za zn&ajno
poboljSanje kvalitete sadnog materijala viSnje Mkea Proizvodnjom
takvog sadnog materijala znatno bi se @ale kvaliteta budtih nasada,
koji bi zbog boljeg zdravstvenog stanja trebali bibtporniji na druge
biotske, ali i abiotsk€imbenike. Takvi nasadi bi uz dobru agrotehniku
trebali davati vée, stabilnije i kvalitetnije prinose. Buéiuda je osim
sanitarne selekcije provedena i djelona genetika evaluacija kojom su
odabrana stabla boljih proizvodnih svojstava (bsinocodnost, obojenost
plodova) za &ekivati je da ovaj projekt pozitivno utje i na revitalizaciju
I podizanje novih nasada viSnje Maraske. Osim togadanaest
identificiranih bezvirusnih stabala predstavljagiidan p@&etni materijal
za individualnu klonsku selekciju viSnje Maraskbuditnosti.

~,

Slika 16. Ozna&avanje stabala slobodnih od 15 virusa: plava etiketrosnji
te bojanje debla u crvene i zelene pruge
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10. DrusStvena korist od realizacije projekta

DruStvena korist od realizacije predloZzenog VIPjgkta je viSestruka i
za rasadidare i za proizvéace. Buddi je projektom odabrano jedanaest
bezvirusnih stabala, potencijalnin kandidata zad@saovni matini
materijal, rasaddari dobivaju jedan vrlo bitan preduvjet za proizapd
sadnog materijala po standardima Europske i medis&e organizacije
za zastitu biljla (EPPO). Samim time ras&dni dobivaju i moguanost
izvoza sadnog materijala ove vrlo cijenjene soifnje. Proizvdaci bi
koriStenjem bezvirusnog sadnog materijala trebalstigati vée i
stabilnije prinose. Budii da je u danaSnje vrijeme dominantaniina
Sirenja véine virusnih bolesti upravo koriStenjem zarazenegin®g
materijal, upotrebom certificiranog materijala uspobi se njihov
prijenos unutar postajén te unos u nove nasade. Getletn analizama
uz primjenu mikrosatelitskin (SSR) markera dem je jedinstveni
genetski profil viSnje Maraske i osigurana sortéiatoca bududeg
maticnog nasada. Uzgojem &g broja bezvirusnih klonskih potomstava
(potomstva odabranih stabala) stvotié se pretpostavka za provedbu
individualne klonske selekcije i daljnje unapeeje proizvodnih
karakteristika ove sorte. Gengdim analizama bezvirusnih kandidata na
20 lokusa primjenom mikrosatelitskin markera dohivje jedinstveni
profil sorte, a samim time stvorena je pretposéa¥k prijavu oznake
izvornosti.

11. Smjernice za podizanje kvalitete sadnog materijalavisSnje
Maraske

Preduvjet uspjesSne varske proizvodnje je koriStenje sortéigtog i
zdravstveno provjerenog sadnog materijala. Postmpkmasovne
pozitivhe klonske selekcije i istovremene zdravséveelekcije osigurava
se izvor plemki sigurne sortne pripadnosti i odgapgeg (bezvirusnog)
zdravstvenog statusa Sto predstavlja i ematnasad kojice proiz&i kao
krajnji rezultat ovog projekta. Certificirane sacki v@aka (plava
etiketa), proizvedene poréw pupova iz certificiranih matnih nasada
plemke, osiguravaju ¥e sigurnost proizvodnje i prepoznate su na trzistu.
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Nastavak zapgetih istrazivanja u smjeru viSegodiSnje individwaln
klonske selekcije omogio bi registraciju klonova Maraske superiornih
agronomskih karakteristika koja bi omdéga vetu dohodovnost
proizvodnje i potencijalno po¢anje nasada. Taler, uz koriStenje
bezvirusnog sadnog materijala spfigebi se unos w@ne virusa u nove
proizvodne nasade te svakako usporilo Sirenje nekilsa (prvenstveno
onih prenosivih polenom koje je vrlo teSko kontrati). Napretkom
dijagnostékih metoda (za viruse visokog titra metoda ELISAzaaone
nizeg titra metoda laane reakcije polimeraze nakon obrnutog
prepisivanja — RT-PCR) danas je méguelativho brzo determinirati
viruse u billkama, bilo u pojedigaim ili mjeSovitim infekcijama, te ih
kao potencijalni izvor zaraze Sto je moéguprije ukloniti iz nasada.

Istrazivanjem su izdvojene biljke koje bi mogle lpd#i kao
predosnovni mathi materijal. Sukladno preporukama Europske i
mediteranske organizacije za zastitu bilja nakahowpg nacjepljivanja
na podloge istog zdravstvenog statusa biljke jegboi drzati u uvjetima
koji osiguravaju zaStitu od ponovne zaraze biloijgoskim kontaktom,
polenom ili zr&nim vektorima te po potrebi provoditi njihovo
retestiranje. Osim u za&inom prostoru biljke je moga odrzavati i na
otvorenom, ali moraju biti izolirane barem 1 km ddlljnih vrsta roda
Prunus podroda Cerasuste im treba sprij@ti cvatnju (zbog virusa
prenosivih polenom). U tome shju prije podizanja matnjaka tlo treba
testirati na prisutnost nematode iz roddvangidorusi Xiphinemate
testiranje ponavljati svakih 5 godina. Billke predovnog matinog
materijala svake godine potrebno je retestirati viais nekrottne
prstenaste pjegavosti treSnje i virus krzljavo§tves (zbog toga Sto se
lako prenose polenom) te virus mozaika jabuke. mOsiboratorijskog
testiranja vazni su i viSekratni vizualni pregldalijaka na simptome
viroza i virozama stinih bolesti te na ostale ekonomski zajae
Stet@inje. Bilike koje se pokazu pozitivnima treba odmadistraniti iz
kolekcije predosnovnog matiog materijala.
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12. Objavljeni radovi na osnovu provedenog istrazivanja

Voncina, Darko; Simon, Silvio; Razov, Josip; Sever, &dka; Kaliterna,
Josko; Milcevi¢, Tihomir; Vokurka, AleS; Peji Ivan (2015):
PoboljSanje kvalitete sadnog materijala visSnje Mkeazdravstvenom
selekcijom i genetkom evaluacijom, 50. hrvatski i 10. thenarodni
simpozij agronoma, Pospisil, Milan (ur.), Svédte u Zagrebu
Agronomski fakultet, Zbornik sazetaka, 16.-20.jatd, Opatija:
255-256.

13. Odrzana predavanja i prikazi rezultata istrazivanja

Maraska d.d., doc. dr. sc. Darko \oma i dr. sc. Silvio Simon,
Prezentacija dosadasnjih rezultata VIP projektalaZa03.12.2014.,
sufinancijeri, lokalni proizvéaci, rasadniari te predstavnici lokalne
samouprave Zadarske zupanije

50. hrvatski i 10. m&unarodni simpozij agronoma, doc. dr. sc. Darko
Vonéina i dr. sc. Silvio Simon, Pobolj$anje kvalitetadsog
materijala viSnje Maraske zdravstvenom selekcijorgenettkom
evaluacijom, Opatija, 16-20.02.2015.

Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, cdodr. sc. Darko
Vonéina i dr. sc. Silvio Simon, Prezentacija rezulti® projekta,
Beograd, 19.06.201%lanovi konzorcija za visSnju (Srbija, Hrvatska,
Bosna i Hercegovina)

Third Balkan symposium on Fruit Growing, prof. dc. Ivan Peji i dr.
sc. Silvio Simon, Intravarietal Diversity of Sourh@ry Cultivar
'Maraska', Beograd, 18-21 rujan 2015., InternatidBaciety for
Horticultural Science (prijavljeno sudjelovanije)
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