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Sazetak

U srpnju 2019. primijeéeno je znacajno susenje obi¢nog lovora
(Laurus nobilis L.) u Opatiji. Simptomi pocinju kao susenje
vrs$nih izbojaka $to naposlijetku dovodi do susenja i odumiranja
cijelih biljaka. Cilj rada bio je utvrditi uzrok odumiranja
obi¢nog lovora na podru¢ju grada. Analizirani izbojci
sakupljeni su sa dvije lokacije (park Angiolina i park
Margarita). Izbojci su analizirani klasi¢cnim metodama izolacije
gljiva na hranjive podloge, nakon ¢ega su dobiveni miceliji
identificirani molekularnim metodama. Analizom su utvrdena
32 taksona gljiva iz ukupno 31 uzorka. Od toga ih je 17
zabiljezeno kao patogen, Cetiri su saprofita i tri endofita. Medu
izoliranim taskonima. zabiljezene su 1 tri patogene
Colletotrichum vrste kao moguéi uzrocnici nekroze i




odumiranja, te je proveden test patogenosti kojim su
inokulirane zdrave trogodisnje sadnice lovora. Preliminarnim
rezultatima testa patogenosti utvrdeno je da C. nymphae, C.
karsti i C. fioriniae mogu prouzrokovati nekrozu kore, stoga bi
one mogle biti potencijalan uzrok odumiranja stabala na
podrucju Opatije.

Abstract

In July 2019, significant drying of laurel (Laurus nobilis L.)
was noticed in Opatija. The symptoms begin as the drying of
the top shoots, which eventually leads to the drying and death
of the entire plant. The aim of this study was to determine the
cause of the death of laurel in the area of the city. The analyzed
shoots were collected from two locations (Angiolina Park and
Margarita Park). Shoots were analyzed by classical fungal
isolation methods onto the nutrient media, after which the
obtained mycelia were identified by the molecular methods.
The analysis revealed 32 taxa of fungi from a total of 31
samples. Of these, 17 are recorded as pathogens, four are
saprophytes and three are endophytes. Among the isolated
fungi, three pathogenic Colletotrichum species as possible
causes of necrosis and dieback were obtained and pathogenicity
test was performed in healthy three-year-old laurel seedlings.
The preliminary results of the pathogenicity test determined
that C. nymphae, C. karsti and C. fioriniae can cause necrosis
of the bark, therefore they could be a potential cause of the
death of trees in the area of Opatija.
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1. UVOD

Obicni lovor (Laurus nobilis L.) jedan je od glavnih ukrasnih vrsta u uredenju okolisa i u
parkovima grada Opatije. Adamovi¢ (1929) u svojim hvalospjevima navodi kako se: "nigdje na
Jadranu, pa ¢ak niti u rasko$noj, izabranim raslinjem dekoriranoj talijansko-francuskoj Rivijeri ne
moze pronaci tako izvorne i brojne kolekcije, dapace Sume lovora, kao u Opatiji. Opatija stoji u
tom smislu sama i jedinstvena na cijelom svijetu.".

U srpnju 2019. godine zabiljeZeno je znacajno susenje lovorovih stabala na podrucju grada.
Prvi simptomi, uoceni u parku Angiolina, bili su susenje vr$nih izbojaka koje se dalje $irilo prema
drugim dijelovima biljke, $to je naposlijetku dovelo do susenja i odumiranja cijelih stabala. Lovori
u tome parku kompletno su posjeceni 2020. godine, te su se samostalno regenerirali iz panja. Na
mladim biljkama, 2022. godine ponovno su uoc¢eni blagi simptomi u donjim dijelovima krosnje.
Do ozujka 2022. godine susSenje lovora prisutno je na cijelom podrucju grada, te su zabiljeZeni i

prvi slucajevi u Lovranu.

Cilj ovog rada je utvrditi uzrok odumiranja obi¢nog lovora u povijesnim parkovima i

perivojima grada Opatije, uz hipotezu da je uzrok odumiranja patogena gljiva.

1.1. Obi¢ni lovor (Laurus nobilis L.)

Prema Franji¢u i Skvorcu (2010) obiéni lovor je vazdazeleni grm ili manje stablo (slika 1)
iz porodice Lauraceae. Doseze visinu do 12 (-15) m te promjer oko 60 cm. Kod odraslih jedinki
grane su usmjerene prema gore, tvore¢i tako gustu i Siroku kro$nju. Listovi su jednostavni,
duguljasti, dugi 8-12 i Siroki 3-5 cm, prema vrhu zaSiljeni te dorzoventralni. Izmjeni¢no su
poredani, te aromati¢ni zbog prisutnih Zlijezda s eteri¢nim uljem. Cvjeta od veljace do svibnja
sitnim, prljavo bijelim do zutim cvjetovima. Budu¢i da se radi o dvodomnoj biljci, stabla nose
muske ili zenske cvjetove. Plod je jajasta, kuglasta ili elipsoidna, sjajna jednosjemena i crna
aromati¢na boba, koja je duga 8-12 (-15) mm. Kora je pepeljasta, glatka i mjestimi¢no Sjajna,
prili¢no tanka, a kod starijih stabala je crna i hrapava. Korijenov je sustav vrlo razvijen s razvijenom

zilom sréanicom koja prodire duboko u tlo, posebice ono koje je krSevito, u potrazi za fizioloSkom
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vlagom i hranjivim sastojcima te osigurava stabilnost cijele biljke. List je bez palisti¢a, dok mu je
nervatura perasto mreZasta s istaknutom glavnom zilom (Herman 1971, Matkovié 1972a, Sili¢

1973, Idzojti¢ 2013, Franji¢ i Skvorc 2010, 2020, Spanjol i sur. 2021). Rasprostire se do 400 m
nadmorske visine.

Slika 1. Obicni lovor (L. nobilis L.)
https://plants.ces.ncsu.edu/plants/laurus-nobilis/

Obicni je lovor podrijetlom iz Male Azije i zemalja oko Sredozemnog mora. U Hrvatskoj

je rasprostranjen u priobalnom podrucju i na otocima (Istra, Kvarner, Dalmacija), a najljepse i
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najbrojnije populacije lovora su na podrudju Opatije, Lovrana, Brijuna i Trstena (Franji¢ i Skvorc
2010). Prema Simiéu (2018) lovor je prisutan na prostoru arboretuma Trsteno od osnutka

ladanjskog posjeda Guceti¢ jos od 1494. godine.

Kako navode Uj¢ic¢ i sur. (2010) o ljepoti lovora i specifi¢nosti njegovih Suma na podrucju
Opatije pisali su jos davne 1891. Hirc, 1911. i 1929. godine Adamovi¢, kao i Domac 1955. Takoder
isticu da zahvaljuju¢i specificnoj mikroklimi Opatija ima jednu od najljepsih Suma lovora na
Mediteranu. Hirc (1891;203) navodi: "U vrtovih vinogradih, oko kucah i po pecinah porasla je
tamno-zelena lovorika (Laurus nobilis). Osobito je bujna na Rieci, u Istri oko drazestne nase

Opatije i draguda.”.

Prema Adamovic¢u (Horvat 1951) najéesée se pojavljuje u manjim ili ve¢im skupinama u
najtoplijem podrucju hrasta medunca i crnog jasena. lako je on mediteranski florni element,
najbolje se razvija na granici izrazito mediteranske regije na gornjoj granici vazdazelenog podrucja
gdje mu odgovaraju vlazniji polozaji i svjeziji tereni. Lovor dolazi i u toplijem eumediteranskom
podru¢ju u Sumama crnike i alepskog bora na plodnijim tlima, u vrtovima, uvalama, uz ograde,

rjede u makiji.

Granica bujne lovorove Sume krece se u rasponu od 140 do 230 m n.v., a §to se ti¢e granice
visinske rasprostranjenosti, ona je od 220 do 350 m n.v., gdje su zabiljeZeni samo mladi, izolirani
primjerci. Na opatijskom podrucju zabiljeZena su tri najvrjednija primjerka s maksimalnom

visinom od 16 m i koji imaju maksimalni opseg od 155 cm (Uj¢i¢ i sur. 2010).

U prirodi, najéesce pridolazi u sastavu zimzelenih Suma i makija hrasta crnike i drugih vrsta
(Razred Quercetea ilicis Br.-Bl. 1947; Red Quercetalia ilicis Br.-Bl. (1931) 1936; Sveza Quercion
ilicis Br.-Bl. (1931) 1936) koja obuhvaca najznacajnije i povrsinski najveée Sumske zajednice u
eumediteranskoj zoni priobalnog vegetacijskog pojasa, posebno na otocima. Svojstvene stablasice
i grmovi navedene zajednice su uz crniku (Quercus ilex L.), planika (Arbutus unedo L.), mirta
(Myrtus communis L.), lovor, crni jasen (Fraxinus ornus L.), Sirokolisna zelenika (Phillyrea
latifolia L.), alepski bor (Pinus halepensis Mill.) i dr.. Horvati¢ je izdvojio facies crnikovih Suma
s lovorom (laureosum) u humidnijem podrucju, grani¢nom podrucju prema submediteranu i na

dubljim tlima u Istri (Kovaci¢ i sur. 2008, Vukeli¢ 2012).



1.2. Lokacije istrazivanja na podrucju grada Opatije

1.2.1. Perivoj Angiolina

U Opatiji se u drugoj polovici 19. stoljeca javljaju razni primjeri javne i privatne perivojne
arhitekture. Tako je izmedu 1845. 1 1860. godine bogati rijecki trgovac Higino Scarpa dao urediti
perivoj oko vile Angiolina. Vila nazvana prema njegovoj pokojnoj Zeni, sluzila je kao ljetnikovac,
ali je s vremenom postala i srediste drustvenog zivota dolaskom raznih gostiju te je time privatni
vrt pretvoren u perivoj. Od 1882. godine ovaj perivoj prelazi u vlasni$tvo Drustva juznih zeljeznica
i dolazi do rekonstrukcije i prosirenja starog perivoja. Za precizno osmisljavanje prostora oko vile
i crkve sa spomenutim perivojem u srediStu zasluzan je Carl Schubert, ravnatelj beckog Drustva za
izgradnju perivoja. Gradevine karakteristi¢ne za historicisti¢ke perivoje su ribnjak, Svicarska kuc¢a
i gospodarski dio s rasadnikom, dok se zeleni parter ispred vile upotpunjuje cvjetnim gredicama
koje naglasavaju palme (Vahtar-Jurkovi¢, 2010). S obzirom na povijesni kontekst, arhitekturu i
funkciju, perivoj pripada historicistiCkom stilu koji je u Hrvatskoj krajem 19. stoljeca bio vrlo

popularan(Bojani¢ Obad S¢itaroci i Obad S¢itaroci 2004).

Od 1968. godine, ovaj srediSnji opatijski perivoj proglaSen je zastiCenim spomenikom

parkovne arhitekture (slika 2).

Slika 2. Perivoj Angiolina, Opatija
https://hr-cro.com/croatia/opatija_park_angiolina/eng



Prema posljednjem popisu biljaka iz 2006. godine u parku se nalazi 124 vrste biljaka, a
osnovu perivoja ¢ini lovor. Lokacija uz obalu, lovorov gaj, egzoti¢ne biljke i niski parter koji
omogucuje nesmetan pogled na more, dokaz je pazljivo osmisljene lokacije i botanicke vrijednosti
perivoja. Isto¢no od vile uredeni su razni vijugavi putevi, nasadi i odmorista. Nekadasnji stalagmit
i glazbeni paviljon su sadrzaji tipi¢ni za ljecili$ni perivoj, a u skladu s historicizmom, javljaju se i
klupe te svjetiljke. Spomenuta stilska obiljeZja su veéinom ostala saCuvana i danas (Vahtar-

Jurkovi¢ 2010).

1.2.2. Park Margarita

Park Margarita, koji se nekad nazivao perivoj Franje Josipa I, smjesten je u drugom pojasu
grada s ciljem pruzanja bolje zastite od bure u izvorno o¢uvanoj Sumi lovora i hrasta medunca koja
pruza mir i odmor. Teren je razmjerno nagnut, sastoji se od 22 parcele, a biljne vrste su uglavhom
iste kao u parku Angiolina. Park je nepravilnog oblika te nema arhitektonskih elemenata. Naglasak

je vise na floristickom sastavu (slika 3).

Povijesni dio perivoja na jugu grani¢i s hotelom Opatija, na jugoistoku s Domom zdravlja,
privatne vile nalaze se na sjeveroistoku, Nova Cesta sa sjeverne strane, a granica prema Ulici Velog
Joze je kod sportskih terena. Nagib terena odredio je uredenje staza te povezivanje razlicitih razina
stubiStem 1 odmoriStima. Park je osmisljen kao pejzazno-romanticarski s mrezom staza i puteljaka.
Sljunéane staze, polja obrubljena kamenom, odmorista i klupe su uz biljne vrste glavni elementi.
Prevlast flore nad arhitekturom i odmorista tipicna su romanti¢ka obiljeZja. ObiljeZja stila u

povijesnom dijelu parka sacuvana su i danas (Vahtar-Jurkovi¢ 2010).



Slika 3. Perivoj Margarita, Opatija
https://hr-cro.com/croatia/opatija_park_margarita/eng



2. MATERIJALI | METODE

Izbojci obi¢nog lovora sakupljeni su 29. ozujka 2022. godine s vizualno simptomati¢nih
stabala na podrucju parka Margarita i perivoja Angiolina u Opatiji. Uzimani su izbojci s izrazenim
simptomima susenja, prerezom od par centimetara ispod diskoloracije. Utvrdivana je prisutnost
patogenih gljiva na izbojcima metodom izolacije micelija na hranjive podloge te molekularnim
metodama identifikacije vrsta. Analiziralo se 9 izbojaka iz parka Angiolina i 22 iz parka Margarita.

Takoder je zapocet i test patogenosti.

2.1. 1zolacija micelija gljiva iz izbojaka obi¢nog lovora

Uzorci - 15 cm dugi izbojci obi¢nog lovora povrsinski su sterilizirani uranjanjem u 1%
NaOCI (natrijev hipoklorit, varikina) na to¢no 1 minutu zatim u 70%-tni etanol takoder na 1
minutu. Potom su isprani u destiliranoj vodi te ostavljeni na papirnate ru¢nike kako bi se osusili.

Cijeli postupak obavljao se u laminarnom kabinetu za rad u atmosferi Cistog zraka (slika 4).

Slika 4. Povrsinska sterilizacija uzoraka



Nakon $to su se uzorci osusili, sterilnim skalpelom 1 pincetom na radnoj dasci uzimani su
komadic¢i tkiva veli¢ine 0,5-1cm. Komadi¢i su uzimani s kore, drva i poprecnog presjeka izbojka.
Sa svakog tkiva su uzeta po 4 komadica, i to s granice prijelaza simptomati¢nog i zdravog tkiva,
gdje je aktivnost gljive najjac¢a. Potom su po 4 komadica stavljana u Petrijevu zdjelicu promjera 90
mm na MEA hranjivu podlogu (Malt Extract Agar, ThermoFisher scientific, SAD) s dodatkom
antibiotika (streptomicin sulfat, 0,2 g/L, Sigma-Aldrich, SAD). Svaka Petrijeva zdjelica je
zatvorena, oznacena prvim slovom lokacije (VA1,VML...), brojem uzorka i datumom, te su

spremljene u plasti¢ne vrecice i pohranjene u komoru rasta u tamu na temperaturu od 21°C.

Prva kontrola razvoja micelija bila je nakon tjedan dana, te se dalje kontrola obavljala svaka
2 dana. Nakon cetiri tjedna miceliji su presadeni u manje Petrijeve zdjelice na MEA hranjivu

podlogu u svrhu dobivanja Cistih kultura (slika 5).

Slika 5. Petrijevke s Cistim kulturama

Dobivene Ciste kulture gljiva su na temelju morfoloskih znacajki promatranih golim okom
svrstani u morfotipove. Promatrane morfoloske znacajke su ukljucivale boju i teksturu micelija,
obojenje hranjive podloge, boju na poledini Petrijeve zdjelice te brzinu rasta. Za svaki utvrdeni
morfotip odabran je jedan reprezentativni izolat za identifikaciju vrste. Miceliji su za potrebe
izolacije DNK uzgojeni u MEB (Malt Extract Broth) tekuc¢oj hranjivoj podlozi u mikroepruvetama

(2 ml) s po jednom celi¢nom kuglicom.



2.2. ldentifikacija taksona dobivenih micelija molekularnim metodama

Izolacija DNK iz micelija vrSena je metodom isoljavanja (Miller i sur. 1988) s
modifikacijama (Kranjec 2017). Nakon sedam dana rasta u komori, mikroepruvete s micelijima su
centrifugirane na 20 000x g, 5 minuta na 20°C (Eppendorf AG 5804 R laboratorijska centrifuga)
(slika 6). Nakon toga je hranjiva podloga ispipetirana te je u mikroepruvete dodano 300 pl pufera
za lizu (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 % SDS, pH 8,0) koje su zatim
homogenizirane u Tissue Lyseru 3 minute na 30 Hz. Nadalje, dodano je 150 pl natrijevog acetata
(3 M NaAc, pH 5,2) te inkubirano na -20°C u trajanju od 10 minuta, nakon ¢ega su mikroepruvete
podvrgnute centrifugiranju na 18 000x g, 5 minuta. Supernatant je ispipetiran u nove mikroepruvete
i dodan je jednak volumen izopropanola (270 pl) koji sluzi za talozenje DNK. Nakon inkubacije
na 4°C u trajanju od 5 minuta, mikroepruvete su centrifugirane na 4°C i 20 000x g 20 minuta.
Potom je izopropanol pazljivo izliven iz mikroepruveta te je dodano 500 pl ledeno hladnog 70%
etanola i centrifugirano na 4°C i 20 000x g, 3 minute. Etanol je zatim ispipetiran iz epruveta koje
su stavljene u termoblok na 39°C, 5 minuta, na suSenje, kako bi ostatak etanola ispario, 1 ostao
samo talog DNK koji je naposlijetku otopljen u 50 ul TE pufera (10 mM Tris, ImM EDTA, pH
8,0). Tako pripremljeni uzorci su pohranjeni do daljnje uporabe na 4°C kako bi se nukleinske

kiseline hidratizirale i potpuno otopile.



Slika 6. Centrifuga

U lanc¢anoj reakciji polimerazom (PCR) umnazana je ITS regija izolirane genomske DNK
(Schoch i sur. 2012) koriStenjem pocetnica ITS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG3) i ITS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC3') (White i sur. 1990). Konac¢ne koncentracije pojedinih
sastojaka smjese za PCR (tablica 1) te uvjeti reakcije (tablica 2) odredeni su empirijski prema
Bakys i sur. (2013.).
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Tablica 1. Koncentracije pojedinih sastojaka smjese za PCR s ITS pocetnicama.

Konacna 3
. . Volumen za 1 reakciju
Sastojak* Pocetna koncentracija | koncentracija za
. (1)
reakciju
Taq DNA polimeraza 5 U/ul 1,5 U/50 pul 0,3
pocetnica ITS1-F 10 uMm 0,2 uM 1,3
pocetnica ITS4 10 uM 0,2 uM 1,3
dNTP smjesa 10 mM 0,2 mM 1,3
MgCl; 25 mM 2,75 mM 7,15
pufer za PCR 10 x 1x 6,5
sterilna H,O - - 43,55
DMSO 5 % 4 2,6 2,6
DNK kalup - 3-90 ng/ul 1
Ukupno 65
* Za PCR su koristeni reagensi proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD)
Tablica 2. Uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom za ITS regiju
35 ciklusa
Pocetna Produliivant Zavrsno produljivanje
denaturacija i i ; roduljivanje lanca DNK
] Denaturacija | Nalijeganje lanca DNK
5minna 95 °C 30sna9 °C | 30snab5°C 30sna72°C 7minna72°C

Za dio uzoraka za koje sekvenciranje nije bilo uspje$no umnazanjem ITS regije, raden je
PCR gdje je umnazana TEF regija izolirane genomske DNK koriStenjem pocetnica EF1-1018F
(5GAYTTCATCAAGAACATGAT3) i EF1-1620R (5'GACGTTGAADCCRACRTTGTC3’)
(Stielow 2015). Kona¢ne koncentracije pojedinih sastojaka smjese za PCR te uvjeti reakcije

prikazani su u tablici 3 i tablici 4.
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Tablica 3. Koncentracije pojedinih sastojaka smjese za PCR s TEF pocetnicama

Konacéna
. . B Volumen za 1
Sastojak* Pocetna koncentracija | koncentracija za N
N reakciju (ul)
reakciju
Taq DNA polimeraza 5 U/l 1 U/50 pl 0,26
pocetnica EF1-1018F 10 uM 0,4 uM 1,3
pocetnica EF1-1620R 10 uM 0,4 uM 1,3
dNTP smjesa 10 mM 0,2 mM 1,3
MgCl; 25 mM 1,5mM 6,5
pufer za PCR 10 x 1x 6,5
sterilna H,O - - 43,59
DMSO 5 % 5 3,25 3,25
DNK kalup - 3-90 ng/ul 1
Ukupno 65

* Za PCR su koriSteni reagensi proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD)

Tablica 4. Uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom za TEF regiju

35 ciklusa
Pocetna Produliivant Zavrino produljivanje
denaturacija i . ; roauljivanje lanca DNK
] Denaturacija | Nalijeganje lanca DNK
2minna94 °C 30sna94°C | 60snab56°C 60sna72°C 10 minna 72 °C

PCR reakcije izvodile su se na uredaju Eppendorf AG Mastercycler EP Gradient u
pojedina¢nom volumenu od 50 ul (slika 7). Tijekom svakog izvodenja reakcije ukljucena je i

negativna kontrola (1 pl sterilne H20 umjesto DNK kalupa).
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Slika 7. PCR uredaj

Specifi¢nost, duljina (pb) te priblizna koncentracija dobivenih PCR produkata provjerene
su elektroforezom u 1,5 %-tnom agaroznom gelu (0,375 g agaroze u 25 ml 1x TBE (89 mM Tris-
borat, 2 MM EDTA) pufera, Lonza Rockland, SAD) pri naponu od 55 V, u trajanju od 90 minuta.
U gel se prethodno dodavala boja za vizualizaciju nukleinskih kiselina GelStar Nucleic Acid Gel
Stain (Lonza Rockland, SAD) kona¢ne koncentracije 1x. U jazice gela nanosSeno je po 1 pl svakog
PCR produkta pomijesanog s 4 ul sterilne destilirane vode (razrjedenje zbog visoke koncentracije
dobivenih produkata) te 1 pl pufera za nanoSenje uzoraka (6x DNA Loading Buffer, TransGen
Biotech, Kina). Tijekom svake izvodene elektroforeze u jednu je od jazica nanosen molekularni
marker poznate veli¢ine (100 bp DNA Ladder, TransGen Biotech, Kina) radi procjene duljine i
koncentracije PCR produkata. Nakon zavrSene elektroforeze su PCR produkti na gelu vizualizirani

te fotografirani pomoc¢u UV transiluminatora s kamerom (Bio-Imaging Systems DNR, MiniBIS
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Pro) te raCunalnoga programa GelCapture. Priblizna duljina PCR produkata odredena je pomocu

racunalnoga programa GelAnalyzer 2010a (www.GelAnalyzer.com).

Izolacija genomske DNK iz odabranih cistih kultura micelija te umnaZanje ciljanih
sekvenci (ITS regije) u lancanoj reakciji polimerazom (PCR) izvrSeni su u Molekularno-
bioloSkome laboratoriju Zavoda za Sumarsku genetiku, dendrologiju i botaniku na Fakultetu
Sumarstva 1 drvne tehnologije Sveucilista u Zagrebu. Dobiveni neprocis¢eni PCR produkti slani su

u Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska) na sekvenciranje.

Kromatogrami dobiveni sekvenciranjem provjereni su i obradeni u ra¢unalnome programu
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.2.5 (Hall 1999). Izolati su identificirani usporedbom
obradenih sekvenci s postoje¢ima u bazi gena NCBI GenBank primjenom algoritma BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul i sur. 1990). Za identifikaciju na razini vrste u obzir su
uzimane sekvence s podudarnoSéu od najmanje 98 % na najmanje 80 % duljine ispitivane
sekvence, dok su one s podudarnos¢u 94 — 97 % na takoder najmanje 80 % duljine ispitivane
sekvence koristene za identifikaciju na razini roda ili druge vise taksonomske jedinice (Bakys i sur.
2009a, Bakys i sur. 2009b, Bakys i sur. 2011). Znanstveni nazivi taksona preuzeti su s mrezne

stranice www.indexfungorum.org.

2.3. Inokulacija

Kako bi se utvrdilo jesu li pronadene gljive zaista uzro¢nici suSenja izbojaka i odumiranja
lovora, postavljen je test patogenosti na na¢in da su se zdrave biljke lovora inokulirale micelijem

gljiva te je praceno hoce li se razviti jednaki simptomi kao na terenu.

Za inokulaciju je koriSteno 18 trogodiSnjih sadnica lovora, koje su nabavljene u rasadniku
Drijen u Zagrebu. Inokulacija 12 sadnica je obavljena 18. srpnja 2022., dok je preostalih 6 sadnica
inokulirano 19. srpnja 2022.

Test patogenosti se provodi kako bi bili zadovoljeni Kochovi postulati koji glase:

1. Patogeni mikroorganizam mora biti prisutan u svim organizmima koji pate od bolesti dok
u zdravim organizmima ne smije biti prisutan,

2. Mikroorganizam mora biti izoliran iz oboljelog organizma i uzgojen u ¢istoj kulturi,
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3. Uzgojeni patogeni mikroorganizam mora moc¢i uzrokovati bolest, odnosno jednake
simptome, nakon $to je ponovno inokulacijom uveden u zdrav organizam,

4. Patogeni mikroorganizam mora biti ponovno izoliran iz inokulirana eksperimentalna
domacina na kojem su razvijeni simptomi bolesti te identificiran kao onaj koji je identican

izvornom specificnom uzro¢niku bolesti (Lagier i sur. 2018).

2.3.1. Ciste kulture micelija koritene za inokulaciju

Za inokulaciju sadnica lovora odabrane su 4 ciste kulture micelija gljiva za koje se
pretpostavlja da bi mogle biti uzro¢nici susenja lovora u Opatiji. Ti izolati su: Colletotrichum
nymphaeae (CN), C. karsti (CK), C. fioriniae (CF), Thyridium sp.(XX). Na svakoj sadnici radena
je i kontrola (K).

Raspodjela inokulacije s Cetiri navedene gljive po sadnicama, prikazana je na slici 8.

CN CN CM CK CK CF
CK CF XX CF XX XX
K K K K K K
CN CN CM CK CK CF
CK CF KX CF xX XX
K K K K K K
CN CN CN CK CK CF
CK CF XX CF xn KX
K K K K K K

Slika 8. Raspored tretiranih 18 sadnica lovora s dva izolata + kontrola
Colletotrichum nymphaeae (CN) - zeleno/bijela traka (zelena)
Colletotrichum karsti (CK) - smeda traka (Zuta)
Colletotrichum fioriniae (CF) - plava traka (plava)
Thyridium sp. (XX) - bijela traka (siva)
Kontrola (K)
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2.3.2. Postupak inokulacije sadnica lovora

Postupak inokulacije sadnica lovora obavljen je u fitopatoloskom laboratoriju Zavoda za
zaStitu Suma i lovno gospodarenje na Fakultetu Sumarstva i drvne tehnologije. Inokulirane su
trogodi$nje sadnice lovora sa po 4 izbojka na nacin da su 2 izbojka zarazena micelijem gljiva, a
jedan sterilnom MEA hranjivom podlogom kao kontrola. Svaki inokulirani izbojak je oznacen
odgovaraju¢om trakom u boji. Bijelom trakom je oznacena vrsta roda Thyridium, izbojak zarazen
micelijem gljive C. nymphaeae oznacen je zeleno-bijelom trakom, C. karsti smedom trakom, C.

fioriniae plavom trakom, dok kontrolni izbojak nije bio oznacen. (slika 9).

Slika 9. Sadnice s trakicama

U laminarnom kabinetu prije same inokulacije su pripremljeni ,,éepovi* micelija i sterilne

hranjive podloge u Petrijevim zdjelicama veli¢ine 5 mm. Na izbojku lovora, na visini oko 5 cm je
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sterilnim svrdlom promjera 0,5 cm skinuta kora te je sterilnom iglom uzet prethodno pripremljen
micelij koji je prislonjen na tkivo s kojeg je skinuta kora. Mjesto inokluacije je vrlo pazljivo
omotano Parafilmom (Bemis Company, Inc.), prijanjaju¢om trakom koja sprjecava gubitak vlage

1 §titi od utjecaja vanjskih ¢imbenika. Svrdlo, igla 1 pinceta su prije svake nove inokulacije

sterilizirani uranjanjem u 96% etanol te kratko izloZeni otvorenom plamenu (slika 10).

o N
A

Slika 10. Postupak inokulacije

2.3.3. Pracenje razvoja simptoma na sadnicama

Sadnice su u posudama stavljene u dvoriste Zavoda gdje se pratio tijek razvoja simptoma.
Tjedan dana nakon inokulacije, 26. srpnja 2022., s izbojaka je skinut Parafilm te su praceni
simptomi.

Izmjera nekroti¢nog tkiva oko mjesta inokulacije izvrSena je 9. rujna 2022. godine.
Mjernom vrpcom je mjerena duljina nekroze od ruba inokuliranog dijela u smjeru korjena i prema
vrhu izbjoka, pa je zbroj te dvije vrijednosti iznosio ukupnu duljinu nekroze toga izbojka.
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3. REZULTATI RADA S RASPRAVOM

3.1. Rezultati istrazivanja prisutnosti gljiva na obi¢nom lovoru

Nakon obavljenoga postupka izolacije micelija na MEA hranjivoj podlozi, otkrivena je
prisutnost 32 taksona gljiva iz ukupno 31 izbojka lovora. Do razine vrste je identificirano 18, a do
razine roda 14 taksonomskih jedinica. U tablici 5 prikazani su svi identificirani taksoni pronadenih
gljiva prema NCBI GenBank bazi podataka. Takoder je prikazan broj izolata dobivenih iz tkiva
kao i koli¢ina izbojaka na kojima su navedene gljive determinirane. 17 taksona pripada patogenim
gljivama, cetiri su saprotrofa te tri endofita. Medu patogene taksone ubrajaju se: Alternaria
alternata , Aspergillus sp., Aureobasidium pullulans, Biscogniauxia nummularia, Botryosphaeria
dothidea, Cladosporium sp., Colletotrichum sp., C.fioriniae, C.karsti, C.nymphae, Diaporthe eres,
Dothiorella iberica, Fusarium sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis chamaeropis,
Phaeoacremonium sp. i Seiridium italicum. Determinirani saprotrofi su: Angustimassarina sp.,
Cladosporium cladosporioides, Saccothecium sepincola i Thyridium sp. Otkrivena tri endofita su
Clonostachys rosea, Paraconiothyrium brasiliense i Phyllosticta citribraziliensis. Unutar 8
identificiranih rodova gljiva nalaze se i patogeni i endofiti i saprotrofi. Najvise izolata pripada rodu
Thyridium sp., ¢ije su vrste saprotrofi Koji ne igraju znacajnu ulogu u nasem istrazivanju. lza njih
slijedi endofit Clonostachys rosea sa 57 izolata. Vrsta je zabiljezena kao saprotrof u tlu te endofit
na biljakama. Kao mikoparazit, C. rosea pokazuje jaku sposobnost bioloske kontrole protiv brojnih
biljnih patogena, nematoda i insekata (Sun i sur. 2020). Sa 47 izolata isti¢e se patogena gljiva

Colletotrichum nymphae kao moguéi uzro¢nih odumiranja izbojaka lovora.

Vrste koje su imale znacajan utjecaj na zdravstveno stanje lovora su oznacene u tablici 5.
Navedene vrste, osim roda Colletotrichum poznate su kao patogeni koji uzrokuju nekrozu kore i

utjeCu na susenje izbojaka i grana razli€itih biljnih domacina.

Vrsta Diaporthe eres zabiljezena je kroz niz istrazivanja kao znacajni patogen te kljucni
uzro¢nik odumiranja velikog broja vrsta, kako stabala i vockarica, tako i poljoprivrednih kultura
(Van Rensburg i sur. 2006). Poznata je po tome $to uzrokuje rak debla na nekoliko vrsta Sumskoga

drveca (Anagnostakis 2007), trulez plodova dunje (Cydonia oblonga Mill.) (Risti¢ i sur. 2016) i
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propadanje sjemena soje u Srbiji (Petrovi¢ 2015). Takoder je otkrivena u nekroticnome tkivu vrste

Fraxinus excelsior (Kowalski i sur. 2016, Langer 2017).

D. eres je prvi put u Hrvatskoj zabiljezena na vinovoj lozi §to je ujedno i prva potvrda patogenosti
te vrste na vinovoj lozi u svijetu (Kaliterna i sur., 2012). Prema Bastide i sur. (2017) u Francuskoj
je na poljoprivrednim kulturama utvrdena kao glavni uzro¢nik susenja i pojave jakih simptoma u
obliku nekroti¢nih lezija i crnih nekroti¢nih mrlja na stabljikama gdje je daljnjim razvojem doslo
do susenja poljoprivrednih kultura ¢ime je potvrdena znacajna patogenost ove gljive. Udayanga i
sur. (2014) opisuju D. eres kao oportunistickog parazita koji napada velik broj biljnih vrsta te na

taj nacin stvara veliku genetsku varijabilnost ovisno o domacinu kojeg napada.

Biscogniauxia nummularia, kako navodi Ogris (2013), dolazi kao endofit u kori bukve u
normalnim uvijetima, a parazitsku fazu pokrecu visoke tempetarure i stres od suse, prema tome se
jo$ naziva i latentni patogen. B. nummularia povezana je s ozbiljnim propadanjem bukve
zabiljezenim u posljednjih 20 godina u juznoj Italiji (Granata i Whalley 1994; Moriondo i sur.
1999; Capretti i sur. 2003; Granata i Sidoti 2004). Ova gljiva uzrokuje pojavu raka i truljenje drva
kod drveca koje trpi jak nedostatak vode tijekom sezone rasta (Hendry et al. 1998). B. nummularia
provodi dio svog zivotnog ciklusa u latentnom obliku u tkivima domacina bez simptoma (Granata
i Whalley 1994; Hendry i sur. 2002; Capretti i sur. 2003).

Simptomi infekcije vidljivi su na kori kao izduzene, crnkaste lezije na deblu i granama. (Patejuk i
sur. 2022). Problem je uo¢en 2003. u Madarskoj, 2014. u Spanjolskoj i 2017. u Cegkoj te uslijed
klimatskih promjena, dugih suSnih razdoblja predstavlja sve ve¢i problem na bukove Sume u

Europi.

Botryosphaeria dothidea tipska je vrsta roda Botryosphaeria. Gljive koje zive u ovom redu
su medu najrasprostranjenijim 1 najvaznijim uzro¢nicima raka i odumiranja drveca diljem svijeta,
s B. dothidea jednom od najces¢ih vrsta na velikom broju domacina. Dugotrajna latentna infekcija
ili endofitna faza od posebne je vaznosti, jer implicira da gljiva moze lako pro¢i neotkrivena
sustavima karantene u Zivim biljkama, voc¢u i drugim dijelovima biljaka kojima se trguje (Marsberg
i sur. 2016). Vrste iz roda Botryosphaeria smatraju se patogenima povezanim sa stresom (Czemmel
i sur., 2015.; Desprez-Loustau i sur., 2006.; Ma i sur., 2001.b; Mehl i sur., 2013.; van Niekerk i
sur., 2011. ; Piskur i sur., 2011; Slippers i Wingfield, 2007; Smith i sur., 1994; Stanosz i sur., 2001;
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Zhang i sur., 2013). Simptomi bolesti uklju¢uju rak na granCicama, granama i stabljikama,
odumiranje vrhova i grana, trulez plodova, plave mrlje ili, u ekstremnim slucajevima, smrt biljke
domacina (Michailides, 1991.; Slippers i Wingfield, 2007.; Smith et. al., 1994; Swart i Wingfield,
1991). To ukljucuje prstenastu trulez jabuke (Kim i sur., 2004.; Tang i sur., 2012.; Xu i sur., 2015.),
trulez plodova maslina (Phillips i sur., 2005.), bolest debla vinove loze (Li i sur., 2010.; van Niekerk
i sur., 2006.; Qiu i sur., 2008.), pjegavosti lis¢a i lezije na hortikulturnim biljkama (Cunnington i
sur., 2007.), kao i odumiranje i rak stabljike na bagremu (Gezahgne i sur., 2004.). ), eukaliptusu
(Burgess i sur., 2005; Gezahgne i sur., 2004; Mohali i sur., 2007), crnom grabu (Jurc i sur., 2006),
boru (Gezahgne i sur., 2004), mangu ( Slippers i sur., 2005), topoli (Grasso i Granata, 2010;
Slippers i sur., 2004b) i kostunic¢astom vocu (Inderbitzin i sur., 2010; Slippers i sur., 2004b; Wang
i sur., 2011).

Dothiorella iberica opisali su Phillips i sur. (2005) na Quercus ilex u Spanjolskoj, a
zabiljezena je i na J. communis u Portugalu (Alves i sur., 2013). Gljiva je takoder zabiljezena na
bademu u Kaliforniji (Doll i sur., 2015). Prema Valencia i sur. (2018) D. iberica je zabiljezena kao

patogen na avokadu u Cileu gdje uzrokuje rak na granama i odumiranje avokada.

Fusarium sp. Ovom rodu pripada jako puno vrsta koje se ubrajaju medu najvaznije
patogene gljive tla sa Sirokim spektrom domacina. U prvom su redu poznate kao uzrocnici
polijeganja ponika, a zatim kao patogeni Sumskog sjemena. Karakteristicno je za njih da na
napadnutim plodovima i sjemenu tvore navlake micelija s konidijama u obliku sitnih jastucica, gdje
boja micelija ovisi o vrsti. Bitno je naglasiti da ovaj patogen prelazi na klice i mlade biljke iz

sjemena, prouzrokujuci tako polijeganje ponika (Glavas 1999).

Seiridium italicum Samarak., Camporesi & K.D. Hyde, sp. nov. Prvi put je pronaden u Italiji
u pokrajini Forli-Cesena, Camposonaldo - Santa Sofia, na odmrloj grani Laurus nobilis, 6. travnja
2016. Determinirana je kao nova vrsta. Poznata je samo po spolnom stadiju, dok nespolni stadij

nije odreden (Samarakoon i sur. 2022).
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Tablica 5. Rezultati istrazivanja grupirani po taksonima

Identificirani taksoni pronadenih
gljiva prema NCBI GenBank bazi
podataka

Broj izolata dobivenih iz
tkiva

Kolicina izbojaka na kojima
je determiniran

Alternaria alternata

Angustimassarina sp.

Apiospora sp.

Aspergillus sp.

Aureobasidium pullulans

Biscogniauxia nummularia

Botryosphaeria dothidea

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium sp.

NiRrlwlRr|Rr(RR[R|[-

Clonostachys rosea

(8, ]
~N

Colletotrichum fioriniae

(6]

Colletotrichum karsti

=
[N

NN O U R|RIRRIR[R[R|R

Colletotrichum nymphaeae

=
N

Colletotrichum sp.

~

Cyphellophora europaea

N

Cyphellophora sp.

N

Diaporthe eres

=
[N

Diaporthe sp.

Didymella sp.

Dothiorella iberica

Fusarium sp.

Paraconiothyrium brasiliense

Penicillium sp.

Penicillium sumatraense

Pestalotiopsis chamaeropis

Phaeoacremonium sp.

Phyllosticta citribraziliensis

Pleosporales sp.

Saccothecium sepincola

Sclerostagonospora sp.

Seiridium italicum

O|P|IRPRIFRPIRPWNWRLRIUP OO

SNRIR|R|RINN R W BRI NN -

Thyridium sp.

)]
~

[EEN
(o]
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3.2. Rezultati inokulacije sadnica obi¢nog lovora

Pocetne promjene na zaraZzenim izbojcima uocene su tri tjedna nakon $to je skinut Parafilm
kao blage diskoloracije oko mjesta inokulacije na kori. Pri sljede¢em pregledu sadnica sredinom
kolovoza uoceno je da se nekroza kore §iri, no ne zauzima velike povrsine, svega par milimetara
od mjesta inokulacije. Vecina kontrolnih izbojaka nije zarazeno te je uoceno je da mjesto ozljede

kalusira (slika 11).

g /

"

Slika 11. Primjer izgleda mjesta inokulacije: a - crni nekrotiéni prsten na zarazenom izbojku; b —
kalusno tkivo na kontrolnom izbojku

Na slikama 12.-15. prikazan je razvoj simptoma na inokuliranim biljakama.
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Lovor test patogenosti - Colletotrichum nymphaeae (CN); status 16.8.2022.

Slika 12. Razvoj simptoma inokuliranih lovora s Colletotrichum nymphaeae
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Lovor test patogenosti - Colletotrichum karsti (CK); status 16.8.2022.

Slika 13. Razvoj simptoma inokuliranih lovora s Colletotrichum karsti
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Lovor test patogenosti - Colletotrichum fioriniae (CF); status 16.8.2022.

Slika 14. Razvoj simptoma inokuliranih lovora s Colletotrichum fioriniae
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Lovor test patogenosti - Nepoznata vrsta; status 16.8.2022.

Slika 15. Ravoj simptima inokuliranih lovora s Thyridium sp.
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Nakon obavljenog postupka inokulacije na zdravim sadnicama lovora, ustanovljeno je da
vrsta iz roda Thyridium ima neznatan utjecaj na susenje izbojaka. Patogeni roda Colletotrichum
uzrokuju nekrozu kore, gdje C. karstii uzrokuje najmanje nekroze, C. nymphae nesto vise, dok je
C. fioriniaeae najvirulentnija. U tablici 6 prikazani su patogeni i duZina nekroti¢nog tkiva u
milimetrima. Navedeni podatci prikazani su i graficki (slika 12).

Tablica 6. 1znos duzine nekroti¢nog tkiva po patogenu

C. karstii 0 0 0 0 0 3 0 0 2 5

C. nymphae 7 6 4 5 4 6 1 3 8 a4
C. fioriniae 9 7 11 8 8 4 5 7 7 66
Thyridium sp. 0 1 0 0 0 1 0 0 0 2
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Odnos duzina nekroze prema broju inokulirane

sadnice
12
10
E s
)
° e C, karstii
= 6
g e C. nymphaeae
©
;§ 4 e C. fioriniae
Thyridium sp.
2 /
o ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9

broj inokulacije sadnice

Slika 16. Grafi¢ki prikaz duzina nekroze po broju inokulirane sadnice

Na slici 13 prikazana je ukupna duzina svih nekroza po patogenu gdje se jasno moze vidjeti
da je najvirulentnija vrsta C. fioriniae koja je uzrokovala nekrozu ukupne duljine 66 mm, s
izrazenim nekrozama od 44 mm slijedi C. nymphae, dok blage simptome uzrokuje C. karstii s

duzinom ukupne nekroze od 5 mm. U pokusu, vrsta roda Thyridium pokazuje neznatne simptome.
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Ukupna duZina nekroza prema vrsti patogena

duZina nekroze(mm)
w H w1
o o o

N
o

=
o

C. karstii C. nymphaeae C. fioriniae Thyridium sp.

o

vrsta patogena

Slika 17. Odnos ukupne duzine nekroza po patogenu

3.3. Izolirane Colletotrichum vrste

Rod Colletotrichum opisao je Corda 1831. godine, a pripada porodici Glomerellaceae
(Glomerellales, Sordariomycetes), te je jedini njen ¢lan (Réblova i sur. 2011). Vecina vrsta iz ovog
roda vazni su patogeni koji uzrokuju bolesti Sirokog spektra drvenastih i zeljastih biljaka, dok su
neke endofiti i saprotrofi (Cannon i sur. 2012, Hyde i sur. 2009a, Jayawardena i sur. 2016).
Primarno je rasprostranjen u tropskim i suptropskim krajevima, iako postoje neke poznate vrste
koje utjecu na usjeve umjerenog pojasa. Rod je nedavno proglasen osmom najvaznijom skupinom

biljnih patogenih gljiva u svijetu, na temelju percipirane znanstvene i ekonomske vaznosti (Dean 1

sur. 2012).

Kao biljni patogeni, vrste Colletotrichum prvenstveno se opisuju kao uzroc¢nici bolesti
antraknoze, iako su zabiljezene 1 druge bolesti poput crvene trulezi Seerne trske, bolesti bobica
kave, trulezi jagoda i banana i smede mrlje graska (Lenné 2002). Simptomi bolesti antraknoze

ukljucuju ogranicene, Cesto udubljene nekroti¢ne lezije na lis¢u, stabljikama, cvjetovima i
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plodovima, kao i trulez krosnje 1 stabljike, plamenjacu sadnica itd. (Waller 1 sur. 2002). Mnoge
vrste mogu se prenositi sjemenom i mogu dobro prezivjeti u tlu rastuéi saprotrofno na mrtvim
dijelovima biljaka, a mogu se i $iriti rasprsivanjem konidija putem vode i prijenosom askospora
zrakom 1z spolnih oblika (Nicholson i Moraes 1980). Infekcija se dogada putem apresorija koji se
razvija iz klijaju¢e spore na povrsini biljke, nakon cega slijedi prodiranje kutikule uzrokovano
turgorom, a u nekim slu¢ajevima i prodiranje epidermalnih stanica putem infektivnih hifa (Deising
i sur. 2000). Novonastale kolonije u vecini slucajeva tada ulaze u biotrofnu fazu sa zarazenim
tkivima koja izvana ne pokazuju simptome. Ta faza moze biti kratka (1-3 dana) (O’Connell i sur.
2000) ili produljena i vjerojatno ukljucuje dormantnost gljive (Prusky i Plumbley 1992). Zatim,
gljiva ulazi u nekrotrofnu fazu koja rezultira znacajnom smrcu biljnih stanica 1 pojavom patogenih
lezija. Ova odgodena pojava simptoma bolesti moze dovesti do znacajnih gubitaka nakon Zetve,
pri ¢emu naizgled zdravi usjevi degeneriraju u skladistu (Prusky i Plumbley 1992). Biotrofne
zivotne strategije koje su usvojile vrste Colletotrichum takoder mogu pridonijeti njihovoj
istaknutosti kao endofiti bez simptoma u zivim biljnim tkivima (Lu i sur. 2004, Joshee i sur. 2009,

Rojas i sur. 2010).

Dugi niz godina pretpostavljalo se da su vrste Colletotrichum specifi¢ne za biljke koje su
zarazile, §to je dovelo do velikog broja opisanih taksona s malo razlikovnih obiljeZja osim identiteta
njihovih biljnih domacéina. Trenuta¢no razumijevanje opsega u kojoj vrste Colletotrichum pokazuju
specifi¢nost domacina je nedovoljno zbog brojnih ¢imbenika, ukljucujuéi nepotpuno uzorkovanje,
ogranic¢enje podataka uglavnom na populacije koje utjeCu na usjeve ili ukrasne biljke i slabo
poznavanje patogenih ucinaka. Informacije o vecini sojeva u zbirkama kultura ukazuju na
povezanost s odredenom biljnom vrstom, ali rijetko daju pojedinosti o interakciji. Mnoge studije o
rodu Colletotrichum ogranicene su na sojeve koji utjecu na jednu vrstu usjeva (Buddie i sur. 1999,

Gonzalez i sur. 2006), ¢ime se znacajno smanjuje obujam genskog fonda koji se uzorkuje.

Postoje dobro dokumentirani sluc¢ajevi Colletotrichuma koji zive kao endofiti i uzrocnici
bolesti cetinjaca (Wang 1 sur. 2008, Joshee i sur. 2009, Damm 1 sur. 2012a) i paprati (MacKenzie
i sur. 2009). Vrste ovog roda su uvelike povezane i sa zeljastim i s drvenastim biljkama, iako se
¢ini da potonje uglavnom sadrze kolonije u plodovima, lis¢u i drugim ne-lignificiranim tkivima.
Takoder, postoje izolirani izvjestaji o vrstama Colletotrichum koje uzrokuju infekcije insekata.
(Marcelino i sur. 2008)
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U vrijeme prve monografske obrade roda Colletotrichum (von Arx 1957) postojalo je oko
750 naziva (Cannon i sur. 2012). Von Arx (1957.) to je sveo na 11 taksona na temelju morfoloskih
karakteristika. Sutton (1980) je prihvatio 22 vrste, dok je Sutton (1992) prihvatio 39 vrsta na
temelju morfoloskih i kulturnih karakteristika. Hyde i sur. (2009b) dali su prvi sveobuhvatan
pregled ovog roda sa 66 naziva u uobicajenoj upotrebi i 19 sumnjivih imena te su takoder istaknuli

potrebu za revizijom ovog roda koristenjem molekularnih metoda (Hyde i sur. 2009a).

Trenutacno istrazivaci snazno preporucuju primjenu polifaznog pristupa, ukljucujuéi
analizu zemljopisnih, ekoloskih, morfoloskih i1 genetskih podataka kako bi se uspostavio prirodni

sustav klasifikacije za rod Colletotrichum (Cai i sur. 2009).

3.3.1. Gljive roda Colletotrichum pronadene u izbojcima obi¢nog lovora

Colletotrichum nymphaeae (Pass.) Aa

C. nymphaeae pripada kompleksu vrsta acutatum i moze se odvojiti od drugih vrsta
analizom sekvence TUB2 (Damm i sur. 2012b). Dostupni su podaci o sekvencama cijelog genoma
C. nymphaeae (Baroncelli i sur. 2016.). Testovi patogenosti provedeni su na ovoj vrsti kako bi se
potvrdila njezina patogenost (Baroncelli i sur. 2016.). Razvijeni micelij ove vrste prikazan je na
slici 14.

Slika 18. Micelij vrste C. nymphaeae
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Opis vrste (slika 15): Vegetativne hife su promjera 1-5 um, prozirne, glatke, septirane i
razgranate. Konidiofori se formiraju izravno na hifama. Konidiofori su prozirni i glatki; nekoliko
ih je septiranih i razgranatih. Konidiogene stanice su prozirne, glatke, cilindri¢ne ili fuziformne i
nisu jasno odvojene od hifa septumom. Konidije su ravne i cilindri¢ne do klavatne, s jednim krajem
zaobljenim, a drugim krajem ili dva kraja ostrim, (6,8-)9-13(-15,9) x (3,4-)4-4,5(-5,3) pm,
srednja vrijednost = SD = 11,24 + 2,19 x 4,24 + 0,44 um (n = 50), omjer L/W = 2,7. Apresoriji su
jednostavni ili u maloj skupini i uglavnom su okruglasti ili elipti¢ni; nekoliko ih ima nepravilan
obris, (4,8-)6,5—,5(-9) x (4,3-)5-6(-7,9) um, srednja vrijednost + SD = 6,97 + 0,85 x 5,64 + 0,60
um (n = 50) , omjer L/W = 1,2. Ciste kulture na PDA su ravne s cijelim rubom. Zra¢ni micelij je
rijedak, prema sredini sivkastozut ili cimetast, a na rubu bijel; u reversu je tamno maslinasto siv.

Ima stopu rasta od 54-60 mm nakon 7 dana (Chen i sur 2022).

1%

Slika 19. Morfoloske i kulturoloske karakteristike C. nymphaeae (Chen i sur 2022)

Ova vrsta je utvrdena je kao patogen na vrstama Anemone sp. (lzrael, Italija i Nizozemska),
Capsicum sp. (Indonezija i Zimbabve), Fragariaxananassa (Bugarska, Kanada, Francuska, Izrael,
Italija, Nizozemska, Juzna Afrika, Spanjolska, Svicarska, UK i SAD), Leucaena sp. (Meksiko),
Malus domestica (Brazil i Uruguway), Nuphar luteum (Nizozemska), Nymphaea alba
(Nizozemska), Oenothera sp. (Nizozemska), Olea europaea (Portugal), Pelargonium graveolens
(Indija), Photinia sp. (UK), Protea sp. (Australija i Juzna Afrika), Phaseolus sp. (Nizozemska) i
Vitis vinifera (Kina) (Damm i sur. 2012b, Velho i sur. 2014, 2015, Baroncelli i sur. 2015b,
Talhinhas i sur. 2015, Liu i sur. 2016).

Rasprostranjenost ove vrste u svijetu prikazana je na slici 16. Utvrdena je u Australiji,

Brazilu, Bugarskoj, Kanadi, Francuskoj, Indiji, Indoneziji, lzraelu, Italiji, Keniji, Meksiku,
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Nizozemskoj, Portugalu, Juznoj Africi, Spanjolskoj, Svicarskoj, Tajlandu, UK-u, SAD-u,
Zimbabveu (Damm i sur. 2012b), Keniji (Barnocelli i sur. 2015), Kini (Jayawardena i sur. 2016b,
Wu i sur. 2018, Damm i sur. 2020, Li i Li 2020), Maleziji, Sri Lanki i u Juznoj Koreji (Jayawardena

i sur. 2021).

Slika 20. Rasprostranjenost vrste C. nymphaeae , CABI, 2022.
https://www.cabi.org/isc/datasheet/120357#toDistributionMaps

Colletotrichum karsti Yan L. Yang, Zuo Y. Liu, K.D. Hyde & L. Cai

C. karsti najcesca je i geografski najraznovrsnija vrsta u kompleksu boninense 565 (Damm
i sur. 2012a, Jayawardena i sur. 2016a). Morfoloska i genetska varijabilnost ove vrste vrlo je velika,

Sto otezava njezinu identifikaciju. Dostupni su testovi patogenosti za ovu vrstu (Yang i sur., 2011).

Razvijeni micelij ove vrste na naSim uzorcima prikazan je na slici 17.
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Slika 21. Micelij vrste C. karsti

Ova vrsta ima $irok raspon domacina ukljucujué¢i Annona cherimola, Anthurium sp.,
Bletilla ochracea, Bombax aquaticum, Camellia sp., Capsicum annunum, Carica papaya, Citrus
sp., Clivia miniata, Coffea sp., Cucumis melo, Diospyros australis, Eucalyptus grandis, Malus
domestica, Mangifera indica, Olea europaea, Pistacia vera, Quercus salicifolia, Rubus glaucus,
Theobroma cacao, Zamia oblique i dr. (Damm i sur. 2012a, Jayawardena i sur. 2016a, Farr i
Rossman 2021)

Rasprostranjenost ove vrste je prikazana na slici 18. Utvrdena je u Australiji, Brazilu, Kini,
Kolumbiji, Njemackoj, Indiji, Italiji, Japanu, Meksiku, Novom Zelandu, Panami, Portugalu, Juznoj
Africi, Spanjolskoj, Tajlandu, SAD-u, Zimbabveu (Damm i sur. 2012a, Jayawardena i sur. 2016a,
Farr i Rossman 2021).
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Slika 22. Rasprostranjenost vrste C. karstii, CABI, 2022.
https://www.cabi.org/isc/datasheet/119134#toDistributionMaps

Colletotrichum fioriniae (Marcelino & Gouli) R.G. Shivas & Y.P. Tan

C. fioriniae je vrsta izvorno opisana kao entomopatogen kukca ljuskara u SAD-u, a takoder
je zabiljeZena kao endofit u nekoliko biljaka (Marcelino i sur. 2008). C. fioriniae zabiljeZen je i
kao uzro¢nik palezi lis¢a i stabljike na Acacia acuminata (Golzar 2009 kao C. acutatum) i trulezi
plodova avokada (Shivas i Tan 2009) u Australiji. Lako se identificira pomoc¢u bilo kojeg od Sest
gena koje su analizirali Damm i sur. (2012b). Postoje studije patogenosti ili virulentnosti vezane
uz ovu vrstu. Takoder, dostupni su i podaci o sekvencama cijelog genoma za ovu vrstu (Barnocelli

i sur. 2014b). Razvijeni micelij ove vrste prikazan je na slici 19.
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Slika 23. Micelij vrste C. fioriniae

Javlja se na sljede¢im biljkama: Magnifera indica (endofit stabljike), Malus domestica
(oStecenje ploda), Malus pumila, Myriophyllum spicatum, Olea europaea, Parthenocissus sp., cv.
‘Disci’ (meka trulez), Penstemon sp., Persea americana (trulez plodova), Piper nigrum, Primula
sp. (lisne pjege), Pyrus sp. (trulez ploda), Rhododendron sp., Rubus sp., Solanum lycopersicum
(trulez ploda), Tulipa sp., Vaccinium corymbosum (trulez ploda), Vitis vinifera (Damm et al.
2012b), Lycium barbarum, Lycium chinense, Ailanthus altissima, Pistacia vera, Litchi chinensis,

Prunus persica, Solanum melongena, Zanthoxylum armatum (Jayawardena i sur. 2021).

Rasprostranjenost je prikazana na slici 20. Utvrdena je u Australiji, Nizozemskoj, Novom
Zelandu, Portugalu, UK-u, SAD-u (Damm i sur. 2012b), Kini (Liu i sur. 2016, Han i sur. 2020,
Ling i sur. 2020), Koreji (Lee i sur. 2018, 2020), Italiji (Hyde i sur. 2017), Poljskoj (Pszczolkowska
i sur. 2016).
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Slika 24. Rasprostranjenost vrste C. fioriniae. CABI, 2022.
https://www.cabi.org/isc/datasheet/118779#toDistributionMaps
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4. ZAKLJUCAK

Nakon provedenih izolacija Cistih kultura i DNK analize utvrdena su 32 taksona gljiva, od
kojih je 14 identificirano do razine roda, a 18 do razine vrste. Ustanovljeno je 17 patogenih gljiva
od kojih su, prema pregledu literature, najvirulentnije i potencijalni uzro¢nici nekroze lovora tri

vrste roda Colletotrichum. Uz to, determinirana su tri endofita te Cetiri saprotrofa.

Budu¢i da C. fioriniae, C. nymphaeae i C. karsti do sad nisu poznate kao patogeni kore
lovora, proveden je test patogenosti s ove tri vrste u cilju da se utvrdi mogu li prouzrokovati

odumiranje tkiva kore izbojaka i grancica lovora.

Prema preliminarnim rezultatima testa patogenosti utvrdeno je da C. nymphaeae, C. karsti
i C. fioriniae mogu prouzrokovati nekrozu kore, stoga bi one mogle biti potencijalan uzrok
odumiranja izbojaka lovora te u kona¢nici i cijelih stabala na podruc¢ju Opatijskih gradskih vrtova.
Zamijeceno je kako je od njih najvirulentnija C. fioriniae, a najmanje virulentna C. karstii. Uz
spomenute tri Colletotrichum vrste, znacajan utjecaj u odumiranju izbojaka i grancica obi¢nog
lovora imala je gljiva Diaporthe eres, te neSto manje izrazenu ulogu u susenju su imale
Biscogniauxia nummularia, Botryosphaeria dothidea, Dothiorella iberica, Fusarium sp. i

Seiridium italicum.
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