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Sazetak Tijekom procjene zdravstvenog stanja klonova divlje treSnje (Prunus avium

L.) u klonskoj sjemenskoj plantazi Kutina (USP Zagreb), u svibnju 2020.
godine primijecena je sporadi¢na pojava nekroti¢nih lezija koje su zahvacale
samo liS¢e vizualno zdravih stabala. Nekroticne lezije pokazivale su dva
karakteristi¢na obrasca Sirenja, Sto je dovelo do zakljucka da se radi o dva
razli¢ita simptoma 1 viSe potencijalnih uzro¢nika. Budu¢i da simptomaticno
lis¢e nije pokazivalo znakove napada kukaca te kako se datum prikupljanja
uzoraka podudarao s kalendarskim dijelom godine u kojemu simptomi
gljiviénih oboljenja postaju vidljivi, nad prikupljenim liS¢em je proveden
postupak izolacije gljiva iz prijelazne zone nekrotiziranoga i zdravoga tkiva.
Nakon dobivanja Cistih kultura izoliranih micelija te utvrdivanja njihove
sistematske pripadnosti primjenom molekularnih metoda, ovim se
istrazivanjem nastojala utvrditi prisutnost patogenih vrsta kao mogucih
uzroc¢nika nekroti¢nih lezija. U svrhu dobivanja uvida u strukturu zajednice
gljiva koje su kolonizirale lis¢e klonova, uzorci simptomati¢nog tkiva bili su




podijeljeni u Sest kategorija, odnosno dvije kategorije s obzirom na tip
simptoma 1 tri kategorije s obzirom na primjenu povrSinske sterilizacije.
Sekvenciranjem izolirane DNK reprezentativnih izolata i1 identifikacijom
taksona prisutnih gljiva, postalo je vidljivo kako se pojava nekroti¢nih lezija
na lis¢u klonova Prunus avium u klonskoj sjemenskoj plantazi Kutina ne moze
treSnje, ali se moze smatrati posljedicom slozene interakcije endofitske
zajednice gljiva, biljnog domacina i abiotickih ¢imbenika.
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1. UVOD
1.1 Divlja treSnja (Prunus avium (L.) L.)

Divlja treSnja ili treSnja (Prunus avium (L.) L.) je autohtona listopadna vrsta iz porodice
Rosaceae koja se fragmentarno rasprostire na podruc¢ju Europe, Male Azije, Krima, Kavkaza,
Irana i sjeverne Afrike (Slika 1) (Franji¢ i Skvorc 2010). Najveéa vrijednost visinske
rasprostranjenosti divlje treSnje zabiljezena je u Francuskoj i iznosila je 1900 metara nadmorske
visine (Russel 2003).

Prunus avium
20°E 0'E

This distribution rmap, showing the natural distibution area of Prunus suium was compiled by mermbars of the EUFORGEN Networks based on an sarlier map published by
Schitt 1995 and published in hitp:fwww.sebaethz. chipdfs/ki.pdf and the map avadabie at hitpMinnaeus.nrm.se/fora/di'rosaprunuprunavi.ntml

Citation: Distribution map of Wikd chenry (Prunus avium | EUFORGEN 2009, www.euforgen.org — — T
0 25 500 1,000

First published online on August 2003 - Updated on 23 July 2008

Slika 1. Kartografski prikaz areala divlje tresnje (Prunus avium (L.) L.) (Izvor: www.euforgen.org)

Zahvaljuju¢i jestivim plodovima, drvu visoke kvalitete i ornamentalnoj vrijednosti, divlja
treSnja je danas prisutna u naturaliziranim populacijama daleko izvan podrucja svoje prirodne
rasprostranjenosti. Prema Franji¢ i Skvorc (2010), Prunus avium predstavlja izrazito
polimorfnu vrstu, s velikim brojem kultivara (sorti). Oplemenjene sorte divlje treSnje poznate
su pod zajedni¢kim nazivom slatka treSnja (Tanc¢eva Crmaric¢ i sur. 2011).

Analize fosilnih ostataka s arheoloskih nalaziSta otkrivaju da konzumacija plodova divlje
treSnje datira barem od treceg tisucljeca prije Krista (Carey 2012). Smatra se kako ova vrsta
potjeCe s Kavkaza (Russel 2003) te je zajedno s visnjom (Prunus cerasus L.) bila najprije
uzgajana na podrucju jugozapadne Azije, Turske i Grcke, nakon ¢ega se proSirila zapadnom
Europom (Carey 2012).



Divlja treSnja raste kao stablo visine do 20 m koje se odlikuje monopodijalnim rastom,
pravilnim habitusom i valjkastom kro$njom. Tanka, kozasta i tamnosiva kora debla dugo ostaje
glatka i sjajna, a starenjem se ljusti u karakteristicnim horizontalnim trakama (Idzojti¢ 2013a).
Korijenov sustav je srcast (Franji¢ i Skvorc 2010), s veéim brojem dugackog postranog
korijenja koje se plitko razgranjuje rizosferom tla (Welk i sur. 2016). Zahvaljujuéi gustoj mrezi
postranog korijenja, divlja treSnja se koristi za u¢vrs¢ivanje tla degradiranih terena (Norris 1
sur. 2008). Premda se pojavljuje na razli¢itim tipovima tala, najbolje uspijeva na bogatom,
neutralnom tlu umjerene vlaznosti (Franji¢ i Skvorc 2010), a ne podnosi teska, glinovita tla te
poplavna stanista i podrucja sa stagniraju¢om povrsinskom vodom (Russel 2003).

Naizmjeni¢no rasporedeni na izbojku, listovi divlje tresnje su jednostavni, elipticnoga oblika,
Siljastog vrha te krupno napiljenoga ruba. U gornjem dijelu peteljke ili donjem dijelu plojke
nalaze se dvije krupne, crvenkaste zlijezde (IdZojti¢ 2013b). Pri dnu peteljke smjeSten je jedan
par palisti¢a koji rano otpadaju (Franji¢ i Skvorc 2010). Prunus avium po&inje cvjetati u starosti
od dvadeset do dvadeset i pet godina, s time da oplemenjene sorte poinju cvjetati ve¢ u starosti
od Cetiri do petnaest godina.Cvjetovi su dvospolni i entomofilni te je viSe cvjetova smjesteno u
Stitastim cvatovima na kratkim izbojcima. Cvjetanje se odvija u travnju, za vrijeme listanja
(Idzojti¢, 2013c). Divlja tresnja dobro podnosi niske temperature, no cvjetovi ¢esto stradaju od
kasnih proljetnih mrazeva (Russel 2003). Plodovi su ornitohorne, kuglaste, crvene ili crne
jednosjemene koStunice ¢iji je mezokarp socan i jestiv. Dozrijevanje plodova traje od svibnja
do kolovoza (Idzojti¢ 2013c).

Prunus avium predstavlja prijelaznu vrstu Siroke ekoloske valencije koja raste kao pojedinac¢no
stablo ili manja skupina stabala na rubovima $uma i $ikara (Franji¢ i Skvorc 2010). Takoder
naseljava Sumske Cistine, a kao pionirska vrsta u ranim stadijima sukcesije stvara povoljne
ekoloske uvjete za pridolazak klimatogenih vrsta drve¢a. Ova se Sumska vockarica i plemenita
listaca javlja kao sporedna vrsta drvec¢a u mjeSovitim Sumama (Welk i sur. 2016).

Dijagnosticki je znaCajna vrsta u hrastovo-grabovim Sumama srednjoeuropskoga karaktera,
odnosno zajednicama sveze Carpinion betuli Isller 1931. Prisutna je u zajednici Carpino betuli-
Quercetum roboris (Ani¢ 1959) Rau§ 1971, odnosno Sumi hrasta luznjaka 1 obi¢noga graba
koja se u Hrvatskoj rasprostire na povrsini od oko 110 000 ha duZ cijeloga toka rijeke Save i
njenih pritoka. Osim toga, divlja treSnja je u Hrvatskoj dio flornog sastava zajednica sveze
Erythronio-Carpinion betuli (Horvat 1938) Marincek in Wallnofer et al. 1993 (ilirske hrastovo-
grabove Sume) koje se pruzaju u brezuljkastom (kolinskom) vegetacijskom pojasu.

U kolinski pojas se spustaju i acidotermofilne Sume hrasta kitnjaka, pitomog kestena i obi¢ne
breze, pa se divlja treSnja takoder moze naci 1 u asocijacijama: Querco-Castaneetum sativae
Horvat 1938 (Sumi hrasta kitnjaka 1 pitomoga kestena), Festuco drymeiae-Quercetum petraeae
(Jankovi¢ 1968) HruSka-Dell'Uomo 1975 (Suma hrasta kitnjaka s brdskom vlasuljom) i
Pteridio-Betuletum pendulae (Raus 1 Vukeli¢ 1989) Trinajsti¢ 2004. (Suma obi¢ne breze s
bujadi). Pojavljuje se i u asocijaciji Aposeridi foetidae-Castaneetum sativae Medak 2011 (Sumi
pitomoga kestena s prase¢im zeljem) koja se rasprostire u kolinsko-submontanskom pojasu
sjeverozapadne i srediSnje Hrvatske (Vukeli¢ 2012).

Divlja tre$nja je heliofilna, mezofilna i brzorastuéa vrsta (Franji¢ i Skvorc 2010) te je prikladna
za uzgoj u kulturama kratkih ophodnji. Pokazuje veliki potencijal primjene u Sumarstvu buduc¢i



da se moze koristiti prilikom poSumljavanja neobraslog Sumskog zemljiSta, sanacije
degradiranih terena kojima prijeti opasnost od erozije tla, popunjavanja u oplodnim sjecama te
osnivanja Sumskih kultura na napustenim poljoprivrednim povrSinama (Tanceva Crmari¢ i sur.
2011).

Drvo divlje treSnje je karakteristi¢ne crvenkaste boje, postize visoke cijene na trzistu te se
najcesce koristi u proizvodnji namjesStaja i glazbenih instrumenata. Zbog velike potraznje i
nedovoljne koli¢ine dostupnog drva Prunus avium, u Europu se Cesto uvozi sjevernoamericka
vrsta Prunus serotina (Russel 2003). U nekoliko zemalja ve¢ su pokrenuti dugoro¢ni programi
oplemenjivanja divlje tresnje s ciljem povecéanja kvalitete 1 proizvodnje njenog drveta (Diaz i
Merlo 2008, Kobliha 2002).

1.2 Uzro¢nici gospodarski najznacajnijih gljivi¢nih bolesti liS¢a divlje tresnje
u Republici Hrvatskoj

Zahvaljujuéi razlici u staniSnim uvjetima u odnosu na Sumski ekosustav, u klonskim
sjemenskim plantazama se moze oc¢ekivati pojava i razvoj istih gljivi¢nih bolesti koje se javljaju
i na kultivarima divlje tre$nje u sustavu ekoloskog i integriranog uzgoja. Sa stajaliSta zastite
bilja, Prunus avium nije zahtjevna vrsta. Medutim, uslijed znatnih odstupanja klimatskih prilika
od visegodisnjih prosjecnih vrijednosti, u plantaznim nasadima treSanja u Republici Hrvatskoj
je u posljednjih nekoliko godina zabiljezena prekomjerna pojava odredenih kategorija Stetnih
organizama (Subi¢ 2016). U Tehnoloskim uputama za integriranu proizvodnju vo¢a” (Petrovié
i sur. 2012) navedeni su sljede¢i uzro€nici ekonomski znacajnih gljiviénih bolesti divlje tresnje
u Republici Hrvatskoj: Blumeriella jaapii (uzro¢nik koziCavosti liS¢a), Botrytis cinerea
(uzrocnik sive plijesni), Monilinia spp. (uzro¢nici nekroze cvjetova, suSenja izbojaka i smede
trulezi plodova) i1 Stigmina carpophila (uzro€nik Supljikavosti li§¢a). Vrste roda Monilinia 1
Botrytis cinerea glavni su uzro€nici trulezi plodova Prunus avium u plantaznim nasadima te
1zazivaju 1 najvece ekonomske gubitke (Adaskaveg 1 sur. 2000, Xu i sur. 2007, Holb 2008).

Buduc¢i da na simptomati¢nom li§¢u ispitivanom u sklopu ovog rada nisu nadeni znakovi napada
Stetnih kukaca poput karakteristicnih grizotina, uvijanja zelenog liS¢a ili prisutnosti razlicitih
razvojnih stadija uSi, ekskremenata i medne rose, ovim ¢e potpoglavljem biti obuhvacen
pregled najznacajnijih gljivicnih bolesti divlje treSnje koje svojom simptomatologijom najvise
odgovaraju zateCenom stanju u klonskoj sjemenskoj plantazi Kutina.

Pojava nekroti¢nih lezija koje zahvacaju prvenstveno liS¢e oboljelih biljaka, kao Sto je
primijec¢eno na ispitivanim klonovima Prunus avium u klonskoj sjemenskoj plantazi Kutina,
uklapa se u sliku napada nekoliko gospodarski znacajnih askomicetnih patogena u koje se
ubrajaju: Apiognomonia erythrostoma, Blumeriella jaapii 1 Stigmina carpophila. Znanstveni
nazivi ovih gljiviénih patogena preuzeti su s mreZne stranice www.indexfungorum.org.

1.2.1 Apiognomonia erythrostoma (Pers.) Hohn.

Gljiva Apiognomonia erythrostoma (Pers.) Hohn., uzro¢nik uvijenosti i suSenja lis¢a, rasirena
je u mnogim europskim zemljama (UK CAB International 1993) te nekoliko zemalja isto¢ne
Azije. Smith 1 sur. (1998) smatraju kako je ova patogena vrsta fitosanitarni problem
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prvenstveno u istocnoj Europi i Balkanskom poluotoku. Premda nema zabiljezenih slucajeva
introdukcije A. erythrostoma na nova podrucja, Sto bi zahtijevalo transport zarazenih biljaka s
liS¢em i plodovima, neke drzave ubrajaju ovu vrstu u karantenske Stetne organizme
(www.cabi.org).

Prema Hecht 1 Zinkernagel (2006), svi pripadnici roda Prunus predstavljaju potencijalne
domacine A4. erythrostoma. Parazitira na samoniklim jedinkama Prunus avium u Sumama i
okuénicama, kao 1 na oplemenjenim sortama divlje treSnje u rasadnicima i plantaznim
nasadima (http://pinova.hr).

Zaraze mladog lis¢a Prunus avium askosporama Apiognomonia erythrostoma ostvaruju se
tijekom travnja, a intenzitet infekcija ovisi o koli€ini i trajanju oborina. Budu¢i da period
inkubacije traje od tri do pet tjedana, prvi simptomi postaju vidljivi u lipnju (Cvjetkovi¢ 2010)
te ukljucuju naglo venuce, susenje i smedenje mladog liS¢a na vrhovima izbojaka. Na starijem
lis¢u vidljiva je pojava crvenkastosmedih pjega uocljivog kloroticnog ruba. Diskoloracija
inficiranog liS¢a gotovo uvijek pocinje od ruba plojke (http://pinova.hr).

Karakteristi¢na slika napada 4. erythrostoma odnosi se na izgled krosnje s ljevkasto uvijenim
suhim liS¢em koje, zbog nemogucnosti stvaranja stanica pluta na bazi peteljke, ostaje
pricvrséeno za izbojak tijekom Citavog  vegetacijskog razdoblja (Slika @ 2)
(http://www.fazos.unios.hr).

Osim nekroze i suSenja liS¢a, propadanja plodova i susenja izbojaka, A. erythrostoma moze u
konacnici uzrokovati odumiranje oboljelih biljaka (Voncina i sur. 2013).

Slika 2. Izgled zarazenog liS¢a u kro3nji (lijevo) i uvecani prikaz nekroze li§¢a Prunus avium uzrokovane
gljivom Apiognomonia erythrostoma (desno) (Izvori: www.oekophys.wzw.tum.de i1 https://nt.ars-

grin.gov)

1.2.2 Blumeriella jaapii (Rehm) Arx

Kozicavost lis¢a treSnje uzrokovana vrstom Blumeriella jaapii (Rehm) Arx (sinonim
Coccomyces hiemalis Higgins) jedna je od najznacajnih i najopasnijih gljivicnih bolesti Prunus
avium (Heald 1933, Keitt i sur. 1937, Sjulin 1 sur. 1989) te je u Europi prvi puta zabiljeZena
sredinom dvadesetoga stoljeca (Schuster i Tobutt 2004). B. jaapii je parazit vrsta iz roda Prunus
koji u Hrvatskoj najvece Stete Cini na vrstama Prunus avium i Prunus cerasus. Pritom kolonizira
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prvenstveno li§¢e, a mnogo rjede i peteljku, jednogodisnje izbojke, plod i stapku ploda. Krajem
svibnja se na gornjoj strani plojke inficiranog lis¢a divlje tresnje primjecuju patoloske promjene
u vidu sitnih kruznih do ovalnih i zagasito ljubicastih pjega, promjera od jednog do tri milimetra
(Slika 3) (http://www.fazos.unios.ht/).

S vremenom pjege poprimaju tamnosmedu boju (Petrovi¢ i sur. 2012), a na nalic¢ju lista postaju
vidljive izboCene bjelkaste nakupine plodiSta gljive, odnosno acervula (Slika 3).
Napredovanjem bolesti 1 ostvarivanjem sekundarnih infekcija, broj pjega se povecava u smjeru
od ruba lista prema glavnoj zili, pa pjege u konacnici mogu zahvatiti ve¢i dio lisne povrsine.
Simptomi na plodovima uklju¢uju pojavu nekroticnih lezija s prljavobijelom prevlakom
acervula (http://www.fazos.unios.hr/). Stete od napada gljive B. jaapii oéituju se u preranom
otpadanju zarazenoga lis¢a i pojavi defolijacije koja katkada nastupa ve¢ sredinom ljeta.
Takoder dolazi do nedovoljnog odrvenjavanja izbojaka, slabijeg formiranja cvjetnih pupova,
smanjenja vitaliteta (Schuster 1 Tobutt 2004) 1 odumiranja mladih oboljelih jedinki u uvjetima
niskih temperatura zraka zimi (Wharton i sur. 2003).

T

Slika 3. Uvecani prikaz nekroti¢nih pjega s gornje strane plojke lista Prunus avium koje su uzrokovane
gljivom Blumeriella jaapii (gore) i uvecani prikaz donje strane plojke lista Prunus avium s nekroticnim
podru¢jima i izboCenim, bjelkastim masama konidija Blumeriella jaapi (dolje) (Autor: C. Van
Steenwinkel. Izvor: https://bladmineerders.nl)

1.2.3 Stigmina carpophila (Lév.) M. B. Ellis

Stigmina carpophila (Lév.) M. B. Ellis (sinonim Wilsonomyces carpophilus (Lév.) Adask., J.M.
Ogawa & E.E. Butler) je patogen koji napada domacine roda Prunus uzrokujuci bolest naziva
Supljikavost ili rupiCavost lista prunike. Domacini S. carpophila su prvenstveno divlja treSnja,
marelica (Prunus armeniaca L.) 1 lovorvisnja (P. laurocerasus L.) (Tomiczek 1 sur. 2007).
Simptomi ukljucuju patoloske promjene na liS¢u, izbojcima i plodovima, no najznacajniji
aspekt bolesti predstavljaju infekcije lis¢a koje u pocetku rezultiraju gubitkom velikog dijela
asimiliacijske povrsine, a kasnije i defolijacijom (Ivanova i sur. 2012). Patogen inficira Zivo
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tkivo kroz mehanicke ozljede i pupove, a nagli napad Cesto slijedi nakon vlaznih i ki$nih
razdoblja u prolje¢e (Tomiczek i sur. 2007). Na lis¢u se simptomi ocituju kao kruzne
tamnocrvene pjege ostrih, tamnijih rubova. Napredovanjem bolesti, sredi$nji dio pjege posmedi
1 nekrotizira, a nekroti¢no tkivo otpada ostavljaju¢i na listu karakteristicne milimetarske
perforacije (Slika 4) (Tomiczek 2007, Ivanova i sur. 2012). Na povrSini kore izbojaka pojavljuju
se crvenkaste nekroze veli¢ine nekoliko milimetara te je ponekad vidljivo curenje gumozne
tvari. Na plodovima se primijecuju udubljene crvenosmede mrlje, a kasnije rupe koje
podsjecaju na grizotine kukaca (Tomiczek i sur. 2007). Uz defolijaciju, S. carpophila takoder
uzrokuje smanjenje koli¢ine uroda i slabljenje vitaliteta napadnutih stabala (Teviotdale i sur.
1999), a visegodisnji uzastopni napadi mogu dovesti do odumiranja mladih biljaka (Tomiczek
isur. 2007). Uz gljivu S. carpophila, vrlo slicne simptome na liSéu Prunus avium uzrokuje i niz
drugih patogena poput bakterija Xanthomonas arboricola var. pruni (Ivanova i sur. 2012) 1
Pseudomonas syringae (Slika 5) te virusnih uzro€nika poput skupine virusa prstenaste
pjegavosti (Plese 1 Jureti¢ 1968). Pouzdana identifikacija i eliminacija potencijalnih uzro¢nika
u ovakvim je slu¢ajevima moguc¢a samo uz primjenu molekularnih metoda.

Slika 4. Izgled simptoma na lis¢u Prunus sp. uslijed napada Stigmina carpophila (Autori: C. Quintin i
L. Ersek. Izvori: https://alchetron.com i https://bladmineerders.nl)
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Slika 5. Izgled nekroti¢nih pjega na liS¢u i plodovima Prunus sp. uslijed napada Pseudomonas syringae
(Izvor: http://www.fazos.unios.hr)

1.3 Klonske sjemenske plantaZe i o€uvanje genofonda divlje treSnje

U Republici Hrvatskoj su, kod veéine gospodarski vaznih vrsta Sumskoga drveca ve¢ nekoliko
desetljeca prisutni i prepoznati problemi bioloSke obnove, popunjavanja djelomi¢no prirodno
obnovljenih povrSina i poSumljavanja Sumskih ¢istina. Osnivanje klonskih sjemenskih plantaza
jedan je od nac¢ina nadoknade potrebne koli¢ine sjemena u godinama bez uroda ili sa slabim
urodom (Kajba i sur. 2010). Klonske sjemenske plantaze mogu se definirati kao kulture
heterovegetativno selekcioniranih superiornih stabala koja se medusobno oprasuju i oploduju,
pri ¢emu se ostvaruje genetska dobit od 10 % 1 vise (Vidakovi¢ 1996, Vidakovi¢ i sur. 2000).

Proizvodnja sjemena u klonskim 1 generativnim sjemenskim plantaZama veca je 1 ¢eS¢a u
odnosu na prirodne sastojine 1 Sumske kulture zahvaljujuéi provodenju pomotehnickih zahvata
te mjera zaStite cvjetova i plodova od negativnog utjecaja razli¢itih biotickih 1 abioti¢kih
¢imbenika. Osim osiguravanja ucestalog uroda oplemenjenoga sjemena, podizanjem klonskih
sjemenskih plantaza provodi se i zaStita genofonda Sumskoga drve¢a buduci da je odnos izmedu
veli¢ine populacije 1 postotka ocuvane heterozigotnosti tako sveden na minimalni gubitak
ukupne aditivne genetske varijabilnosti (Kajba i sur. 2010).

Premda se na razini Europe Prunus avium ne smatra ugroZzenom vrstom, fragmentarna
rasprostranjenost njenith populacija predstavlja znacajan rizi¢ni ¢imbenik koji, uz globalnu
promjenu klime, degradaciju 1 gubitak staniSta, hibridizaciju s oplemenjenim sortama divlje
treSnje (engl. sweet cherry), utjecaj bolesti 1 Stetnika te nisku razinu prirodne obnove i
kompeticiju s drugim biljnim vrstama, moze dovesti do gubitka genetske raznolikosti. Zbog
navedenih rizi¢nih ¢imbenika, klonske sjemenske plantaZe u¢inkovit su nacin ex sifu ocuvanja
genofonda divlje tresnje (Russel 2003), a oCuvanje genetske strukture i primjena metoda
oplemenjivanja osnova su odrZavanja adaptacijskog potencijala ove Sumske vockarice (Kajba
1 sur. 20006).

U Sumama Republike Hrvatske divlja tresnja je zastupljena u udjelima od samo 0,3 do 1%.
Zastupljenost divlje treSnje nastoji se povecati unoSenjem sadnica u Sumske sastojine u
drzavnom, ali i1 privatnom vlasniStvu. Tako koriStene sadnice trebaju biti genetski superiorne,
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odnosno proizvedene iz sjemena sakupljenoga u klonskoj sjemenskoj plantazi
(www.savjetodavna.hr).

Kajba i sur. (2010) navode kako su u Hrvatskoj, sukladno podjeli na ekogeografske sjemenske
regije 1 zone, osnovane tri proizvodne klonske sjemenske plantaze hrasta kitnjaka (Quercus
robur L.), dvije poljskog jasena (Fraxinus angustifolia Vahl) te po jedna plantaza hrasta
kitnjaka (Quercus petraea (Matt.) Liebl.), divlje tresnje (Prunus avium (L.) L.) 1 crnog bora
(Pinus nigra J. F. Arnold).

2. CILJ RADA

Sukladno podacima iz dostupne literature, na podrucju Europe je rasireno nekoliko gljivicnih
patogena divlje treSnje Ciji napadi izazivaju vece Stete i ekonomske gubitke. Potreba za
provodenjem istrazivanja mikobioma lis¢a divlje tresnje, s naglaskom na utvrdivanje prisutnosti
potencijalno Stetnih 1 patogenih vrsta, proizlazi iz Cinjenice kako su takva istrazivanja na
europskoj razini jo§ uvijek malobrojna.

Nakon izvrSene procjene zdravstvenog stanja klonova divlje treSnje u klonskoj sjemenskoj
plantazi Kutina, glavni cilj ovoga rada odnosio se na identifikaciju moguc¢ih uzro¢nika
nekroti¢nih lezija koje su zahvacale samo liS¢e vizualno zdravih stabala. U tu svrhu provedena
je izolacija micelija iz prikupljenih uzoraka simptomati¢nog lisnog tkiva te njihov uzgoj na
hranijvim podlogama u Petrijevim zdjelicama. Identifikacija taksonomskih jedinica izoliranih
micelija ostvarena je primjenom molekularnih metoda. Tijekom provedbe ovoga istrazivanja,
uzorci simptomaticnog tkiva podijeljeni su u vise kategorija s obzirom na primjenu povrsinske
sterilizacije kako bi se dobio uvid u strukturu prisutne zajednice gljiva te utvrdio njen utjecaj
na vitalitet promatranih stabala.

3. MATERIJALI Il METODA RADA

3.1 Podrudje istrazivanja

Procjena zdravstvenog stanja 1 postupak uzimanja uzoraka simptomati¢nog li¢a provedeni su
nad stablima divlje treSnje (Prunus avium (L.) L.) u klonskoj sjemenskoj plantazi smjeStenoj u
Sartovcu, gospodarskoj jedinici Kutinske prigorske sume 40 M, Sartovacko brdo (Slika 6).
Klonska sjemenska plantaza (u daljnjem tekstu KSP) Kutina osnovana je 2001. godine, zauzima
povrsinu od oko dva hektara te se nalazi u vlasniStvu tvrtke Hrvatske Sume d.o.o., Uprava Suma
podruznica Zagreb, Sumarija Kutina (www.savjetodavna.hr).

Prilikom osnivanja plantaZe, vanjski suradnici na projektu bili su Fakultet Sumarstva 1 drvne
tehnologije SveuciliSta u Zagrebu, Hrvatski Sumarski institut i Agronomski fakultet SveuciliSta
u Zagrebu. Slicne klonske sjemenske plantaze osnovane su u Njemackoj i Belgiji, no 2001.
godine KSP Kutina je bila ujedno jedina takva plantaza divlje treSnje u Europi
(https://kutinanews.wordpress.com).
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U svrhu odabira genetski superiornih stabala (plus stabala) za podizanje KSP Kutina, provedena
je selekcija 27 stabala divlje treSnje na temelju osam fenotipskih kriterija (Katici¢ Bogdan i sur.
2015). Plus stabla su odabrana iz drzavnih Suma, s podrucja vise Uprava. U pocetku podizanja
plantaze posadeno je 500 stabala, a 2013. godine plantaZa je proSirena te je posadeno dodatnih
245 stabala (www.savjetodavna.hr). KSP Kutina osnovana je u cilju povecanja proizvodnje
kvalitetnog drva divlje treSnje te izvoza na inozemno trziste. Sjeme se takoder ve¢inom koristi
za proizvodnju sadnica namijenjenih poSumljavanju neobraslog Sumskog zemljista, obnovi
Sumskih sastojina i poveéanju postojeceg postotka zastupljenosti Prunus avium u Sumama
Republike Hrvatske te proizvodnji podloga u voéarstvu (www.agroklub.com).

Negativni utjecaji globalne promjene klime otezavaju gospodarenje sjemenskim plantazama
(Kajba 1 sur. 2010). Stoga je u KSP Kutina postavljen moderni sustav navodnjavanja, zastitna
mreza od tuce i stroj za zastitu od mraza. Osim toga, postavljena su staniSta za solitarne pcele
kako bi se osiguralo opraSivanje cvjetova pri nizim vrijednostima srednje temperature zraka u
prolje¢e (www.savjetodavna.hr).

Slika 6. Klonska sjemenska plantaza divlje tre$nje na podrudju Sumarije Kutina (Izvor:
www.savjetodavna.hr)

3.2 Procjena zdravstvenog stanja stabala divlje treSnje i prikupljanje
uzoraka na terenu

Procjena zdravstvenog stanja klonova divlje treSnje u KSP Kutina provedena je 26. svibnja
2020. godine vizualnim pregledom stabala, s naglaskom na utvrdivanje stanja krosnje. U ovome
istraZzivanju proucavani su prvenstveno simptomi gljiviénih bolesti na nadzemnim biljnim
dijelovima buduc¢i da se u vremenskom razdoblju prikupljanja uzoraka na kori izbojaka i lis¢u
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divlje treSnje ve¢ mogu uociti simptomi gljivicnih infekcija i znakovi napada drugih
potencijalno Stetnih organizama.

Premda je sredinom travnja 2020. godine zabiljeZena pojava mraza koji je izazvao Stete na
poljoprivrednim kulturama u vecem dijelu zemlje (https://meteo.hr, www.agroklub.com,
www.savjetodavna.hr), u klonskoj sjemenskoj plantazi Kutina nije doslo do pojave znacajne
osutosti kroSanja ili drugih pokazatelja koji bi upucivali na narusen vitalitet promatranih
stabala. Medutim, sporadi¢no kroz cijelu plantazu, na manjem broju lis¢a u krosnji vizualno
zdravih stabala, primijeéena je pojava nekroti¢nih lezija.

U nekim slu¢ajevima nekroti¢ne lezije zahvatile su polovicu ¢itave povrsine lista (Slika 9), dok
su se u drugim sluc¢ajevima pojavljivale kao vece, okrugle do elipsoidne pojedinacne smede
pjege (Slika 7) ili pak kao ve¢i broj manjih, okruglih nekroti¢nih pjega (Slika 8). Temeljem
nacina Sirenja nekroti¢nih lezija, procjenjeno je da se radi o dva razliCita simptoma koji
ukljucuju nekrozu lis¢a, a klasificirani su kao simptom A i simptom B.

Simptom A podrazumijevao je pojavu uglavnom pravilnih, okruglih do elipsoidnih nekroti¢nih
pjega za koje je specificno svjetlosmede obojenje u unutraSnjosti pjege i tamni rub koji
predstavlja jasnu granicu prema zdravom tkivu. Smede pjege vidljive su s obje strane plojke
lista, s time da je rub pjege Cak izraZeniji na nali¢ju plojke. S vremenom dio nekroticnog tkiva
otpadne, a na listu ostaju perforacije. Vece pravilne nekroticne pjege pojavljivale su se
uglavnom pojedinacno, Sireci se od ruba lista prema unutrasnjosti (Slika 7). Simptom A takoder
je obuhvacao i pojavu veéeg broja manjih, okruglih nekroticnih lezija koje su takoder
pokazivale tamnije obojenje na rubu, ali su uglavnom zahvacale tkivo uz lisne Zile (Slika 8).
Simptom B oznacavao je pojavu nekroti¢nih lezija nepravilnoga oblika koje su zauzimale puno
vecu povrsinu lista u odnosu na prethodno opisani simptom (Slika 9). Usto, za simptom B
karakteristi¢no je da ukljucuje svijetlosmede nekroze koje se uvijek Sire meduZzilnim tkivom od
ruba prema unutrasnjosti lista, a granica prema zdravom lisnom tkivu je tamnosmeda 1 difuzna
(Slika 10).

Alat koriSten na terenu (Skare) je prije uzimanja svakog novog uzorka ocis€en 1 steriliziran
prskanjem otopinom etanola (C.HsOH, 70%). Svjeze sakupljeno simptomati¢no lis¢e
pohranjeno je, ovisno o tipu simptoma, u dvije odvojene Ciste plasticne vrecice te je do obrade
skladiSteno u hladnjaku na temperaturi od 4°C.

S obzirom da se u ovom radu nije ispitivala unutarklonska otpornost na odredene patogene te
budu¢i da su nekroti¢ne lezije zahvacale liS¢e razlicitih klonova, dvije kategorije simptoma su
promatrane zajednicki za sve klonove.
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Slika 7. Izgled simptoma A na gornjoj strani plojke lista Prunus avium iz KSP Kutina — pojedinac¢na
nekroti¢na pjega $iri se od ruba lista prema unutrasnjosti (lijevo) te izgled simptoma A na donjoj strani
plojke istoga lista (desno)

\
\ 540

Slika 8. Donja strana plojke lista Prunus avium sakupljenog u KSP Kutina koji pokazuje simptom A -
vi$e nekroti¢nih lezija pojavljuje se uz lisne zile (lijevo) i uvecani prikaz simptoma A —nekroti¢ne pjege
uz lisne zile (desno) (Autor: J. Kranjec Orlovi¢)
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Slika 9. Izgled simptoma B na gornjoj strani plojke lista klona divlje treSnje iz KSP Kutina — nekroti¢na
lezija §iri se uz lisne zile, od ruba lista prema unutra$nosti zahvacajuci polovicu povrsine plojke (lijevo)
te izgled simptoma B na donjoj strani plojke istoga lista (desno)

Slika 10. Uvecani prikaz simptoma B — Sirenje nekroze uz lisne Zile, od ruba prema unutrasnjosti
lista (Autor: J. Kranjec Orlovi¢)
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3.3 Izolacija micelija iz simptomati¢nog lisnog tkiva i dobivanje Ccistih
Kultura

Postupak izolacije micelija gljiva prisutnih u unutrasnjosti ili na povrsini simptomaticnog lis¢a
klonova divlje tresnje iz KSP Kutina proveden je u Laboratoriju za patologiju drveca Zavoda
za zaStitu Suma i lovno gospodarenje Fakulteta Sumarstva 1 drvne tehnologije Sveucilista u
Zagrebu. Prva obrada uzoraka liS¢a za izolaciju micelija izvrSena je unutar 24 sata od
prikupljanja uzoraka s terena te je ukljucivala izolaciju micelija iz deset uzoraka liS¢a sa
simptomom A i deset uzoraka lis¢a sa simptomom B. Ostatak simptomaticnog lis¢a koji je
sakupljen, a nije bio tom prilikom obraden, skladiSten je u uvjetima temperature od 4°C radi
mogucénosti daljnjeg koristenja.

Svi postupci koji su tijekom istrazivanja zahtijevali manipulaciju s uzorcima biljnog tkiva i
micelija (obrada simptomati¢nog liS¢a i priprema uzoraka biljnog tkiva za izolaciju micelija,
provjera rasta micelija, presadnja micelija u svrhu dobivanja ¢istih kultura) obavljeni su u
laminarnom kabinetu za rad u atmosferi Cistog zraka (u daljnjem tekstu: laminarni kabient)
(Slika 11) ¢ija je unutrasnjost prethodno ocis¢ena papirnatim ru¢nikom navlaZzenim otopinom
etanola (C2HsOH, 96%). Prije same pripreme uzoraka biljnog tkiva, sav potreban pribor za rad
steriliziran je prskanjem (daska za rezanje) ili uranjanjem u 96% otopinu etanola (dva skalpela,
dvije manje i jedna veca pinceta), nakon ¢ega je pribor izlozen UV svjetlu na 30 minuta. U
svrhu uklanjanja povrSinskih necisto¢a i mogucih kontaminanata, odabrano simptomati¢no
lis¢e podvrgnuto je povrsinskoj sterilizaciji. Tijekom prve obrade uzoraka biljnog tkiva,
obavljene 27. svibnja 2020. godine, postupak povrSinske sterilizacije ukljucivao je uranjanje
simptomaticnog lis¢a u 2% otopinu natrijevog hipoklorita (NaOCIl) na 1-2 sekunde, nakon ¢ega
je uslijedilo ispiranje u sterilnoj destiliranoj vodi (sterilizacija na 121 °C, 20 minuta) u trajanju
od 10 sekundi.

Nakon povrSinske sterilizacije, simptomaticno liS¢e je poloZzeno na papirnate ru¢nike i1
ostavljeno da se susi pod UV svjetlom u laminarnom kabinetu. Uzorci biljnog tkiva za izolaciju
micelija uzeti su iz prijelazne zone nekroti€nog i1 zdravog tkiva, odnosno sa samoga ruba
nekroze kako bi se istovremeno obuhvatio dio zdravoga tkiva, nekroti¢noga tkiva 1 linije
prijelaza u kojoj je aktivnost mogucéeg uzrocnika nekroze najintenzivnija. Komadi¢i biljnog
tkiva usitnjeni su na povrsinu od 1 cm? (5 mm x 5 mm) te poloZeni na hranjive podloge u
Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. U ovome istraZivanju, kao hranjiva podloga za rast
izoliranih micelija 1 njihovih distih kultura, koriSten je PDA agar (Potato Dextrose Agar,
ThermoFischer Scientific, SAD) obogacen antibiotikom (streptomicin sulfat, 0,2g/l L, Sigma-
Aldrich, SAD).

U svaku Petrijevu zdjelicu promjera 90 mm 1 ispunjenu s prosje¢no 20 ml PDA polozena su u
pravilnom razmaku 4 uzorka (komadic¢a) simptomati¢nog lisnog tkiva. Razmak izmedu uzoraka
osigurao je nesmetan razvoj prisutnih gljiva bez ispreplitanja hifa i pocetne kompeticije izmedu
micelija razli¢itih jedinki. Sve Petrijeve zdjelice koriStene u svim dijelovima istraZivanja nosile
su svoju oznaku koja je ukljuc¢ivala kraticu uzorka, simptoma i datum obrade uzorka (primjerice
L1A 3.6.).

Budu¢i da je pribor za rezanje lisnog tkiva tijekom pripreme uzoraka bio u direktnom kontaktu
s mogu¢im uzro¢nicima nekroza bilo je nuzno da se, prije prelaska na obradu sljede¢eg uzorka
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biljnog tkiva (s drugoga lista), koristeni skalpeli i pincete urone u otopinu etanola (96%) te
dodatno poloZze iznad plamena plamenika unutar laminarnog kabineta sve dok etanol ne ishlapi.
Takoder je izmedu uzoraka obavljena sterilizacija daske za rezanje i unutrasnjih ploha
laminarnog kabineta prskanjem otopinom etanola (96%) te brisanjem papirnatim ru¢nikom.

Slika 11. Laminarni mikrobioloski kabinet za rad u atmosferi Cistog zraka

Osamdeset uzoraka lisnog tkiva, pripremljenih 27. svibnja, inkubirano je u komori rasta na
23°C u uvjetima tame. Tijekom sljede¢ih nekoliko dana pracena je eventualna pojava i rast
micelija iz obradenih uzoraka.

Druga priprema simptomati¢nog liS¢a za postupak izolacije micelija provedena je 3. lipnja
2020. godine, odnosno tjedan dana nakon prve obrade. Potreba za izolacijom micelija iz novih
dvadeset uzoraka simptomaticnog liS¢a proizlazila je iz relativno slabog razvoja micelija iz
prethodno pripremljenih uzoraka koji su bili povrSinski sterilizirani otopinom natrijeva
hipoklorita (NaOCI, 2%). Stoga je druga obrada simptomati¢nog lis¢a ukljucivala 2 kategorije
uzoraka. Prvoj kategoriji je pripadalo 5 listova sa simptomom A i 5 listova sa simptomom B
koji su povrsinski sterilizirani uranjanjem u otopinu etanola (C2HsOH, 70%) u trajanju od 1-2
sekunde 1 ispiranjem u sterilnoj destiliranoj vodi u trajanju od 10 sekundi. Drugu kategoriju
uzoraka predstavljalo je 5 listova sa simptomom A i 5 listova sa simptomom B koji nisu
podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji te su sluzili kao kontrolna skupina za usporedivanje s
povrsinski steriliziranim uzorcima.

Druga priprema uzoraka biljnog tkiva za izolaciju micelija je takoder ukljucivala polaganje po
4 komadi¢a simptomati¢nog lisnog tkiva povrine 1 cm? na hranjive podloge (PDA obogacen
streptomicin sulfatom, 0,2 g/l L) u Petrijeve zdjelice promjera 9 cm te inkubaciju uzoraka u
komori rasta na 24 °C u uvjetima tame.

Dvadeset Petrijevih zdjelica s uzorcima biljnog tkiva koji su povrSinski sterilizirani u 2%
otopini natrijeva hipoklorita je, ovisno o manifestiranom simptomu, nosilo oznake od L1A do
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L10A te od L1B do L10 B. Deset Petrijevih zdjelica s uzorcima lisnog tkiva koji su povrsinski
sterilizirani u 70% otopini etanola nosilo je oznake od US1A do US5A i od US1B do US5B,
dok je preostalih deset Petrijevih zdjelica s nesteriliziranim uzorcima oznaceno kao UNS1A-
UNSS5A te UNS1B-UNSSB.

U cilju dobivanja ¢istih kultura micelija koji ¢e u daljnjem postupku biti probrani za izolaciju
DNK, 3. lipnja 2020. godine izvrSena je presadnja micelija koji su se razvili iz uzoraka biljnog
tkiva koje je povrSinski sterilizirano otopinom natrijeva hipoklorita (2%). Ponovna presadnja
spomenutih uzoraka micelija obavljena je 10. lipnja 2020. godine, kao i presadnja micelija
razvijenih iz preostalih kategorija uzoraka lisnog tkiva (povrSinska sterilizacija sa 70%
otopinom etanola i bez povrsinske sterilizacije) (Slika 12). Postupak presadivanja micelija je
ukljucivao izrezivanje komadi¢a rubnog dijela micelija dimenzija 5 mm x 5Smm X 5mm,
odvajanje od ostatka jedinke pomocu steriliziranog skalpela i pincete te polaganje uzorka
micelija na PDA podlogu u Petrijevu zdjelicu promjera 55 mm na nacin da uzorak micelija
ostvari puni kontakt s hranjivom podlogom. Nakon presadnje jednoga micelija te prije prelaska
na drugi micelij (jedinku), koriSteni skalpel 1 pinceta sterilizirani su uranjanjem u 96% otopinu
etanola i drzanjem iznad plamena do isparavanja etanola. Cetrdeset Petrijevih zdjelica s &istim
kulturama micelija inkubirano je u komori rasta na 10°C.

Slika 12. Uzorci biljnog tkiva oznake US4A na kojima je doslo do razvoja micelija u Petrijevoj zdjelici
promjera 90 mm i presadeni micelij te jedinke u Petrijevoj zdjelici promjera 55 mm

3.4 Primjena molekularnih metoda u identifikaciji taksona izoliranih
micelija

Dobivene ciste kulture micelija su na temelju morfoloskih znacajki promatranih golim okom
grupirane u morfotipove. Promatrane morfoloske znacajke odnosile su se na boju i teksturu
micelija, obojenje hranjive podloge, boju na poledini Petrijeve zdjelice te brzinu rasta micelija.
Za svaki utvrdeni morfotip odabran je jedan reprezentativni izolat za postupak ekstrakcije DNK
1 u konacnici identifikaciju vrste. Prvotno je izdvojeno 28 morfotipova, oznacenih Z1-Z27 i
Tricho spp. Medutim, nakon pomnijeg promatranja micelija, odlu¢eno je da se morfotip 7richo
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spp. (smatralo se da predstavlja vrste iz roda Trichoderma) ipak uklju¢i u morfotip oznake Z9.
Izuzetak su Cinila dva izolata oznafena takoder Tricho spp, za koje je utvrdeno da pokazuju
dovoljno morfoloskih razlika da ih se uvrsti u zasebna dva morfotipa (oznake Z26 NOVIi Z27
NOVI). Takoder je izvrSeno udruzivanje i nekih drugih micelija u zajednicke morfotipove koji
su tek u kasnijem razvoju (do 24. lipnja, kada je obavljeno razvrstavanje morfotipova) pokazali
izrazenije morfoloske slicnosti te je naposlijetku izdvojen 21 morfotip.

Izolacija DNK iz 21 reprezentativnog micelija izvrSena je metodom isoljavanja. Postupak je
zapoceo odvajanjem (struganjem) micelija od njegove hranjive podloge pomocu steriliziranog
skalpela. Pritom je bilo potrebno micelij pazljivo ukloniti s hranjive podloge kako ostaci PDA
ne bi dospjeli u mikroepruvetu i kontaminirali sadrzaj. Sastrugani micelij je steriliziranom
pincetom unesen u mikroepruvetu sa sterilnom kuglicom. Nakon §to je odvagano priblizno 0,05
g micelija, pomoc¢u mikropipete je dodano 300 pL pufera za lizu (2x STE/10% SDS pufer).
Postupak je ponovljen za svaki izolat. Homogenizacija tkiva postignuta je u uredaju
TissueLyser vibriranjem stalka s mikroepruvetama frekvencijom 30 Hz u trajanju od 3 minute.
U svaku mikroepruvetu je otpipetirano 150 pL 3M natrijevog acetata pH 5,2 te su potom
mikroepruvete inkubirane 10 minuta na temperaturi -20°C. Sljede¢i korak ukljucivao je
centrifugiranje mikroepruveta u Eppendorf AG 5804 R laboratorijskoj centrifugi na 13 000 rpm
u trajanju od 5 minuta. Supernatant je otpipetiran u nove mikroepruvete uz dodatak jednakog
omjera izopropanola (otprilike 250-300 pL). Mikroepruvete su inkubirane 5 minuta na RT, a
zatim ponovno podvrgnute centrifugiranju na 13 000 rpm u trajanju od 5 minuta. Supernatant
je dekantiran, a talog ispran s 500 uL 70% etanola. Mikroepruvete su zatim tre¢i put podvrgnute
centrifugiranju 5 minuta na 13 000 rpm, a supernatanti su pazljivo mikropipetom uklonjeni iz
mikroepruveta. Dobiveni talog DNK je osuSen, potom otopljen u 50 uL TE pufera te ostavljen
preko noc¢u u hladnjaku na 4°C kako bi se nukleinske kiseline hidratizirale i u potpunosti
otopile. Uzorci izolirane DNK su do daljne obrade bili pohranjeni na 4°C.

U lanc¢anoj reakciji polimerazom (PCR) umnazana je ITS regija izolirane genomske DNA
(Schoch 1 sur. 2012) koristenjem pocetnica ITS1-F (5'CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA3Z')
1 ITS4 (S'TCCTCCGCTTATTGATATGC3'") (Gardes 1 Bruns 1993, White i sur. 1990).
Konac¢ne koncentracije pojedinih sastojaka smjese za PCR (Tablica 1) te uvjeti reakcije (Tablica
2) odredeni su prema Bakys (2013).

Tablica 1. Sastav smjese za izvodenje PCR reakcije

Sastojak* Kona¢na koncentracija za reakciju
Taq DNA polimeraza 1 U/50 pl
pocetnica ITS1 0,2 uM
pocetnica I'TS4 0,2 uM
dNTP smjesa 0,2 mM
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MgCl2 2,75 mM

pufer za PCR I x
sterilna H20 Do volumena 50 ul
DNA kalup 3-90 ng/ul

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

Tablica 2. Uvjeti lancane reakcije polimerazom

35 ciklusa
Pocetna — — Zavrsno produljivanje
denaturacija | Denaturacija Sparivanje | Produljivanje lanca DNA
pocetnica lanca DNA
Sminna95°C | 30sna95°C | 45sna50°C | 90sna72°C Sminna 72 °C

Za izolate oznaka Z25 1 Z26 je u lancanoj reakciji polimerazom umnazana i EF1 (elongation
factor) regija DNK pomocu pocetnica EF1-728F 1 EF1-986R (Carbone i Kohn 1999). Kona¢ne
koncentracije pojedinih sastojaka smjese za PCR, kao i uvjeti reakcije odredeni su prema Al-
Sadi 1 sur. (2015). Specifi¢nost, duljina (pb) te priblizna koncentracija dobivenih PCR
produkata provjerene su elektroforezom u 1,5 % 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 te
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 je nanoSeno po 1 pl svakog PCR produkta pomijeSanoga s 4 pl sterilne destilirane vode
(razrjedenje zbog visoke koncentracije dobivenih produkata) te 1 ul pufera za nanoSenje
uzoraka (6x DNA Loading Buffer, TransGen Biotech, Kina).

Tijekom svake izvodene elektroforeze u jednu od jaZica nanoSen je molekularni marker poznate
veli¢ine (100 bp DNA Ladder, TransGen Biotech, Kina) radi procjene duljine 1 koncentracije
PCR produkata. Nakon zavrSene elektroforeze, PCR produkti su vizualizirani na gelu 1 zatim
fotografirani pomocu UV transiluminatora s kamerom (Bio-Imaging Systems DNR, MiniBIS
Pro) te racunalnog programa GelCapture. Izolacija genomske DNA iz odabranih Cistih kultura
micelija te umnazanje ciljanih sekvenci (ITS regije) u lan¢anoj reakciji polimerazom (PCR)
izvrSeni su u Molekularno-bioloskom laboratoriju Zavoda za Sumarsku genetiku, dendrologiju
i botaniku na Fakultetu Sumarstva i drvne tehnologije SveuciliSta u Zagrebu. Dobiveni
neprocis¢eni PCR produkti su slani u Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska) na
sekvenciranje.

Kromatogrami dobiveni sekvenciranjem su provjereni i obradeni u racunalnom programu
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.2.5 (Hall 1999). Identifikacija izolata izvrSena je
primjenom algoritma BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) koji omoguc¢uje usporedbu
obradenih sekvenci s postoje¢ima u bazi gena NCBI GenBank (Altschul i sur. 1990). Za
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identifikaciju na razini vrste u obzir su uzimane sekvence s podudarnos¢u od najmanje 98 % na
najmanje 80 % duljine ispitivane sekvence, dok su one s podudarnos¢u od 94 — 97 % na
najmanje 80 % duljine ispitivane sekvence koriStene za identifikaciju na razini roda ili druge
vise taksonomske jedinice (Bakys 1 sur. 2009a, Bakys i sur. 2009b, Bakys 1 sur. 2011).
Znanstveni nazivi taksona preuzeti su s mrezne stranice www.indexfungorum.org.

4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1 Taksoni izoliranih gljiva prema bazi gena NCBI GenBank

Nakon identifikacije taksonomskih jedinica gljiva razvijenih na uzorcima lis¢a klonova divlje
treSnje iz KSP Kutina, utvrdena je prisutnost barem cCetrnaest razlicitih taksona (pojedini
miceliji su zbog velike srodnosti identificirani kao dvije moguée vrste) koji su navedeni u tablici

3.
Tablica 3. Prikaz taksona izoliranih gljiva sukladno podacima iz baze NCBI GenBank
Oznaka Koristena Duljina Takson najvece Podudarnost | Pokrivenost
morfotipa | pocetnica | analiziran podudarnosti (%) sekvence
e (%)
sekvence
(pb)
71 ITS1F 527 Cladosporium sp. 100 99
74 ITS1F 588 Cladosporium sp. 96,52 48
77 ITS1F 568 Aureobasidium pullulans 100 99
78 ITS1F 566 A. pullulans 99,82 99
79 ITSI1F 525 Botrytis cinerea 100 99
710 ITS1F 589 Paraconiothyrium sp. 100 99,66
711 ITS1F 519 Aposphaeria 99 99,81/99,61
corallinolutea/
Dendrophoma
pleurospora
712 ITS1F 590 Alternaria infectorial 99,49 100
A. caespitosa
713 ITS1F 584 Cryptosphaeria ligniota 100 97
714 ITS1F 578 Paraconiothyrium 100 100
brasiliense
715 ITSIF 1007 Dothiora sp. 91,74 99
716 ITSIF 580 A. pullulans 100 99
717 ITS1F 545 Fusarium 99,63 100
sporotrichioides
719 ITSIF 542 Epicoccum nigrum 99,82 100
720 ITSIF 530 E. nigrum 100 100
721 ITS1F 529 Epicoccum sp. 99,81 99
722 ITS1F 524 Epicoccum nigrum/E. 100 100
layuense
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723 ITSIF 520 E. nigrum 99,81 100

724 ITSIF 521 E. nigrum 100 100
725 ITSIF 571 Daldinia pyrenaica 99,65 99
726 ITS1F 537 B. cinerea 99,81 100
726 728F+986R Nema podudarajucih rezultata
NOVI
727 728F+986R 315 B. cinerea 98,41 100
NOVI (Botryotinia fuckeliana)'

| Botryotinia fuckeliana je saviseni (telemorfni) stadij vrste Botrytis cinerea.

Za vec¢inu morfotipova miceliji su identificirani do razine vrste. Medutim, podudarnost
sekvence izolirane DNK cetiriju izolata bila je manja od 99 % na najmanje 80 % duljine

ispitivane sekvence te je stoga njihova identifikacija mogla biti utvrdena samo do razine roda.
Neovisno o tipu simptoma i na¢inu povrsinske sterilizacije, iz simptomati¢nog lisnog tkiva je
izolirano sveukupno Sesnaest jedinki kojima nije bilo moguée utvrditi taksonomski status,
odnosno ostale su neidentificirane. Utvrdene taksonomske jedinice i odgovaraju¢i morfotipovi

reprezentativnih izolata prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Pregled morfotipova i odgovarajucih taksona

NAZIV I OZNAKA MORFOTIPA

TAKSON

Morfotip 1 (Z1)
Morfotip 2 (72, 27 i 727)
Morfotip 3 (Z3 i Z4)

Cladosporium sp.
Neidentificirano
Cladosporium sp.

Morfotip 4 (Z5 i Z7.6) Neidentificirano
Morfotip 5 (Z7 i Z.8) Aureobasidium pullulans
Morfotip 6 (29, 226 i Tricho. spp-osim na Botrytis cinerea
uzorcima L1A i L10A)?
Morfotip 7 (Z10) Paraconiothyrium sp.
Morfotip 8 (Z11) Aposphaeria corallinoluta/Dendrophoma
pleurospora

Morfotip 9 (Z12) Alternaria infectoria/A. caespitosa

Morfotip 10 (Z13)
Morfotip 11 (Z14)
Morfotip 12 (Z15)
Morfotip 13 (Z216)
Morfotip 14(Z17)
Morfotip 15 (Z18)
Morfotip 16 (219, 7220, 723 i 7.24)
Morfotip 17 (Z21)

Cryptosphaeria ligniota
Paraconiothyrium brasiliense
Dothiora sp.
Aureobasidium pullulans
Fusarium sporotrichioides
Neidentificirano
Epicoccum nigrum

Epicoccum sp.

Morfotip18 (Z.22) Epicoccum nigrum/E. layuense
Morfotip 19 (Z2.25) Daldinia pyrenaica
Morfotip 20 (26 NOVI) Neidentificirano

Morfotip 21 (27 NOVI)

Botrytis cinerea (Botryotinia fuckeliana)
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Y0znaka Tricho. spp. koristena je kao kratica za morfotip za koji se pretpostavijalo da predstavlja vrste iz roda
Trichoderma, no morfoloski je odgovarao i morfotipu 9. Nakon postupka izolacije DNK iz reprezentativnih

micelija i sekvenciranja izolirane DNK, utvrdeno je da morfotipovi oznaceni kao Tricho. spp. i Z9 odgovaraju
istoj vrsti - Botrytis cinerea.

Tablica 5. Pregled prisutnih morfotipova i utvrdenih taksonomskih jedinica micelija razvijenih iz
tkiva koje je pokazivalo simptom A

Oznaka Morfotip Takson Ukupan broj Broj
uzorka jedinki/micelija po
(Petrijeve biljnog tkiva uzorku
zdjelice)
L1A 21 (26 NOVI) Neutvrdeno 1
13 (Z16) Aureobasidium 3
L6A pullulans
4 (Z6) Neutvrdeno 1
6 (Z29) Botrytis cinerea 2
16 (Z19) Epicoccum 2
LSA nigrum
6 (Z29) B. cinerea 2
L10A 2(Z27) Neutvrdeno 2
1(Z1) Cladosporium sp. 2
US1A 16 (Z19) Epicoccum 2
nigrum
US2A 5(Z7) A. pullulans 1
3 (Z4) Cladosporium sp. 1
US3A 16 (Z19) E. nigrum 3
US4A 6 (Z29) B. cinerea 4
6(Z9) B. cinerea 3
6 (Z226) B. cinerea 1
US5A3 5(Z7) A. pullulans 1
16 (Z19) E. nigrum 1
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16 (Z20) E. nigrum 1
9(Z12) Alternaria 3
UNS1A* infectOI'"ia/A. 4 4
caespitosa
5(Z5) A. pullulans 1
12 (Z15) Dothiora sp. 3
UNS2AS 5(27) A. pullulans 4 3 1
18 (Z22) Epicoccum 4
6 nigrum/E.
UNS3A layuense
4 4
15 (Z18) Neutvrdeno 4
2(Z2) Neutvrdeno 3
UNS4A”7 16 (219) E. nigrum 4 4 2
5(Z5) A. pullulans 4
UNS5A8 3 (Z4) E. nigrum 4 4 2

3 U uzorku US5A, na istom komadicu biljnog tkiva doslo je do istodobnog razvoja jednog micelija Botrytis cinerea
ijednog micelija Aureobasidium pullulans. Na drugom komadic¢u tkiva iz istog uzorka takoder je primijecen razvoj
micelija razlicitih taksona - jedna jedinka B. cinerea i jedna jedinka Epicoccum nigrum.

*U uzorku UNSIA, iz istog komadiéa biljnog tkiva razvijena je jedna jedinka Alternaria infectoria/A. caespitosa
i jedna jedinka Aureobasidium pullulans.

3U uzorku UNS2A, iz istog komadica tkiva razvijena je jedinka Dothiora sp. i jedinka A. pullulans.

U uzorku UNS3A, na sva Cetiri komadica simptomaticnoga tkiva primijeéen je istovremeni razvoj po jedne
Jedinke identificirane kao Epicoccum nigrum/E. layuense i po jedne jedinke neutvrdenog taksonomskog statusa.

U uzorku UNS4A, iz istog komadiéa biljnog tkiva razvijene su dvije jedinke Epicoccum nigrum, predstavijene
morfotipom 16 (oznake morfotipa Z19 i Z24).

8U uzorku UNS5A, na dva komadiéa biljnog tkiva primijecen je istovremeni razvoj po jedne jedinke A. pullulans
i po jedne jedinke E. nigrum.

Tablicom 5. dan je pregled morfotipova 1 pripadajucih taksona micelija razvijenih iz lisnog
tkiva koje je pokazivalo simptom A, zajedno s brojno$¢u jedinki razvijenih na pojedinom
komadicu lisnog tkiva. S obzirom da na nekim komadi¢ima biljnog tkiva nije doslo do razvoja
micelija, dok je na drugima primijecen istovremeni razvoj viSe od jedne jedinke, broj ispitivanih
komadi¢a tkiva nije u svim uzorcima jednak broju razvijenih micelija.

Brojnost, sistematska pripadnost i odgovarajuc¢i morfotipovi micelija razvijenih iz uzoraka tkiva
koje je pokazivalo simptom B navedeni su u tablici 6.
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Tablica 6. Pregled prisutnih morfotipova i utvrdenih taksonomskih jedinica micelija razvijenih iz

Oznaka

uzorka

(Petrijeve
zdjelice)

Morfotip

tkiva koje je pokazivalo simptom B

Takson

Ukupan broj

biljnog tkiva

jedinki/micelija

L1B

L2B

L3B

L5B

LSB

L8B

US1B’

US2B

US3B!"

19 (225)

6 (29)

11 (Z14)

5(Z7)

8 (Z11)

3(23)

2 (22)

11 (Z14)

3(Z4)
16 (Z19)

5(27)
10 (213)

16 (223)
1(Z1)
7(210)

Daldinia
pyrenaica

Botrytis cinerea

Paraconiothyrium
brasiliense

Aureobasidium
pullulans

Aposphaeria
corallinolutea/

Dendrophoma
pleurospora

Cladosporium sp.

Neutvrdeno

P. brasiliense

Cladosporium sp.

Epicoccum
nigrum

A. pullulans

Cryptosphaeria
ligniota

E. nigrum
Cladosporium sp.

Paraconiothyrium
sp.

22



3(Z4) Cladosporium sp. 4

US4B!! 5(Z7) A. pullulans 4 4 1
USSB 3 (Z4) Cladosporium sp. 4 1 1
UNS1B!2 3 (Z4) Cladosporium sp. 4 4 3
5(Z7) A. pullulans 2
UNS2BB 3(Z4) Cladosporium sp. 4 4 4
5(Z8) A. pullulans 1
1(Z1) Cladosporium sp. 4
UNS3B! 5(Z7) A. pullulans 4 4 2
14 (Z17) Fusarium 2

sporotrichioides
5(Z7) A. pullulans 3
6 (Z29) B. cinerea 4 4 2
UNS4B!® 1(Z1) Cladosporium sp. 2
17 (Z21) Epicoccum sp. 4 4 1
5(Z7) A. pullulans 4
UNSSB!¢ 3 (Z4) Cladosporium sp. 4 4 2

U uzorku US1B, na jednom od cetiri komadica biljinog tkiva pojavio se istovremeni razvoj jednog micelija
Cladosporium sp. i jednog micelija Epicoccum nigrum.

U uzorku US3B, na tri od cetiri komadiéa biljnog tkiva istovremeno su se razvile jedinke razlicite sistematske
pripadnosti. Pritom su se na dva komadica tkiva razvili po jedan micelij Cladosporium sp. i micelij
Paraconiothyrium sp., dok je na trecem komadicu tkiva primijecen istovremeni razvoj jednog micelija
Cladosporium sp. i jednog micelija Epicoccum nigrum.

HU uzorku US4B, na dva od Cetiri komadiéa biljnog tkiva javio se istovremeni razvoj po jednog micelija
Cladosporium sp. i jednog micelija Aureobasidium pullulans.

2U uzorku UNSIB, na dva komadica biljnog tkiva primijecen je istovremeni razvoj po jednog micelija
Cladosporium sp. i jednog micelija A. pullulans.

BU uzorku UNS2B, na jednom od Cetiri komadica biljnog tkiva istovremeno su se razvile jedna jedinka
Cladosporium sp. i jedna jedinka A. pullulans.

U uzorku UNS3B, na dva od Cetiri uzorka simptomaticnog tkiva primijeéen je istovremeni razvoj po jednog
micelija Cladosporium sp. i jednog micelija A. pullulans, dok se na preostala dva komadica tkiva istovremeno
razvio po jedan micelij Cladosporium sp. i jedan micelij Fusarium sporotrichioides.
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BU uzorku UNS4B, na tri od Cetiri komadic¢a biljnog tkiva primijecen je istovremeni razvoj jedinki razlicite
taksonomske pripadnosti. Pritom je na jednom od tri komadica primijecen razvoj po jedne jedinke Aureobasidium
pullulans i jedne jedinke Botrytis cinerea. Na drugom komadicu biljnog tkiva doslo je do razvoja po jedne jedinke
Cladosporium sp. i B. cinerea, dok su se na trecem komadicu tkiva istovremeno razvile po jedna jedinka A.
pullulans, Cladosporium sp. i Epicoccum sp.

15U uzorku UNSSB, na dva od cetiri komadiéa biljnog tkiva istovremeno su se razvile po jedna jedinka A.
pullulans i jedinak Cladosporium sp.

Istrazivanje mogucih patogena liS¢a klonova Prunus avium ukljucivalo je obradu cetrdeset
listova zahvaéenih nekroti¢nim lezijama i sakupljenih u KSP Kutina. Budu¢i da su sa svakoga
lista uzeta po Cetiri reprezentativna komadica tkiva, pracen je razvoj micelija na sveukupno 160
komadi¢a simptomati¢nog lisnog tkiva (80 komadiéa lisnog tkiva po simptomu). Pritom su
ispitivani uzorci podijeljeni u Sest kategorija, odnosno dvije kategorije s obzirom na tip
simptoma 1 tri kategorije s obzirom na postupak povrsinske sterilizacije.

Prema podacima navedenima u tablici 5., od ukupno Cetrdeset komadi¢a lisnog tkiva sa
simptomom A koji su bili povrSinski sterilizirani otopinom NaOCI (2 %), na svega trinaest
komadica tkiva (32,5 %) je zabiljeZen razvoj po jednog micelija.

Iz tablice 6. je vidljivo kako je slican rezultat dobiven s uzorcima tkiva sa simptomom B koji
su bili podvrgnuti istom postupku povrsinske sterilizacije (otopina NaOCl, 2 %). Pritom je na
45 % ispitivanih komadic¢a tkiva sa simptomom B primije¢en razvoj po jednoga micelija.
Grafikonima 1. - 6. prikazana je brojnost taksonomskih jedinica razvijenih micelija po
razli¢itim kategorijama uzoraka simptomati¢nog tkiva.

Neidentificirano

Epiccocum nigrum

jedinki/micelija

Botrytis cinerea

Utvrdene taksonomske jedinice

Aureobasidium pullulans

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Ukupan broj razvijenih jedinki u uzorcima L1A-L10A

Grafikon 1. Odnos broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva sa
simptomom A i nakon povrSinske sterilizacije otopinom natrijeva hipoklorita (NaOCl, 2 %); oznake
uzoraka L1A-L10A
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Na grafickom prikazu 1. vidljivo je kako je vrsta Botrytis cinerea predstavljala najzastupljeniji
takson gljiva izoliranih iz li¢a sa simptomom A, a koji su bili povrSinski sterilizirani otopinom
natrijeva hipoklorita (NaOClI, 2 %). Jednaki udio od ukupnog broja razvijenih micelija (30,
77%) u ovoj skupini uzoraka imala je 1 kategorija jedinki neutvrdenoga taksonomskoga statusa.
Usporedbom podataka iz tablice 5. 1 grafickog prikaza 1. moze se primijetiti kako su iz lis¢a
koje je pokazivalo simptom A i koje je povrSinski sterilizirano otopinom NaOCl (2 %) izolirana
samo tri taksona gljiva, a izdvojeno je Sest razli¢itih morfotipova s obzirom da nisu sve
neidentificirane jedinke bile predstavljene istim morfotipom.

Sukladno podacima iz tablice 5., od dvadeset komadic¢a lisnog tkiva sa simptomom A koji su
bili povrsinski sterilizirani otopinom etanola (C2HsOH, 70%), na 17 je komadi¢a doslo do
razvoja micelija. Budu¢i da je na dva uzorka (komadica) biljnog tkiva zabiljezen istovremeni
razvoj vise od jednog micelija, u ovoj je skupini uzoraka razvijeno 19 jedinki. Kao i u slu¢aju
uzoraka tkiva sa simptomom A koji su bili podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji otopinom
natrijeva hipoklorita (2%), iz lisnog tkiva povrSinski steriliziranog otopinom etanola (70%) u
najveéem je postotku (42,11 %) bila izolirana vrsta Botrytis cinerea. Na temelju morfoloskih
karakteristika micelija razvijenih na uzorcima oznaka US1A-USS5A, izdvojeno je pet
morfotipova. Pritom su dva razli¢ita morfotipa (1 i 3) predstavljala rod Cladosporium.

Aureobasidium pullulans _
Bourytis cinerea | MM

jedinki/micelija

Epiccocum nigrum |

Utvrdene taksonomske jedinice

Cladosporium sp. _

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ukupan broj razvijenih jedinki u uzorcima US1A-US5A

Grafikon 2. Odnos broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva sa
simptomom A i nakon povrSinske sterilizacije otopinom etanola (C>HsOH, 70%); oznake uzoraka
USITA-USSA
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Grafikon 3. Odnos broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva sa
simptomom A koji nisu bili podvrgnuti povrsinskoj sterilizaciji; oznake uzoraka UNS1A-UNSSA

Od dvadeset ispitivanih komadica lisnog tkiva koji nisu bili podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji,
na njih devetnaest je primije¢en razvoj micelija. Istovremeni razvoj viSe od jednog micelija
zabiljezen je na devet komadica tkiva, pa je sveukupno razvijeno 28 micelija. Iz grafickog
prikaza 3. vidljivo je kako je u ovoj skupini uzoraka najzastupljeniju vrstu predstavljala gljiva
Aureobasidium pullulans, s udjelom od 21,43 %. U ovoj je kategoriji uzoraka izdvojeno osam
morfotipova te je utvrdena prisutnost Cetiri do pet taksona gljiva (Tablica 5). Pritom je 14, 29
% izolata identificirano kao moguée vrste Epicoccum nigrum ili E. layuense, dok je 10, 71 %
izolata pripadalo vrsti Alternaria infectoria ili A. caespitosa. Neidentificirane jedinke
predstavljene morfotipom 2 i morfotipom 15 zauzimale su najve¢i udio od ukupnog broja
izoliranih micelija u ovoj kategoriji uzoraka (25 %).
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Neidentificirano
Cladosporium sp.

Aposph. corallinolutea/D. pleurospora

jedinki/micelija

A. pullulans
Parac. brasiliense

B. cinerea

Utvrdene taksonomske jedinice

D. pyrenaica

o

1 2 3 4 5 6 7 8
Ukupan broj razvijenih jedinki u uzorcima L1B-L10B

Grafikon 4. Odnos broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva sa
simptomom B i nakon povrSinske sterilizacije otopinom natrijeva hipoklorita (NaOCl, 2%); oznake
uzoraka L1B-L10B

Usporedbom grafickih prikaza 1. i 4., moze se primijetiti kako je iz uzoraka lisnog tkiva sa
simptomom B koji su bili podvrgnuti povrsinskoj sterilizaciji otopinom natrijeva hipoklorita (2
%), izoliran veci broj razlicitih taksona u odnosu na uzorke tkiva sa simptomom A koji su bili
podvrgnuti jednakom postupku povrSinske sterilizacije. U uzorcima oznaka LI1B-L10B
zabiljezen je razvoj micelija sedam izdvojenih morfotipova, a utvrdena je prisutnost Sest
razli¢itih taksonomskih jedinica (Tablica 6). Neidentificirane jedinke predstavljene morfotipom
2 i morfotipom 11 bile su zastupljene s udjelom od 27,77 %. Medutim, rod Cladosporium se
moze smatrati najcesSée izoliranim taksonom (22,22 %) iz ove kategorije uzoraka tkiva sa
simptomom B.

Paraconiothyrium sp. ]

Cryptosphaeria ligniota |}

jedinki/micelija

Aureobasidium pullulans |GGG
Epiccocum nigrum s

Utvrdene taksonomske jedinice

Cladosporium sp. |

0 2 4 6 8 10 12 14

Ukupan broj razvijenih jedinki u uzorcima US1B-US5B

Grafikon 5. Odnos broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva sa
simptomom B i nakon povrSinske sterilizacije otopinom etanola (C:HsOH, 70%); oznake uzoraka
US1B-US5B
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Epiccocum sp. |

Botrytis cinerea |}

jedinki/micelija

Fusarium sporotrichioides || IR

Aureobasidium pullulans |

Utvrdene taksonomske jedinice

Cladosporium sp. | N

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Ukupan broj razvijenih jedinki u uzorcima UNS1B-UNS5B

Grafikon 6. Odnos broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva sa
simptomom B koji nisu bili podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji; oznake uzoraka UNS1B-UNS5B

Iz grafickih prikaza 4., 5. 1 6. vidljivo je kako je rod Cladosporium bio najzastupljeniji takson
u sve tri skupine uzoraka tkiva koje je pokazivalo simptom B, neovisno o povrSinskoj
sterilizaciji. Razvoj micelija je zabiljezen na 75 % uzoraka lisnog tkiva sa simptomom B koji
su bili podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji otopinom etanola (70 %) te je sveukupno u toj
kategoriji uzoraka razvijen dvadeset i jedan micelij. Pritom je rod Cladosporium bio zastupljen
s udjelom od 57,14 %. Izdvojeno je Sest morfotipova buduci da je rod Cladosporium bio
predstavljen morfotipom 1 i morfotipom 3 (Tablica 6).

Sukladno podacima iz tablice 6. i grafikona 6., na svih dvadeset komadica lisnog tkiva sa
simptomom B koji nisu bili podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji, uocen je razvoj micelija. U
ovoj skupini uzoraka, oznaka UNS1B-UNSS5B, zabiljeZen je razvoj sveukupno trideset i jedne
jedinke te je na deset komadica lisnog tkiva doslo do istovremenog razvoja vise od jednog
micelija (Tablica 6). Rod Cladosporium, predstavljen morfotipom 1 i morfotipom 3, bio je
zastupljen s udjelom od 46, 66%. Najzastupljenija vrsta u ovoj kategoriji uzoraka bila je gljiva
A. pullulans, s udjelom od 43,33 %.

Grafickim prikazima 7. 1 8. omogucéen je pregled zastupljenosti svih identificiranih
taksonomskih jedinica micelija izoliranih iz uzoraka sa simptomom A i uzoraka sa simptomom
B, neovisno o povrSinskoj sterilizaciji. Grafikoni 9. 1 10. prikazuju udjele morfotipova
pripadajucih taksona te je vidljivo kako je broj izdvojenih morfotipova ve¢i od broja utvrdenih
taksonomskih jedinica.
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Cladosporium sp.
Neidentificirano
E. nigrum
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Utvrdene taksonomske jedinice

A. pullulans

o

2 4 6 8 10 12 14

Ukupan broj razvijenih jedinki u svim uzorcima tkiva sa simptomom A,
neovisno o povrsinskoj sterilizaciji

Grafikon 7. Odnos ukupnog broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva
koje je pokazivalo simptom A, neovisno o povrsinskoj sterilizaciji

:% Neidentificirano

E Aposph.corallinolutea/Dendroph. ... 1R

E Parac. brasiliense 1l

E D. pyrenaica 1l
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Ukupan broj razvijenih jedinki u svim uzorcima tkiva sa simptomom
B, neovisno o povrsinskoj sterilizaciji

Grafikon 8. Odnos ukupnog broja taksonomskih jedinica micelija razvijenih na uzorcima biljnog tkiva
koje je pokazivalo simptom B, neovisno o povrsinskoj sterilizaciji
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Grafikon 9. Odnos udjela prisutnih morfotipova u svim uzorcima simptomati¢nog lisnog tkiva koje je
pokazivalo simptom A, neovisno o povrSinskoj sterilizaciji
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Grafikon 10. Odnos udjela prisutnih morfotipova u svim uzorcima simptomati¢nog lisnog tkiva koje je
pokazivalo simptom B, neovisno o povrsinskoj sterilizaciji

Prema tablici 5. 1 grafickom prikazu 7., zabiljeZen je razvoj micelija na 61,25 % uzoraka tkiva
sa simptomom A, neovisno o povrsinskoj sterilizaciji te je razvijeno ukupno 60 jediniki.
Promatraju¢i podatke o brojnosti dobivenih taksona gljiva zajednicki za sve uzorke tkiva sa
simptomom A 1 neovisno o povrSinskoj sterilizaciji, najve¢i udio pripada vrstama roda
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Epicoccum (28,33 %) buduc¢i da je za 13 micelija utvrdeno da pripadaju vrsti Epicoccum
nigrum, dok su 4 jedinke identificirane kao moguce vrste E. nigrum ili E. layuense (Tablica 5).
Nakon vrste E. nigrum, u uzorcima lisnog tkiva koje je pokazivalo simptom A, najprisutnija je
bila patogena vrsta Botrytis cinerea s udjelom od 20% (Grafikon 7). Rod Cladosporium bio je
dominantno prisutan takson (42,86 %) u lisnom tkivu sa simptomom B, neovisno o povr$inskoj
sterilizaciji, dok je Aureobasidium pullulans predstavljala najzastupljeniju vrstu (25,71 %)
(Grafikon 8).

Na grafickom prikazu 7. vidljivo je kako su iz svih uzoraka lisnog tkiva sa simptomom A bili
izolirani miceliji Sest do sedam razlicitih taksona gljiva (pojedini miceliji su identificirani kao
moguce vrste Epicoccum nigrum ili E. layuense te Alternaria infectoria ili A. caespitosa), a
jedanaest je jedinki (18, 33 %) ostalo neidentificirano. Sukladno podacima prikazanima
grafikonom 9., na temelju morfoloskih karakteristika micelija razvijenih iz komadica lisnog
tkiva sa simptomom A 1 neovisno o povrSinskoj sterilizaciji, ukupno je izdvojeno 12
morfotipova. Pritom je najzastupljeniji bio morfotip 6 (20 %), za koji je utvrdeno da predstavlja
vrstu Botrytis cinerea. Razlike u rezultatima iz grafikona 7. 1 9. proizlaze iz velike morfoloske
varijabilnosti vrste Epicoccum nigrum.

Morfoloske karakteristike kulture micelija Epicoccum nigrum odgovarale su izolatima
predstavljenima morfotipom 16 i neidentificiranim jedinkama s morfotipom 15 (oznaka Z 18).
Morfotip 16 bio je zastupljen s udjelom od 19 %, a morfotip 15 s udjelom od 7 %. Utvrdeno je
kako morfotip 18, zastupljen s udjelom od 7 % takoder predstavlja vrstu Epicoccum nigrum ili
srodnu vrstu E. layuense (Grafikon 9).

Prema tablici 6., od osamdeset ispitivanih komadica lisnog tkiva koji su pokazivali simptom B,
razvoj micelija je zabiljezen na pedeset 1 tri komadica tkiva (66,25 %). S obzirom da je u
kategoriji uzoraka podvrgnutih povrsinskoj sterilizaciji otopinom etanola (70 %) 1 kategoriji
bez povrsinske sterilizacije na pojedinim komadi¢ima tkiva doslo do istovremenog razvoja vise
od jednog micelija, sveukupno je iz uzoraka sa simptomom B razvijeno sedamdeset jedinki. Na
grafickom prikazu 8. moZe se primijetiti kako su iz uzoraka sa simptomom B, neovisno o
povrsinskoj sterilizaciji, izolirani miceliji jedanaest do dvanaest taksona (dvije jedinke su
identificirane kao moguce vrste Aposphaeria corallinolutea ili Dendrophoma pleurospora).
Najzastupljeniji takson pripada rodu Cladosporium (42,86 %), dok je najzastupljeniju vrstu
predstavljala Aureobasidium pullulans, s udjelom od 25,71 %. 1z grafi¢kog prikaza 10. vidljivo
je kako najveci udio (31 %) od ukupno trinaest morfotipova koji su izdvojeni na temelju
morfoloskih karakteristika micelija razvijenih iz uzoraka sa simptomom B pripadao morfotipu
3.

5. RASPRAVA

Premda je primarni cilj ovoga istrazivanja bio ustanoviti prisutnost i brojnost gljiva za koje je
ve¢ utvrdeno da uzrokuju patoloSke promjene na lis¢u divlje treSnje, pojava nekroticnih lezija
ograniCenih na lis¢e vizualno zdravih stabala ukazivala je na moguénost odbacivanja prvotne
hipoteze o povezanosti navedenih simptoma i dobro poznatih uzro¢nika gljivi¢nih bolesti divlje
treSnje.
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Uzimajuéi u obzir simptome na liS¢u primijeCene prilikom procjene zdravstvenog stanja
klonova Prunus avium u KSP Kutina, moze se zakljuciti kako su vrijeme pojave, izgled i
obrazac Sirenja nekroza kategoriziranih kao simptom A u vecoj mjeri odgovarali opisima
patoloskih promjena koje na lis¢u divlje treSnje uzrokuje gljiva Stigmina carpophila.
Nekroti¢nim lezijama kategoriziranima kao simptom B najvise je odgovarao izgled lis¢a uslijed
napada gljive Apiognomonia erythrostoma. Obradom uzoraka simptomaticnog tkiva te
usporedbom prisutnosti i brojnosti identificiranih taksonomskih jedinica izolata, utvrdeno je
kako niti jedan izolirani micelij ne pripada poznatim uzro¢nicima bolesti lis¢a divlje tresnje,
ukljucujuéi A. erythrostoma i S. carpophila.

Dobivene rezultate potvrduje i Cinjenica kako se, prema dostupnoj literaturi, prvi simptomi
napada A. erythrostoma na podrucju Republike Hrvatske mogu primijetiti tek u lipnju. Stigmina
carpophila izaziva pojavu lezija gotovo identi¢nih simptomu A, no napad ove patogene gljive
izazvao bi teZe posljedice u odnosu na zateeno stanje. Stoga je istraZivanje potencijalnih
uzro¢nika navedenih simptoma bilo usmjereno na utvrdivanje prisutnosti slabih patogena koji
su prije izazivanja nekroze kolonizirali ispitivano liS¢e kao endofiti, epifiti ili saprotrofi. Kako
bi se dobio uvid u raznolikost endofitske zajednice i otpornost pojedinih vrsta na razliCite
koncentracije i sredstva za povrSinsku sterilizaciju, uzorci lisnog tkiva su prije daljnje obrade
bili povrsinski sterilizirani otopinom natrijeva hipoklorita (2 %) i otopinom etanola (70 %).

Dio uzoraka simptomati¢nog lis¢a nije podvrgnut povrsinskoj sterilizaciji te je pretpostavljeno
kako ¢e ove skupine uzoraka pokazivati najvecu brojnost i raznolikost taksona zbog moguce
prisutnosti epifita 1 kontaminanata iz okoliSa. O¢ekivano, najveca brojnost micelija razlicitih
taksona zabiljeZena je u kategorijama uzoraka tkiva sa simptomom A i1 simptomom B koji nisu
bili podvrgnuti povrsinskoj sterilizaciji. S druge strane, najmanja brojnost micelija zabiljeZena
je u kategorijama uzoraka tkiva sa simptomom A i simptomom B koji su bili povrSinski
sterilizirani otopinom NaOCI (2%).

Osim agresivnih patogenih vrsta Botrytis cinerea 1 Cryptosphaeria ligniota, svi ostali miceliji
izolirani iz simptomati¢nog liS¢a klonova Prunus avium u KSP Kutina pripadaju taksonima
gljiva koje uz endofitski, mogu ispoljavati parazitski i/ili saprotrofni nacin zivota.

5.1 Povezanost prisutnosti gljivicnih endofita i razvoja nekroti¢nih lezija na
liS¢u klonova divlje treSnje u KSP Kutina

U Sirem smislu, endofitima se smatraju mikroorganizmi koji nastanjuju Ziva tkiva biljnih
domacina, ne uzrokujuéi pritom patoloSke promjene i pojavu vidljivih simptoma (Hirsch 1
Braun 1992). Pojedini autori navode kako su se endofitske gljive razvile iz prethodno patogenih
vrsta koje su s vremenom prestale Stetno djelovati na domacina (Carroll 1988, Freeman 1
Rodriguez 1993, Saikkonen 1 sur. 1998, Kogel 1 sur. 2006) te je uslijed zajednicke evolucije
postignuta ravnoteza izmedu obrambene reakcije biljke na Sirenje endofita i djelovanja
endofitske gljive na zdravstveno stanje domacina (Giménez i sur. 2007). Nakon mehanicke
ozljede ili negativnog utjecaja abiotskih ¢imbenika poput vremenskih ekstrema, biljke postaju
podlozne napadu parazita slabosti koji su prethodno Zivjeli endofitski, odnosno nisu narusavali
zdravstveno stanje svojih domacina (Bien i Damm 2020a).
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Osim toga, mnogi gljivi¢ni patogeni tijekom svog Zivotnog ciklusa prolaze kroz latentnu fazu
koja se, u Sirem smislu, moze smatrati endofitskim nacinom zivota (Carroll 1988).

Premda endofiti mogu izazvati patoloske promjene u tkivima domacina izloZenima stresu (Clay
1 Schardl 2002, Schulz i Boyle 2005), brojne studije ukazuju na pozitivno djelovanje endofitskih
gljiva na zdravstveno stanje svojih domacina. Endofiti djeluju antagonisticki na mnoge
patogene vrste gljiva i druge kategorije Stetnih organizama koji nastoje kolonizirati biljno tkivo
(Wilkinson 1 sur. 2000, Arnold i sur. 2003, Tanaka i sur. 2005, Ganley i sur. 2008, Mejia i sur.
2008, Vega i sur. 2008, Gao i sur. 2010). Usto, gljivicni endofiti poticu rast biljke produkcijom
fitohormona rasta (Dai i sur. 2008) te povecavaju otpornost biljaka na djelovanje ¢imbenika
stresa (Lewis 2004, Malinowski i sur. 2004).

Prisutnost gljiviénih endofita utvrdena je kod svake dosada istrazivane vrste biljnog domacina,
a procjenjuje se kako postoji vise od milijun razli¢itih endofitskih vrsta gljiva (Strobel i Daisy
2003, Sun i Guo 2012). Prema Arnold (2007), endofiti ve¢inom pripadaju redu Ascomycetes i
njegovim anamorfnim oblicima te predstavljaju ekoloski vrlo raznoliku skupinu gljiva.

Alternaria, Aureobasidium 1 Cladosporium neki su od najrasirenijih endofitskih rodova. Neke
su vrste endofitskih gljiva gotovo u potpunosti ograni¢ene na pojedinu vrstu domacina ili ¢ak
odredeni tip biljnog tkiva, dok primjerice Epicoccum nigrum i Aureobasidium pullulans
koloniziraju veéi broj razli¢itih biljnih domacdina (Boddy i Griffith 1989). Endofiti mogu
kolonizirati medustani¢ni prostor i unutrasnjost stanica razlicitih tkiva (Saikkonen i sur. 1998,
Pan i May 2009, Bernardi-Wenzel i sur. 2010). Jedan od primjera specijaliziranosti endofita za
odredeno tkivo je naseljavanje meduzilnog podrugja lista, osobito uz sredi$nju zilu (Luginbiihl
1 Miiller 1981).

Zahvaljujuéi svojoj gospodarskoj vrijednosti, Sirokoj rasprostranjenosti i bogatom mikobiomu,
vockarice iz roda Prunus predstavljaju povoljan model za istraZivanje prisutnosti i sistematske
pripadnosti endofitskih gljiva u njithovim tkivima (Anonymous 2005).

Unatoc¢ velikom gospodarskom znacaju, dosada je provedeno svega nekoliko studija koje se
bave proucavanjem bioraznovrsnosti mikobioma nadzemnih biljnih organa vrsta iz roda Prunus
(Bernadovicova i Ivanova 2011, Haddadderafshi i sur. 2011, Hortova i Novotny 2011, Gramaje
1 sur. 2012, Abdollahi Aghdam i Fotouhifar 2016, Abdollahi Aghdam i Fotouhifar 2017).
Pimenta i sur. (2012) ukazuju na manjkavost dobivenih podataka buduci da je vecina
spomenutih studija bila ograni¢ena malim brojem uzoraka, geografski uskim podrucjem
istrazivanja ili identifikacijom vrsta oslanjaju¢i se samo na njene morfoloske karakteristike.
Najopseznije istrazivanje bioraznolikosti zajednica gljiva na vrstama iz roda Prunus provedeno
je u juznoj Africi (Damm 1 sur. 2007a, Damm 1 sur. 2007b, Damm 1 sur. 2008a, Damm 1 sur.
2008b, Damm i sur. 2008c, Damm 1 sur. 2010, Moyo i sur. 2018, Bien i Damm 2020b).
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5.2 Uloga gljive Botrytis cinerea Pers. u pojavi nekroti¢nih lezija na liS¢u
klonova divlje treSnje u KSP Kutina

Od najces¢ih uzrocnika gljiviénih bolesti divlje treSnje opisanih u domacoj i stranoj literaturi,
1z simptomaticnog lis¢a klonova Prunus avium iz KSP Kutina izolirana je jedino vrsta Botrytis
cinerea Pers. Moguca povezanost B. cinerea i razvoja nekroticnih lezija na liS¢u divlje treSnje
detaljnije je obradena u ovome potpoglavlju budu¢i da se radi o gljivi koja ne napada
prvenstveno lis¢e divlje treSnje, ve¢ uzrokuje Siroki raspon simptoma zahvacajuci razliCite
biljne organe velikog broja domacina.

Nakon vrste Epicoccum nigrum, B. cinerea je predstavljala drugi najzastupljeniji takson
micelija izoliranih iz svih uzoraka lisnog tkiva koji su pokazivali simptom A, neovisno o
povrsinskoj sterilizaciji (Tablica 5). Premda je brojnost micelija E. nigrum u uzorcima sa
simptomom A u konacnici bila veca, jedinke B. cinerea su pokazale mnogo viSu stopu
prezivljenja nakon provedenog postupka povrsinske sterilizacije. Stovise, gljiva B. cinerea je u
najvecem postotku (30,77 %) bila izolirana iz li§¢a sa simptomom A koje je bilo podvrgnuto
povrsinskoj sterilizaciji otopinom NaOCl (2%) te uzoraka koji su bili povrsinski sterilizirani 70
% otopinom etanola (42,11 %). U odnosu na E. nigrum, Botrytis cinerea predstavlja agresivniju
patogenu vrstu, zbog ¢ega se njena prisutnost u lis¢u ne smije zanemariti. No, kako se izgled
nekroti¢nih lezija opisanih pod simptomom A nije podudarao s izgledom i nacinom S$irenja
nekroze uslijed napada B. cinerea, moze se zakljuciti kako je ovaj patogen bio prisutan u lis¢u
u latentnoj fazi.

Botrytis cinerea je polifagna, Siroko rasprostranjena gljiva koja kolonizira biljne organe gotovo
svih vrsta Sumskog drveca te u prirodi rijetko razvija savrSeni (telemorfni) stadij naziva
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz. (Tomiczek 1 sur. 2007). U Sumarstvu velike Stete ¢ini
u rasadnicima, osobito u klijaliStima. B. cinerea Zivi saprotrofnim na¢inom Zivota, razgradujuci
biljne ostatke razli¢itih domacina sve dok odgovaraju¢i vanjski faktori ne potaknu prelazak u
parazitski nacin zivota. U uvjetima vece koli¢ine dostupnih hranjiva, povecava se vitalnost 1
agresivnost gljive te tada postaje sposobna prodrijeti u zdravo biljno tkivo. Kao nekrotrofni
patogen, B. cinerea uzrokuje ekonomski zna¢ajnu bolest naziva siva plijesan.

Na sjemenu 1 povrSini vegetativnih biljnih organa, pojava sive plijesni ocituje se u razvoju
karakteristi¢ne sive paucinaste mase hifa, konidiofora i konidija (Glavas 1999). Prema Ellis
(1971), Botrytis cinerea uzrokuje nekrozu cvjetova, pupova, liS¢a i izbojaka te polijeganje
ponika i truleZ plodova. Parazitira na velikom broju razli¢itih biljnih domacina, ukljucujuci
poljoprivredne kulture i ukrasne vrste (Jarvis 1977, Elad i sur. 2007). Konidije Botrytis cinerea
vrSe zaraze cvjetova dovodeci do njihove palezi (nekroze) ili pojave latentnih infekcija (Tarbath
1sur., 2014). U proljece, u uvjetima visoke zracne vlage, gljiva napada izbojke (Tomiczek i sur.
2007). Konidije B. cinerea takoder mogu zaraziti plod u razli¢itim fazama razvoja (Adaskaveg
1 sur., 2000). Budu¢i da patogen prezimljuje u zaraZzenim mumificiranim plodovima, njihovo
uklanjanje moZe znacajno smanjiti rizik od sekundarnih infekcija (Tarbath 1 sur., 2014).
Prevenciju razvoja sive plijesni uvelike otezava velika prilagodljivost vrste B. cinerea koja
moze prezivjeti nepovoljne okolisne uvjete u obliku micelija, konidija ili sklerocija na biljnim
ostacima te se moZze koristiti ve¢im brojem razli¢itth domacina kao potencijalnim izvorima
inokuluma (Williamson 1 sur. 2007).
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Genetska plasti¢nost B. cinerea ubrzava pojavu njene rezistentnosti na preventivne fungicide,
pa se sve veci broj istrazivanja provodi u svrhu utvrdivanja u¢inkovitih bioloskih mjera zastite.
Dosadasnja istrazivanja patoloskih promjena koje Botrytis cinerea izaziva na vrsti Prunus
avium usmjerena su najve¢im dijelom na prevenciju Stete od trulezi plodova te se u dostupnoj
literaturi ne navodi pojava i izgled nekroze lis¢a na tom konkretnom biljnom domacinu.
Medutim, dostupni su detaljniji opisi nekroticnih lezija na liS¢u poljoprivrednih kultura
(Williamson i sur. 2007) te ukrasnih vrsta biljaka (Ozer i Bayraktar, 2014). U svojoj studiji iz
2014. godine autori Ozer i Bayraktar navode kako je B. cinerea potvrdena kao uzro¢nik
nekroti¢nih lezija na cvjetnim dijelovima i liS¢u Cornus florida L. u Turskoj te kako se patogen
prosirio sa zarazenih cvjetnih brakteja na lis¢e. Prema spomenutim autorima, prvi simptomi
sive plijesni ukljucivali su pojavu manjih smedih pjega na cvjetnim braktejama. Pjege su se
postupno Sirile, sve dok sivosmeda prevlaka sastavljena od micelija, konidiofora i konidija nije
u potpunosti zahvatila povrSinu brakteja. Zaraza se potom prosirila na li$¢e na kojemu je isprva
uocena pojava smedih nekroti¢nih lezija, a zatim 1 razvoj sivosmedega micelija (Slika 13).
Takoder je primijecen simptom ljevkastog uvijanja liS¢a te suSenja i odumiranja izbojaka.

Premda se vrsta B. cinerea u literaturi ne spominje u kontekstu nekroze lis¢a Prunus avium,
utvrdeno je kako je B. cinerea bila ucestalo izolirana iz liS¢a Malus sylvestris var. domestica
‘Golden Delicious’ (Falconi i Mendgen, 1994). Usto, Haddadderafshi i sur. (2011) navode kako
je rod Botryotinia bio jedan od brojnih rodova gljiva izoliranih iz vise tipova tkiva Prunus
avium.

Morfoloske karakteristike micelija B. cinerea izoliranih iz lis¢a klonova Prunus avium u sklopu
ovoga rada (Slika 14) podudaraju se s opisima objavljenima od strane Ozer i Bayraktar (2014)
koji navode kako je povrSina kolonije B. cinerea razvijene u in vitro uvjetima na PDA podlozi
isprva bila bezbojna. Nakon inkubacije u trajanju od petnaest dana, povrSina kolonije je
poprimila sivosmedu boju te je uo¢en razvoj konidija (Ozer i Bayraktar 2014).

1R :
Slika 13. Pojava nekroti¢nih lezija na lis¢éu Cornus florida uzrokovana napadom gljive Botrytis cinerea

(lijevo) 1 Sirenje micelija Botrytis cinerea po Citavoj povrSini zarazenog lis¢a Cornus florida (desno)
(Izvor: Ozer i Bayraktar 2014)
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Slika 14. Ciste kulture micelija Botrytis cinerea na PDA podlozi i starosti 14 dana

5.3 Uloga vrsta roda Cladosporium Link ex Fries u pojavi nekroti¢nih lezija
na liS¢u klonova divlje treSnje u KSP Kutina

U ovome radu je utvrdeno kako je rod Cladosporium Link ex Fries bio naj¢esce izolirani takson
(42,86 %) iz svih uzoraka simptomati¢nog lisnog tkiva koje je pokazivalo simptom B, neovisno
o povrsinskoj sterilizaciji (Grafikon 8). Prema Hyde i Soytong (2008), pretjerana brojnost vrsta
iz roda Cladosporium Cesta je posljedica neispravne, odnosno nedovoljne povrSinske
sterilizacije uzoraka. Medutim, u uzorcima lisnog tkiva iz KSP Kutina, rod Cladosporium nije
bio prisutan samo u kontrolnoj skupini bez povrSinske sterilizacije, ve¢ i u obje kategorije
povrsinski steriliziranih uzoraka (Grafikon 4, Grafikon 5 i Grafikon 6).

Sukladno opisima Kidd i sur. (2016), miceliji roda Cladosporium uzgojeni na PDA hranjivoj
podlozi pokazivali su sivozeleno do maslinastozeleno obojenje s gornje strane kolonije, dok su
odozdo kolonije bile crnozelene boje. Slika 15 prikazuje morfoloske karakteristike cistih
kultura micelija Cladosporium sp. izoliranih iz simptomati¢nog lisnog tkiva klonova Prunus
avium iz KSP Kutina.
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Slika 15. Cista kultura micelija Cladosporium sp. na PDA podlozi, predstavljenog morfotipom 1
(oznaka Z1) i starosti 14 dana (lijevo) te Cista kultura micelija Cladosporium sp. na PDA podlozi,
predstavljenog morfotipom 3 (oznaka Z3) i starosti 14 dana (desno)

Cladosporium Link ex Fries je rod Siroko rasprostranjenih saprotrofnih gljiva i oportunisti¢kih
patogena (Ogorek 1 sur. 2012) koji su zabiljeZeni na Sirokom rasponu domacina i svim tipovima
supstrata, a njihove su spore redovito prisutne u tlu i vodi (Bensch i sur. 2012). Konidije
Cladosporium spp. takoder predstavljaju najceS¢e izoliranu cesticu gljivicnog porijekla
utvrdenu u sastavu atmosferskog zraka (Farr 1 sur. 1989, Flannigan 2001, Mullins 2001). Za
razliku od konidijskog stadija obuhvac¢enog rodom Cladosporium, savrSeni (telemorfni) stadij
Davidiella Crous & U. Braun se u prirodi rijetko pojavljuje (Ogorek i sur. 2012).

Filogenetske studije vrsta Cladosporium s. lat. potvrduju kako je rije¢ o vrlo heterogenom rodu
(Braun i sur. 2003). Rod Cladosporium obuhvaca 772 taksonomske jedinice, a velika brojnost
taksona djelomicno je posljedica znacajne morfoloske varijabilnosti koju pripadnici ovoga roda
pokazuju na razli¢itim tipovima supstrata (Dugan i sur. 2004). Cladosporium spp. pokazuju
najvecu aktivnost u uvjetima niskih temperatura i visokog udjela zracne vlage (Kwon 1 sur.
2001) te su upravo takvi vremenski uvjeti nuzni za sporulaciju, ostvarivanje infekcije 1 razvoj
bolesti (Ogorek i sur. 2012).

Bensch i sur. (2012) su nakon revizije roda utvrdili da se, suprotno prethodnim pretpostavkama,
manji broj Cladosporium spp. moze smatrati polifagnima. Takve su vrste primjerice
Cladosporium herbarum, C. cladosporoides, C. oxysporum 1 C. sphaerospermum Koje se
ujedno ubrajaju u kozmopolitske saprotrofne vrste bez specificnih zahtjeva prema stanistu.
Medutim, dio saprotrofnih predstavnika roda Cladosporium naseljava vrlo specificne ekoloske
niSe poput ekstremno slanih staniSta (Schubert i sur. 2007). Vrste roda Cladosporium se takoder
javljaju kao hiperparaziti na drugim askomicetnim i bazidiomicetnim vrstama (Heuchert i sur.
2005), sekundarni kolonizatori nekroti¢nih lezija uzrokovanih drugim gljivama (Ellis 1971,
Ellis 1976), endofiti (Reisen i Sieber 1985, Brown 1 sur. 1998, El-Morsy 2000) i epifiti na lis¢u
zdravih biljaka (Islam i1 Hasin 2000, de Jager i1 sur. 2001, Inacio i sur. 2002, Stohr i Dighton
2004, Levetin 1 Dorseys 2006). Pa ipak, brojnije su biotrofne, slabo patogene vrste koje su
specijalizirane za odredeni biljni rod ili vrstu te koje uzrokuju pojavu tipi¢nih simptoma poput
pjegavosti, diskoloracije i nekroze liS¢a domacina (Bensch 1 sur. 2012).
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S obzirom da je rije¢ o oportunistickim patogenima, vrste roda Cladosporium su sklone
prelasku sa saprotrofnog i endofitskog nacina zivota na parazitski nacin zivota u povoljnim
uvjetima. Jedna od takvih vrsta je i Cladosporium herbarum za koju je utvrdeno da uzrokuje
patoloske promjene uslijed pada vitaliteta domacina izlozenog stresu (De Vries 1952, Ellis
1971, O’Donnell i Dickinson 1980, Despoulain i sur. 1990). Premda je pojava nekroti¢nih pjega
na liS¢u uslijed napada razli¢itih vrsta roda Cladosporium zabiljezena na mnogim biljnim
domacinima (Bitancourt 1935, Anilkumar i Seshandri 1975, Berner i sur. 2007, Oliveira 1 sur.
2014, Zheng i sur. 2014, Walker i sur. 2016, Ayoubi i sur. 2017), dostupna literatura ne pruza
informacije o izgledu i pojavi nekroti¢nih lezija na 1iS¢u Prunus avium, a koje su nastale kao
posljedica napada gljiva iz roda Cladosporium.

Medutim, Baiswar i sur. (2011) su testovima patogenosti dokazali kako je gljiva Cladosporium
oxysporum uzrokovala pojavu nekroti¢nih pjega na liSéu Prunus nepalensis u Indiji. Opisane
nekroti¢ne lezije na liS¢u sadnica Sirile su se od ruba lista prema glavnoj Zili (Slika 16) te je u
uznapredovalom stadiju nekroza zahvatila ¢itavu povrsinu plojke lista. Nekroti¢ne lezije imale
su kloroti¢ni rub, a na nalicju lista bili su vidljivi znakovi obilne sporulacije. Prema Baiswar i
sur. (2011), jedan od karakteristicnih simptoma bila je 1 pojava znacajne osutosti kroSnje
oboljelih jedinki Prunus nepalensis. C. oxysporum je primarno saprotrofna vrsta, no takoder je
utvrdena kao patogen na nekoliko vrsta biljnih domacéina (Farr i Rossman 2010).

Unato¢ tomu §to je simptom B na lis¢u Prunus avium iz KSP Kutina podrazumijevao $irenje
nekroti¢nih lezija ve¢ih dimenzija od ruba prema glavnoj zili (Slika 10), §to se moze primijetiti
1 u slucaju simptoma na liS¢u Prunus nepalensis (Slika 16), Sirenje nekroze lisnim tkivo P.
avium nije bilo ograni¢eno kloroti¢nim rubom te nije bilo vidljivih fruktifikacija s donje strane
plojke lista (Slika 9). Kloroti¢ni rub nekroti¢nih lezija Cesti je simptom koji se primjecuje
prilikom napada nekrotrofnih patogena, a nastaje Sirenjem metabolita, najéeS¢e mikotoksina u
biljno tkivo (Tewari 1983, Agarwal 1 sur. 1997). Stoga se, unato¢ visokom udjelu zastupljenosti
roda Cladosporium u uzorcima tkiva koje je pokazivalo simptom B (Grafikon 8), ne moze
donijeti jednoznacéni zakljucak kako su upravo vrste roda Cladosporium moguci uzrocnici
nekroze liS¢a klonova divlje tresnje.
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Slika 16. Sirenje nekroti¢nih lezija na liséu Prunus nepalensis uzrokovanih gljivom Cladosporium
oxysporum (Izvor: Baiswar i sur. 2011)

5.4 Uloga vrsta roda Epicoccum Link u pojavi nekroti¢nih lezija na liS¢u
klonova divlje treSnje u KSP Kutina

Premda je u literaturi opisano preko 70 vrsta roda Epicoccum, rezultati molekularnih analiza
potvrdili su postojanje velike unutarvrsne varijabilnosti Epicoccum nigrum (Arenal i sur. 1999,
Arenal 1 sur. 2002) Stoga su u kasnijim radovima sve prethodno opisane vrste klasificirane u
nizi takson, odnosno smatrane su razli¢itim morfoloskim i fizioloskim tipovima vrlo varijabilne
vrste Epicoccum nigrum (Kilpatrick i Chilvers 1981, Coghlan i sur. 2005,). Prema Hawksworth
1 sur. (1995), rod Epicoccum obuhvaca samo vrste Epicoccum nigrum 1 E. andropogonis.
Medutim, studija provedena od strane De Lima Févaro i sur. (2011) ukazuje na ¢injenicu kako
bi novija genetska istraZzivanja mogla rezultirati ponovnom ras¢lambom E. nigrum na veci broj
razli¢itih vrsta.

Prilikom identifikacije taksona gljiva izoliranih iz simptomati¢nog lis¢a klonova Prunus avium
iz KSP Kutina, izoliran je veéi broj micelija Cija je genetska struktura odgovarala sekvencama
pohranjenima u GenBank bazi pod vrstama Epicoccum nigrum i E. layuense ili je identifikacija
bila moguca do razine roda Epicoccum (Tablica 3). S udjelom od 21,67 %, vrsta E. nigrum
predstavljala je najzastupljeniji takson gljiva izoliranih iz svih uzoraka lisnog tkiva sa
simptomom A, neovisno o povrSinskoj sterilizaciji (Grafikon 7). Premda su vrste roda
Epicoccum bile najviSe zastupljene u kategoriji uzoraka sa simptomom A koji nisu bili
podvrgnuti povrSinskoj sterilizaciji (32,14 %) (Tablica 5 1 Grafikon 3), gljiva E. nigrum je
takoder bila ucestalo izolirana iz uzoraka liS¢a sa simptom A koji su prije daljnje obrade bili
podvrgnuti povrsinskoj sterilizaciji 2 % otopinom natrijeva hipoklorita (Grafikon 1) te uzoraka
liS¢a koje je bilo povrsinski sterilizirano 70 % otopinom etanola (Grafikon 2).

39



Stoga se moze pretpostaviti kako je ova vrsta potencijalni uzro¢nik nekroti¢nih lezija opisanih
pod simptomom A. Takoder se moze zakljuciti kako je prije prelaska u parazitski nacin zZivota,
gljiva E. nigrum kolonizirala lis¢e kao endofit i epifit, zauzimaju¢i razlicite ekoloske nise.

Epicoccum nigrum Link (sinonim E. purpurascens Ehrenb. ex Schlecht.) je Siroko
rasprostranjeni pripadnik odjeljka Ascomycota koji je izoliran iz razli¢itih tipova tala te velikog
broja biljnih domacina (Mallea i sur. 1991). Premda se E. nigrum smatra primarno saprotrofnom
vrstom (Mims 1 Richardson 2005), navedena je i kao slabi biljni patogen (Bruton i sur. 1993).
Poput ostalih rasprostranjenih vrsta plijesni, pripadnici roda Epicoccum zive i endofitskim
nacinom Zivota, a izolirani su iz tkiva razli¢itih biljnih vrsta (Arnold 2007, Schulz i Boyle
2005). E. nigrum proizvodi Siroki raspon obojenih i neobojenih spojeva antibiotskih svojstava
1 prirodnih fungicida u svrhu prezivljavanja i kompeticije s drugim gljivama te bakterijama tla
(Gribanovski-Sassu i Foppen 1967, Brown 1 sur. 1987). Smatra se kako je velika genotipska i
fenotipska varijabilnost zasluzna za moguénost prezivljavanja E. nigrum u razli¢itim uvjetima
staniSta 1 zauzimanja razli€itih ekoloskih nisa. Utvrdeno je kako Epicoccum nigrum pokazuje
antagonisticko djelovanje na vazne patogene vrste gljiva, medu ostalima i na patogene divlje
treSnje poput Botrytis cinerea (Peng i Sutton 1991) i Monilinia laxa (Larena i sur. 2004), a
koriStena je kao mjera bioloske zastite od vrsta roda Monilinia na breskvama (Prunus persica
(L.) Batsch) i nektarinama (Prunus persica var. nucipersica (L.) C. K. Schneid.) (Larena i sur.
2005, Mari i sur. 2007, De Cal i sur. 2009).

Vrsta Epicoccum layuense Q. Chen, Crous & L. Cai, sp. nov. izolirana je iz li§¢a Perilla sp.
(Lamiaceae) u mjestu Layue na Tibetu. Vrsta je opisana u radu Chen 1 sur. (2017), gdje se
navodi kako je uzrokovala pojavu pjegavosti lis¢a. Pjege su bile tamnosmede boje 1 promjera
do 12 milimetara. Epicoccum layuense je utvrdena i kao uzro¢nik tamnosmedih pjega na liS¢u
Camellia sinensis u Kini. Pjege su isprva bile manjih dimenzija, a zatim su se Sirile tvore¢i vece
nekroti¢ne lezije. Vece Stete zabiljezene su na mladem liS¢u Camellia sinensis (Chen 1 sur.
2020).

Morfoloske karakteristike izolata E. nigrum razvijenih na PDA podlozi 1 izoliranih iz lisnog
tkiva klonova Prunus avium iz KSP Kutina (Slika 17) odgovaraju opisima objavljenima u Ellis
(1971), Domsch i sur. (1980), McGinnis (1980) te Samson i sur. (1995) prema kojima E. nigrum
stvara kolonije brzog rasta i jarkog Zutog, narancastog ili crvenog obojenja. Na povrSini
kolonije dolazi do razvoja brojnih sporodohija u obliku crnih tockica koje su rasirene po Citavoj
povrsini kolonije. ZabiljeZeno je da se rast micelija E. nigrum odvija u rasponu temperature od
-3°C do +45°C 1 pri vrijednostima pH od 3,0 do 4,5 (Fatima 1 sur. 2016).
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Slika 17. Ciste kulture micelija Epicoccum nigrum na PDA podlozi, predstavljene morfotipom 16 i
starosti 14 dana

-

Slika 18 Cista kultura micelija Epicoccum sp. na PDA podlozi, predstavljenog morfotipom 17 i starosti
14 dana (lijevo) te Cista kultura micelija Epicoccum nigrum/E. layuense na PDA podlozi, predstavljenog
morfotipom 18 i starosti 14 dana (desno)

5.5 Uloga ostalih izoliranih taksona gljiva u pojavi nekroti¢nih lezija na lis¢u
klonova divlje treSnje u KSP Kutina

Prema Pimenta i sur. (2012), zajednicu gljivicnih endofita odredenog domacina u vecini
slu¢ajeva ¢ini nekoliko dominantno prisutnih vrsta te raznolika populacija manje zastupljenih
taksona gljiva. Potvrduju¢i navode spomenutih autora, tijekom provodenja ovoga istrazivanja
izolirana su Cetiri dominantno prisutna taksona (vrste Aureobasidium pullulans, Botrytis
cinerea, Epicoccum nigrum, i rod Cladosporium) te vec¢i broj taksonomskih jedinica
zastupljenih s malim brojem jedinki. Premda ¢ine dio bioloski raznolike zajednice gljiva koja
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u cjelini znatno utjece na vitalitet biljnog domacina, moze se zakljuciti kako taksoni zastupljeni
s tek nekoliko micelija nisu imali klju¢nu ulogu u pojavi nekroti¢nih lezija na liS¢u ispitivanih
klonova divlje tresnje u KSP Kutina.

5.5.1. Aureobasidium pullulans (de Bary et Lowenthal) G. Arnaud

Aureobasidium pullulans (De Bary et Lowenthal) G. Arnaud je kozmopolitska vrsta iz odjeljka
Ascomycota koja ispoljava saprotrofni, epifitski, endofitski i parazitski nacin zivota. Jedna je
od najpoznatijih gljiva plavila drva (Humar i sur. 2008) te najrasirenijih i najées¢e izoliranih
vrsta gljivicnih endofita (Boddy i Griffith 1989). Prisutnost gljive 4. pullulans bila je utvrdena
u svim kategorijama uzoraka lisnog tkiva klonova divlje tresnje iz KSP Kutina, neovisno o tipu
simptoma ili primjeni povrSinske sterilizacije (Tablica 5 i Tablica 6). Za razliku od uzoraka
tkiva sa simptomom A, ova je vrsta bila ¢eSce izolirana iz simptomati¢nog liS¢a sa simptomom
B (Grafikon 7 1 Grafikon 8).

Aureobasidium pullulans predstavljala je najzastupljeniju vrstu u svim uzorcima lisnog tkiva
sa simptomom B, neovisno o povrSinskoj sterilizaciji (25,71%) (Grafikon 8). Nakon roda
Cladosporium, vrsta A. pullulans bila je takoder drugi najprisutniji takson u kategoriji uzoraka
tkiva sa simptomom B koje je bilo povrSinski sterilizirano otopinom 70 % etanola (19,05 %)
(Grafikon 5) te kategoriji uzoraka tkiva sa simptomom B koje nije bilo podvrgnuto povrsinskoj
sterilizaciji (43,33%) (Grafikon 6). Rezultati dobiveni tijekom provedbe ovoga rada potvrduju
rezultate prethodnih istrazivanja prema kojima je 4. pullulans jedna od najzastupljenijih vrsta
na domacinima roda Prunus. Prema Thambugala i sur. (2014), vrste roda Aureobasidium Viala
& Boyer koloniziraju izbojke, liS¢e 1 drvo razli¢itih biljnih domacina. Prilikom izolacije
endofitskih vrsta iz izbojaka vrsta roda Prunus provedene u Njemackoj u sklopu studije autora
Bien i Damm (2020a), utvrdena je prisutnost gljive Aureobasidium pullulans u izbojcima,
odnosno drvnoj tvari Prunus avium, P. cerasus 1 P. domestica. U istrazivanju Hortova 1
Novotny (2011), Aureobasidium pullulans je, uz gljivu Alternaria alternata, predstavljala
endofitsku vrstu s najve¢im postotkom zastupljenosti u granama Prunus cerasus. Usto, gljiva
Aureobasidium pullulans prepoznata je kao jedan od uzro¢nika diskoloracija pokozice, odnosno
mrljavosti plodova jabuke i kruSke (Grabowski 2007, Sun i sur. 2008). Karakteristi¢ni simptomi
uklju¢uju maslinastozelene mrlje na povrsini plodova, a uzro¢nici su neparazitski epifiti
plodova (Nelson 2008).

Kolonije Aureobasidium pullulans na PDA podlozi pokazuju brzi rast i razvijaju
blijedoruzicasti ili bijeli micelij nepravilnih rubova koji starenjem poprima smedu do crnu boju.
Glatka povrsina kolonije je, uslijed obilne sporulacije, prekrivena nakupinom konidija (Kidd 1
sur. 2016). Na slici 19 vidljiva je varijabilnost morfoloskih karakteristika micelija vrste A.
pullulans koja je bila uCestalo izolirana iz liS¢a klonova divlje treSnje u KSP Kutina.

42



,r’,/_?, - 13 - =
. e o AP
/ ] ‘4 -
Yy - .

Slika 19. Cista kultura micelija Aureobasidium pullulans na PDA podlozi, starosti 14 dana i
predstavljena morfotipom 5 (oznaka Z7) (lijevo), Cista kultura micelija A. pullulans na PDA podlozi,
starosti 14 dana i predstavljena morfotipom 5 (oznaka Z8) (sredina) te Cista kultura micelija A. pullulans
na PDA podlozi, starosti 21 dan i predstavljena morfotipom 13 (oznaka Z16) (desno)

5.5.2. Alternaria infectoria E. G. Simmons / A. caespitosa (de Hoog & C. Rubio)
Woudenb. & Crous

Iz uzoraka lis¢a divlje treSnje sakupljenog u KSP Kutina koje je pokazivalo simptom A i koje
nije bilo podvrgnuto povrsinskoj izolaciji izolirane su samo tri jedinke identificirane kao vrste
Alternaria infectoria E. G. Simmons ili 4. caespitosa (de Hoog & C. Rubio) Woudenb. & Crous
(Tablica 5 1 Grafikon 3). Rod Alternaria Nees ex Fries obuhvacda Siroko rasprostranjene
saprotrofne, endofitske i slabo patogene vrste askomicetnih gljiva koje naseljavaju Siroki raspon
supstrata poput vegetativnih biljnih organa, sjemena, poljoprivrednih proizvoda, zivotinjskih
tkiva, tla i atmosfere (Woudenberg i sur. 2013). Ove nespecifi¢ne plijesni (Glavas 1999) su
primarno saprotrofi, no u odgovaraju¢im uvjetima djeluju kao oportunisticki biljni patogeni
koji uzrokuju ve¢i broj ekonomski znacajnih bolesti poljoprivrednih kultura poput raka kore
stabljike, pjegavosti 1 palezi liS¢a te trulezi sjemena. Unutar roda Alfernaria, vrste se
medusobno razlikuju po virulentnosti, a mnoge od njih se pojavljuju i djeluju zajednicki ¢ineci
kompleks uzro¢nika patoloskih promjena u domacinu (Thomma 2003). Osim kultiviranog i
ukrasnog bilja, vrste roda Alternaria napadaju i Sumsko drvece.

U tom smislu isti¢e se vrsta Alternaria alternata (Fr.) Kisler koja ¢ini znacajne $tete na
plodovima i sjemenu Sumskoga drveca (Glavas 1999). U kontekstu Stete na liS¢u, vrste roda
Alternaria dovode do sporog odumiranja lisnog tkiva domacina smanjujuéi asimilacijsku
povrsinu. Infekcija rezultira stvaranjem nekroti¢nih lezija koje ponekad imaju oblik mete. U
srediStu lezije nalazi se gljiva, a rub lezije je Zute boje (Thomma 2003). Vrsta Alternaria
infectoria utvrdena je kao slabi patogen Tanacetum cinerariifolium u sjevernoj Tasmaniji
(Australija), a dovela je do stvaranja sitnih crnih, nekroti¢nih lezija s obje strane zarazenoga
lis¢a (Moslemi 1 sur. 2017). Rod Alternaria takoder je izoliran iz simptomati¢nog liS¢a Prunus
laurocerasus (lovorvisnja) u slovackom gradu Nitri te je utvrden kao dio kompleksa uzro¢nika
koji je izazvao pojavu diskoloracije, pjegavosti 1 nekroze liS¢a i1 izbojaka te u konacnici
odumiranja zarazenih jedinki Prunus laurocerasus (Bernadovicova i Ivanova 2011). Poput
rodova Cladosporium 1 Epicoccum, vrste roda Alternaria prelaze s endofitskog ili saprotrofnog
nacina zivota u parazitski nacin Zivota ukoliko uspiju kolonizirati tkivo nakon mehanicke
ozljede ili opéeg fizioloskog slabljenja biljke domacina (Thomma 2003). Uzgojene na
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hranjivim podlogama, kolonije vrsta roda Alternaria pokazuju brzi rast crnog do
maslinastozelenog ili sivog micelija (Kidd i sur. 2016). Jedinke Alternaria infectoral/A.
caespitosa koje su bile izolirane iz simptomati¢nog liS¢a Prunus avium u KSP Kutina i uzgojene
na PDA hranjivoj podlozi pokazivale su brzi rast zracnoga micelija sivobijele boje (Slika 20).

Slika 20. Cista kultura micelija Alternaria infectorialA. caespitosa na PDA podlozi, starosti 14 dana i
predstavljenog morfotipom 9 (oznaka Z12)

5.5.3 Aposphaeria corallinolutea Gruyter / Dendrophoma pleurospora Sacc.

Iz lisnog tkiva klonova Prunus avium iz KSP Kutina koje je pokazivalo simptom B i koje je
bilo povrsinski sterilizirano otopinom natrijeva hipoklorita (NaOCl, 2 %) izolirane su samo
dvije jedinke (Tablica 6 1 Grafikon 4) koje su zbog velike srodnosti identificirane kao vrste
Aposphaeria corallinolutea Gruyter ili Dendrophoma pleurospora Sacc (Tablica 3).

Aposphaeria Berk. je slabo poznati rod kojega novije studije temeljene na rezultatima
molekularnih analiza smjeStaju u porodicu Melanommataceae (de Gruyter i sur. 2013, Tian i
sur. 2015). Aposphaeria corallinolutea Gruyter smatra se saprotrofnom vrstom. Prvi puta je
opisana u radu Gruyter 1 sur. (2013), pri ¢emu su domacini bili Kerria japonica (L.) DC. 1
Fraxinus excelsior L. Prema studiji autora Bien i Damm (2020), A. corallinolutea je
predstavljala najzastupljeniju vrstu u drvu ispitivanih stabala Prunus avium, P. cerasus i P.
domestica L. u Njemackoj, a izolirana je iz prijelazne zone nekroti¢nog i zdravog te samo
zdravog drvnog tkiva. Takoder je izolirana iz drvne tvari zahvacene trulezi na Tajlandu (Li 1
sur. 2016), odumrlih grana Prunus padus L. u Rusiji (Tibpromma 1 sur. 2017) te iglica
Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco u Sjedinjenim Americkim Drzavama (Daniels 2017).
Bien i Damm (2020) smatraju kako se ne radi o rijetkoj vrsti, ve¢ da se mali broj prijavljenih
slucajeva prisutnosti 4. corallinolutea moze pripisati ¢injenici da je njena ITS sekvenca dodana
GenBank bazi tek 2017. godine (Li 1 sur. 2016).

De Gruyter 1 sur. (2013) takoder su opisali vrstu Dendrophoma pleurospora Sacc., ali pod
nazivom Pleurophoma pleurospora (Sacc.) Hohn te je utvrdeno kako je ova gljiva bila izolirana
iz liS¢a Laurus nobilis L. u Francuskoj, drva Lonicera sp. (Caprifoliaceae) u Nizozemskoj i
lezija na izbojcima Cytisus scoparius (L.) Link. Osim navedenih domacina, Dendrophoma
pleurospora je utvrdena na Quercus glauca Thunb. u Gruziji (Bitsadze i sur. 2018). Prema Li i
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sur. (2016), vrste roda Aposphaeria na PDA hranjivoj podlozi razvijaju zracni micelij. PovrSina
kolonije je isprva bijele boje (Slika 21), a starenjem poprima maslinastozelenu do smedu boju.
Srediste kolonije poprima zelenkastosivu boju, dok je rubni dio bijele boje.

~

Slika 21. Cista kultura micelija Aposphaeria corallinolutea/Dendrophoma pleurospora na PDA
podlozi, starosti 14 dana i predstavljenog morfotipom 8 (oznaka Z11)

5.5.4 Paraconiothyrium brasiliense Verkley

U sklopu ovoga rada, dvije jedinke identificirane do razine roda Paraconiothyrium izolirane su
iz lisnog tkiva sa simptomom B koje je bilo podvrgnuto povrsinskoj sterilizaciji otopinom
etanola (70 %) (Grafikon 5), dok su takoder dvije jedinke vrste Paraconiothyrium brasiliense
izolirane iz tkiva sa simptomom B koje je bilo povrSinski sterilizirano otopinom natrijeva
hipoklorita (2%) (Grafikon 4). Ovakvi rezultati potvrduju kako je P. brasiliense kolonizirala
ispitivano lisno tkivo kao endofitska vrsta. Rod Paraconiothyrium Verkley u sistematiku gljiva
uveli su Verkley i sur. (2004) te je dosada prihvaceno 15 vrsta, od kojih jedino
Paraconiothyrium fuckelii (Fuckel) Verkley & Gruyter ima poznati savrseni stadij (Damm i
sur. 2008c, De Gruyter i sur. 2013, Verkley i sur. 2014).

Vrsta Parconiothyrium brasiliense Verkley opisana je na temelju izolata iz ploda Coffea
arabica L. Brazilu (Verkley i sur. 2004), a kao endofitska vrsta izolirana je iz vizualno zdravog
liS¢a javora (Acer sp.) u Republici Koreji (Paul 1 Lee 2014), liS¢a Alliaria petiolata (M. Bieb.)
Cavara et Grande u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama, iglica Picea glauca (Moench) Voss u
Kanadi te drva zdrave jedinke Platanus x hispanica Miinch. u Italiji. Verkley 1 sur. (2014)
navode kako su gotovo identicne ITS sekvence pohranjene u GenBank bazi kao endofiti
izolirani 1 iz drugih domacina poput Ginkgo biloba L., Ulmus davidiana var. japonica (Rehder)
Nakai 1 Juniperus virginiana L. (Hoffman 1 Arnold 2008). Tijekom istraZzivanja mikobioma
drva vrsta iz roda Prunus u juznoj Africi, Damm 1 sur. (2008c¢) su utvrdili redovitu prisutnost
endofitskih gljiva roda Paraconiothyrium. Pritom je vrsta Paraconiothyrium brasiliense
izolirana iz piknida na kori Prunus persica (breskva) te nekroticnog drvnog tkiva P. persica
var. nucipersica (nektarina) i P. salicina Lindl.

Gljiva Paraconiothyrium variabile Riccioni,Verkley & Crous je bila Cesto izolirana iz
nekroticnog drvnog tkiva Prunus salicina i P. persica te piknida na kori grana P. persica.

45



Prisutnost Paraconiothyrium variabile takoder je utvrdena u nekroticnom drvnom tkivu
Actinidia chinensis u Italiji (Riccioni i sur. 2007) i 1iS¢u Laurus nobilis u Turskoj (Gore i Bucak
2007). Osim Paraconiothyrium brasiliense 1 Paraconiothyrium variabile, iz piknida na kori
stabala Prunus persica u juznoj Africi izolirana je 1 vrsta Paraconiothyrium africanum Damm,
Verkley & Crous. Premda su vrste roda Paraconiothyrium bile ucestalo izolirane iz drva Prunus
spp. u juznoj Africi, nije dokazano da su bile ujedno 1 uzro€nici nekroze drvnog tkiva (Damm
1 sur. 2008c).

Nakon prvog opisa i uvodenja Paraconiothyrium brasiliense u sistematiku gljiva (Verkley i
sur. 2004), potvrdena je prisutnost ove vrste u drvnom i lisnom tkivu razli¢itih biljnih domacina
i na razli¢itim kontinentima. Stoga se moze pretpostaviti kako se radi o kozmopolitskoj
endofitskoj vrsti koja se moze prilagoditi Sirokom rasponu potencijalnih domacina (Damm i
sur. 2008c). Morfoloske karakteristike kultura micelija Paraconiothyrium brasiliense izoliranih
iz liS¢a Prunus avium iz KSP Kutina (Slika 22) odgovaraju opisima objavljenima u Verkley 1
sur. (2004), prema kojima gljiva Paraconiothyrium brasiliense razvija isprva supstratni micelij,
a nakon Cetrnaest dana formira se sivkasti zracni micelij. PovrSina kolonije je nakon
sedmodnevne inkubacije na PDA pri 25°C prozirno bijele boje. Starenjem postaje medeno Zute
ili jantarne do tamnocrvene boje, s vidljivim koncentri¢nim uzorkom.

J i ) : i a . [ E R XY T
Slika 22. Cista kultura micelija Paraconiothyrium sp. na PDA podlozi, starosti 14 dana i predstavljena
morfotipom 7 (oznaka Z10) (lijevo) te Cista kultura micelija Paraconiothyrium brasiliense na PDA
podlozi, jednake starosti i predstavljena morfotipom 11 (oznaka Z14) (sredina i desno)

5.5.5 Fusarium sporotrichioides Sherb.

Vrste roda Fusarium Link ubrajaju se u najvaznije patogene gljive tla, a uzrokuju ekonomski
znacajne Stete na poljoprivrednom, kultiviranom i Sumskom bilju (Glavas 1999). Dvije jedinke
Fusarium sporotrichioides bile su izolirane iz uzoraka lisnog tkiva stabala divlje treSnje u KSP
Kutina koje je pokazivalo simptom B i koje nije bilo povrSinski sterilizirano (Grafikon 4). Rod
Fusarium obuhvaca oko 70 vrsta (Leslie i Summerell 2006) od kojih su mnoge saprofiti tla. Uz
rod Pythium, gljive iz roda Fusarium najce$¢i su uzrocnici polijeganja ponika i patogeni
Sumskoga sjemena. Jedna od najpoznatijih i najStetnijih vrsta je Fusarium oxysporum Schleht.
koja se smatra fakultativnim parazitom (Glavas 1999). Osim parazitskog i saprotrofnog,
pripadnici roda Fusarium ispoljavaju i endofitski nacin zivota. Rod Fusarium jedan od
najraSirenijih endofitskih rodova utvrden u tkivu razli¢itih biljnih domacina (Rashmi 1 sur
2019). Prema Haddadderafshi (2011), vrste roda Fusarium izolirane su iz liS¢a, izbojaka i
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korijena stabala Prunus avium "Péter'. Rod Fusarium predstavljao je takoder jedan od najcesce
izoliranih taksona endofitskih gljiva prisutnih u liS¢u Malus sylvestris 'Golden Delicious'
(Falconi i Mendgen 1994). Fusarium sporotrichioides Sherb. je kozmopolitska vrsta biljnog
patogena koja je raSirena u tropskom i umjerenom pojasu (Domsch 1 sur. 1993), a smatra se
uzro¢nikom raka 1 trulezi korijena sadnica (Anderson 1986) te uzro¢nikom osipanja iglica
(Karadzi¢ 1 Milijasevi¢ 2008). Ivanova i sur. (2016) navode kako je ova vrsta jedan od
najznacajnijih patogena Pinus ponderosa var. jeffreyi koji je uzrokovao diskoloraciju i osipanje
iglica sadnica u Slovackoj. Uz rod Alternaria, gljive roda Fusarium predstavljale su glavne
uzro¢nike nekroze lis¢a i izbojaka te odumiranja oboljelih jedinki ukrasne vrste Prunus
laurocerasus u gradu Nitri (Bernadovicova i Ivanova 2011).

Prema Ivanova i sur. (2016), gljiva Fusarium sporotrichioides na PDA podlozi razvija zracni
micelij bijele do blijedoruzicaste boje koji postupno poprima crvenosmede obojenje. Na Slici
23 prikazan je micelij Fusarium sporotrichioides koji je izoliran iz simptomati¢nog lisnog tkiva
divlje treSnje u KSP Kutina.

Slika 23. Cista kultura micelija Fusarium sporotrichioides na PDA podlozi, starosti 14 dana i
predstavljena morfotipom 14 (oznaka Z17)

5.5.6. Daldinia pyrenaica M. Stadler &Wollw.

Daldinia pyrenaica M. Stadler & Wollw. je prvi put pronadena na podrucju francuskih i
Spanjolskih Pireneja (Stadler i Baumgartner 2001), a njena je prisutnost utvrdena u Njemackoj,
sjevernoj Spanjolskoj, Francuskoj i Ukrajini. Najée$¢i domaéini su vrste roda Quercus i Salix,
no u Ukrajini je bila izolirana iz drva drugih domacina poput Aesculus hippocastanum L.,
Carpinus betulus L., Fagus sylvatica L., Pyrus communis L. 1 Tilia cordata Mill. Prema Akulov
1 Stadler (2008), D. pyrenaica predstavlja najéescu vrstu iz roda Daldinia koja se pojavljuje na
podruc¢ju Kharkova u Ukrajini. Ovakvi nalazi upucuju na mogucu prisutnosti D. pyrenaicai u
drugim zemljama sredi$nje i jugoistocne Europe (Stadler i sur. 2014). U sklopu ovoga rada,
dvije su jedinke Daldinia pyrenaica bile izolirane iz uzoraka lisnog tkiva klonova divlje treSnje
u KSP Kutina koje je pokazivalo simptom B i koje je bilo povrSinski sterilizirano otopinom
natrijeva hipoklorita (2 %) (Grafikon 4). Iako je prisutnost D. pyrenaica ve¢ utvrdena na
brojnim domacinima, dosadasnja istrazivanja jos nisu potvrdila kako je rije¢ o endofitskoj vrsti
koja moze kolonizirati i lisno tkivo Prunus avium. Smatra se kako vrste roda Daldinia
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predstavljaju endofite koji naseljavaju drvno tkivo zivih biljaka sve do mehanickog ostecenja
ili fizioloskog slabljenja domacina, kada prelaze s endofitskog u saprotrofni nacin zivota. Vrste
roda Daldinia se mogu zadrzati u drvu kroz duZzi vremenski period te ovisno o klimatskim
prilikama, na zaraZenim se stablima primjecuje obilna ili slaba sporulacija uz istodobnu
razgradnju drvne tvari (Stadler 1 sur. 2014). Premda se ranije smatralo kako su vrste roda
Daldinia rani kolonizatori stabala oSteCenih pozarom (Whalley 1996) i rijetke vrste, novija
istrazivanja ukazuju na redovitu prisutnost gljiva roda Daldinia u drvu razli¢itih domacina
(Stadler 1 sur. 2014).

Daldinia pyrenaica razvija bjelkasti micelij difuznih granica koji sporulacijom poprima
zelenkastosmede obojenje (Stadler i Baumgartner 2001). Na Slici 25 prikazane su morfoloske
karakteristike kulture micelija Daldinia pyrenaica izoliranoga iz simptomati¢nog tkiva klonova
divlje tresnje u KSP Kutina.

(oznaka Z25)

5.5.7 Rod Dothiora Fr.

Iz lisnog tkiva stabala divlje treSnje iz KSP Kutina koje je pokazivalo simptom A i koje nije
bilo podvrgnuto povrSinskoj sterilizaciji izolirane su tri jedinke identificirane do razine roda
Dothiora Fr (Grafikon 3). Spomenuti rod obuhvaéa telemorfni stadij porodice Dothideaceae,
dok anamorfni stadiji pripadaju rodu Dothichiza. Rod Dothiora opisan je na temelju vrste
Dothiora pyrenophora (Fr.) Fr., saprotrofne gljive koja je bila €esto izolirana iz odumrlih grana
domacina roda Sorbus (Rosaceae). Gljive roda Dothiora navode se kao saprotrofne ili
parazitske vrste koje koloniziraju liS¢e, izbojke 1 grane kopnenih biljaka (Thambugala i sur.
2014). Crous i Groenewald (2016) su izolirali vrste roda Dothiora iz mrtvog lis¢a i plodova
razli¢itih domacina, a smatra se kako ove saprotrofne gljive postaju slabi patogeni uslijed pada
vitaliteta biljke domacina (Crous 1 Groenewald 2017). Nakon sedmodnevne inkubacije micelija
Dothiora sp. izoliranog iz simptomati¢nog liS¢a klonova Prunus avium iz KSP Kutina pri 24°C
na PDA hranjivoj podlozi, povrSina razvijene kolonije je s obje strane pokazivala crno obojenje
(Slika 25).
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Slika 25. Cista kultura micelija Dothiora sp. na PDA podlozi, starosti 14 dana i predstavljena
morfotipom 12 (oznaka Z15)

5.5.8 Cryptosphaeria ligniota (Fr.) Auersw.

Cryptosphaeria ligniota (Fr.) Auersw. je ksilofagna askomicetna gljiva i agresivna patogena
vrsta na Populus tremuloides koja izaziva odumiranje svog domacina (Hinds 1 Laurent 1978,
Hinds 1981). C. ligniota je Siroko rasprostranjena na sjevernoameri¢kom kontinentu, a javlja
se 1 u Europi na ukrasnim stablima americkih vrsta roda Populus (www.fs.usda.gov). Domacini
ovoga patogena mogu biti svi pripadnici porodice Salicaceae, no C. ligniota je prvenstveno
poznata kao uzro¢nik raka kore i odumiranja stabala Populus tremuloides u velikim razmjerima
u Sjevernoj Americi (Trouillas i sur. 2015).

C. ligniota inficira tkivo domacina kroz ozljede na kori i uzrokuje rak kore, no odumiranje
oboljelih stabala nastaje uslijed trulezi bijeli koju patogen kolonizira. Potom napada kambij i
napreduje kroz drvo do srzi uzrokujuéi diskoloracije 1 zutosmedu, proSaranu meku trulez.
Nakon uspjesne kolonizacije 1 trulezi drva, patogen se §iri natrag prema kambiju 1 putem kore
dospijeva na povrsinu izazivajuéi pritom pojavu rak-rana. Rak-rane mogu biti Siroke svega pet
do deset centimetara, a dugacke i do tri metra. U konacnici mogu zahvatiti deblo u gotovo
¢itavoj njegovoj duljini. Netom odumrla kora pokazuje svijetlosmede do narancasto obojenje u
blizini rubnog podrucja raka. U tijeku jedne do dvije godine, odumrli unutrasnji dio kore postaje
crne boje, vlaknast i teksture nalik ¢adi. Odumrla kora ¢vrsto prilijeZe uz rak te na njoj postaju
vidljiva bijelo obojena podrucja veli¢ine nekoliko milimetara (www.fs.usda.gov).

Nakon sedmodnevne inkubacije na PDA podlozi pri 24°C, gljiva Cryptosphaeria ligniota,
izolirana iz lisnog tkiva klonova divlje treSnje iz KSP Kutina, razvila je zra¢ni micelij bijele
boje (Slika 26). Sukladno dostupnoj literaturi, C. ligniota dosada nije utvrdena na Prunus
avium, a jedini izolat iz li§¢a prikupljenoga u KSP Kutina (Grafikon 5) predstavlja mogucu
kontaminaciju iz okolne vegetacije. Medutim, ¢ak 1 pojedinac¢ni nalaz moze upucivati na
mogucnost prilagodbe ovog patogena razli¢itim, dotad neutvrdenim domacinima.
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Slika 26. Cista kultura micelija Cryptosphaeria ligniota na PDA podlozi, starosti 14 dana i predstavljena

morfotipom 10 (oznaka Z13)

6. ZAKLJUCAK

Premda je divlja tresnja gospodarski znacajna autohtona vrsta Sumske vockarice, istrazivanja
bogatoga mikobioma njenih nadzemnih organa su i na svjetskoj razini zasada jo§ uvijek
malobrojna. Pa ipak, postoji pojacani interes za provedbom studija koje bi, primjenom spoznaja
o endofitskim i epifitskim zajednicama gljiva, rezultirale razvojem ucinkovitih sredstava
bioloske zastite od gljivicnih patogena. Izuzev nekoliko najc¢escih i ekonomski najznacajnih
uzro¢nika gljiviénih bolesti divlje tre$nje, u dostupnoj stranoj i domacoj literaturi nema mnogo
podataka o slabim patogenima divlje treSnje koji takoder mogu biti odgovorni za pojavu
patoloskih promjena na lis¢u divlje treSnje i potencijalno Stetnijih posljedica.

Ovim je radom obuhvacena analiza uzoraka simptomati¢nog lis¢a Prunus avium koje je
prikupljeno u svibnju 2020. godine, tijekom postupka vizualne procjene zdravstvenog stanja
klonova divlje tresnje u klonskoj sjemenskoj plantazi Kutina. Primjenom molekularnih metoda
identificirani su taksoni micelija izoliranih iz simptomati¢nog lisnog tkiva ispitivanih klonova
te je utvrdeno kako niti na jednom uzorku tkiva nije dosSlo do razvoja poznatih uzro¢nika
folijarnih bolesti divlje treSnje poput vrsta S. carpophila 1 A. erythrostoma. Medutim, ne smije
se zanemariti podatak kako je patogena gljiva Botrytis cinerea bila jedna od najzastupljenijih
vrsta izoliranih iz uzoraka tkiva koje je pokazivalo simptom A. Rijec¢ je o poznatom uzro¢niku
trulezi plodova divlje treSnje koji izaziva velike Stete u plantaznom uzgoju. No, kako se izgled
1 obrazac Sirenja nekroti¢nih lezija opisanih pod simptomom A ne podudaraju s opisima nekroze
lis¢a uslijed napada B. cinerea, moze se zakljuciti kako je ovaj patogen bio prisutan u lis¢u u
latentnoj fazi. Stoga je odbafena prvotna pretpostavka kako su opisane nekroticne lezije
povezane s prisutnos¢u najces¢ih patogena divlje treSnje.

Sekundarni cilj ovoga rada koji je kasnije postao i njegovom okosnicom, ukljucivao je
utvrdivanje prisutnosti i brojnosti manje poznatih, slabih patogena divlje treSnje koji su
prelaskom s endofitskog ili saprotrofnog nacina Zivota u parazitski mogli izazvati nekrozu lis¢a.
U svrhu otkrivanja strukture epifitske i endofitske zajednice gljiva koje su kolonizirale liS¢e
ispitivanih klonova, a koje bi se mogle identificirati kao potencijalni uzrocnici nekroti¢nih
lezija, provedena je usporedba brojnosti taksonomskih jedinica micelija zabiljezenih u
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razli¢itim kategorijama uzoraka s obzirom na primjenu povrSinske sterilizacije. Tim je
postupkom potvrden ocekivani rezultat prema kojemu je najveca brojnost i raznovrsnost jedinki
zabiljezena u slucaju uzoraka bez povrSinske sterilizacije. Takoder je utvrdeno kako je,
neovisno o tipu simptoma, najmanja brojnost micelija i razlicitih taksonomskih jedinica gljiva
primijecena na uzorcima podvrgnutima povrSinskoj sterilizaciji otopinom natrijeva hipoklorita
(NaOCl, 2 %).

Interpretacijom podataka o zastupljenosti pojedinih taksona u svim uzorcima lisnog tkiva sa
simptomom A i neovisno o povrSinskoj sterilizaciji, namece se zaklju¢ak kako je vrsta
Epicoccum nigrum bila moguci uzro¢nik nekroti¢nih lezija opisanih pod simptomom A. S druge
strane, rod Cladosporium predstavljao je najzastupljeniji takson u svim kategorijama uzoraka
tkiva koji su pokazivali simptom B, neovisno o povrsinskoj sterilizaciji.

Poput vrsta roda Epicoccum, pripadnici roda Cladosporium su Siroko rasprostranjene plijesni
koje su sposobne prijeci sa endofitskoga u parazitski nacin zivota te izazvati vece ili manje Stete
na domacinu. Slozenost odnosa gljivi¢nih endofita, patogenih vrsta, domacina 1 abiotickih
¢imbenika otezava donoSenje jednoznacnog zakljucka o utjecaju endofitskih gljiva na pojavu
folijarnih simptoma. Usto, dostupna literatura ne pruza detaljnije opise izgleda nekroti¢nih
lezija konkretno na lis¢u Prunus avium koje su nastale kao posljedica napada Epicoccum
nigrum ili Cladosporium spp. Opseg ovoga rada ne omoguéuje dokazivanje izoliranih vrsta
kao uzro¢nika primijecenih simptoma na terenu, no dobiveni rezultati potvrduju spoznaje iz
prethodnih studija koje ukazuju na veliku raznolikost mikobioma lis¢a divlje tresnje.

Vrste roda Epicoccum 1 Cladosporium, uz druge izolirane gljive poput Aureobasidium
pullulans, djeluju antagonisticki na Botrytis cinerea. S obzirom da pojava 1 razvoj gljivicne
bolesti ne ovisi samo o prisutnosti patogena, ve¢ i o brojnosti antagonistickih vrsta, struktura
zajednice gljivicnih endofita moZe sluZziti kao indikator zdravstvenog stanja biljke domacina.

Unato¢ tomu S$to su klonovi Prunus avium u KSP Kutina procjenjeni vizualno zdravima,
prelazak endofitskih gljiva u parazitski nacin Zivota upucuje na fiziolosko slabljenje
promatranih stabala. Stoga je, uz redovitu primjenu mjera zaStite od poznatih agresivnih
patogena poput B. cinerea, potrebno pratiti stanje kro$nje te primjenom agrotehni¢kih mjera
ublaziti Stetno djelovanje abiotic¢kih ¢imbenika. Ponovnim uspostavljanjem ravnoteze izmedu
djelovanja gljivi¢nih endofita i domacina, povecat ¢e se vitalitet 1 otpornost stabala na napad
razlic¢itih Stetnih organizama.
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