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Sazetak

Diplomskog rada studentice Lucije Susi¢, naslova

FENOTIPSKA | GENOTIPSKA KARAKTERIZACIJA GUIVA POVEZANIH SA SUSENJEM SIPKA
(Punica granatum L.) U DALMACUI

Na nekoliko lokaliteta na podrucju Dalmacije tijekom 2019. godine su uocene bolesne biljke
Sipka ¢Ciji su simptomi upudivali na citosporiozni rak i venuée. U narednim je istrazivanjima
potvrdeno da se radi o vrsti Cytospora punicae za koju je pretpostavljeno da je glavni
uzrocnik propadanja Sipka. Bududi da je Sipak cijenjena mediteranska voc¢na vrsta s visokim
potencijalom uzgoja u Dalmaciji, potrebno je dodatno istraZiti njezin fitopatoloski status u
Hrvatskoj. Fitopatogene gljive su najvazniji i najceséi uzrocnici bolesti Sipka, s posebnim
naglaskom na uzrocnike bolesti drva. Njihova prisutnost, osobito na oslabjeloj biljci, moze
dovesti do propadanja cijele biljke. U prethodnim istrazivanjima je iz drva Sipka sa
simptomima venuca izolirano nekoliko gljiva medu kojima je jedina identificirana vrsta bila
spomenuta Cytospora punicae. U ovom su istrazivanju analizom DNA sekvenci molekularnih
markera ITS i EF1-a primjenom PCR metode identificirane jos tri nove vrste za koje se smatra
da uz vrstu C. punicae uzrokuju propadanje Sipka. Dobivene ITS i EFl-a sekvence su
usporedene s odgovarajuéim sekvencama iz GenBank baze podataka primjenom
bioinformati¢kog programa BLAST, a za filogenetsku analizu je koristena metoda Maximum
Likelihood. Reprezentativni su izolati okarakterizirani fenotipski, analizom morfoloskih

karakteristika i testom patogenosti na Sipku.

Kljucne rijeci: Sipak, fitopatogene gljive, bolesti drva Sipka



Summary

Of the master’s thesis — student Lucija Susi¢, entitled

PHENOTYPE AND GENOTYPE CHARACTERIZATION OF FUNGI ASSOCIATED WITH
POMEGRANATE (Punica granatum L.) DIEBACK IN DALMATIA

During 2019, on few sites across Dalmatia were observed pomegranate plants that were
indicating Cytospora canker and wilting symptoms. Further research determined a Cytospora
punicae species from collected wood, persumed to be the main cause of pomegranate
decay. Pomegranate is high valued mediterranean species with excelent cultivation potential
across region of Dalmatia, therefore further investigation of its phytopathological status in
Croatia is crucial. The most important and most common causes of pomegranate diseases
are phytopathogenic fungi, with emphasis on the causative agents of wood diseases. Their
presence leads to the decay of the whole plant, especially targeting the weakened plants. In
previous studies several fungi were isolated from pomegranate plants which indicated
wilting symptoms. At the time, the only indentified fungi was Cytospora punicae. In this
study, by using PCR method to analyze DNA sequences of molecular markers ITS and EF1-q,
three new species were identified. The new species are belived to cause pomegranate decay
in addition to C. punicae. The obtained ITS and EF1-a sequences were compared with the
corresponding sequences from the GenBank database using the BLAST bioinformatics
program, and the Maximum Likelihood method was used for phylogenetic analysis.
Representative isolates are described by phenotype. Morphological analysis and

pathogenicity test were conducted on pomegranate.

Keywords: pomegranate, phytopathogenic fungi, pomegranate wood diseases



1. Uvod

Sipak (Punica granatum L.) je listopadni grm ili niZe stablo iz porodice mogranja
(Punicaceae). Dosta rasSiren naziv za ovu vocnu vrstu je nar, a nesto rjede se koristi i naziv
mogranj (Milicevic i sur, 2017.). Spominje se u Bibliji uz pSenicu, je¢am, vinovu lozu, smokvu,
maslinu i datulju, kao jedna od sedam vrsta kojima je Bog blagoslovio Obeéanu Zemlju
(Wtodarczyk, 2020.). Autohton je na podrucju od Irana do Himalaje na sjeveru Indije, a
uzgaja se i na cijelom Mediteranu gdje se naturalizirao jos od anti¢kog doba. Dakle, uzgaja se
u lranu, mediteranskim zemljama, suhim dijelovima Jugoisto¢ne Azije, Isto¢ne Indije i
tropske Afrike, a donekle i u SAD-u (suhi dijelovi Kalifornije i Arizone) te u Kini, Japanu i Rusiji
(Viuda-Martos, 2010.). Unato¢ odgovarajuéim agroekoloskim uvjetima, u Hrvatskoj se Sipak
pretezno uzgaja samo za vlastite potrebe. Najve¢im dijelom se mogu pronadi pojedinacna
stabla na okuénicama i rubovima parcela priobalnog dijela Hrvatske (Vuckovi¢, 2018.).
NajviSe se uzgaja u dolini rijeke Neretve i na dubrovackom podrucju, ali je broj komercijalnih
nasada malen (Saki¢-Bobi¢, 2016.) pa Hrvatska uvozi Sipak iz Turske, Egipta i lzraela
(Vuckovi¢, 2018.). Vodeci svjetski proizvodaci Sipka su Indija, Iran, Kina, Turska i SAD, a
najveci europski proizvodad je Spanjolska (Sakié-Bobi¢, 2016.). Veéina proizvedenog $ipka u
svijetu se preradi u prehrambenoj, farmakoloskoj i kozmetickoj industriji, dok se u Hrvatskoj
najviSe konzumira kao svjeza sezonska namirnica. Ipak, i na hrvatsko trziste dolaze proizvodi
od Sipka poput soka, dodataka prehrani i kozmetike (Vuckovi¢, 2018.). lako Sipak raste na
Sirokom klimatskom podrucju, visokokvalitetni plodovi mogu se dobiti samo u aridnijim
podru¢jima s visokim temperaturama tijekom razdoblja zrenja (Petruzzello, 2021.). Sipak
najbolje uspijeva na plodnim tlima bogatim humusom. Pogoduju mu duboka, srednje teska i
dobro drenirana, posebice aluvijalna tla. Dobro podnosi tla povecanog saliniteta. Heliofitna
je billka pa negativno reagira na pretjeranu zasjenjenost. MoZe podnijeti visoke
temperature, ¢ak do 48 °C, ali nije tolerantan na smrzavanje te ne podnosi temperature nize
od —18 °C (Chandra, 2010.). Sipak ima niz pozitivnih utjecaja na ljudsko zdravlje. Povoljno
utjeCe na zdravlje usne Supljine i koze te na krvozilni sustav. Dobar je antioksidans te ima
antidijabeti¢ka, protuupalna i antivirusna svojstva (Viuda-Martos, 2010.). Sadrzi dijetalna
vlakna, folnu kiselinu, vitamin C i vitamin K (Petruzzello, 2021.). Zbog njegove nutritivne

vrijednosti svjetska nutricionisti¢ka i zdravstvena javnost ga posljednjih godina promovira



kao superhranu (Vuckovi¢, 2018.), Sto je doprinijelo povecanju potraznje za Sipkom i
pojatanom interesu za njegovim uzgojem (Ezra, 2015.; Kahramanoglu i Usanmaz, 2016.). Iz
navedenih razloga, u posljednje vrijeme raste broj znanstvenih istrazivanja vezanih uz
problematiku uzgoja Sipka. Otkriva se sve veci broj bolesti koje ga napadaju i ugrozavaju
njegovu uspjesnu proizvodnju (Xavier, 2019).

Velik broj fitopatogenih organizama napada Sipak, od kojih najvec¢i dio cine
fitopatogene gljive, uzrocnici mikoza. NajceSée izolirane gljive iz ploda Sipka pripadaju
rodovima Penicillium, Aspergillus, Botrytis i Rhizopus (Ezra, 2015.). Osim mikoza, na Sipku se
javljaju bakterijske bolesti od kojih je najznacajnija bakterijska palez uzrokovana patogenom
Xanthomonas axanopodis pv. punicae (Munhuweyi, 2016.). Na Sipku je utvrdena i pojava
virusa, a prvi zabiljeZeni virus na Sipku je CMV, virus mozaika krastvca. Stabla Sipka zarazena
ovim virusom slabije cvatu te imaju deformirano i mozai¢no lis¢e (Jureti¢ i Horvat, 1984.). Na
Sipku je zabiljeZzeno jo$ virusa, viroida i fitoplazmi, ali ne uzrokuju ekonomski znacajne
gubitke (Sharma, 2021.). U novije vrijeme, na velikoj vaznosti dobivaju bolesti drva Sipka.
Simptomi uzrokovani fitopatogenim gljivama koje parazitiraju na drvetu, vrlo su ozbiljni te
izazivaju propadanje cijele biljke. Bolesti drveta se najcesée javljaju na starijim i loSe
zbrinutim stablima pa su preventivne mjere i briga o nasadu od velike vaZnosti u smanjenju

izloZzenosti biljaka ovim patogenima (Gubler i sur., 2017.).



2. Pregled literature

2.1. Bolesti Sipka uzrokovane fitopatogenim gljivama

Patogeni organizmi kao Sto su Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Penicillium spp., Coniella granati, Colletotrichum gloeosporioides i Pestalotiopsis versicolor su
vazni uzrocnici mikoza na Sipku. Infekcije ostvarene prije berbe ostaju u stanju mirovanja sve
do skladistenja kada izbijaju simptomi. Navedeni patogeni dovode do kvarenja plodova i
olak$avaju propadanje kore i truljenje plodova tijekom skladistenja (Munhuweyi, 2016.). U
istrazivanju provedenom u Grckoj, najéesce izolirana gljiva iz simptomatskih plodova Sipka
bila je Pilidiella granati koja je utvrdena i u istrazivanjima drugih istraZzivaca iz razliCitih
zemalja (Cintora-Martinez, 2017.; Mirabolfathy, 2012.). P. granati je zabiljeZzen kao uzrocnik
trulezi krune ploda i palezZi izboja Sipka. Nije potvrdeno da ovaj patogen uzrokuje truljenje na
drugim kulturama, osim na Sipku. Truljenje plodova Sipka izazivaju i druge gljive, kao Sto su
A. niger, B. cinerea i Phoma sp., ali u manjem postotku. Vrste iz roda Phoma ranije nisu bile
poznate kao uzrocnici truleZzi Sipka (Thomidis, 2014.). Osim navedenih uzrocnika trulezi
plodova, veliki problem predstavlja i gljiva Ceratocystis fimbriata kao jedan od glavnih
uzrocnika venuca Sipka (Jadhav, 2011.) te gljive Neofusicoccum parvum i Lasiodiplodia
theobromae koje takoder pripadaju medu vaZnije patogene drva Sipka (Xavier, 2019.). Vrste
roda Cytospora, C. punicae i C. granati, takoder su usko vezane uz propadanje drva Sipka, a
novija je spoznaja da C. punicae moze uzrokovati i propadanje plodova Sipka u skladistu

(Mincuzziisur., 2017.).

2.1.1. Trulez plodova Sipka uzrokovana gljivama Aspergillus niger i Alternaria
alternata

Trulez uzrokovana gljivom Aspergillus niger se pojavljuje svake godine u vecini
komercijalnih nasada Sipka uzrokujuéi znaéajan gubitak prinosa i smanjenu kvalitetu plodova
(Kumar, 2016.). Bolest je ceséa u kiSnoj sezoni, a infekcija se ostvaruje tijekom cvatnje i
formiranja plodova (Munhuweyi, 2016.). Simptomi na perikarpu plodova javljaju se u vidu
sferi¢nih uleknutih mrlja svjetlije Zute do smede-crvene boje. Medutim, simptomi mogu biti
ograniceni samo na unutrasnjost ploda (Kumar, 2016.; Munhuweyi, 2016.). Ovaj patogen

¢eScée izaziva simptome vidljive na vanjskom dijelu ploda, nego Alternaria alternata Ciji su
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simptomi vidljivi samo unutar ploda (Adaskaveg, 2018.). Gljiva se zadrZava u tlu na otpaloj
vegetaciji, a spore se raznose zrakom. Prodire kroz rane ili mjesta rezidbe, a simptomi se
uglavnom javljaju tijekom ili nakon berbe (Snowdon, 2010.).

Unutrasnja trulez ili crna truleZ plodova uzrokovana patogenom Alternaria alternata
je jedna od vaznijih bolesti Sipka koja znadajno utjee na proizvodnju Sipka u svijetu. Za
bolest je karakteristi€na crna trulez unutrasnjosti ploda koja se Siri iz podrucja cvjetne caske
(kaliksa), dok vanjski dio ploda zadrZava zdrav izgled. Spore ovog patogena klijaju na njuski
tucka otvorenog cvijeta i nastavljaju razvoj u vratu tucka. Kod nekih voéaka, micelij zahvaca
donji lokulus gdje gljiva ostaje u latentnoj fazi tri do Cetiri mjeseca, odnosno do pocetka
uzrokujuéi crnu trulez u donjem lokulusu. U pocetku razvoja bolesti, gljiva uzrokuje smedu
trulez arila (so¢no meso koje okruzuje svaku sjemenku Sipka), koji postaju crni i suhi s rastom

gljive. Gljiva raste iz donjeg u gornji lokulus, uzrokujuci gljilocu cijelog ploda (Ezra, 2014.).

Slika 2.1.1.1. Vanjski i unutanji simptomi na Sipku. A i B: trulez uzrokovana Aspergillus
spp. Ci D: trulez uzrokovana patogenom Alterniria alternata

Izvor: https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-07-14-0707-RE

(pristupljeno: 11.08.2021.)


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-07-14-0707-RE

Mumificirano voce ostavljeno u nasadu tijekom zime odrZava zarazu i omogucuje
Sirenje i sporulaciju patogena koji uzrokuju truljenje plodova Sipka sljedece godine. Iz
navedenog razloga, vrlo je vazno provoditi higijenu nasada (Thomidis, 2014.). Dakle, naglasak
je na preventivnim mjerama koje podrazumijevaju uklanjanje trulih plodova iz nasada. U
prevenciji bolesti koristi odrzavanje krosnje Sipka prozratnom te sadnja Sipka na osunc¢anim
mjestima bez sjene (Mili¢evi¢ i sur., 2017.). Voda za navodnjavanje i kiSa mogu prosiriti
piknospore sa prezimjelih piknida na koru drveta ili mlade vocke i uzrokovati latentne
infekcije (Thomidis, 2014.). Prema epidemiologiji bolesti, propadanje plodova poslije berbe
moze biti uzrokovano patogenima koji se nalaze u ranama i mikroostecenjima zrelih plodova
koja su nastala prije, tijekom ili nakon berbe. Simptomi mogu izbiti tek nakon berbe iako je
zaraza ostvarena u vrijeme cvatnje i zametanja plodova. Bolest ostaje u latentnom stanju
zbog prirodne otpornosti Sipka ili nepogodnih vanjskih uvjeta. Vrsta i koli¢ina inokuluma
odreduje hoce li do¢i do ekonomskih gubitaka poslije berbe. Za razliku od drugih proizvodnih
podrucja, u zemljama Europske unije nisu dopusteni konvencionalni kemijski fungicidi za

tretiranje Sipka nakon berbe (Palou, 2019.).

2.1.2. Botriosferijski rak stabla i palez izboja Sipka uzrokovan gljivama
Neofusicoccum parvum i Lasiodiplodia theobromae

Dvije patogene gljive iz porodice Botryosphaeriaceae, Neofusicoccum parvum i
Lasiodiplodia theobromae, uzrokuju botriosferijski rak stabla i palez izboja Sipka. Za pocetak
bolesti tipicne su male smede lezije na mladim izbojima. Umjetno zaraZzeno stablo razvija
simptome nalik paleZi tri mjeseca nakon inokulacije. Lezije se Sire i poprimaju oblik velikih
ispupcenih rak-rana sa dubokim pukotinama i brojnim plodnim tijelima godinu dana nakon
inokulacije patogenom. Stablo potpuno odumire unutar dvije godine od infekcije. Na
povrsini grana postaju vidljiva mnogobrojna plodna tijela (Xavier, 2019.). U istrazivanju
provedenom u Iranu (Golmohammadi, 2019.), simptomi bolesti na stablima Sipka su
ukljucivali zakrzljale izdanke i usporeni rast, rak-rane i nekroze, promjenu boje provodnog
stani¢ja te suSenje grana. U vocnjaku je otprilike 5 % stabala bilo zarazeno. Rezultati testa
patogenosti provedenog u sklopu istraZzivanja u Iranu su takoder utvrdili da N. parvum ima

veliki patogeni potencijal na Sipku. Nekroza u vidu smedenja drveta se Sirila iznad i ispod



mjesta inokulacije. Prosjec¢na duljina lezije bila je 22 + 2 cm mjesec dana nakon inokulacije,

dok se kod kontrole nisu razvili simptomi bolesti (Golmohammadi, 2019.).

Slika 2.1.2.1. Susenje Sipka i rak-rane uzrokovane gljivom Neofusicoccum parvum

(a) Susenje i simptomi rak-rana na mladim grancdicama i granama. (b) Nekroza i smeda
vaskularna promjena boje tkiva kambija. (c — d) Sedam dana stara kolonija na PDA. (e)
Konidiomati nastali na borovim iglicama na WA. (f) Uzduzni presjek piknida. (g) Konidiogene
stanice. (h) Hijaline i fusiformne konidije. (i — |) Rezultati testa patogenosti. Mjerilo: (f): 50
um, (g —h): 10 um

lzvor: https://www.researchgate.net/profile/Hojjatollah-Rabbani-Nasab/publication/339571556

(pristupljeno: 27.08.2021.)

Medu vaznijim mjerama sprjecavanja bolesti je pregled stabala kako bi se uocile
oboljele grane. Fitopatogene gljive Neofusicoccum parvum i Lasiodiplodia theobromae su
Cesto izolirane iz cvjetne stapke, specijalizirane stabljike koja plod pri¢vrS¢uje za granu.
Rezidba bolesnih grana i preostalih cvjetnih stapki bi trebala pomoci u smanjenju prijenosa
patogena. Proizvodaci moraju voditi racuna o vlaznosti pri rezidbi bolesnih grana, pozeljno ju
je provoditi tijekom suhog vremena. Rezovi trebaju biti kosi kako bi se omogucilo istjecanje
vode s grane. Rezidbu je najbolje obaviti zimi kada je proizvodnja spora niska i biljke su u

stanju mirovanja, ili u kasnu jesen kada su rane manje podlozne infekcijama i brze zarastaju.


https://www.researchgate.net/profile/Hojjatollah-Rabbani-Nasab/publication/339571556

Opremu za rezidbu koja dode u dodir s oboljelim tkivom treba dezinficirati odobrenim

sredstvom za dezinfekciju izmedu svakog stabla (Xavier, 2019.).

2.1.3. Citosporioze Sipka

Za bolesti uzrokovane gljivama iz roda Cytospora koristi se skupni naziv citosporioze.
Naziv Cytospora se koristi od 1818. godine i ukljuuje endofitne vrste izolirane iz kore,
ksilema i liS¢éa asimptomatskih drvenastih biljaka, saprofite koji koloniziraju i uzrokuju
propadanje bolesnog ili mrtvog drva te uzrocnike rak-rana za koje je zabiljeZzeno da napadaju
preko 85 drvenastih biljnih vrsta (Lawrence i sur., 2018.). Rodovi Leucostoma, Valsa, Valsella
i Valseutypella ranije su se koristili kao sinonimi roda Cytospora (Pan, 2020.). Naziv Cytospora
se koristi za nespolni stadij patogena koji je puno ¢es¢i u prirodi nego spolni stadij (Valsa i
Leucostoma) (Jacobi, 1994.). Bolesti drva uzrokovane gljivama iz roda Cytospora imaju
razaraju¢ ucinak na brojne poljoprivredne kulture, osobito na koStunicave, jezgri¢ave i
lupinaste vocne vrste kao Sto su Prunus persica, P. armeniaca, P. avium, Malus spp. i Juglans
spp. Vrste roda Cytospora pogadaju grane, ali i debla gdje im je ucinak na biljku jo$ razorniji
$to uvelike utjece na rodnost i vijek nasada (Lawrence i sur., 2018., Slika 2.1.3.1.). Zbog svoje
oportunisticke prirode, gljive iz roda Cytospora najvece Stete uzrokuju kod oslabjelih biljaka
u stresnim uvjetima, kao S$to su susa, poplave, mraz ili Stete nastale od kukaca (Guyon i sur.,

1996.). Prema internet bazi Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org) opisane su

674 vrste iz ovog roda, medutim Kirk i sur., (2008.) naveli su otprilike 110 prihvacenih vrsta
roda Cytospora. Za ostale vrste se smatra da su sinonimi prethodno opisanih vrsta ili uopée
ne pripadaju ovom rodu (Lawrence i sur., 2018.). Tradicionalna identifikacija vrsta roda
Cytospora je uglavnom bila bazirana na pripadnosti odredenom domacdinu. Ipak, jedna vrsta
se moze pojavljivati na razli¢itim domacinima, a vise vrsta roda Cytospora moze biti izolirano
iz jednog domadina (Pan, 2020.). Fitopatolozi obicno ne mogu precizno identificirati izolate
gljiva iz roda Cytospora do vrste samo na temelju morfologije nespolnih plodnih tijela. To€na
identifikacija Cytospora spp. koristenjem samo morfoloskih obiljezja je vrlo teska te je za

tocnu determinaciju neophodna molekularna analiza (Adams, 2006.).


http://www.indexfungorum.org/
https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07#ref-CR23

Slika 2.1.3.1. Citosporiozni rak, promjena boje drva i odumiranje grana Sipka

Izvor: https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07

(pristupljeno: 9.08.2021.)

2.1.3.1. Cytospora punicae i Cytospora granati na Sipku

Obje gljive su pronadene na Sipku na kojemu uzrokuju simptome citosporioznog
suSenja. Da se radi o patogenima Sipka vidi se iz njihovog latinskog nazivlja u kojem stoje
epiteti punicae i granati prema lat. Punica granatum (Sipak). Rak uzrokovan vrstama iz roda
Cytospora karakteristican je po pojavi piknida odmah ispod periderme dajudi kori ,,pristicav”
izgled. Takav izgled rak-rane razlikuje se od rak-rane uzrokovane drugim patogenima. U
istrazivanju provedenom u Kaliforniji (Lawrence i sur., 2018.) najocitiji simptomi su se pojavili
tijekom toplih ljetnih mjeseci, iako su se infekcije mogle dogoditi tijekom kiSne zime i ranog
proljeca. Simptomi su ukljucivali lezije kore s mrtvim floemom i kambijem, promjenu boje
ksilema, nekrozu drva i eksudat na rubovima rak-rana. Rak-rane su obi¢no utonule, Sto
uzrokuje cijepanje kore i prstenovanje izbojaka. Nastanak rak-rana je najceSce pripisivan
rezidbi, opeklinama od sunca i ozljedama uzrokovanim primjenom ulja. C. punicae je
utvrdena na Sipku u brojnim istraZzivanjima u kojima je zabiljeZzeno da izaziva simptome
citosporioznog venuéa i trulezi Sipka. Potvrdena je u istraZivanjima u Kaliforniji, Cipru, Iranu
(Lawrence i sur., 2018.; Hand i sur., 2014.; Samouel i Kanetis, 2016.; Mahdikhani i Davoodi,
2017.) kao wuzroc¢nik raka Sipka, u Grckoj (Palavouzis i sur., 2015.) kao uzrocnik
apoplekticnog propadanja donjeg dijela debla te u Juznoafrickoj Republici (Venter i sur.,

2017.) kao uzrocnik trulenja plodova u skladistu (Lawrence i sur., 2018.).


https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R31
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R45

Obje vrste imaju konidije sliénih dimenzija i oblika, pa razlikovhu ulogu u
raspoznavanju ovih dviju vrsta imaju piknidi i morfoloski izgled kolonije. C. granati i C.
punicae se mogu lako razlikovati prema veli€ini piknida. Piknidi vrste C. granati iznose (610—
)673-897(—975) um, Sto ih Cini gotovo dvostruko veéima od piknida C. punicae Cije su mjere

(210-)237-383(—490) um (Lawrence i sur., 2018.).

Slika 2.1.3.1.1. Na slikama su prikazani piknidi vrsta C. punicae (lijevo) i C. granati (desno)

Izvor: https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07

(pristupljeno: 10.08.2021.)

Osim Sto ima vece piknide, vrsta C. granati biljezi i brzi rast kolonije (87,3 mm u 7
dana) od C. punicae (64,7 mm u 7 dana). Kolonija C. granati je bijele do smedkasto Zute boje,
dok kolonija C. punicae proizvodi karakteristicni tamno crveni pigment (Slika 2.1.3.1.2.). Hife

obiju vrsta su hijaline, glatke povrsine, ravne, razgranate i septirane (Lawrence i sur., 2018.).


https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07

Slika 2.1.3.1.2. Na slikama su prikazane Cetrnaest dana stare kolonije C. punicae (lijevo) i C.
granati (desno) na PDA

Izvor: https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07

(pristupljeno: 10.08.2021.)

Ne postoje pripravci za suzbijanje Cytospora spp. infekcije se trebaju sprijeciti
izbjegavanjem stresnih uvjeta i uklanjanjem simptomatskih grana iz nasada kako bi se suzbilo
Sirenje zaraze. Biljke koje trpe oZegotine od sunca ili veliku susu, nedostatak kalija te Stetnike
drva i nematode podloZnije su napadu ovih patogena. Zarazeni dijelovi biljaka ostavljeni u
nasadu predstavljaju inokulum za razvoj novih infekcija, stoga trebaju biti uklonjeni iz nasada
i unisteni. U slucaju previsoke zaraze ekonomski je isplativije ukloniti zarazene biljke i zasaditi

novi nasad (Gubler i sur., 2017.).
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https://imafungus.biomedcentral.com/articles/10.5598/imafungus.2018.09.02.07

3. Cilj i hipoteza

Tijekom 2019. godine, na podrucju Dalmacije uocene su biljke Sipka sa simptomima
citosporioznog susenja. U istrazivanjima Piskuri¢, 2019. i Ilvandi¢, 2020. provedenima na
Zavodu za fitopatologiju Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu iz prikupljenih uzoraka
simptomati¢nog drva izolirana je vrsta Cytospora punicae (Grupa 1/2) koja je bila djelomicno
okarakterizirana. Osim spomenute vrste, iz simptomati¢nog su drva izolirane i druge gljive
koje su provizorno, prema izgledu kolonija na PDA, svrstane u Grupe 3, 5, i 9. Cilj istrazivanja
je izolatima iz navedenih grupa, opisati fenotipska obiljeZja, kao i provjeriti patogenost na
Sipku, molekularno (genotipski) ih okarakterizirati te u konacnici identificirati do razine vrste.
U okviru navedenog cilja, bit ¢e takoder nadopunjena postoje¢a karakterizacija za izolate
Grupe 1/2. Postavljene su sljedece hipoteze: a) svi izolati Grupe 1/2 pripadaju vrsti C.
punicae; b) izolati C. punicea (Grupe 1/2) su znatno virulentniji na Sipku od izolata iz drugih

grupa te su stoga vjerojatno glavni uzrocnik propadanja Sipka u Dalmaciji.
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4. Materijali i metode

4.1. Porijeklo analiziranih izolata

S nekoliko lokaliteta u Dalmaciji su prikupljeni uzorci simptomati¢nog drva Sipka iz
kojeg su izolirane 63 gljive, od kojih su 42 grupirane prema morfoloSkom izgledu i boji
kolonije koju su formirale na PDA (lvandi¢, 2020.). Ostali izolati gljiva su identificirani kao
saprofiti iz rodova Alternaria i Penicillium pa nisu svrstani ni u jednu grupu te su iskljuceni iz
daljinjih istraZzivanja. Grupe su imenovane brojevima. Svi izolati obradivani u ovome radu
nalaze se u Tablici 4.1.1. Potonji su u prethodnom istrazZivanju (lvandi¢, 2020.) provizorno
svrstani u Grupe 1, 2, 3, 5 9 prema morfoloskim karakteristikama kolonija na PDA. Sve gljive
oznacene zelenom bojom su u prethodnom istrazivanju svrstane u Grupe 1 i 2 te su unutar
istog istraZivanja molekularno determinirane do vrste C. punicae. Bududi da se radi o istim

vrstama, u daljnjem ce se tekstu svrstavati u zajednic¢ku grupu - Grupu 1/2.

Tablica 4.1.1. Prikaz reprezentativnih izolata i pripadajuc¢ih koordinata lokaliteta s kojih su
prikupljeni uzorci

Grupa Izolati GPS koordinate lokaliteta

SK1-1 43°32'47.4"N 16°26'58.8"E
1/2 SK2-3 43°32'47.9"N 16°26'53.5"E
SK3-2 43°33'10.1"N 16°25'20.1"E
3 SK5-1 43°33'42.5“N 16°21'57.0“E
SK6-1 43°33'11.9“N 16°20'44.1“E

1/2 _
SK7-1b 43°33'13.1“N 16°20'41.5“E
5 SK8-5 43°33'10.3“N 16°20'44.2“E
SK9-4 43°31'15.8“N 16°08'20.4“E
2 SK10-3 43°30'50.1“N 16°06'22.1“E
9 SK11-2a 43°31'48.5“N 16°02'03.0“E
SK12-1 43°32'04.0“N 15°57'57.3“E
2 SK14 43°31'06.7“N 16°14'10.3“E
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4.2. Fenotipska karakterizacija izolata

Fenotipska karakterizacija izolata Grupa 1/2 (Cytospora punicae), 3 (SK5-1), 5 (SK8-5) i
9 (11-2a) ukljucivala je morfolosku analizu i pracenje brzine rasta kolonija na hranjivoj
podlozi PDA. Pod svjetlosnim mikroskopom promatrana su obiljezja konidija prikupljenih iz
piknostroma reprezentativnih uzoraka. Testom patogenosti utvdena je patogenost izolata na

sadnicama Sipka.

4.2.1. Kultivacija kolonija izolata na PDA i WA+Sipak

Devet reprezentativnih izolata Grupe 1/2 te po jedan izolat iz Grupa 3, 5 i 9 kultivirani
su na krumpirovom dekstroznom agaru (PDA, Difco, SAD). Kako bi se analizirala pojava
plodnih tijela, samo izolati Grupe 1/2 kultivirani su dodatno i na hranjivoj podlozi vodeni agar
uz sterilne grancice Sipka (WA+Sipak). Svi izolati u ovom istraZivanju su kultivirani u
termostatu, u mra¢nim uvjetima na temperaturi od 25 °C.

Iz zbirke izolata istraZivanja Ivandi¢ (2020.), precijepljene su gljive na PDA (Difco, SAD)
novih Petrijevih zdjelica kako bi se dobile mlade kolonije na kojima se mogu analizirati
njihova morfoloSka obiljezja. Pregled fenotipskih karakteristika kolonija navedenih izolata
uzgojenih na PDA proveden je nakon 3., 6. i 30. dana, pri ¢emu je analizirana boja kolonije na
licu i nali¢ju, oblik ruba kolonije te pojava plodnih tijela i sporulacije.

Za pripremu hranjive podloge WA+Sipak, grancice Sipka promjera ~1 cm su narezane
na dijelove duzine ~5 cm i postavljene u Petrijeve zdjelice. Autoklavirane su dva puta u
razmaku od 24 sata, na 122 °C u trajanju od 25 minuta. U Petrijeve zdjelice promjera 90 mm
izliven je vodeni agar. Na tek izliveni vodeni agar postavljena su dva fragmenta
autoklaviranih grancica po Petrijevoj zdjelici. 1z zbirke aktivno rastucih reprezentativnih
izolata Grupe 1/2, s ruba svake kolonije, uzet je kruzni segment micelija te je poloZzen izmedu

grancica u svaku Petrijevu zdjelicu, jedan izolat po zdjelici.

4.2.2. Brzina rasta izolata

Provedeno je praéenje brzine rasta micelija za 12 reprezentativnih izolata, 9 iz Grupe
1/2 te po jedan izolat iz Grupa 3, 5 i 9. Svaki je izolat kultiviran u triplikatu u Petrijevim
zdjelicama promjera 90 mm na PDA. Izolati su pohranjeni u termostat na temperaturu od 25

°C u trajanju od 6 dana. Prvo mjerenje rasta micelija je obavljeno tredi, a drugo Sesti dan. Za
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svaki je izolat izmjeren radijalni rast uzimajuéi promjere dva najSira mjesta kolonije koja su
medusobno okomita. Izmjereni promjeri su umanjeni za dimenzije srediSnjeg kruznog
segmenta PDA (5 mm) koji je bio izvoriSte rasta kolonije. Izracunate su prosjecne vrijednosti

dobivenih dimenzija.

4.2.3. Biometrijska obiljezja spora

Odabranim reprezentativnim izolatima Grupa 1/2, 3 i 9 kultiviranima na PDA u
termostatu pri temperaturi od 25 °C u trajanju od 14 dana, promatrani su boja i oblik
konidija koristenjem svjetlosnog mikroskopa. Iz lokula piknostroma skalpelom je zahvacen
sloj konidiogenih stanica i potom je promatran i fotografiran pod obi¢nim i polariziranim
osvjetljenjem uklopljen u 83 %-tnoj mlije¢noj kiselini pri povecanju 1000 x uz koriStenje
imerzijskog objektiva svjetlosnog mikroskopa (OLYMPUS, Njemacka). Zatim su izmjerene
njihove dimenzije (duljina i Sirina) pomodéu programa za analizu mikroskopskih fotografija
(LCmicro, OLYMPUS, Njemacka) ponudenog u okviru koristenog svjetlosnog mikroskopa.
Svakom izolatu izmjereno je minimalno 100 konidija te su izracunate srednje vrijednosti i
standardna odstupanja izmjerenih dimenzija uz njihove minimalne i maksimalne vrijednosti.
Takoder su izraCunati 95 %-tni intervali pouzdanosti za utvrdene srednje vrijednosti
dimenzija koristenjem funkcije CONFIDENCE.NORM (uz a = 0,05) unutar softverskog

programa Microsoft Excel.

4.2.4. Test patogenosti

Reprezentativnim izolatima provjerena je patogenost na Sipku metodom umjetne
inokulacije. Sedam dana starim kolonijama izolata su sa ruba kolonije kruznim sjekacem
izbuseni komadiéi hranjive podloge PDA s micelijem. Steriliziranim kruznim sjeka¢em istih
dimenzija napravljene su ozljede promjera 5 mm i dubine 3 mm na deblu jednogodisnjih
sadnica Sipka sorte Barski slatki te je u ozljede umetnut komadi¢ PDA s micelijem pojedinog
izolata. Ozljede su potom zasti¢ene od isusivanja premazivanjem manjom koli¢inom vazelina
te omotane Parafilmom (Parafilm, Behr, Njemacka) u nekoliko slojeva. Za negativnu kontrolu
uzeto je deset sadnica sorte Barski slatki koje su inokulirane na opisani nacin sterilnim
komadiéem PDA, bez prisustva izolata gljive (Slika 4.2.4.1.). Pokus je dizajniran kao slucajni

blokni raspored (Randomized Complete Block Design — RCBD) s deset repeticija po izolatu,
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dakle jednim izolatom gljive inokulirano je deset biljaka. Biljke su ¢uvane u plasteniku na
temperaturi od 25+3 °C, uz redovito zalijevanje svaka 2 — 3 dana. Sest mjeseci od inokulacije,
na uzduznom presjeku stabljike provedeno je mjerenje duljine nastalih nekroti¢nih promjena
iznad i ispod mjesta inokulacije. S dobivenim vrijednostima provedena je analiza varijance
(ANOVA) te Tukey-Kramer HSD test uz P vrijednost od 0.05 %. Navedene statisticke analize
provedene su u programskom paketu JMP verzija 14 (SAS Institute, SAD). Kako bi se
zadovoljili Kochovi postulati, s dijela inokulirane stabljike Sipka, a nakon provedenog
mjerenja, uzeti su komadici tkiva s granice nekroti¢nog i zdravog dijela stabljike, te su
preneseni na hranjivu podlogu PDA-Strep u svrhu reizolacije gljive uzroc¢nika. Identifikacija

reizoliranih gljiva provedena je na temelju morfoloskih obiljeZja kolonija i/ili konidija.

Slika 4.2.4.1. A) Inokulacija biljke sterilnim PDA (kontrola)

B) Omatanje inokuliranog mjesta Parafilmom

Izvor: Josko Kaliterna

4.3. Genotipska karakterizacija izolata

Kako bi se utvrdila to¢na taksonomska pripadnost izolata Grupe 1/2, 3, 5i 9, njihovi
su reprezentativni uzorci (navedeni u Tablici 4.1.1., str. 12) podvrgnuti molekularnoj analizi.
Za provedbu molekularne analize je potrebno izolirati ukupnu genomsku DNA
reprezentativnih izolata te provesti analizu odsjecaka unutar nje. Odsjeéci DNA izolata sluze
kao molekularni markeri za identifikaciju gljiva. U ovom istrazivanju su analizirani
molekularni markeri ITS (unutarnja prepisuju¢a razmaknica, engl. Internal Transcribed

Spacer) i EFl-a. Za umnaZanje ITS markera koriStena je metoda lanfane reakcije
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polimerazom (PCR) za Sto su koriStene pocetnice ITS5 (5'- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3')
i ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White i sur., 1990.). Za umnaZanje EF1l-a
molekularnog markera koristene su pocetnice EF1-728F (5'-CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG-
3') i EF1-986R (5'-TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC-3') (Kaliterna, 2013.). Nakon Sto su se
molekularni markeri ITS i EFl-a umnozili provedeno je sekvenciranje izolata u firmi
Macrogen Europe. Sve sekvence dobivene u ovom istraZivanju usporedene su s
odgovaraju¢im sekvencama iz medunarodne baze gena GenBank koja se nalazi na mreznoj

adresi https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ uz pomo¢ bioinformatickog alata BLAST.

Nakon provedene usporedbe sekvenci odredena je taksonomska pripadnost analiziranih
izolata iz Grupa 1/2, 3, 5 i 9. Za analizirane izolate provedena je i filogenetska analiza uz

upotrebu metode Maximum Likelihood u okviru programskog paketa MEGA7.

4.3.1. 1zolacija ukupne genomske DNA izolata gljiva

Kako bi se izolirala ukupna genomska DNA reprezentativnih izolata potrebno je
kultivirati izabrane izolate gljiva na hranjivoj podlozi PDA. Postojedi izolati se moraju
precijepiti u nove Petrijeve zdjelice u koje je prethodno dodan PDA preko kojega se postavila
prozirna PVC folija s mikroporama. Uloga folije je olakSavanje prijenosa tek uzgojenog
micelija u tubice. U sterilnom kabinetu se iz reprezentativnih uzoraka s ruba mlade kolonije
izrezalo 6 malih kvadrati¢a zajedno s dijelom hranjive podloge i precijepilo u novu Petrijevu
zdjelicu promjera 90 mm na kojoj se nalaze hranjiva podloga i prozirna PVC folija. lzrezani
kvadratiéi izolata su postavljeni u novu Petrijevu zdjelicu na nacin da tvore oblik cvijeta (1
kvadrati¢ u sredistu i 5 kvadratica oko njega). Novi su izolati postavljeni u termostat na
temperaturu od 25 °C kako bi zapocela inkubacija. Nakon sedam dana koli¢ina micelija je bila
dostatna za potrebe izolacije DNA. Koristedi sterilnu metalnu lopaticu micelij je sastrugan
laganim pokretima, pazeéi da se ne zahvati i agar ispod prozirne folije. Sastrugani micelij je
umetnut u Eppendorf tubice zapremnine 2 mL. Po uzorku je koristeno 50 - 100 pg micelija.
Mladi micelij je pohranjen u zamrziva¢ na -20 °C gdje se nalazio do upotrebe. U sljede¢em
koraku micelij je prebacen u sterilni tarionik te mu je dodan tekudi dusik. Kako bi se micelij
usitnio koristen je sterilni tucak. Tako usitnjeni micelij prebacen je u novu tubicu te mu je
odmah dodano 0,5 mL pufera za lizu. Pufer je prethodno pripremljen uz dodatak 100 m

mol/dm?3NaCl, 10 m mol/dm3Tris-HCl (pH 8,0), 1 m mol/dm3EDTA, 2 % Triton X-100, 1 % SDS
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i 1 % PVP (Sigma Aldrich, SAD). Tubice su prebacene u digestor gdje im je dodano po 250 pL
fenola (Sigma Aldrich, SAD), 250 pL kloroforma (Kemika, Zagreb). Tubice su kratko
vorteksirane, a zatim centrifugirane pri 13500 okretaja/min kroz 25 minuta pri temperaturi
od 4 °C. Nakon centrifugiranja je nastao supernatant s vodenom otopinom DNA i RNA (u
koli¢ini 300 - 400 pL). Pomodu pipete odvojen je supernatant odredenog volumena.
Odgovarajuéi volumen je izracunat za svaki izolat i prenesen u novu Eppendorf tubicu (1,5
uL) u koju je dodan isti volumen hladnog izopropanola (-20 °C) (Kemika, Zagreb). Uslijedilo je
centrifugiranje tubica na temperaturi od 4 °C pri 13500 okretaja/min u trajanju od 10
minuta. Nakon centrifugiranja na dnu tubica je vidljiv talog koji je u sebi sadrzavao
nukleinske kiseline. Kako bi u tubici ostale samo nukleinske kiseline potrebno je odliti
supernatant te isprati tubicu s 1 mL 70 %-tnog etanola. Slijedi ponovno centrifugiranje na
temperaturi od 4 °C pri 13500 okretaja/min u trajanju od 10 minuta. Supernatant je zatim
uklonjen kako bi u tubici ostao samo talog u kojem su sadrzane nukleinske kiseline potrebne
za daljnju analizu. Tubice su poloZene otvorom okrenutim prema dolje kako bi se osusio
talog, a proces suSenja se odvijao u sterilnom kabinetu pomodu strujanja zraka. U tubice je
dodano 50 uL TE pufer (pH 8,0, Promega, Madison, SAD) koji je u sebi sadrzao i 1 puL RNaze-A
(50 pg/mL, Sigma Aldrich, SAD). Zavrsni korak bila je inkubacija tubica na temperaturi od 55
°C u trajanju od 15 minuta (Santos i Phillips, 2009., preuzeto iz Kaliterna, 2013.).

4.3.2. Umnazanje odsjecaka ITS i EF1-a metodom PCR

Metodom lancane reakcije polimerazom (PCR) umnozZeni su specificni odsjec¢ci DNA
molekularnih markera ITS i EF1l-a. Za umnaZanje ITS molekularnog markera koriStene su
pocetnice ITS5 i ITS4, a za umnazanje EF1-a molekularnog koriStene su pocetnice EF1-728F i
EF1-986R. Za umnazanje molekularnog markera ITS je koristena reakcijska smjesa koja je
sadrzavala 25 pl reakcijske smjese iz PCR kita Emerald Amp® MAX PCR Master Mix (Takara
BIO INC, Japan), 1 % DMSO (Merck, Njemacka), po 12,5 pmol svake pocetnice i 50 ng DNA
predloska. Reakcija umnazanja ITS regija se odvijala u termocikleru Mastercycler (Eppendorf
AG, Hamburg, Njemacka) gdje su se mijenjale vrijednosti i trajanje reakcije pri odredenim
temperaturama pa se tako pocetna denaturacija odvijala pri temperaturi od 95 °C kroz 10
minuta, zatim je provedeno 35 ciklusa umnazanja u 3 koraka. Prvi korak je ukljucivao

denaturaciju na temperaturi od 94 °C u trajanju od 30 sekundi. Prilijeganje pocetnica na 55
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°C u trajanju od 30 sekundi provedeno je u drugom koraku, a tredi je korak bio umnazanje na
temperaturi od 72 °C u trajanju od 60 sekundi. Nakon posljednjeg ciklusa umnazanja,
uslijedio je posljednji korak, odnosno zavrSno umnaZanje na temperaturi od 72 °C kroz 10
minuta (Marin, 2016.). Na prethodno opisani nacin odvijalo se i umnaZanje molekularnog

markera EF1-a.

4.3.3. Horizontalna gel elektroforeza

Uspjesnost PCR reakcije i provjera veli¢ine PCR produkata se potvrduje primjenom
horizontalne gel elektroforeze (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, SAD) u 1,5 %-tnom agaroznom
gelu (Sigma Aldrich, SAD) u koji se dodaje boja GelStar™ (Lonza, Svicarska), kona¢ne
koncentracije gela 5 - 10 uL/20 mL. Elektroforetski pufer koristen za elektroforezu je 0,5 %-
tni TBA (Sigma Aldrich, SAD), a sama elektroforeza je provedena pri 75 V u trajanju od 30
minuta. Za molekularnu teZinu DNA kao standardni marker je koristen ,100bp Ladder”
(Ladder 100 - 1500 pb, Intron Biotechnology, Koreja). Ocitavanje rezultata je obavljeno pod

UV svjetlom uz upotrebu transiluminatora (Marin, 2016.).

4.3.4. Sekvenciranje PCR produkata

Za utvrdivanje redoslijeda nukleotida umnoZenih odsjeCaka DNA molekularnog
markera ITS i EF1-a, PCR produkti su poslani u biotehnoloSku kompaniju Macrogen Europe
(Macrogen Europe Inc.,, Amsterdam, Nizozemska), gdje su prociS¢eni i sekvencirani.
Sekvenciranje molekularnih markera provedeno je u oba smjera uz pomo¢ pocetnica koje su
se koristile za njegovo umnazanje. Uredaj koji se koristio za sekvenciranje bio je automatski

sekvencer ABI3730XL (Applied Biosystems, SAD).

4.3.5. BLAST i filogenetska analiza

Dobivene su sekvence molekularnih markera ITS i EF1-a za izolate Grupe 1/2, 31 9. Za
Grupu 5 dobivene su samo ITS sekvence. Sve su sekvence obradene pomocu programskog
paketa MEGA 7. Nakadno se obavila filogenetska analiza izolata Grupa 1/2, 3, 5i 9. U
programu MEGA 7 su sekvence DNA poravnate pomoc¢u modula , Alignment explorer”, zatim

su uredene u smjeru 5' prema 3' i pohranjene su u tekstualnu datoteku u FASTA formatu.
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Molekularna identifikacija izolata gljiva provedena je usporedbom DNA sekvenci ITS regije
genoma i dijela EF1-a gena pojedinih izolata, s odgovaraju¢im sekvencama referentnih
izolata pohranjenima u medunarodnoj bazi podataka GenBank na mreznoj adresi

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Usporedba je provedena pomocu programa BLAST

(Basic Logical Alignment Search Tool) kojemu se moZe pristupiti na mreznoj adresi

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Prema postotku podudarnosti, odnosno homologije

izmedu analiziranih izolata iz ovog istrazivanja i njima referentnih izolata iz baze podataka
GenBank se temeljio zaklju¢ak o pripadnosti izolata pojedinoj vrsti. Za dodatnu potvrdu
homologije sekvenci provedena je filogenetska analiza upotrebom metode Maximum
Likelihood.

Kreirano je filogenetsko stablo bazirano na kombiniranim ITS i EFl-a sekvencama
(ITS+EF1-a) izolata Grupe 1/2 i Grupe 9 te odgovarajucih referentnih sekvenci preuzetih iz
baze GenBank (Prilog, Tablica 8.1.1.). Prilikom izrade filogenetskog stabla koristena je
metoda Maximum Likelihood prema ovim parametrima: ,Substitution Type” = Nucleotide;
»Model / Method” = General Time Reversible model; ,Rates among Sites” = Gamma
distributed with Invariant sites (G + 1); ,,No of Discrete Gamma Categories” = 6; , Gaps /
Missing Data Treatment” = Use All Sites; ,ML Heuristic Method” = Nearest-Neighbor-
Interchange (NNI); ,Initial Tree for ML” = Make initial tree automatically; ,Branch Swap
Filter” = Very Strong (Phillips i sur., 2012.).

Za Grupu 3 kreirano je filogenetsko stablo bazirano na kombiniranim ITS i EFl-a
sekvencama (ITS+EF1-a) izolata SK5-1 i odgovarajuéih referentnih sekvenci preuzetih iz baze
GenBank (Prilog, Tablica 8.1.2.). Prilikom izrade filogenetskog stabla koristena je metoda
Maximum Likelihood prema ovim parametrima: ,Substitution Type“ = Nucleotide; ,,Model /
Method“ = Kimura 2; ,Rates among Sites” = Gamma distributed(G); ,,No of Discrete Gamma
Categories” = 6; ,Gaps / Missing Data Treatment” = Complete deletion; ,ML Heuristic
Method“ = Nearest-Neighbor-Interchange (NNI); ,Initial Tree for ML“ = Make initial tree
automatically; ,,Branch Swap Filter” = Very Strong (Phillips i sur., 2012.).

Za Grupu 5 kreirano je filogenetsko stablo bazirano na ITS sekvenci izolata SK8-5 i
odgovarajucih referentnih sekvenci preuzetih iz baze GenBank (Prilog, Tablica 8.1.3.),
(Kaliterna, 2013.). Prilikom izrade filogenetskog stabla koriStena je metoda Maximum
Likelihood prema ovim parametrima: , Substitution Type“ = Nucleotide; ,,Model / Method” =

General Time Reversible model; ,,Rates among Sites” = Gamma distributed with Invariant
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sites (G + 1); ,No of Discrete Gamma Categories” = 6; ,Gaps / Missing Data Treatment” =
Complete deletion; ,ML Heuristic Method” = Nearest-Neighbor-Interchange (NNI); ,Initial
Tree for ML” = Make initial tree automatically; ,,Branch Swap Filter” = Very Strong (Phillips i

sur., 2012.). Filogenetska stabla vizualizirana su u modulu ,,Phylogeny” programskog paketa

MEGA 7.
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Rezultati fenotipske karakterizacije izolata

Na temelju promatranih obiljeZja kolonija izolata, sporulacije na grancicama Sipka,
brzine rasta micelija, izgleda i dimenzija konidija te patogenog potencijala gljive unutar
domacina utvrdeno je o kojim se rodovima, odnosno vrstama fitopatogenih gljiva radi sto ¢e

se kasnije dodatno potvrditi molekularnom analizom.

5.1.1. Obiljezja kolonija izolata na PDA i WA+Sipak

Kolonije izolata Grupe 1/2 (Tablica 4.1.1., str. 12) doista svojom morfologijom
upucuju na vrstu C. punicae, a medu izolatima te grupe postoje sitne varijacije $to je rezultat
intraspecijske varijabilnosti. Kolonije Grupe 1/2 su u 6 dana na 25 °C prosje¢no narasle 56
mm (Tablica 5.1.2.1., str. 26) Sto je konzistentno istraZivanju Lawrence i sur. (2018.) za vrstu
C. punicae. 1zolati Grupe 1/2 takoder su bogato sporulirali na WA+3ipak $to je prikazano na
Slici 5.1.1.1.B, str. 22 na primjeru izolata 5K10-3. Pod stereomikrioskopom su vidljiva crna
nespolna plodna tijela kruskolikog oblika - piknidi (Slika 5.1.1.1.D, str. 22). Nalaze se u
nakupinama ili pojedinaéno. Na presjeku piknida vidljivi su konidiofori na kojima se stvaraju
konidije. Iz ostiola, otvora na vrhu piknida, izlu¢uju se konidije u Zutom, narancastom do
crvenom matriksu. Kolonija sa starenjem na PDA i na WA+Sipak u hranjivu podlogu luci
karakteristi¢ni crveni pigment Sto je konzistentno s opazanjima drugih istrazivaéa za vrstu C.

punicae (Lawrence i sur., 2018.).
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Slika 5.1.1.1. Fenotipska obiljeZja izolata C. punicae (Grupa 1/2) na primjeru izolata SK10-3
A) i C) C. punicae na PDA B) i D) Sporulacija C. punicae iz pojedinacnih piknida
na WA+Sipak pod stereomikroskopom

Ve s

Izvor: Lucija Susi¢

Izolatu SK8-5 iz Grupe 5 (Slika 5.1.1.2., str. 23) zbog odsutstva determinacijskih
faktora nije provizorno utvrdena taksonomska pripadnost, ali je identificirana naknadno kao
vrsta Rosellinia corticium u okviru filogenetske analize (Podnaslov 5.2.2., str. 33). Kolonija je
imala slab inicijalni rast, ali nakon 3. dana biljezZi rapidan rast pa je tako 6. dana utrostrucila
svoj promjer. Kolonija je Cisto bijele boje i tvori ,pletenice”. Micelij je ,zZilav” te ga je tesko

izrezati kruznim sjekacem. Nije opazena sporulacija na PDA.
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Slika 5.1.1.2. Kolonija izolata SK8-5 (Grupa 5) fotografirana 30.dan od
precijepljivanja na PDA

Izvor: Lucija Susi¢

Izolat SK11-2a Grupe 9 (Slika 5.1.1.3., str. 24) je prema morfoloskom izgledu kolonije
te izgledu i veli¢ini konidija svrstan u Cytospora spp. Slican izgled kolonije opisan je u
istrazivanju Singh, 2007. gdje je iz drva mangrova (Conocarpus erectus) u Kostarici izolirana
gliiva koja prema svom fenotipu odgovara izolatu SK11-2a. Brzina rasta kolonije izolata
CR200 na PDA u istrazivanju Singh, 2007. bila je 74 mm u 7 dana na 22 °C, dok je u ovom
istraZivanju izolat SK11-2a za kojega se smatra da bi mogao biti istovjetan izolatu CR200
narastao 85 mm u 6 dana na 25 °C Sto takoder upuduje da je rijec o istoj vrsti. Osim brzine
rasta, morfoloski izgled kolonije izolata CR200 starosti 21 dan je opisan kao mekan,
barSunasti, grudi¢ast do prhak s poluuronjenim micelijem i cestim konidiomatima Sto
takoder odgovara izolatu SK11-2a. Izolat SK11-2a je s gornje strane bei boje s tamnijim
smedim centrom, dok je mladi micelij svjetliji. Nali¢je je oker do smede boje Sto takoder
odgovara izolatu CR200. Boja kolonije se mijenjala od bijele do smede-sive sa Zuto-smedim
obojenjem u sredistu. Konidiomati su postali vidljivi 14. dana u vidu bijelih do svijetlo smedih
tockica djelomic¢no uronjenih u agar. Sa starenjem kolonije piknidi su poprimali tamno
smedu boju. Uz pomo¢ programa BLAST, pretraga ITS sekvenci izolata CR200 utvrdila je da je

izolat CR200 najsli¢niji C. acaciae (96 %) (Singh i sur., 2007.).
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Slika 5.1.1.3. A) Kolonija izolata SK11-2a (Grupa 9) 3. dan B) 6. Dan C) 30. dan

prikazana s gornje strane D) 30. dan prikazana s donje strane

Izvor: Lucija Susi¢

Na izolatu SK5-1 Grupe 3 (Slika 5.1.1.4., str. 25) vidljivi su piknidi okruglog do
kruskolikog oblika, nalaze se u nakupinama ili su rasprseni pojedina¢no, djelomi¢no su
uronjeni u PDA, tamno smede do crne su boje. lzluCuju kuglasti, sluzavi, tamno smedi
eksudat koji sadrzi mnostvo konidija. Rub kolonije je nepravilna oblika, bjelkaste je boje, s
rijetkim zra¢nim micelijem na povrsini. Konidiomati su crni i gregarigeni, a nali¢je je blijede
boje meda. Zbog izgleda kolonije i konidija koje odgovaraju nalazima drugih istrazivaca
(Maharachchikumbura i sur., 2014.)., pretpostavka je bila da se radi o vrsti Pestalotiopsis

biciliata.
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Slika 5.1.1.4. Izolat 5K5-1 Grupe 3 s gornje (lijevo) i donje strane (desno)

Izvor: Lucija Sugi¢

5.1.2. Brzina rasta

Prosjecni promjeri kolonija za izolate Grupe 1/2, 3, 5i 9 prikazani su u Tablici 5.1.2.1.,
str. 26. Izolati vrste Cytospora punicae prosjecno su narasli 28 mm u 3 dana, odnosno 56 mm
u 6 dana. Dakle, prosje¢no rastu oko 1 cm dnevno. Za 7 dana prosjecna brzina rasta za ovu
vrstu bila bi 65,3 mm Sto je konzistentno s rezultatima dobivenim u istrazivanju Lawrece i
sur., 2018. U spomenutom je istrazivanju prosjecna brzina rasta kolonije C. punicae bila 64, 7
mm. Najsporiji rast nakon 3. dana biljeZi izolat SK8-5 iz Grupe 5, a nakon 6. dana najsporiji
rast imala je vrsta C. punicae iz Grupe 1/2. Najbrii rast biljezi izolat SK11-2a provizorno
identificiran kao C. acaciae, koji je u 3 dana narastao gotovo jednako kao C. punicae u 6

dana. lako se radi o vrstama istog roda, znacajna je razlika u brzini rasta.
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Tablica 5.1.2.1.

Prosjecni promjeri (mm) kolonija iz Grupa 1/2,3,5i9

25°C
Grupa Izolat Vrsta 3.dan (mm) 6.dan (mm)
1/2 9 jzolata* Cytospora punicae 28 56
3 SK5-1 Pestalotiopsis biciliata 34 71
5 SK8-5 Rosellinia corticium 25 76
9 SK11-2a Cytospora acaciae 57 85

*izraCunata je prosjecna brzina rasta za 9 izolata C. punicae navedenih u Tablici 1 (svaki je

uzgojen u triplikatu) za 3. i 6. dan

5.1.3. Biometrijska obiljezja spora

Prosjec¢na vrijednost srednjih vrijednosti svih izolata iz Grupe 1/2 iznosi 3,89 + 0,46 x

1,33 + 0,19, a srednja vrijednost izolata SK11-2a iz Grupe 9 iznosi 3,79 + 0,41 x 1,06 * 0,15.

Dobivene vrijenosti se medusobno znacajno ne razlikuju Sto se moze pripisati tome Sto

izolati obiju grupa pripadaju rodu Cytospora. Srednja vrijednost konidija izolata SK5-1 iz

Grupe 3 iznosi 21,13 + 1,92 x 5,85 + 0,11. Dakle, konidije izolata SK5-1 svojim dimenzijama i

izgledom znacajno odskacu od konidija izolata iz roda Cytospora.
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Tablica 5.1.3.1. Dimenzije konidija izolata iz Grupe 1/2 (C. punicae), Grupe 3 (Pestalotiopsis

biciliata) i Grupe 9 (C. acaciae)

Dimenzije konidija (um) Grupe 1/2

Izolat Veli¢ina konidija (D x §) ' Srednja vrijednost + S.D.°
SK3-2 (3,02-) 3,89 -4 (-5,02) x (0,75-) 1,23 -1,28 (-1,58) 3,95+0,35%x1,25+0,14
SK10-3 (2,46-) 3,80-3,95 (-5,35) x (0,11-) 1,13 -1,18 (-1,73) 3,88+0,45x%x1,16 +0,17
SK6-1 (2,63-) 3,52-3,64 (-4,52) x(0,92-) 1,29 - 1,34 (-1,73) 3,58+0,35%x1,32+0,15
8K7-1b | (1,58-) 3,51 - 3,69 (-6,75) x (0,75-) 1,27 — 1,33 (-1,75) 3,6 +0,55x 1,30 + 0,19
SK9-4 (2,57-) 3,62 -3,80 (-4,92) x (0,96-) 1,35 -1,43 (-1,9) 3,71+0,43x1,39+0,19
$K12-1 | (2,79-) 4,24 - 4,46 (-5,96) x (0,75-) 1,25 — 1,35 (-1,88) 4,35+ 0,65 x 1,31 + 0,20
$K14-4 | (3,29-) 4,03 - 4,22 (-5,71) x (1,13-) 1,55 - 1,67 (-2,97) 4,13 + 0,47 x 1,61 + 0,30

Dimenzije konidija (um) Grupe 3

Izolat Veli¢ina konidija (D x §) ' Srednja vrijednost + S.D.°

$K5-1 (19,63-) 18,96 — 23,30 (-23,90) x (5,77-) 5,73 — 5,98 (-5,98) 21,13+ 1,92x5,85+ 0,11
Dimenzije konidija (um) Grupe 9

I1zolat Veli¢ina konidija (D x §) ' Srednja vrijednost + S.D.}

$K11-2a | (2,87-) 3,72 -3,86 (-5,02) x (0,71-) 1,03 — 1,08 (-1,50) 3,79+ 0,41 x 1,06 + 0,15

t - Dimenzije su iskazane kao raspon od donje do gornje granice intervala pouzdanosti od 95 %, a u

zagradama su prikazane minimalne i maksimalne vrijednosti izmjerenih dimenzija; § - srednja vrijednost

dimenzija (D x S) i standardno odstupanje (S.D.).
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Tablica 5.1.3.2. Dimenzije konidija za vrstu Cytospora punicae i vrstu Pestalotiopsis biciliata u

istrazivanjima drugih istrazivaca

Konidije vrste Cytospora punicae (D x S) (um) Referenca
(3.5-)3.8-4.6(-5.0) x (0.5-)0.8-1.0(—-1.0) Lawrence i sur., 2018.
4.5-5.4x0.9-1.9 Samouel i Kanetis, 2016.
(4) 4.5-5 (6) x (1) 1.5 (2) Hand i sur., 2014.
(4-)4.5-5.4(-6) x (1.5-)2(-2.5) Mahdikhani i Davoodi., 2017.
4-5x1.75 Triki i sur., 2015.
4-6 x 1-2 Mincuzzi i sur., 2017.
4-6 x4.5-5.5 Palavouzis i sur., 2015.
Konidije vrste Pestalotiopsis biciliata (D x S) (um) Referenca
Maharachchikumbura i sur.,
(21-)22-28.5(-30) x (5.5-) 6-7.5(-8) ro1d.

D x § — duljina x $irina konidije

Naziv Pestalotiopsis biciliata vrsta je dobila prema 2 bica koja se nalaze se na bazi
konidije. Konidije su fuziformne, elipti¢ne, ravne do blago zakrivljene, viSestruko septirane
(Cetiri septe). Na apikalnom dijelu spore nalaze se 2 do 3 bi¢a, najcesée 3

(Maharachchikumbura i sur., 2014.).

Slika 5.1.3.1. Konidije vrste Pestalotiopsis biciliata
lzvor: Lucija Susi¢, 18.06.2021.
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Konidije vrste C. punicae su hijaline do svijetlo smede boje pod prirodnim svjetlom.

Aseptirane su i alantoidne. Na slici 5.1.3.2., prikazane su pod faznim kontrastom.

Slika 5.1.3.2. Konidije vrste Cytospora punicae. Mjerna skala= 20um
lzvor: Lucija Susi¢, 17.06.2021.

Konidije vrste C. acaciae su hijaline, alantoidne, do 5 um dugacke i do 1,5 um Siroke.

Zakrivljenije su od konidija vrste C. punicae, ali su sli¢nih dimenzija (Tablica 5.1.3.1., str. 27).

Slika 5.1.3.3. Konidije vrste Cytospora acaciae promatrane pod faznim kontrastom (lijevo) i

bez kontrasta (desno)

lzvor: Lucija Susi¢, 16.06.2021.
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5.1.4. Rezultati testa patogenosti

Kako bi se utvrdio patogeni potencijal izolata iz Grupa 1/2, 3, 5i9 i zadovoljili Kochovi
postulati, proveden je test patogenosti kako je ranije opisano. U navedenome testu
patogenosti koriSteno je dvanaest reprezentativnih izolata i sterilni komadi¢ PDA kao
negativna kontrola. Sest mjeseci nakon umjetne inokulacije jednogodidnjih sadnica $ipka
sorte Barski slatki nisu utvrdeni nikakvi vanjski simptomi koji bi upudivali na bolesti drva.
Medutim, u uzduZnim presjecima stabljika inokuliranih sadnica ispod i iznad mjesta
inokulacije, jasno su se mogle uociti nekrotiéne promjene boje tkiva iz Zuckaste u svjetlije do
tamnije smedu boju. Pojedini izolati izazvali su izrazite nekroti¢ne promjene vidljive na kori
gdje je nekroza rezultirala rak-ranom.

Na temelju provedenih rezultata testa patogenosti vidljivo je da izolati provizorno
identificirani kao vrsta C. punicae pokazuju Siroki raspon virulentnosti na sadnicama Sipka

(Slika 5.1.4.1. B-E).

llf””“IHIHH{HI”llH(llll]ﬂ”,”“,l“l,||IljlllllIlIIIIIIIIIIII“III’III||HI}|[Hl|l||lillll]Hll[llll‘lllllllII|\|lll|l|“l[lIlllun‘un\un‘lm\nu’ml1||\\‘|u”nu\nu\nn\ll;
Al S e e g R Tl e ABhE BN 11 a8n el 201 ROl

Slika 5.1.4.1. A) UzduzZni presjek kontrole D) Poprecni presjek stabla sadnice Sipka
inokulirane izolatom C. punicae B) C) i E) Rak-rane na granc¢icama inokuliranim s C. punicae

Izvor: Lucija Susi¢
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Virulentnost se ocitovala kroz dva odvojena parametra - duljina nekroti¢cne promjene
u mm (bez obzira na njenu Sirinu) koja oznacava brzinu kolonizacije biljnog tkiva, dok je drugi

parametar virulentnosti bio razvitak rak-rana u koloniziranom tkivu (Tablica 5.1.4.1.).

Tablica 5.1.4.1. Rezultati testa patogenosti s prosje¢nim vrijednostima duljine nekroti¢nih
promjena (prosjecna duljina nekroze + S.D., u milimetrima) za izolate iz ovog istraZzivanja na
sadnicama sorte Sipka Barski slatki sa sterilnim PDA kao negativnom kontrolom. Prosje¢ne

vrijednosti pracene istim slovom nisu znacajno razli¢ite pri vrijednosti P < 0,05.

Izolat gljive Prosjecan duljina nekroze | % pojave
(mmzS.D.) rak-rana
SK7-1b 71+26 a 20
SK14-4 5118 ab 10
SK6-1 67155 ab 0
SK12-1 52421 ab 20
SK10-3 5541 ab 50
SK9-4 37+29 abc 40
SK11-2a 3112 abc 0
SK2-3 29+16 abc 0
| s | sawb | 0 ]
SK1-1 23+10 bed 0
SK3-2 22+19 cd 30
| s | @ wesad | o |
Negativna kontrola 106 d 0

Zaklju¢eno je da su visoku virulentnost pokazali izolati SK7-1b, SK10-3, SK12-1, SK14-4
koji su uspjesno kolonizirali drvo Sipka i ujedno pokazali sposobnost izazivanja rak-rana.
Izolat SK6-1 po pitanju kolonizacije tkiva pokazao je sli¢nu virulentnost kao i prethodna grupa
izolata, ali nije izazvao pojavu rak-rana. Izolati SK9-4, SK2-3, SK1-1 i SK3-2 pokazali su se
srednje do slabo virulentni po pitanju kolonizacije pri éemu su izolat SK9-4 u 40 %, odnosno
izolat SK3-2 u 30 % slucajeva izazvali i rak-rane (Tablica i Graf 5.1.4.1.). Navedeni rezultati

testa patogenosti u skladu su s rezultatima drugih istrazivanja gdje je C. punicae takoder
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pokazala znacajan stupanj patogenosti na Sipku (Lawrence i sur., 2018.; Hand i sur., 2014.;
Samouel i Kanetis, 2016.; Mahdikhani i Davoodi, 2017.).

Za izolat Grupe 9, provizorno identificiran kao vrsta Cytospora acaciae, te izolat
Grupe 3, provizorno identificiran kao vrsta Pestalotiopsis biciliata, na temelju provedenih
rezultata testa patogenosti utvrdena je slaba do srednja virulentnost na Sipku, a nije bilo
pojave rak-rana.

Izolat Grupe 5 nije pokazao znacajan stupanj patogenosti na Sipku.
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Izolat gljive

Graf 5.1.4.1. ,,Box-plot” vrijednosti nekroza izazvanih izolatima gljiva, pri ¢emu romb
oznacava granice 95 % intervala povjerenja, a % pojave rak-rana (kada je bio veéi od 0 %)

prikazan je u crvenim okvirima
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6317586/?fbclid=IwAR3urj1Zcv5Q8YjlnRZyBcMAz4LIdHxtQNZZ6QCm_DAUOHjclbAVff3xwcQ#R28

5.2. Rezultati genotipske karakterizacije izolata Grupa 1/2,3,5i9

Kako bi se potvrdile pretpostavke o taksonomskoj pripadnosti izolata Grupe 1/2, 3,5 i

9, provedena je molekularna identifikacija izolata te njihova filogenetska analiza.

5.2.1. Molekularna identifikacija izolata

Pomocu molekularnih markera ITS i EF1-a koriStenjem metode PCR za izolate Grupa
1/2, 3 i 9 provedena je molekularna identifikacija. Za izolat Grupe 5 koristen je samo
molekularni marker ITS. Primjenom molekularnih markera i metode PCR dobiveni su sljededi
produkti: a) Grupa 1/2 — ITS (560 nukleotida), EF1-a (306 nukleotida); b) Grupa 3 - ITS (581
nukleotida); EF1-a (291 nukleotida); c) Grupa 5 — ITS (555 nukleotida); d) Grupa 9 - ITS (581
nukleotida); EF1-a (279 nukleotida). Na temelju provedene usporedbe dobivenih sekvenci,
pomocu programa BLAST, s bazom podataka GenBank, utvrdena je vjerojatna taksonomska

pripadnost izolata rodu ili vrsti Sto je bio temelj za filogenetsku analizu.

5.2.2. Filogenetska analiza

Za izolate Grupa 1/2 i 9, 3 i 5 kreirana su filogenetska stabla metodom Maximum
Liklihood.

Izolati Grupe 1/2 grupiraju se na dobro podrzanom ogranku (99 %) unutar grupe
referentnih izolata vrste Cytospora punicae (Slika 5.2.2.1., str. 35) te su na temelju toga
identificirani kao vrsta C. punicae.

Izolat SK11-2a Grupe 9 grupirao se s referentnim izolatom Cytospora acaciae, ali u
okviru prikazanog C. acaciae / C. magnoliae kompleksa pa te dvije vrste nisu jasno
razgrani¢ene (Slika 5.2.2.1., str. 34).

Izolat SK5-1 Grupe 3 se grupirao, na dobro podrzanom ogranku (78 %), s referentnim
izolatom vrste Pestalotiopsis biciliata (Slika 5.2.2.2., str. 36), stoga je identificiran kao P.
biciliata.

Izolat SK8-5 Grupe 5 se grupirao, na dobro podrzanom ogranku (100 %), s
referentnim izolatima vrste Rosellinia corticium (Slika 5.2.2.3., str. 37) na temelju Cega je

zaklju¢eno da se radi o vrsti R. corticium.
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aa SICH-2a(Grpee) Cytospora acaciae/
53|L Cytospora acaciae CBS 468.6 DQ243804.1 .
9 Cytospora magnoliae IMI259790 JX438623.1 CytOSpora magnOIIae komp/eks
Cytospora acaciae CBS 362.93 KY051929.1
89 497? Cytospora tamaricicola CFCC 50507 ITS MH933651.1
Cytospora tamaricicola CFCC 50508 ITS MH933652.1

100 | Cytospora sp. CXY1276 ITS JN402990.1

Cytospora sp. CXY1280 ITS JN411939.1

100 | Cytospora platycladi XF-2019i CFCC 50504 ITS MH933645.1

Cytospora platycladi XF-2019i CFCC 50505 ITS MH933646.1

o gg [ Cytospora californica 9C-24 ITS MG971935.1
[ Cytospora californica KARE1104 ITS MG971928.1
29 Cytospora eucalypti KARE1585 ITS MG971907.1
100! Cytospora eucalypti KARE888 ITS MG971909.1

100 Cytospora sacculus CFCC 89625 KR045646.1

97

Cytospora sacculus CFCC 89624 KR045645.1

98 [Cytospora junipericola MFLU 17-0882 ITS MF190126.1
99 L Cytospora cedri CBS 196.50 ITS AF192311.1
100 | Cytospora bungeanae XF-2019c CFCC 50496 ITS MH933622.1

100 Cytospora bungeanae XF-2019c CFCC 50495 ITS MH933621.1

Cytospora beilinensis XF-2019b CFCC 50494 ITS MH933620.1
100! Cytospora beilinensis XF-2019b CFCC 50493 ITS MH933619.1

Valsa ambiens CFCC 89622 ITS KR045616.1

100 Cytospora mali CFCC 50029 ITS MH933642.1

100 L Cytospora mali CFCC 50028 ITS MH933641.1
100 | Cytospora sibiraeae CFCC 50046 ITS KR045652.1
% Cytospora sibiraeae CFCC 50045 ITS KP340987.1
—— 99 Cytospora atrocirrhata CFCC 89616 ITS KR045619.1
100 | Cytospora atrocirrhata CFCC 89615 KR045618.1

Cytospora carpobroti CMW48981 ITS MH382812.1

Cytospora granati 6F-45 ITS MG971799.1

100 100 | Cytospora pistaciae KARE444 ITS MG971801.1
% Cytospora pistaciae KARE443 ITS MG971802.1
99 Cytospora parapistaciae KARE270 ITS MG971804.1
100 | Cytospora parapistaciae KARE269 ITS MG971805.1
100 [ Cytospora celtidiocola XF-2019d CFCC 50498 ITS MH933624.1
86 Cytospora celtidiocola XF-2019d CFCC 50497 ITS MH933623.1

Cytospora berberidis CFCC 89933 ITS KR045621.1
86 4|
100! Cytospora berberidis CFCC 89927 ITS KP340985.1
Cytospora oleicola KARE1021 ITS MG971944.1

e Cytospora ribis CFCC 50038 ITS KT222840.1

%9 {Cytospora pruinopsis CFCC 50035 ITS KP281260.1

100 ! Cytospora pruinopsis CFCC 50034 ITS KP281259.1

25 li Cytospora pruinosa CFCC 50037 ITS MH933650.1
] 99 | Cytospora pruinosa CFCC 50036 ITS KP310800.1
Cytospora \iticola Cyt6 ITS KX256239.1
E Cytospora cincta CFCC 89960 ITS KR045625.1
100 L— Cytospora cincta CFCC 89956 ITS KR045624.1
100 r Cytospora gigaspora CFCC 89634 ITS KF765671.1
Cytospora gigaspora CFCC 50014 ITS KR045630.1

52

——— Valsa nivea CFCC 89641 ITS KF765683.1
Cytospora amygdali LH357 ITS MG971853.1
® Cytospora amygdali LH356 ITS MG971852.1
Cytospora plurivora KARE1452 ITS MG971861.1
Cytospora plurivora 9F-01 ITS MG971873.1
Cytospora leucostoma CFCC 50021 ITS MH933639.1

Cytospora sorbicola KARE59 ITS MG971849.1

99 L Cytospora sorbicola KARE78 MG971844.1
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/—ﬂ: \51‘[ Cytospora sorbicola KARES9 ITS MG971849.1

5 99 L Cytospora sorbicola KARE78 MG971844.1
477~ Cytospora populicola KARE973 ITS MG971891.1

g3 [~ Cytospora chrysosperma CFCC 89600 ITS KR045623.1

Valsa sordida isolate 9E-33 ITS MG971892.1
2 L Cytospora ailanthicola XF-2019a CFCC 89970 ITS MH933618.1

Cytospora joaquinensis KARE975 ITS MG971895.1

100 | 100 L Cytospora joaquinensis 9E-95 ITS MG971896.1

Cytospora melnikii CFCC 89984 ITS MH933644.1

29

Cytospora rostrata CFCC 89909 ITS KR045643.1

Cytospora chrysosperma CFCC 89982 ITS KP281261.1
100 Cytospora parakantschavelii KARE974 MG971898.1

99 Cytospora parakantschawelii KARE966 ITS MG971903.1

Cytospora euonymina XF-2019g CFCC 89999 ITS MH933631.1

100 ! Cytospora euonymina XF-2019g CFCC 89993 ITS MH933630.1

Cytospora parasitica XJAU2542-1 ITS MH798884.1
9% Cytospora schulzeri CFCC 50042 ITS KR045650.1
99 L Cytospora schulzeri CFCC 50040 ITS KR045649.1

Cytospora sophorae CFCC 89598 ITS KR045654.1

Cytospora sophorae CFCC 50047 ITS KR045653.1

1 Cytospora vinacea Cyt5 ITS KX256256.1
Cytospora sophoricola CFCC 89596 ITS KR045656.1
100 | Cytospora sophoricola CFCC 89595 ITS KR045655.1
Cytospora populinopsis XF-2019k CFCC 50033 MH933649.1
76| Cytospora elaeagni CFCC 89633 KF765677.1
59| | Cytospora elaeagni CFCC 89632 ITS KF765676.1

%8 Cytospora carbonacea CFCC 50055 ITS KP281262.1

2 Cytospora carbonacea CFCC 89947 ITS KR045622.1
Cytospora erumpens CFCC 50022 ITS MH933627.1
Cytospora longispora 10F-57 ITS MG971905.1
Cytospora ribis CFCC 50027 ITS KP281268.1

99! Cytospora ribis CFCC 50026 ITS KP281267.1

Cytospora gigalocus CFCC 89621 KR045629.1 KR045629.1

29 97
Cytospora gigalocus CFCC 89620 ITS KR045628.1

Cytospora euonymicola XF-2019f strain CFCC 50499 ITS MH933628.1

97! Cytospora euonymicola XF-2019f CFCC 50500 ITS MH933629.1

Cytospora populinopsis XF-2019k CFCC 50032 MH933648.1
Cytospora populina CFCC 89644 ITS KF765686.1

Cytospora hippophaes CFCC 89640 KF765682.1

Cytospora juniperina XF-2019h CFCC 50502 ITS MH933633.1

100! Cytospora juniperina XF-2019h CFCC 50501 ITS MH933632.1
Cytospora punicae 7C-11 ITS MG971942.1
r SK10-3

Cytospora punicae 7C-09 ITS MG971939.1
- SK7-1b

SK9-4

SK3-2

SK6-1 .
ko == (Cytospora punicae grupa
SK12-1

SK14-4

Cytospora punicae 5A-80 ITS MG971943.1
Cytospora punicae 5A-81 ITS MG971938.1
0] Cytospora punicae 5A-82 ITS MG971941.1

Cytospora punicae 7C-10 ITS MG971937.1

Cytospora punicae 7C-33 ITS MGO71940,1 s

Diaporthe ampelina Wolf912 ITS KM669964.1

100‘_’7 Diaporthe vaccinii CBS 160.32 ITS KC343228.1
60

Diaporthe benedicti SBen914 ITS KM669929.1

0.050

Slika 5.2.2.1. Prikaz filogenetskog stabla dobivenog metodom Maximum likelihood (logl(-14220.3945))
baziranog na analizi poravnatih kombiniranih sekvenci ITS+EF1-a reprezentativnih izolata Grupe 1/2 i Grupe 9
te referentnih izolata iz baze podataka GenBank za razlicite vrste iz roda Cytospora. Vrste Diaporthe ampelina,
D. vacinii i D. benedicti uzete su kao vanjska grupa. Brojevi iznad pojedinih ogranaka predstavljaju postotak od
1000 bootstrap ponavljanja, a pouzdanima se smatraju samo oni veéi od 69 %. Mijerilo prikazuje broj
nukleotidnih supstitucija po mjestu. Crvena elipsa oznacava prijelom filogenetskog stabla.
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Pestalotiopsis kenyana CBS 442.67
g7 | Pestalotiopsis kenyana CBS 911.96
Pestalotiopsis trachicarpicola OP068
Pestalotiopsis trachicarpicola MFLUCC12-0264
Pestalotiopsis oryzae CBS 111522
415' Pestalotiopsis oryzae CBS 353.69

IN

Pestalotiopsis australasiae CBS 114126
21 Pestalotiopsis australasiae CBS 114141
88| Pestalotiopsis telopeae CBS 114137
Pestalotiopsis telopeae CBS 114161

141 pestalotiopsis rosea MFLUCC12-0258
g9 | Pestalotiopsis pana CBS 265.37
Pestalotiopsis parva CBS 278.35

25

_| Pestalotiopsis knightiae CBS 111963
99! Pestalotiopsis knightiae CBS 114138
—— Pestalotiopsis grevilleae CBS 114127

SK5-1 (Grupa 3)

Pestalotiopsis biciliata CBS 124463
78
59 ' Pestalotiopsis biciliata CBS 790.68

Neopestalotiopsis saprophyta MFLUCC12-0282

0.02

Slika 5.2.2.2. Prikaz filogenetskog stabla dobivenog metodom Maximum likelihood (loglL(-1579.2768))
baziranog na analizi poravnatih kombiniranih sekvenci ITS+EF1-a reprezentativnog izolata Grupe 3 i
referentnih izolata iz baze podataka GenBank za razliite vrste iz roda Pestalotiopsis. Vrsta
Neopestalotiopsis saprophyta uzeta je kao vanjska grupa. Brojevi iznad pojedinih ogranaka
predstavljaju postotak od 1000 bootstrap ponavljanja, a pouzdanima se smatraju samo oni veci od 69
%. Mjerilo prikazuje broj nukleotidnih supstitucija po mjestu.
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90 | Coniolariella hispanica ATCC MYA-4453 ITS NR111347.1

Coniolariella hispanica Co125 ITS GU553323.1

Rosellinia limonispora CBS 382.86 ITS KF719199.1

Coniolariella gamsii Co27 ITS GU553325.1

2 ! Rosellinia australis AH24323 ITS AY908997.1

Rosellinia australis AV1L2-3 ITS KP101193.1

Entoleuca sp. SL4 ITS KC178663.1

Entoleuca mammata ITS GU300072.1

Entoleuca mammata isolate E.MAMML1 ITS AJ246232.1

97

100 Entoleuca mammata ITS AF176983.1
Entoleuca mammata ITS AF201713.1
Rosellinia sp. strain CBS 138730 ITS KY941109.1
Rosellinia merrillii isolate 89112601 ITS GU300071.1
74 100 |— Rosellinia aquila isolate DO108 ITS KP050663.1
Rosellinia aquila CBS 399.61 ITS KF719197.1
# SK8-5 (Grupa 5)
4| Rosellinia corticium E32 Il ITS KC311485.1
10 Rosellinia corticium F-160845 ITS AY908999.1
74 100 | Rosellinia buxi 99 ITS GU300070.1
2{ Rosellinia buxi strain ATCC 32869 ITS AY909000.1
Rosellinia sp. CBS 138732 ITS KY941107.1
67 Rosellinia sp. CBS 138641 ITS KY941108.1
Rosellinia necatrix 89062904 ITS EF026117.1
88| | Rosellinia necatrix W1001 ITS AB462494.1
99 | Rosellinia necatrix W268 ITS AB430459.1
Rosellinia necatrix CBS 349.36 ITS AY909001.1
Rosellinia sanctae-cruciana isolate 90072903 ITS GU292824.1

Rosellinia mammiformis M10b ITS KT94837
Rosellinia mammiformis CBS 445.89 ITS KF719200.1
Xylaria longipes BL77 ITS JX501293.1
7 —————— Nemania diffusa 116.2.1 ITS KP133219.1
56 Xylaria berteri R10 ITS KP133344.1
97 Xylaria berteri C28 ITS JQ936291.1

EU552098.1 Anthostomelloides brabeji culture CBS:110128

Rosellinia mammiformis R10b ITS KT948373.1
9

0,020

Slika 5.2.2.3. Prikaz filogenetskog stabla dobivenog metodom Maximum likelihood (logL(-1794.3551))
baziranog na analizi poravnatih sekvenci ITS reprezentativnog izolata Grupe 5 i referentnih izolata iz
baze podataka GenBank za razliCite vrste iz roda Rosellinia. Vrsta Anthostomelloides brabeji uzeta je
kao vanjska grupa. Brojevi iznad pojedinih ogranaka predstavljaju postotak od 1000 bootstrap
ponavljanja, a pouzdanima se smatraju samo oni veci od 69 %. Mjerilo prikazuje broj nukleotidnih
supstitucija po mjestu.
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6. Zakljucak

Na temelju provedene fenotipske i genotipske karakterizacije analiziranih izolata, u skladu s

postavljenom hipotezom, doneseni su sljedeci zakljucci:
1. Grupi 1/2 dodatnim je molekularnim markerom EF1-a potvrdena taksonomska
pripadnost vrsti Cytospora punicae.
2. lIzolatima Grupa 3, 5i 9 utvrdena je sljedec¢a taksonomska pripadnost:
a) Izolat SK5-1 Grupe 3 determiniran je kao Pestalotiopsis biciliata.
b) Izolat SK8-5 Grupe 5 determiniran je kao Rosellinia corticium.
c) Izolat SK11-2a Grupe 9 determiniran je kao Cytospora acaciae $to je potrebno
potvrditi buducim istrazivanjima jer se u filogenetskoj analizi izolat SK11-2a grupirao s
vrstom C. acaciae, ali i C. magnoliae. Zbog slabe istrazenosti doticnih vrsta i njihovog
nejasnog razgranicenja, u bududim istraZzivanjima bit ¢e potrebno koristiti dodatne
molekularne markere za identifikaciju.
3. Testom patogenosti je utvrdeno:
a) lzolat vrste Pestalotiopsis biciliata (SK5-1) prosjeéno pokazuje slab stupanj
patogenosti na Sipku, uz odstupanja kod nekih ponavljanja tretmana kod kojih je
izolat pokazao srednje jaki do cak jaki patogeni potencijal u vidu brze kolonizacije
drva Sipka, no bez pojave rak-rana.
b) Izolat vrste Rosellinia corticium (SK8-5) ne pokazuje znacajnu patogenost na $ipku
u odnosu na kontrolu.
c) Izolat vrste Cytospora acaciae (SK11-2a) pokazao je slabi do srednje jaki patogeni
potencijal po pitanju kolonizacije drva Sipka i nije izazivao rak-rane.
d) Samo izolati Grupe 1/2 koji pripadaju vrsti Cytospora punicae pokazuju visoku
patogenost te imaju moguénost izazvati rak-rane, stoga je zakljuc¢eno da je C. punicae
vjerojatno primarni uzro¢nik susenja Sipka u Hrvatskoj.
4. U ovom radu izneseni su prvi nalazi vrsta Cytospora acaciae, Pestalotiopsis biciliata

i Rosellinia corticium na Sipku u svijetu.
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8. Prilog

8.1. Tablice referentinih sekvenci preuzetih iz baze podataka GenBank

8.1.1. Tablica referentinih sekvenci preuzetih iz baze podataka GenBank za filogenetsko
stablo vrsta Cytospora punicae i C. acaciae / C. magnoliae

Vrsta gljive Izolat Biljka domacin ITS EF1-a
Cytospora ailanthicola CFCC 89970 | Ailanthus altissima | MH933618 MH933494
Cytospora amygdali LH357/ Prunus dulcis MG971852* | MG971659
CBS 144233
Cytospora amygdali CMW 6735 Prunus dulcis MG971853
Cytospora atrocirrhata CFCC 89615 Jugulans regia KR045618 KP310858
Cytospora atrocirrhata CFCC 89616 Jugulans regia KR045619 KP310859
Cytospora beilinensis CFCC 50493 Pinus armandii MH933619 MH933495
Cytospora beilinensis CFCC 50494 Pinus armandii MH933620 MH933496
Cytospora berberidis CFCC 89927 dai ;g fscr ;fya KRO45620 | KU710913
Cytospora berberidis CFCC 89933 dai ;g fscr ;fya KRO45621 | KU710914
Cytospora bungeanae CFCC 50495T Pinus bungeana MH933621
Cytospora bungeanae CFCC 50496 Pinus bungeana MH933622 MH933498
Cytospora californica oC-24 / Juglans regia MG971935* | MG971645
CBS 144234
Cytospora californica KARE1104 Prunus dulcis MG971928 MG971638
Cytospora carbonacea CFCC 50055 Ulmus pumila KP281262*
Cytospora carbonacea CFCC 89947 Ulmus pumila KR045622 CFCC 89947
Cytospora carpobroti CMW 48981 | Carpobrotus edulis | MH382812 MH411212
Cytospora cedri CMW 196.50 AF192311
Cytospora celtidicola CFCC 50497 Celtis sinensis MH933623 MH933499
Cytospora celtidicola CFCC 50498 Celtis sinensis MH933624 | MH933500
Cytospora chrysosperma 9E-33 / MG971892 MG971602
CBS 144242
Cytospora chrysosprema CFCC 89619 Juglans regia KF225614*
Cytospora chrysosprema ';/ISFI(';EE Juglans regia KF225614
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Cytospora chrysosprema CFCC 89982 Ulmus pumila KP281261 KP281261
El
Cytospora elaeagni CFCC 89632 aeagnus KF765676* | KU710918
angustifolia
El
Cytospora elaeagni CFCC 89633 aeagnus KF765677 | KU710919
angustifolia
MFLUCC . . .
Cytospora erumpens 16-0580 Salix xfragilis KY417733
Cytospora erumpens CFCC 50022 Prunus padus MH933627 MH933502
. KARE1585/ .
Cytospora eucalypti CBS 144241 Prunus dulcis MG971907 | MG971617
Cytospora eucalypti KARE888 Prunus dulcis MG971909 MG971619
E
Cytospora euonymicola CFCC 50499 tonymes MH933628 | MH933503
autschovicus
E ki
Cytospora euonymicola CFCC 50500 tonymusi MH933629 | MH933504
autschovicus
Cytospora euonymina CFCC 89993 Euonymuski MH933630 | MH933505
autschovicus
E ki
Cytospora euonymina CFCC 89999 uonymusxi MH933631 | MH933506
autschovicus
Cytospora gigalocus HMBF 155 Juglans regia KF225609*
Cytospora gigalocus CFCC 89620 Juglans regia KF225609 KU710920
Cytospora gigalocus CFCC 89621 Juglans regia KR045629 KU710921
Cytospora gigaspora CFCC 50014 Juniperus KRO45630 | KU710922
procumbens
Cytospora gigaspora CFCC 89634 | Salix psammophila | KF765671 KU710923
Cyt ra granati 6F-45 / Puni ranatum | MG971799* | MG971514
ytospora grana CBS 144237 unica granatu
. Hippophaé
Cytospora hippophaes CFCC 89640 rhamnoides KF765682 KP310865
Cytospora joaquinensis 9,00E-95 Juglans regia MG971896
o KARE975/ , .
Cytospora joaquinensis CBS 144235 Populus deltoides | MG971895 MG971605
L MFLU Juniperus
Cytospora junipericola 17-0882 communis MF190125 MF377580
Cytospora junipering CFCC 50501 Juniperus MH933632 | MH933507
przewalskii
Juni
Cytospora junipera CFCC 50502 uniperts MH933633 | MH933508
przewalskii
Cytospora longispora 10F-57/ Prunus domestica | MG971905* | MG971615
ytosp gisp CBS 144236
Cytospora mali CFCC 50028 Malus pumila MH933641 MH933513
Cytospora mali CFCC 50029 Malus pumila MH933642 MH933514
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MFLUCC

Cytospora melnikii 15-0851 Malus domestica KY417735
Cytospora melnikii CFCC 89984 Rhus typhina MH933644 MH933515
El
Cytospora nivea CFCC 89641 geagnus KF765683 | KU710929
angustifolia
. KARE1021/ .
Cytospora oleicola CBS 144248 Olea europaea MG971944
MFL
Cytospora parakantschavelii uce Populus xsibirica KY417738*
15-0857
Cytospora parakantschavelii KARE9S66 Populus fremontii | MG971903 MG971613
, , KARE270/ , . "
Cytospora parapistaciae CBS 144506 Pistacia vera MG971804 MG971519
Cytospora parapistaciae KARE269 Pistacia vera MG971805 MG971520
Cytospora parasitica XJAU 2542-1 Malus sp. MH798884 MH813452
. . KARE443/ . .
Cytospora pistaciae CBS 144238 Pistacia vera MG971802 MG971517
Cytospora pistaciae KARE444 Pistacia vera MG971801 MG971516
Platycl
Cytospora platycladi CFCC 50504 atycladus MH933645 | MH933516
orientalis
. Platycladus
Cytospora platycladi CFCC 50505 . . MH933646 MH933517
orientalis
Cytospora plurivora 9F-01 Juglans regia MG971873 MG971584
: KARE1452/ .
Cytospora plurivora CBS 144239 Olea europaea MG971861 MG971572
. KARE973/ .
Cytospora populicola CBS 144240 Populus deltoides | MG971891 MG971601
Cytospora populina CFCC 89644 | Salix psammophila | KF765686 KU710930
Cytospora populinopsis CFCC 50032 Sorbus aucuparia MH933648 MH933520
Cytospora populinopsis CFCC 50033 Sorbus aucuparia MH933649 MH933521
Cytospora pruinosis CFCC 50034 Ulmus pumila KP281259 KP310849
Cytospora pruinopsis CFCC 50035 Ulmus pumila KP281260 KP310850
Cytospora pruinosa CFCC 50036 Syringa oblata KP310800 KP310845
Cytospora pruinosa CFCC 50037 Syringa oblata MH933650 MH933522
Cytospora ribis CFCC 50026 Ulmus pumila KP281267 KP310856
Cytospora ribis CFCC 50027 Ulmus pumila KP281268 KP310857
MFLUCC ,
Cytospora rosae 14-0845 Rosa canina MF190131
Cytospora rostrata CFCC 89909 Salix cupularis KR045643 KU710932
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Cytospora sacculus CFCC 89624 Juglans regia KR045645 KP310860
Cytospora sacculus CFCC 89625 Juglans regia KR045646 KP310861
Cytospora schulzeri CFCC 50040 Malus domestica KR045649 KU710936
Cytospora schulzeri CFCC 50042 Malus asiatica KR045650 KU710937
Cytospora sibiraeae CFCC 50045 | Sibiraea angustata | KP340987* KU710938
Cytospora sibiraeae CFCC 50046 | Sibiraea angustata | KR045652 KU710939
Cytospora sophorae CFccsooa7 | SWPhnolobium | pnisess | ku710940
japonicum
Cytospora sophorae CFCC 89598 Sophora japonica KR045654* KU710941
Styphnolobium
Cytospora sophoricola CFCC 89596 japonicum var. KR045656 KU710943
pendula
Styphnolobium
Cytospora sophoricola CFCC 89595 japonicum var. KR045655 KU710942
pendula
. MFLUCC , *
Cytospora sorbi 16-0631 Sorbus aucuparia KY417752
MFLUCC Acer
icol KY417755*
Cytospora sorbicola 16-0584 pseudoplatanus >3
Cytospora sorbicola KARES59 Prunus dulcis MG971849 MG971562
Cytospora sorbicola KARE78 Prunus dulcis MG971844 MG971557
. Vitis interspecific "
Cytospora vinacea CBS 141585 hybrid 'Vidal’ KX256256
Cytospora vinacea CFCC53151 Quercus MT360050
mongolica
Cytospora viticola CBS 141586 Vitis vinifera KX256239*
Cytospora punicae 7C-33 Punica granatum MG971940 MG971651
Cytospora punicae 7C-10 Punica granatum MG971937 MG971648
Cytospora punicae 5A-82 Punica granatum MG971941 MG971652
Cytospora punicae 5A-81 Punica granatum MG971938 MG971649
Cytospora punicae 5A-80/ Punica granatum MG971943 MG971654
CBS 144244
Cytospora punicae 7C-09 Punica granatum MG971939 MG971650
Cytospora punicae 7C-11 Punica granatum MG971942 MG971653
Diaporthe ampelina Wolf912 KM669964 KM669820
Diaporthe benedicti SBen914 Salix sp. KM669929 KM669785
Diaporthe vaccinii CBS 160.32 Oxycoccus KC343228 KC343954
macrocarpos
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8.1.2. Tablica referentinih sekvenci preuzetih iz baze podataka GenBank za filogenetsko
stablo vrste Pestalotiopsis biciliata

Vrsta gljive Izolat Biljka domacin ITS EF1-a
Pestalotiopsis australasiae CBS 114126 Knightia sp. KM199297 KM199499
Pestalotiopsis australasiae CBS 114141 Protea sp. KM199298 KM199501

Pestalotiopsis biciliata CBS 790.68 Taxus baccata KM199305 KM199507

Pestalotiopsis biciliata CBS 124463 Platanusx KM199308 | KM199505
hispanica

Pestalotiopsis grevilleae CBS 114127 Grevillea sp. KM199332 KM199475

Pestalotiopsis kenyana CBS 442.67 Coffea sp. KM199302 KM199502

Pestalotiopsis kenyana CBS 911.96 Agar KM199303 KM199503

Pestalotiopsis knightiae CBS 111963 Knightia sp. KM199311 KM199495

Pestalotiopsis knightiae CBS 114138 Knightia sp. KM199310 KM199497

Pestalotiopsis oryzae CBS 111522 Telopea sp. KM199294 KM199493

Pestalotiopsis oryzae CBS 353.69 Oryza sativa KM199299 KM199496

Pestalotiopsis parva CBS 265.37 Delonix regia KM199312 KM199508

Pestalotiopsis parva CBS 278.35 Leucothoe KM199313 | KM199509

fontanesiana
Pestalotiopsis rosea MFLUCC Pinus sp. JX399005 1X399069
12-0258

Pestalotiopsis telopeae CBS 114137 | Protea neriifolia x | «\M199301 | KM199559
susannae

Pestalotiopsis telopeae CBS 114161 Telopea sp. KM199296 KM199500

Pestalotiopsis trachicarpicola OP068 Trachycarpus 1Q845947 JQ845946
fortunei

Pestalotiopsis trachicarpicola MFLUCC Chrysophyllum sp. 1X399004 J1X399068

12-0264
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8.1.3. Tablica referentinih sekvenci preuzetih iz baze podataka GenBank za filogenetsko
stablo vrste Rosellinia corticium

Vrsta gljive Izolat Biljka domacin ITS

Anthostomelloides brabeji CBS:110128 Brabejum stellatifolium EU552098
Coniolariella gamsii Co27 Hordeum vulgare GU553325
Coniolariella hispanica ATCC MYA-4453 NR111347
Coniolariella hispanica Col25 Eryngium campestre GU553323
Entoleuca mammata 100 Fagus sp. GU300072
Entoleuca mammata E.MAMM1 AJ246232
Entoleuca mammata Populus tremula AF176983
Entoleuca mammata ATCC 58108 AF201713
Entoleuca sp. SL4 KC178663
Nemania diffusa 116.2.1 Solanum leptopodum KP133219
Rosellinia aquila DO108 Dendrobium officinale KP050663
Rosellinia aquila CBS 399.61 KF719197
Rosellinia australis AH24323 AY908997
Rosellinia australis AV1L2-3 KP101193
Rosellinia buxi 99 Buxus sempervirens GU300070
Rosellinia buxi ATCC 32869 AY909000
Rosellinia corticium E32_1I Castanea sativa KC311485
Rosellinia corticium F-160 AY908999
Rosellinia limonispora CBS 382.86 KF719199
Rosellinia mammiformis R10b Fraxinus excelsior KT948373
Rosellinia mammiformis M10b KT94837
Rosellinia mammiformis CBS 445.89 Fraxinus excelsior KF719200
Rosellinia merrillii 89112601 GU300071
Rosellinia necatrix 89062904 Hevea brasiliensis EF026117
Rosellinia necatrix w1001 AB462494
Rosellinia necatrix W268 AB430459
Rosellinia necatrix CBS 349.36 AY909001
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Rosellinia sanctae-cruciana 90072903 Arenga engleri GU292824
Rosellinia sp CBS 138730 KY941109
Rosellinia sp. CBS 138732 KY941107
Rosellinia sp. CBS 138641 KY941108

Xylaria berteri R10 KP133344
Xylaria berteri C28 Glycine max 1Q936291
Xylaria longipes BL77 JX501293
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2016. godine zavrSava opéi smjer Gimnazije Jurja Barakovi¢a. Iste godine upisuje
preddiplomski studij Zastite bilja na Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Studij
zavrSava 2019. godine obranom zavrSnog rada pod naslovom ,Bolesti smokve i bajama“ i
stjeCe titulu prvostupnice agronomije. Diplomski studij Fitomedicine upisuje na
Agronomskom fakultetu na Sveucilistu u Zagrebu 2019. godine. Od stranih jezika aktivno se

sluzi engleskim jezikom (C1 razina), a koristi se i njemackim jezikom (A2 razina).
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