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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Loredana Makas, naslova

Verticillium dahliae, Xylella fastidiosa i gljive iz porodice Botryosphaeriaceae

patogeni drva masline

Vrste Verticillium dahliae, Xylella fastidiosa te gljive iz porodice
Botryosphaeriaceae su patogeni organizmi koji spadaju u patogene drva masline.
Uzrokuju zacepljenje provodnog stanija drva pa mogu dovesti do bolesti suSenja
izbojaka i stabla masline te predstavljaju ozbiljan fitosanitarni rizik. Stoga je bitno
razumjeti ove znacCajne patogene i njihovu interakciju s maslinom kao domacinom, u
kontekstu suvremenog maslinarstva, u agroekosustavima izlozenima klimatskim
promjenama, a s ciljem uspjesSne i odrzive zastite masline od bolesti drva.

Kljuéne rijeci: patogeni, drvo, maslina, suzbijanje



Summary

Of the master’s thesis - student Loredana Makas, entitled

Verticillium dahliae, Xylella fastidiosa and fungi from family
Botryosphaeriaceae as pathogens of olive wood

The species Verticillium dahliae, Xylella fastidiosa and fungi from the family
Botryosphaeriaceae are pathogenic organisms categorized under pathogens of olive
wood. They cause clogging of conductive wood cells, so they can lead to the disease
of drying shoots and represent a phytosanitary risk. Therefore, it is essential to
understand these significant pathogens and their interaction with the olive as a host,
in the context of modern olive growing, in agroecosystems exposed to climate
change, and with the aim of successful and sustainable protection of the olive from
wood diseases.

Keywords: pathogenic organisms, olive, wood, disease management



1. Uvod

Maslina (Olea europaea L. subsp. europaea var. europaea) je najpoznatije stablo
u mediteranskom bazenu, a kao znacajna uljarica, vo¢na te ukrasna vrsta ima velik
gospodarski, drustveni i ekoloSki znaCaj. Uzgaja se izmedu 30° i 45° geografske
Sirine u klimatskim regijama mediteranskog tipa (Montes-Osuna i sur., 2020).
ViSestruka upotreba kultiviranih i divljih (O. europaea L. subsp. europaea var.
sylvestris Brot.) maslina kao izvor hrane, drva i sto€ne hrane objasnjavaju Sirenje
maslinika Sirenjem ljudske civilizacije. Otprilike 10,5 miljuna ha trenutno je
posveceno uzgoju maslina diliem svijeta, a Mediteranski bazen ¢&ini 98% ove
povrdine (Montes-Osuna i sur., 2020). Spanjolska je vodeéa zemlja u proizvodniji
maslinovog ulja i stolnih maslina, Tunis je na drugom mjestu, a slijede lItalija, Turska i
GrCka. Ujedno, S$panjolska regija Andaluzija, na najjuznijem dijelu Pirinejskog
poluotoka, koncentrira najvece podrucje uzgoja masline (Montes-Osuna i sur., 2020).

Slika 1.1. Maslinik izrazite gustoce lociran u provinciji Cérdoba u Spanjolsko;.
Izvor: Verticillium Wilt of Olive and Its Control: What Did We Learn during the Last Decade?
(Montes-Osuna i sur., 2020). https://www.mdpi.com/2223-7747/9/6/735 - pristup 08.08. 2023.

Specifi€nosti sredozemne klime, blage kiSne zime te vruc¢a i suha ljeta kod ove
kulture predstavljaju klju¢ni ¢imbenik u uzgoju. Tijekom posljednja dva desetljeca,
promjene uvedene u moderne sustave uzgoja maslina revolucionirale su ovu kulturu,
uglavnom s ciljem povecanja prinosa i proizvodnje te poboljSanja prakse upravljanja i
mehanizacije. Na primjer, razvoj maslinika velike gustoce (Slika 1.1.) i koriStenje
sustava za navodnjavanje kap po kap mijenjaju tradicionalni krajolik koji je graden
tisuc¢lje¢ima u mediteranskim zemljama. Ove promjene, zajedno s velikom gustocom
vegetacije koja je obi¢no prisutna u maslinicima visoke gustoée, mogu predstavljati
probleme povezane s povecanjem ucestalosti i ozbiljnosti specifiCnih fitopatogenih
gliiva i bakterija koje se prenose putem tla, ali jo$ uvijek nisu dovoljno izuene
(Montes-Osuna i sur., 2020).

Bolesti koje se danas u svijetu opisuju kao najvaznije bolesti masline, u
Hrvatskoj su ili slabo poznate ili zbog svoje rjede pojave, do sada, nisu uzrokovale
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veCe Stete. Primjeri za to su verticilijsko venuce Ciji je uzroCnik gljiva Verticillium
dahliae, zatim gljivicni rak uzrokovan vrstama iz porodice Botryosphaeriaceae te
bakterija Xylella fastidiosa (Montes-Osuna i sur., 2020).

Verticillium dahliae Kleb., smatra se jednom od najrazornijih uzro€nika bolesti
masline i glavnim ograni¢avajuéim ¢imbenikom za proizvodnju maslinovog ulja. Osim
ekonomskih gubitaka zbog smrtnosti stabala i smanjenja prinosa plodova, nedavno
je dokazan negativan ucinak na komercijalnu vrijednost djeviCanskog maslinovog ulja
zbog loSih organoleptiCkih svojstava plodova stabala zarazenih s V. dahliae. V.
dahliae, kao uzroénik verticilijskog venuéa pronaden je u Kaliforniji, Spanjolskoj,
Portugalu, Italiji i Hrvatskoj. Bolest, koju uzrokuje navedena gljiva, postala je tijekom
posliednja dva desetljeCa glavna prijetnja uzgoju u podruc¢jima u kojima se vec
tradicionalno, dugi niz godina, uzgaja maslina (Montes-Osuna i sur., 2020).

Stetni organizam, fitopatogena bakterija X. fastidiosa unesen je u europski
agroekosustav, gdje predstavlja invazivnu vrstu. U Hrvatskoj nije detektirana. Nakon
unosa, bakterija se kukcem vektorom prenosi u okolne maslinike, Sto dovodi do
epifitocije. Bakterija X. fastidiosa u biljci je prisutna iskljuivo u provodnom tkivu
ksilema, a moze se prenositi zarazenim sadnim materijalom ili kukcima vektorima
(Bjelis i sur., 2014).

Vrste iz porodice Botryosphaeriaceae se uvijek dovode u vezu s dva tipa
simptoma odnosno bolestima na maslinama. Simptomi koje uzrokuju gljive iz
porodice Botryosphaeriaceae su truleZi plodova s bolestima koje se manifestiraju kao
susenje grana djelomiéno ili potpuno susenje stabala maslina (Kaliterna i sur., 2012).
Zbog simptoma suSenja, bolest je sliCna verticiljskom venucu ili susenju maslina
uzrokovanom gljivama iz roda Verticillium pa se u praksi simptomi tih bolesti ¢esto
poistovjecuju (Godena, 2019).

ZajedniCka osobina im je da uzrokuju traheomikoze tj. traheobakterioze (X.
fastidiosa), a glavni simptomi su suSenje izboja i stabla, a ukoliko se simptomi
preklapaju to otezava dijagnozu po simptomima (Zlatkovi¢, 2016).

U podrucjima gdje se ovi patogeni javljaju na maslini, smatraju se ozbiljnom
prijetnjom njenom uzgoju, odnosno predstavljaju ozbiljan fitosanitarni rizik u
zemljama poput Hrvatske gdje je njihova pojava jo$ ograni€ena. Stoga je bitno
razumijeti ove znacCajne patogene i njihovu interakciju s maslinom kao domacinom, u
kontekstu suvremenog maslinarstva, u agroekosustavima izlozenima klimatskim
promjenama, a s ciljem uspjesne i odrzive zastite masline od bolesti drva (Bari¢ i sur.,
2018).

Cilj ovog preglednog rada je prikazati najvaznije znanstvene spoznaje na
temelju pregleda suvremene znanstvene literature. Patogeni drva masline Verticillium
dahliae, Xylella fastidiosa te gljive iz porodice Botryosphaeriaceae bit ¢e prikazane
opisom Zzivotnog ciklusa, morfologije glavnih bioloskih struktura, simptomatologije i
epidemiologije na maslini, uz prikaz suvremenih strategija za njihovo suzbijanje.



2. Verticillium dahliae uzroénik verticilioznog venuéa masline

2.1. Uvod o patogenu i klasifikacija

Klasifikacija: Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes,
Hypocreomycetidae, Glomerellales, Plectosphaerellaceae, Verticillium.

Verticillium dahliae Kleb. je askomicetna, fitopatogena gljiva koja parazitira kao
hemibiotrof na velikom broju drvenastih i zeljastih biljnih vrsta. Bolest koju uzrokuje
navedena gljiva postala je, tijekom posljednja dva desetljeca, glavna prijetnja uzgoju
u podrucjima u kojima se vec tradicionalno, dugi niz godina, uzgaja maslina. Prvotno
je otkrivena u ltaliji 1946. godine, a u Spanjolskoj je utvrdena 1980. godine. U
Hrvatskoj je na maslini potvrdena tek 2016. godine (Kaliterna i sur., 2016).

Stete koje uzrokuje V. dahliae na maslini ogledaju se u smanjenju uroda kod
starijih stabala, dok kod mladih stabala mozZe doci i do potpunog venuca. Obi¢no su
boleScu jate pogodeni mladi maslinici (5-10 godina starosti), a kao jedan od glavnih
razloga za to smatra se prethodni uzgoj drugih kultura pogotovo onih osjetljivih na V.
dahliae. To je zato $to mnogi od tih usjeva (krumpir, rajcica, lucerna, ili ¢ak sama
maslina) uzrokuju povecanje populacije ovog patogena u tlu. Isto tako, patogen moze
povecati infektivni potencijal u tlu zahvaljujuéi sposobnosti kolonizacije velikog broja
zeljastih i drvenastih kultura kao i divljih vrsta biljaka, buduéi je polifag. Cesto pogada
jagodu, papriku, rajCicu, krumpir, krastavce, tikvice, patlidzan, bamiju, suncokret i
razne vocne vrste (Godena, 2015). V. dahliae uzrokuje zacepljenje provodnih
snopova kod stabala masline, a smatra se najvaznijim i najStetnijim uzro¢nikom
bolesti maslina u svijetu. Patotipovi V. dahliae kod masline se Klasificiraju u
patotipove koji uzrokuju defolijaciju (patotip D - defolijacijski) i one koji ne uzrokuju
defolijaciju (patotip ND- nedefolijacijski), prema njihovoj sposobnosti da uzrokuju
potpunu defolijaciju zelenih listova (Godena i sur., 2019).

2.2. Zivotni ciklus i epidemiologija V. dahliae

Zivotni ciklus vrste V. dahliae moze se podijeliti u 3 faze, a to su: dormantna
faza ili faza mirovanja, parazitska faza te saprotroficka faza. Dormantna i saprofitiCka
faza predstavljaju prezivljavanje dok nema domacina, samo se razlikuju u strategiji. U
fazi mirovanja (dormantna faza) gljiva prezivi u micelarnim strukturama koje se
nazivaju mikrosklerociji (Slika 2.2.1.) Mikrosklerociji sluze kao primarni izvor
inokluma, okruglastog su ili duguljastog oblika, nastaju u tkivu domacina te u tlo
dospijevaju nakon odumiranja zarazenih organa prethodne biljke domacina. U tlu
mikrosklerociji mogu ostati vijabilni do 15 godina za razliku od hifa i konidija koje su u
tlu vijabilne puno krace. Mikrosklerociji mogu zadrzati varijabilnost u nepovoljnim
uvjetima kao Sto su tla siromasna hranjivim tvarima (Zovko, 2022), a takoder se
mogu distribuirati kiSom, vodom za navodnjavanje, zarazenim sadnim materijalom,
poljoprivrednim alatima i strojevima, zivotinjama i vjetrom. Mikrosklerociji su utvrdeni i
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unutar cvjetne stapke masline. Zarazeni cvatovi nakon pada na tlu mogu tako biti
dodatni izvor inokuluma u procesu rasprostranjenja ove gljive (Godena, 2015).

Do infekcije u okviru parazitske faze gljive tipicno dolazi prodorom infektivne
hife u korijen masline za &im slijedi kolonizacija korijena te fruktifikacija u korijenu u
vidu formiranja konidiofora s konidijama. Konidije se potom S8ire iz korijena prema
kro$nji ksilemom te koloniziraju tkiva u kro$nji (grancice, list, cvat). Da bi uspjeSno
napao domacina, patogen prvo mora previadati fiziCku obrambenu barijeru
sastavljenu od lignina, glavne komponente staniCne stijenke bilike, i potisnuti
aktivnost sekundarnih metabolita i antimikrobnih spojeva koje oslobada domacin kao
dio obrambenog odgovora usmjerenog protiv napada patogena. Stoga je proizvodnja
enzima koji razgraduju staniCne stijenke jedan od cimbenika patogenosti koji
pridonose verticilijskom venuc¢u. Jednom kada je patogen u stanju nadvladati
mehani¢ki obrambeni sloj korijena, on napada ksilemske provodne elemente,
oStecuje transport vode i uzrokuje tipican sindrom venuca. Kolonizacija se na kratke
udaljenosti obavlja micelijem, u korijenu, a kasnije i drugdje u biljci. No patogen moze
doputovati u sve dijelove domacina, u kratkom periodu, neovisno o veli€ini i starosti
stabla, jer dokazano je da konidijama moze prijecCi udaljenost u visinu od jednog
metra u roku od 8-15 sekundi, a 6 metara moze prije¢i u 10 minuta. Stoga smatra se
da konidije u patogenezi verticilijskog venu¢a imaju zapravo glavnu ulogu ne u
infekciji, nego u kolonizaciji, jer su male i mogu se kao takve brzo kretati kroz ksilem,
Sto micelij ili sami mikrosklerociji ne mogu. Razvoju konidija, to€nije njihovom Sirenju
kroz ksilem pogoduju kemijski i fizikalni uvjeti tipi€ni za ksilem, a to su manjak kisika i
negativan pritisak (Hiemstra i sur. 1998).

Najpovoljnija temperatura zraka za razvoj V.dahliae je od 22 do 25°C.

Medutim, ako su tijekom ljetnih dana temperature iznad 25°C tijekom duljeg
vremenskog perioda, Sirenje patogena i razvoj simptoma se zaustavlja. Optimalna
temperatura tla za infekciju ND patotipa V. dahliae je u rasponu od 16 do 20 °C. Za
razliku od ND patotipa, D patotip ima nesto visi raspon, od 16 do 24 °C $to se tiCe
sorte masline Picual, odnosno 20 do 24 °C kod sorte Arbequina. Nizi temperaturni
optimum za razvoj ND patotipa ove vrste moze objasniti zasto se taj patotip nalazi na
geografski ograniéenim i hladnijim podrugjima juzne Spanjolske, dok patotip D
nalazimo u toplijim podrugjima Spanjolske (Godena i sur., 2019).
Prema Godena i sur. (2019), sadrzaj klorofila je najbolji pokazatelj tj. indikator za
detekciju V. dahliae u ranim fazama razvoja verticilioznog venuca masline. Isti moze
razlikovati asimptomaticne biljke od biljaka koje pokazuju jako niski stupanj simptoma
zaraze (Godena i sur., 2019).

SaprofitiCcka faza u zivotnom ciklusu V.dahliae pocCinje starenjem zarazene
bilike. U ovoj fazi, gljiva ispusta mikrosklerocije u tlo zajedno s razgradenim biljnim
ostacima. V. dahliae moze dugo prezivjeti u tlu i ostacima usjeva u obliku micelija te
micelarnih strukturaklamidospora i mikrosklerocija do nove infekcije u parazitskoj fazi.
Osim na maslini, gljiva moze kao saprofit prezivjeti i na drugim usjevima i korovima.
Prezivljavanje mikrosklerocija u tlu ovisi o uvjetima tla i povijesti sustava uzgoja na
njemu (Kibalou i sur., 2021).



INFEKCIJA

Slika 2.2.1. Zivotni ciklusa vrste Verticillium dahliae unutar drvenastog

domacina.
Izvor: Life cycle of Verticillium dahliae in tree hosts (Hiemstra i sur. 1998).
https://www.researchqgate.net/figure/Life-cycle-of-Verticillium-dahliae-in-tree-hosts-courtesy-of-JA-Hiem

stra-and-AJ_fig1_40128665 - pristup 9.05.2023.

2.3. Morfologija Verticillium dahliae

Kolonije gljive V. dahliae uzgajane na umjetnom hranjivom mediju PDA (eng.
Potato dextrose agar) nakon 2 tjedna dosezu veli€inu od 4-6 cm u promjeru. Micelij je
u poCetku njezno pamucast, bjelkast. Kasnije se poc€inju stvarati mikrosklerociji, a
kultura zbog njih poprima crnu boju. Zra¢ni miceliji je obilan, pahuljast ili je pritisnut
na agar i izgleda kao da je natopljen vodom. Zracne hife su glatkih stijenki, Siroke su
1,5 do 2-4 ym, ponekad sadrze napuhane stanice Sirine do 9 ym (Slika 2.3.1.c).
Konidiofori su uspravni ili nagnuti, bezbojni te prsljenasto razgranati (Slika 2.3.1.d).
Mogu biti i nerazgranati (Slika 2.3.1. e) te formirani razdvojeno u kolonijama. Duljine
su 80-800 ym i 3-4 uym Siroki, suzavaju se prema vrhu i popre€no su septirani.
Fijalide, koje se na konidioforima formiraju u verticiliathom rasporedu, mogu biti
razliCite veliCine, najcesSce 16-35 x 1-2,5 ym (Inderbitzin i sur., 2011).

Fijalide su elipsoidnog oblika dimenzija 2,5-8 x 1,4-3,2 ym (Slika 2.3.1. f),
rasporedenih u (1-) 2-3 (—10) vijugavih ogranaka duz konidiofora (Slika 2.3.1. d, e),
koji se pojavljuju ispod popre€nog septuma (Slika 2.3.1. f). Vijugavi ogranci
razmaknuti su 50—-100 um, bliZze vrhu, sastoje se od (1-2) (4 —6) fijalida (Slika 2.3.1.
d, e). Apikalni ogranci se sastoje od jedne vrdne i jedne do nekoliko bocnih fijalida
(Slika 2.3.1. d). Ponekad se pojedinacéne fijalide formiraju bo€no od vegetativnih hifa
(Slika 2.3.1. g). Fijalide se suzavaju od 2-3 pm na bazi do 1-2 ym na vrhu. Konidije
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su glatkih stijenki, bez pregrada, a takoder mogu biti cilindricne sa zaobljenim
vrhovima do ovalne (Slika 2.3.1. h). Mikrosklerociji koji su uronjeni u agar bili su
pravilno ili nepravilno rasporedeni po kolonijama i sastavljeni od zaobljenih smede
pigmentiranih stanica promjera do 13 pm. Pojedinacni mikrosklerociji bili su
zaobljenog do izduzenog ili nepravilnog oblika, promjera 25-100 ym, a nakupine
mikrosklerocija do 200 ym promjer. (Slika 2.3.1. i,j,k). Ponekad su prisutne kratke,
smede pigmentirane hife pricvrS§¢éene na mikrosklerocije (Slika 2.3.1. k) (Inderbitzin i
sur., 2011).

o

Bh > 6]

Slika 2.3.1. Morfologija V. dahliae (izolat PD322). 6a. Kolonija nakon 14 dana
na PDA supstratu, pogled sprijeda. 6b. Kolonija nakon 14 dana na PDA, obrnuti
pogled. 6¢. Napuhane stanice prisutne u miceliju nakon 28 dana na PDA. 6d.
Konidiofor nakon 15 dana na WA-p. 6e. Razgranati konidiofor nakon 12 dana na
WA-p. 6f. Parovi fialide nakon 25 dana na WA-p. 6g. Samostalna fialida nakon 14
dana na PDA. 6h. Konidije nakon 9 dana na PDA. 6i. Mikrosklerocije nakon 12 dana
na WA-p. 6j. Mikrosklerocije holotipskog materijala V. dahliae iz stabljike Dahlia sp.
6k. Kratka smede pigmentirana hifa sastavljena od toruloznih stanica pri¢vr§¢enih na
mikrosklerocij nakon 49 dana na PDA. Mjerilo: 6a, 6b = 2 cm; 6¢, 6f—6k = 20 um; 6d,
6e = 50 ym. Metoda snimanja: 6a, 6b = DS; 6¢, 6f-6h = DIC; 6d, 6e, 6i, 6k = BF; 6j =
PC.

Izvor: Morphological features of Verticillium dahliae strain PD322 (Inderbitzin i sur., 2011).
https://plos.figshare.com/articles/figure/ Morphological features of Verticillium dahliae strain PD32

2_ex_epitype _unless_otherwise noted /376605 - pristup 30.4. 2023.
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Slika 2.3.2. Verticillium dahliae na umjetnoj hranjivoj podlozi (lijevo) i izolati
Verticillium dahliae (izolati Ver/Sg4, Ver/Sg7, Ver/SG8, Ver/SG9, Ver/SG21 i

Ver/SG26) na KDA nakon 7 dana inkubacije (desno).
Izvor Uzrocn|C| djelomiénog ili potpunog susenja stabala maslina (Godena i sur., 2019)

AZMM&ZMZQBIU.Q&W&M&&ZML&ZM&M pristup 30.4. 2023.

2.4. Simptomatologija verticilioznog venuéa

Razlikuju se dva sindroma ove bolesti koji se manifestiraju razli€itim
simptomima, a to su akutni oblik, tzv. ,apopleksija ili brzo venuce" i kronicni oblik tzv.
.polagano venuce". ,Apopleksija“ je karakterizirana venu¢em glavnih i sporednih
grana masline, koje se javlja u mediteranskim klimatskim uvjetima uglavnhom u kasnu
zimu (do pocetka proljeca). Listovi prvo postaju kloroti¢ni, a zatim svijetlo smedi,
progresivho se uvréu prema unutra te ostaju na zahvacenim granama. Konacni
rezultat je brzo i drasticno suSenje izbojaka i grana. Kad se ovaj sindrom javlja kod
mladih biljaka, vrlo ¢esto odumire Ccitavo stablo. Sindrom ,polaganog venuéa“
karakterizira obilna defolijacija, folijarna kloroza te mumifikacija i odumiranje cvatova,
koje pocCinje u prolje¢e te simptomi polako napreduju do pocetka ljeta. Kod ovog
gljivicnog oboljenja, pogodene grane (ponekad i deblo) Cesto mijenjaju boju u
ljubi¢astu. Simptomi verticilijskog venuc¢a mogu ovisiti o patotipu gljive pa je tako
patotip D vrlo virulentan i uzrokuje izrazene simptome, ukljuujuci venuce, klorozu,
defolijaciju, patuljavost i odumiranje Citavog stabla (Slika 2.4.1.). Patotip ND uzrokuje
gotovo iste simptome kod masline kao i patotip D, ali u blazem ili umjerenijem stupnju
(Godena i sur., 2018).

Simptomi verticilioznog venu¢a mogu se djelomi¢no preklapati s drugim
bolestima drva masline poput susenja grana i izboja masline uzrokovanih gljivama iz
porodice Botryosphaeriaceae (Diplodia seriata, Neofusicoccum mediterraneum,
Botryosphaeria dothidea), gljivama Phoma incompta, Fomitiporia mediterranea,
Nectria radicicola, Eutypa lata, Armillaria melea, i dr. U Hrvatskoj su posljednjih
godina kao uzrocnici suSenja masline utvrdeni P. incompta i D. seriata (lvi€ i sur.,
2016).

Simptomi verticilioznog venu¢a mogu se djelomi¢no preklapati sa
simptomima drugih bolesti drva masline poput raka masline uzrokovanih gljivama iz
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porodice Botryosphaeriaceae (Diplodia seriata, Neofusicoccum mediterraneum,
Botryosphaeria dothidea), gljivama Phoma incompta, Fomitiporia mediterranea,
Nectria radicicola, Eutypa lata, Armillaria mellea, i dr. (Godena i sur. 2019.) (Slika
24.1. i 24.2). Za totnu dijagnozu je stoga potrebno provesti analizu za to¢no
utvrdivanje uzroka.

(8

Slika 2.4.1. Simptomi defolijacije uo¢eni nakon umjetne inokulacije masline
Verticillium dahliae u biljke masline sorte Picual. a) Kloroti¢ni i iskrivljeni list; b)
djelomi¢no ozbiljno defolijacija (koja zahvaca neke stabljike) zelenog liS¢a; ¢) mrtva
bilika s potpunom defolijacijom; d) biljke masline mogu dozivjeti takozvani fenomen

prirodnog oporavka.
Izvor: Verticillium Wilt of Olive and Its Control: What Did We Learn during the Last Decade?

(Montes-Osuna i sur., 2020). X - - -09- - pristup
25.05.2023.

Slika 2.4.2. Verticillium dahliae kao uzro¢nik zaCepljenja provodnih
snopova na maslini.
Izvor: Uzrocnici djelomi€nog ili potpunog susenja stabala maslina, Zatamnjenje provodnih snopova na
presjeku grane masline uslijed zaraze (Godena i sur.,2019).
http://www.iptpo.hr/images/pdf/Uzrocnici%20djelomicnog%20ili%20potpunog%20susenja%20stabala

%20maslina%20u%20Istri_prirucnik%20VIP_2018.pdf - pristup 30.4. 2023.
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Slika 2.4.3. SuSenje zametnutih plodova i rodnih grancica (lijevo), smezZurani
plodovi na rodnim grancicama uslijed zaraze s Verticillium dahliae (sredina) i Zucenje
lis¢a u kro$nji masline, nerijetko prvi simptom verticilijskog venucéa, (desno).

Izvor: Uzroénici djelomiénog ili potpunog susenja stabala maslina (Godena i sur., 2019).
http://www.iptpo.hr/images/pdf/Uzrocnici%20djelomicnog%20ili%20potpunog%20susenja%20stabala

o a0 ) i ori ik® - pristup 30.4. 2023.

2.5. Suvremene strategije za suzbijanje Verticillium dahliae na
maslini

Najvaznija mjera zasStite masline, a ujedno i najekonomiCnija i ekoloski
najpovoljnija kod ove vrste patogena je sadnja otpornih sorti masline. Otporne sorte
su Frantoio i Coratina, a Leccino, Ascolana Tenera i Oblica su osjetljive. Leccino je u
nekim slu¢ajevima spomenut i kao ekstremno osjetljiva sorta (Godena, 2019).

U integriranoj zastiti masline bitno je koristiti otporne kultivare. Medutim,
potrebno je i razviti otporne kultivare koji su ujedno prilagodeni novim uvjetima
uzgoja maslina, koji izmedu ostalih svojstava zahtijevaju nisku bujnost. Neki kultivari i
divlji oblici maslina procijenjeni su kao dobra baza za dobivanje novih otpornih
kultivara maslina, ali joS uvijek postoji golema genetska raznolikost koju treba istraziti
unutar vrsta (Valverde i sur., 2023).

Pretpostavlja se da prekomjerna gnojidba dusSikom, osobito kombinirana s
prekomjernim navodnjavanjem ili zalijevanjem u visokoj u€estalosti, mogu povecati
uCestalost i jacinu infekcije. Obrada tla takoder je vaZzan mehanizam Sirenja
fitopatogene gljive V. dahliae unutar i medu kultiviranim parcelama. Kako bi se
izbjeglo Sirenje ovog patogena, korove bi trebalo suzbijati herbicidima.
Simptomati¢ne izbojke i grane zarazenih stabala treba odstraniti rezidbom i unistiti
(preporuc€uje se spaljivanje), kako bi se izbjeglo daljnje Sirenje unutar nasada.
Takoder, unato€ troSku, opalo zeleno liS¢e treba ukloniti, buduéi je vazan izvor
inokuluma i klju€ni faktor u Sirenju patogena unutar i izmedu susjednih nasada
masline. Od ostalih uobiCajenih agrotehniCkih mjera zastite treba spomenuti i
solarizaciju tla, no njena je mana visoka cijena (Godena, 2019).
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Nove metode zastite od V.dahliae u svijetu usmjeravaju se na smanjenje
inokula u tlu. Obecavajuéi rezultati postignuti su uzgojem 11 kultura iz porodice
krstaSica (Brassicaceae) poput uljane rotkve, smede ili crne gorusice te primjenom
mikrobioloskih gnojiva ili fungicida prije sadnje. Vazna mjera sprjeCavanja Sirenja
inokula i zaraze je izbjegavanje povrcarskih meduusjeva u maslinicima ili povrcarskih
usjeva u neposrednoj blizini maslinika, Sto je katkad slu€aj na manjim povrSinama u
Istri. Tla kisele reakcije (< pH 5,5) inhibiraju rast V. dahliae te stvaranje i opstanak
mikrosklerocija. Ovaj patogen se obi¢no razvija u tlu neutralne do alkalne reakcije tla
(pH 6-9) (Godena, 2019).

Destilirano etericno ulje (hidrolat) iz lis¢a Juniperus thurifera L. moglo je
inhibirati rast micelija razliCitih fitopatogenih gljiva, uklju€ujuci V. dahliae. Sli¢no,
varijabilna inhibicija rasta in vitro micelija S. sclerotiorum , F. oxysporum i V. dahliae
opazena je s eteriCnim uljima ekstrahiranima iz biljnih vrsta Vaccinium myrtillus L.,
Laurus nobilis L. i Eucalyptus camaldulensis. Istrazivanja su usporedila antifungalni
ucinak eteri¢nih ulja te biljnih ekstrakata iz biljki Mentha piperita L., Thymus vulgaris
L. i Lavandula angustifolia Mill., pokazuju¢i da je uporaba ovih eteri¢nih ulja daju
bolje rezultate za njihovu sposobnost inhibicije rasta micelija (Montes-Osuna i sur.,
2020). Istrazivanja su pokazala da je za razvoj novih ucinkovitih formula protiv biljnih
patogena potrebno detaljno poznavanje kemijskog sastava eteri¢nih ulja. No samo je
jedno istraZivanje provedeno za procjenu ucinkovitosti biljnih ekstrakata i eteri¢nih
ulja protiv V. dahliae u biljkama masline. Rezultati pokazuju da eteri¢no ulje Thymus
sp. ima znacajnu inhibiciju rasta micelija, kao i znaCajno smanjenje verticilioznog
venuca (Montes-Osuna i sur., 2020).

Morske alge imaju visok sadrzaj polisaharida koji sudjeluju u ranim signalnim
procesima aktivacijom sekundarnih metaboliCkih putova. KoriStenje morskih algi u
bioloskoj kontroli verticilioznog venuca rijetko je istrazivano. lIstrazivan je ucinak
primjene potencijalnih elicitora kao $to su alginat i laminarin (smede alge), karagenan
(crvene alge) i ulvan (zelene alge) na sadrzaj fenilalanin amonijak-liaze (PAL) i
lignina. Porast aktivnosti PAL-a uoCen je nakon primjene ulvana ili laminarina u
grancice masline sorte Picholine Marocaine. Osim toga, PAL je u Kkorelaciji s
lignifikacijom stani¢ne stijenke i nakupljanjem fenolnih spojeva. U tom smislu, sadrzaj
lignina se znacCajno povecao u grancicama tretiranim alginatom, karagenanom ili
ulvanom. No, grancice tretirane alginatom, laminarinom i ulvanom imaju 50%
smanjeno vaskularno posmedenje (Montes-Osuna i sur., 2020).

3. Xylella fastidiosa - uzro€énik bolesti brzog susenja masline

3.1. Uvod o patogenu i klasifikacija
Klasifikacija: red: Xanthomonadales, por. Xanthomonadaceae, rod: Xylella.

Xylella fastidiosa je fitopatogena bakterija koja ima vrlo Sirok krug domacdina.
U svijetu postoji vise primjera u kojima su razli€iti sojevi ove bakterije doslovno
poharali velike poljoprivredne povrSine. Najstariji poznati primjer je pojava bolesti
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vinove loze isprva poznate po nazivu Kalifornijska bolest vinove loze (Californian
wine disease) u Kaliforniji krajem 19. stoljeca, kasnije nazvane Pierceova bolest. Na
europskom se kontinentu prvi i jedini put spominje pojava Pierceove bolesti na
vinovoj lozi na Kosovu prije gotovo 20 godina. Kako do 2013. nije bilo drugih nalaza
u Europi, pretpostavlja se da se Stetni organizam tada nije udomacio. DramatiCna
pojava bolesti brzog suSenja maslina i velike Stete Cak i na stoljetnim maslinama na
podruCju poluotoka Salento u Italiji tijekom 2013. godine izazvale su veliku
zabrinutost, pogotovo kada je potvrdeno da je uzro€nik upravo X. fastidiosa, a ne
kompleks razli€itih abiotskih i biotskih ¢imbenika kako se prvotno pretpostavljalo. U
Italiji se za tu bolest upotrebljava opisni naziv prema simptomima bolesti kompleks
brzog suSenja masline (Complesso del disseccamento rapido dell’olivo), a soj
bakterije X. fastidiosa, uzroCnik te bolesti, oznatava se, prema talijanskom nazivu,
akronimom CoDIiRO (Bjeli§ i sur., 2014).

Znacajno je istaknuti da je laboratorijskim istrazivanjima potvrdeno da CoDiRO
soj bakterije ne moze zaraziti agrume i vinovu lozu. Stetni organizam X. fastidiosa
unesen je u europski agroekosustav, gdje predstavlja invazivnu vrstu. Bakterija X.
fastidiosa u biljci je prisutna iskljuCivo u ksilemu, a moze se Siriti zarazenim sadnim
materijalom ili kukcima vektorima. Medu nekoliko prikupljenih vrsta potencijalnih
vektora, pjenusa (Philaenus spumarius L.) (Aphrophoridae, Hemiptera) je zasad
jedini eksperimentalno potvrdeni vektor X. fastidiosa soja CoDiRO. Najveci broj
istraZzivanja u posljednje dvije godine bio je usmjeren ponajprije na razjasnjavanje
etiologije, pronalazak i optimizaciju preciznih metoda detekcije. Sva navedena
podrucja istrazivanja klju¢na su za propisivanje svrsishodnih, 7 ucinkovitih i stru¢no
utemeljenih fitosanitarnih mjera, kojima bi Sirenje bakterije u Europi trebalo biti
sprijeCeno. Pojava i udomacivanje bakterije X. fastidiosa na poluotoku Salento u Italiji
predstavljaju fitosanitarni rizik najviSeg stupnja i za poljoprivredu Hrvatske, poglavito
u primorskoj regiji gdje se uzgaja maslina. Tijekom 2014. godine po prvi put je
proveden program posebnog nadzora u sklopu kojeg nije utvrdena nazo¢nost ovog
Stetnog organizma u Hrvatskoj (Bjelis i sur., 2014).

Fitopatogena bakterija Xylella fastidiosa ima vrlo Sirok krug domacina te
uzrokuje veci broj ekonomski znac€ajnih bolesti viSe poljoprivrednih kultura. Jedan od
domacina je maslina, kod koje na osjetljivim kultivarima bolest redovito zavrsava
Salento su Ogliarola Salentina (sinonim Ogliarola di Lecce) i Cellina di Nardo. Nesto
blazZi simptomi zabiljezeni su na kultivarima Nociara, Carolea i Nocellara. Naspram tih
kultivara, sorta Leccino pokazala se kao najmanje osjetljiva. U istom nasadu
zarazena stabla kultivara Ogliarola Salentina i Cellina di Nardo dozivjela su brz
kolaps, dok je na zaraZzenim stablima kultivara Leccino zabiljezen samo manji broj
suhih izboja unutar kro$nje (Bjelis i sur., 2014).

3.2. Zivotni ciklus i epidemiologija bakterije Xylella fastidiosa

Optimalne temperature za razvoj bakterije kre¢u se od 26 do 28 °C.
OgraniCavajuci Cimbenik za geografsku rasprostranjenost bakterije su niske zimske
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temperature. Unutar vrste opisane su podvrste koje se razlikuju na molekularnoj
razini i po krugu biljaka domacina: X. fastidiosa ssp. fastidiosa (sin spp. pierce); X.
fastidiosa ssp. multiplex, X. fastidiosa ssp. sandy, X. fastidiosa ssp. pauca. X.
fastidiosa razvija se iskljucivo u ksilemu biljke. Simptomi koje uzrokuje posljedica su
blokade ksilema u kojem se umnozava. Ksilem Cine traheje i traheide kojima se voda
iz korijena transportira u druge dijelove biljke. Bakterija se umnozZava u ksilemu, ¢ime
moze zaclepiti traheje i onemoguciti transport vode. Nakon zaraze, X. fastidiosa se
unutar biljke Siri u oba smjera, no zaraza domacina gotovo nikada nije sistemi¢na i
bakterija nije ravnomjerno rasporedena unutar biljke. Osim samih bakterijskih
stanica, traheje i traheide Cesto se nakon zaraze bakterijom zaCepe same, kao
posljedica obrambene reakcije biljke. Naime biljka nastoji ograniciti Sirenje bilo kojeg
parazita u svom ksilemskom tkivu na nacin da uzrokuje zagepljenja traheja i traheida
stvaranjem tzv. tiloza, koje zaustavljaju Sirenje patogena, ali i tok vode u tkivu (Bjelis i
sur., 2014). Bakterija X. fastidiosa prenosi se sa zarazenih biljaka domacina na
zdrave perzistentnim nacinom kukcima-vektorima, koji se hrane sadrzajem ksilema.
Prijenos se odvija u tri faze, a zapoc€inje (1) usvajanjem ili akvizicijom iz zarazene
biljke sisanjem, odnosno ishranom, (2) vezanjem i zadrzavanjem bakterije u
prednjem dijelu jednjaka kukca koji je smjesten u glavi te (3) inokulacijom u novu
biliku domacina tijekom ishrane na zdravim biljkama. Vrste iz podreda Cicadomorpha
koje pripadaju porodicama Cicadidae, Aphrophoridae, Cercopidae i Cicadellidae
smatraju se potencijalnim vektorima bakterije X. fastidiosa. Poznato je da navedene
vrste nemaju mogucnost transovarijskog prijenosa bakterije na sljedec¢u generaciju
(od zarazenog odraslog vektora, preko jaja, na njegovo potomstvo) ili od
preimaginalnih stadija razvojem do odraslog kukca. Za uspjeSan prijenos odrasli se
vektor mora hraniti na zarazenoj biljci i usvojiti samo nekoliko stanica bakterije, a
jedinke odraslih kukaca ostaju zarazene do kraja Zivota. Bakterija se umnozava u
prednjem dijelu jednjaka zaraZzenog kukca i odmah nakon faze usvajanja moguca je
zaraza novog domacina. Prve pretpostavke o vektorima bakterije X. fastidiosa u
Europi odnosile su se na vrste Cicadella viridis L. (Cicadellidae) i Philaenus
spumarius L. (Aphrophoridae) (Bjelis i sur., 2014).

Slika 3.2.1. Philaenus spumarius na maslini.

Izvor: Collection of data and information on biology and control of vectors of Xylella fastidiosa (Di Siero
i sur., 2019). https://www.researchgate.net/figure/fig8 333112619 - pristup 30.4. 2023.
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FaunistiCka istrazivanja na podru€ju poluotoka Salento u Italiji potvrdila su
prisustvo Cetiri potencijalna vektora bakterije X. fastidiosa soja CoDiRO, no medu
njima je samo P. spumarius u pokusima prijenosa potvrden kao vektor. Uz navedeno,
na podrucju poluotoka Salento u ukupnoj populaciji podreda Cicadomorpha, P.
spumarius je najbrojnija vrsta i zauzima vise od 95% udjela medu svim vrstama.
Osim navedene vrste, na podrucju Salenta utvrdeni su i potencijalni vektori, vrsta
Neophilaenus campestris F. (Aphrophoridae) i Euscelis lineolatus B. (Cicadellidae), u
kojima je laboratorijskim analizama utvrdeno prisustvo patogena (Bjeli$ i sur., 2014).

Prema bazi podataka ,Fauna Europaea“, dvije navedene vrste insekata
vektora nisu prisutne u Hrvatskoj. Istovremeno vrsta C. viridis, koja je rasprostranjena
u Citavoj Europi, do sada nije utvrdena u maslinicima poluotoka Salento. Suprotno
tome, vrsta C. viridis prisutna je u Hrvatskoj u ekosustavu masline te je svakako
potrebno provesti istrazivanja podreda Cicadomorpha kako bi se mogla procijeniti
uloga tog potencijalnog vektora u Hrvatskoj. Istrazivanja u ltaliji potvrdila su da je
maslina glavni izvor zaraze za sekundarno Sirenje bakterije, dok je uloga oleandera
kao izvora zaraze minorna jer ga vektor ne preferira. PjenuSsa (P. spumarius)
prezimljava u obliku jaja na razli€itim mjestima. Ovisno o podrucju, ve¢ krajem oZujka
pa sve do lipnja moguce je uociti pjenaste nakupine na listovima ili stabljikama
razliitih vrsta korova ili kultiviranog bilja. U pjenastim se nakupinama razvijaju nimfe,
kojih mozZze biti i vise od jedne, a nakon zavrSenog razvoja, krajem prolje¢a, odrasli se
s korova sele na maslinu i druge biljne vrste, naj¢eS¢ée mirtu (Myrtus communis L.),
trSlju (Pistacia lentiscus L.), ruziCasti zimzelen (Vinca (Catharanthus) rosea L.),
oleander (Nerium oleander L.), vinovu lozu (Vitis vinifera L.) i druge. Od kraja prolje¢a
i tjekom ljeta P. spumarius ishranom na zarazenim maslinama i moguc¢im drugim
biljkama domacinima prenosi bolest na zdrave biljke. U tom je razdoblju na svakoj
maslini prisutno na desetke ili stotine odraslih jedinki s visokom stopom zarazenih
odraslih kukaca, zbog ¢ega dolazi do velikog broja infekcija i brzog Sirenja (Bjeli$ i
sur., 2014).

Krajem srpnja odrasli se oblici cvrCaka ponovno sele na korovne vrste ili
grmlje. Kopulacija je zabiljezena tijekom cijelog ljeta, a ovipozicija se odvija tijekom
kasne jeseni i zime. Za sada nije poznato koliko vremena mora pro¢i od zaraze
stabla putem vektora do pojave prvih simptoma. Odnos bakterije i masline u najvecoj
je mjeri nepoznat, kao i brojni aspekti vezani uz epidemiologiju bolesti, ulogu drugih
biljaka domacina, prostorno-vremensko Sirenje epifitocije, ulogu drugih potencijalnih
vektora ili osjetljivost razliitih sorata masline na zarazu bakterijom. lako je etiologija
,brzog susenja masline” koju uzrokuje soj CoDIiRO bakterije X. fastidiosa opisana i
potvrdena u 2014. godini, uz ovu se bolest jo$ uvijek vezu brojne nepoznanice, koje
bi buduéa istrazivanja trebala razrijesiti (Bjeli$ i sur., 2014).
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3.3. Simptomatologija - Xylella fastidiosa

Billke domacini bakterije X. fastidiosa mogu biti zarazene bez da pokazuju
vidljive simptome. Na maslini simptomi po€inju s promjenom boje i otpadanjem liS¢a,
venuc¢em i suSenjem vrSnih mladica i izboja smjeStenih u gornjem dijelu kroSnje,
suSenjem i propadanjem mladica i grana te pojavom nekroza (Bjelis i sur., 2014).

! | A Sy 4
Slika 3.3.1. Simptomi promjene boje i susenja liSc¢a.
Izvor: Uzro€nici djelomi¢nog ili potpunog suSenja stabala maslina (Godena i sur., 2019).
http://www.iptpo.hr/images/pdf/Uzrocnici%20djelomicnog%20ili%20potpunog%20susenja%20stabala
%20maslina%20u%20Istri_prirucnik%20VIP_2018.pdf - pristup 30.4. 2023.

b il
Slika 3.3.2. Venuce i suSenje vrinih mladica i izboja smjeStenih u gornjem
dijelu kro$nje.
Izvor: Uzroc€nici djelomi¢nog ili potpunog suSenja stabala maslina (Godena i sur., 2019).
http://www.iptpo.hr/images/pdf/Uzrocnici%20djelomicnog%20ili%20potpunog%20susenja%20stabala

%20maslina%20u%20Istri_prirucnik%20VIP_2018.pdf - pristup 30.4. 2023.
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Brzo suSenje masline jedna je od bolesti koje se ne mogu lako raspoznati
prema simptomima. Uzrocnik bolesti, X. fastidiosa, bakterija je koja se razvija
isklju€ivo u ksilemu bilike. S obzirom na to da bakterija nije sistemi¢no prisutna u
cijeloj biljci, potrebno je uzimati uzorke koji su $to blize dijelovima kroSnje na kojima
su vidljivi simptomi. Vrlo Sirok krug mogucih domacina bakterije ne pokazuje nikakve
simptome, iako su biljke zarazene. U tom je slucaju potrebno uzeti dijelove grancica s
listovima s viSe mjesta na biljci. |1z uzorka biljnog materijala za laboratorijske analize
koristi se dio lista s peteljkom i glavhom lisnom Zilom (Bjeli$ i sur., 2014).

3.4. Morfologija bakterije Xylella fastidiosa

Bakterija X. fastidiosa je gram-negativna, Stapicasta, bez bi¢eva, dimenzija
0,3 x 1-4 ym (Slika 3.4.1.) i obligatni je aerob (Bjelis i sur., 2014).

Slika 3.4.1. Gram negativna Stapi¢asta bakterija Xylella fastidiosa i njezin prijenosnik

Philaenus spumarius (livadna pjenusa).
Izvor: Sharpshooters: a review of what moves Xylella fastidiosa (Krugner i sur., 2019).

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aen.12397 - pristup 30.4. 2023.

Kolonije su sporog rasta i male (manje od 1 mm nakon 25 dana rasta),
nepigmentirane, opalescentne, debele i namreSkane staniCne stijenke, prosjecne
Sirine od 0,35 pm, i maksimalne duljine od oko 5 um, pozitivne na reakciju
imunofluorescencije (Slika 3.4.1.) (Cariddi i sur., 2014).
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Slika 3.4.2. a) Prikaz kolonije, b) test imunoflorescencije (obojan u zeleno), c)
Elektronska mikrografija bakterijskih stanica, d) Stani¢na stijenka i fimbrije bakterijske
stanice nakon oznacavanja imunolosSkim zlatom.

Izvor: Isolation of a Xylella fastidiosa strain infecting olive and oleander in Apulia, Italy (Cariddi i sur.,

2014).
http://cartografia.sit.puglia.it/doc/JPPSCSN _Cariddi.pdf - pristup 21.08.2023.

3.5. Suvremene strategije za suzbijanje bakterije Xylella fastidiosa

U podrudjima gdje se javlja X. fastidiosa mjere zastite ovise 0 nizu
Cimbenika. lako postoji znanstveno evidentirani nalaz bakterije X. fastidiosa na
Europskom kontinentu, ostaje nejasno koji su ¢imbenici utjecali na to da danas nema
nikakvih informacija o daljnjem Sirenju tog Stetnog organizma nakon pocetnog
nalaza. Epidemiologija bolesti uzrokovane tom bakterijom, Stetnost i ucestalost
izrazito ovise o podrucju, vrsti billke domacina, vektorima, nacinu uzgoja, klimi,
podvrstama i sojevima bakterije. Trenutacno su temeljne mjere zastite od bolesti koje
uzrokuje X. fastidiosa proizvodnja nezarazenog sadnog materijala, suzbijanje
vektora, uniStavanje zaraZenih biljaka domacina te selekcija i uzgoj otpornih ili
tolerantnih sorata. U podrucjima svijeta gdje je Stetni organizam prisutan,
certifikacijske sheme za proizvodnju certificiranog sadnog materijala redovito
obuhvacaju obaveznu kontrolu bakterije X. fastidiosa (Bjeli$ i sur., 2014).

Nakon pojave u ltaliji, obavezna kontrola ovog patogena je uvedena i u
proizvodnji masline prema nacionalnim certifikacijskim shemama. Propisane
fitosanitarne mjere na podru€ju Salenta ukljuCuju razgraniCenje juznog dijela
poluotoka administrativnim proglasavanjem ,demarkacijske linije”, koja se proteze od
Jadranskog mora do Tirenskog zaljeva u Sirini od 40 km (Bjeli§ i sur.,, 2014).
Demarkacijska linija je pojas Sirine jednog kilometra koji se proteze cijelom Sirinom
poluotoka, a razgrani€ava podrucje u kojem su biljke zarazene s bakterijom X.
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fastidiosa. U podrucju koje obuhvacaju demarkacijska i sigurnosna zona provodi se
intenzivan monitoring, suzbijanje vektora, uniStavanje svih biljaka domacina na
javnim povrSinama i suzbijanje korovnih biljaka.

U zarazenom podrucju, uz demarkacijsku liniju, uvedena je i eradikacijska
linija Sirine jednog kilometra u kojoj se provode sve mjere eradikacije. Svrha te linije
je dodatno osiguravanje od Sirenja zaraze u nezarazeno podrucje. Na podrucju koje
obuhvada eradikacijska zona provodi se analiza svih prisutnih biljaka domacdina,
mehaniCko uniStavanje, vadenje s korijenom i spaljivanje ili mljevenje svih biljnih
ostataka, suzbijanje svih potencijalnih kukaca vektora kemijskim suzbijanjem i
uniStavanje korova (Bjeli$ i sur., 2014).

Administrativnhe mjere za sprjeCavanje Sirenja Stetnih organizama definirane
su s nekoliko propisa na razini EU-a i Hrvatske, kako slijedi: Republika Hrvatska
Zakon o biljnom zdravstvu (NN 75/05, 55/11), Pravilnik o mjerama za sprjeCavanje
unoSenja i Sirenja organizama Stetnih za bilje, biljne proizvode i druge nadzirane
predmete i mjerama suzbijanja tih organizama NN 74/06, 84/10 i 120/11) (Prilog 1.,
Popis I., Dio A, Odjeljak I.), EU Provedbena odluka Komisije od 23. srpnja 2014.
(2014/479/EU) o mjerama za sprjeCavanje unoSenja u Uniju organizma Xylella
fastidiosa i njegova Sirenja unutar Unije (priopcenje pod brojem dokumenta C(2014)
5082) (Official Journal of the European Union L 219/56) 25 EPPO Lista A1 (BjeliS i
sur., 2014).

Posebno je znac€ajno provoditi sve aktivnosti propisane trenutno vazecom
Provedbenom odlukom, koja daje najdetaljnije upute i tumacenja vezano uz obveze
zemalja Clanica (Bjeli$ i sur., 2014).

4. Gljive iz porodice Botryosphaeriaceae kao patogeni drva
masline

4.1. Uvod o porodici Botryosphaeriaceae

Iz porodice Botryosphaeriaceae do sada je u svijetu opisano 10 vrsta gljiva
koje dolaze kao patogeni masline, a koje spadaju u rod Botryosphaeria ili neki od
njemu pripadaju¢ih anamorfa kao Sto su rodovi Diplodia, Neofusicoccum,
Fusicoccum, Macrophoma i dr. Ova porodica sadrzi 26 rodova gljiva s tim da ima viSe
od 1500 vrsta te je to Cini jednom od najbrojnijih porodica u carstvu gljiva. Vrste iz
porodice Botryosphaeriaceae su jako raSirene diliem svijeta i to u razli€itim
klimatskim i geografskim podrucjima. Sam nacin Zivota ovih vrsta gljiva pokazuje
veliku raznolikost pa tako mogu biti ne-patogeni endofiti na drvenastim biljnim
vrstama, ali i patogeni na raznim billkama domacinima s tim da najviSe previadavaju
na drvenastim vrstama u Sjevernoj Americi (Kaliterna i sur., 2012).

U posljednjih desetak godina gljivama iz porodice Botryosphaeriaceae sve se
vise bave fitopatolozi. Spominju se u kontekstu razli€itih kroni¢nih bolesti drvenastih
biljnih vrsta. U svijetu se najviSe znanstveno istraZzuju zato Sto uzrokuju bolesti drva
vinove loze. Dolaze i na velikom broju vocnih kultura, hortikulturnog bilja i na raznim
Sumskim vrstama. Vrlo su ¢esto endofiti, Zive u biljkama domacinima, a ne uzrokuju

17



bolesti i ne nanose im Stetu. lako to joS nije razjasnjeno, pretpostavlja se da gljive iz
porodice Botryosphaeriaceae trebaju neku vrstu okidaCa, stres (poplave, visoke
temperature, susa, smrzavanje, uzgoj na nepovoljnim tlima) da bi se aktivirale kao
patogeni. Zbog takve prirode, skupina istraZiva¢a iz SAD-a nazvala ih je uspavani div
(sleeping giant). Vjeruje se da su klimatske promjene u zadnjih petnaestak godina
doprinijele njihovoj sve vecoj vaznosti (Novak i sur., 2018).

Karakteristike koji se koriste za razlikovanje rodova gljiva u porodici
Botryosphaeriaceae su se u velikoj mjeri oslanjale na morfoloSke osobine askospora,
no najbitnije su znaCajke koje se mogu iS€itati iz konidija poput pigmentacije, debljine
stijenke i septacija, ali i druge karakteristike, poput prisutnosti ili odsutnosti parafize u
konidijama, mogu biti korisne (Phillips i sur., 2013).

Vrste iz ove porodice gljiva imaju velik broj sinonima Sto stvara prili¢no veliku
konfuziju u prepoznavanju istih. Razvojem molekularnin metoda identifikacije
intenzivno se radi na taksonomskoj filogenetskoj reviziji vrsta i rodova iz ove porodice
pa se broj validnih vrsta znaCajno smanjuje jer su iste vrste bile opisivane pod
razliitim nazivima (Kaliterna i sur., 2012).

Medutim uvijek se dovode u vezu s dva tipa simptoma odnosno bolestima
na maslinama i to s bolestima koje se javljaju kao truleZi plodova s bolestima koje se
manifestiraju kao susenje grana djelomicno ili potpuno suSenje stabala maslina
(Kaliterna i sur., 2012).

Pojava ovih gljiva naroCito je povecana nakon o$teéenja maslina niskim
temperatura tijekom zime, zatim nakon rezidbe, kao i bilo kojeg uzroka stresa kod
biljaka. Zbog simptoma susenja, bolest je slicha verticiljskom venucu pa se u praksi
simptomi tih bolesti Cesto poistovjecuju (Godena, 2019).

U Hrvatskoj i svijetu su do sada opisane Cetiri vrste fitopatogenih gljiva iz
porodice Botryosphaeriaceae, a to su: Diploidia seriata, Neofusiccocum parvum,
Neofusicoccum medittarenium i Neofusiccocum ribis.

4.2. Zivotni ciklus i epidemiologija gljiva iz porodice
Botryosphaeriaceae

Botryosphaeriaceae mogu inficirati stablo kroz prirodne otvore (npr. stome na
liSCu i izbojcima, lenticele na plodovima ili stablu, cvatove, peteljke vocaka) ili kroz
rane. Rane mogu nastati kao rezultat ljudskih aktivnosti (npr. orezivanje, ru¢no branje
voca, kalemljenje), oste¢enja od vjetra, mraza ili tuCe ili se mogu javiti kada pupoljci,
peteljke i voCe sazrijevaju. Nakon Sto vrste iz porodice Botryosphaeriaceae prodru u
tkivo domacina, ove gljive egzistiraju kao endofiti unutar asimptomatic¢ne biljke. lako
neke vrste iz porodice Botryosphaeriaceae mogu biti primarni patogeni, simptomi
bolesti tipicno se javljaju nakon $to su stabla izloZena stresu. Na primjer, vodni stres.
SuSa ometa i mehanizam obrane bilke od patogena npr. onemogucavajuci
formiranje periderma rane, inhibiciju proizvodnje obrambenih mehanizama dovodeci
do nedostatka turgora i redukcije vodnog potencijala ksilema koji stiti stablo od
pojave bolesti (Zlatkovi¢, 2016). Vrste iz porodice Botryosphaeriaceae mogu
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prezimjeti kao endofiti ili saprofiti na razli€itim supstratima i to na ostacima od rezanja
grana, izbojcima, pupoljcima, lisnim peteljkama, mumificiranom vocu, cvjetovima,
cvatovima. Vrste iz porodice Botryosphaeriaceae obi¢no fruktificiraju i stvaraju
plodonosna tijela na mrtvom biljnom tkivu. Konidije se proizvode u ve¢em broju u
odnosu na askospore i smatraju se primarnim izvorima inokuluma. One se tipi¢no
izbacuju iz piknida u vidu Zelatinozne smjese oblika crvuljka (cirus) u periodima velike
relativne vlaznosti zraka. Sirenje konidija povezano je s kiSom, pretjeranim
zalijevanjem, kiSom pra¢enom vjetrom, inficiranim alatom za orezivanje i insektima.
Generalno, smatra se da je voda neophodna za Sirenje konidija na kra¢e udaljenosti
na jednom stablu ili u okviru plantaze. Smatra se da je vjetar najvazniji faktor u
Sirenju askospora na velike udaljenosti te Sirenju bolesti. Ipak, seksualni oblici,
odnosno teleomorfi vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae rijetko se mogu naci u
prirodi i askospore se generalno proizvode u mnogo manjem broju nego konidije.
Oslobadanje spora, klijanje i njihova sposobnost da inficiraju biljku domacina zavise
o temperaturi. Sliéno rasijavanju spora, proces infekcije zavisi o temperaturi i viagi
zraka. Generalno, topli, vlazni uvjeti povoljni su za proces infekcije i razvoj bolesti
koje uzrokuju gljive iz porodice Botryosphaeriaceae. Botryosphaeriaceae mogu
kolonizirati i inficirati veliki broj domadina ukljuCuju¢i i golosjemenjaCe i
kritosjemenjace. Ove gljive se mogu nadi u razli€itim sredinama Sirom svijeta. Prema
filogenetskim analizama moze se =zakljuCiti da su vrste iz porodice
Botryosphaeriaceae najprije evoluirale na golosjemenjatama i tek su nakon toga
kolonizirale kritosjemenjaCe. Vecina pripadnika ove porodice, npr. B. dothidea i N.
parvum imaju Sirok areal rasprostranjenja i krug domacina (Zlatkovi¢, 2016). Infekcija
tkiva domacina od strane vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae generalno zahtijeva
prisustvo slobodne vode. Proces infekcije pocinje klijanjem konidija, a inicijalne hife
se mogu pojaviti sa jedne ili obe strane konidija. Nakon Sto su inicijalne hife prodrle u
tkivo domacina, vrste iz porodice Botryosphaeriaceae mogu rasti intercelularno, a
proces infekcije ovih gljiva odstupa od njihove striktne klasifikacije kao endofita klase
[ll. Nakon Sto vrste iz porodice Botryosphaeriaceae prodru u tkivo domacina kroz
stome, one proizvode apresorijumu-slicne mase hifa u otvoru stome i micelij koja je
porijeklom iz ove mase raste u mezofil lista biljke domacina. Kao posljedica toga,
dolazi do formiranja piknida i oni zatim izbijaju na povrSinu lista (Zlatkovi¢, 2016).

Odgovor biljke domaéina na infekciju vrsta Botryosphaeriaceae ogleda se u
formiranju brojnih barijera. Na primjer, stanice parenhima formiraju novi periderm
koga Cini tri do pet slojeva odrvenjelih parenhimskih stanica. Uloga periderma je da
sprijeCi prodor vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae u dublje slojeve biljnog tkiva.
Ipak, zbog enzimske aktivnosti vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae koja im
omogucava da razgrade stanice epidermisa, hife Cesto prodiru u primarni floem i
vaskularni kambij. Kao posljedica toga, ova tkiva postaju nekroti¢na i urusavaju se
stvarajuci Supljine, a i parenhimske stanice se urusSavaju i proizvode velike Supljine
ispunjene micelijem. Korteks kore se takoder uruSava i postaje ispunjen vodenom
supstancom, periderm se Siri a ubrzo zatim i puca, stvarajuéi rak ranu (Zlatkovic,
2016).
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4.3. Morfologija porodice Botryosphaeriaceae

Plodna tijela mogu biti unilokularna, piknidijska ili multilokularna. Ona su
stromaticna, piknidijska Supljina se formira u toj stromi. Kada su prisutni, konidiofori
su hijalini, tanke stani¢ne stijenke, vec¢inom cilindri¢ni, ponekad razgranati i septirani.
Prva konidija formira se holoblasti¢no. Slijedec¢e konidije formiraju se unutrasnjom
proliferacijom konidiogenih stanica koja rezultira pojavom periklinalnih zadebljanja na
vrhu konidiogene stanice, ili perkurenthom proliferacijom koja daje anelide.
Konidiogene stanice su hijaline, tankih i glatkih stani¢nih stijenki, izduzeno cilindricne,
kratko lageniforme ili ampuliformne. Konidije mogu biti tankih stijenki, uske i
Fusicoccum-tipa ili debelih stijenki, ili smede boje. Fusicoccum-tipa konidije mogu biti
fusiformne, ovoidne ili elipti€ne, aseptirane i mogu postati smede sa starenjem. Mogu
postati i septirane i obojene ili samo centralna stanica moZe postati obojena.
Diplodia-tip konidija mogu biti aseptirane, jedno-septirane ili multi septirane, vec¢inom
ovoidne, sa spojne strane glatke, s unutrasnje strane hrapave, a kod vrsta iz roda
Lasiodiplodia uzduzno brazdaste. Kod vrsta iz roda Diplodia, konidije obi¢no ostaju
hijaline ili mogu postati smede i septirane, ali tek nakon $to budu izbacene iz plodnog
tijela. Medutim, kod vrsta iz roda Dothiorella konidije mogu postati pigmentirane Cesto
dok se joS uvijek nalaze na konidiogenim stanicama. Konidije tzv. ,Dichomera
sinaseksualnim izgledom“ su pigmentirane, muriformne, a vrste iz roda
Neoscytalidium imaju suhe, prasSkaste konidije. Parafize su hijalinske i ponekad
proSirene na vrhu. Spermatiospore su hijaline, ve¢inom cilindricne sa zaobljenim
krajevima (Zlatkovi¢, 2016).

4.3.1. Morfologija teleomorfa vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae

Periteciji vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae mogu se javiti u formi
unilokularnih ili multilokularnih  struktura. Unilokularne forme mogu se javiti
pojedinacno ili kao agregati (“botryos klasteri”) viSe peritecija koji se Cesto nalaze
djelomi¢no uronjeni u bazalnu stromu. Sadrzaj ovih peritecija je, $to je vidljivo u
presjeku, obi¢no bijele boje. U peritecijima se formiraju askusi unutar lokula koje su
uronjene u stromu. Tkivo strome je tipa tzv. ,textura angularis®, a Cine je smede
stanice debelih stani¢nih stijenki koje formiraju zidove strome od pet do 30 stanica ili
viSe. Lokule su oblozene, hijalinim stanicama tanke stani¢ne stijenke. Centar lokula
je tzv. Pleospora-tipa, a izmedu askusa se nalaze pseudo parafize. Askusi su
bitunikantni s tankom ektotunikom i debelom endotunikom. Oni su Siri pri bazi, a
suzavaju se prema vrhu. Nekada su cilindricni, a ¢esto s kratkom drSkom. Askospore
se nasilno izbacuju pri ¢emu ektotunika uzduzno puca, a endotunika se izduZuje
izbacujuc¢i spore. Askospore mogu biti hijaline, aseptirane, glatke, ali mogu postati
pigmentirane, 1-2 septirane i hrapave sa starenjem. Mogu imati i apiculus na jednom
ili oba kraja. Stani¢ne stijenke su im tanke, ali kod vrsta s tzv. Diplodia-aseksualnim
izgledom mogu biti i umjerene debljine. Njihov oblik moze biti fuziforman ili ovoidan.
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Pseudoparafize su nalik hifama, hijaline, tanke stani¢ne stijenke, septirane i
razgranate (Zlatkovi¢, 2016).

4.4. Diplodia seriata kao uzroénik susenja grana masline

Klasifikacija:  Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes,
Botryosphaeriales, Botryosphaeriaceae, Diplodia (Slika 4.5.)

Diplodia seriata je kozmopolitska vrsta gljive koja se javlja na drvenim biljnim
vrstama, a prisutna je na vecini kontinenata. Diploidia seriata je ranije bila
klasificirana kao Botryosphaeria obtusa. Uzrokuje uzrokuje trulez plodova, pjegavost
liSca i rak. lzvjeS¢a o virulenciji ovog patogena razlikuju se ovisno o usjevima,
sortama i domacinima koji su uklju€eni i ¢esto se smatra patogenom povezanim sa
stresom koji koristi prednosti slabih ili biljaka koje su pod stresom. Zajedno s ostalim
Clanovima iz porodice Botryosphaeriaceae, D. seriata moze Zivjeti endofitiCki unutar
biljaka a latentne infekcije vo¢a mogu rezultirati truleZzima (Reeder, 2020).

Diploidia seriata Cesto se povezuje s truljenjem drva vinove loze u Europi,
SAD-u, Australiji i Juznoj Africi (Matei i sur.,, 2016), a utvrdena je takoder kao
uzroCnik susenja mladih stabala masline. U Hrvatskoj je identificirana na sortama
Pendolino i Leccino na podrucju Istre 2012. godine,a zahvatila je oko 15 % stabala.
Vrsta se i u svijetu takoder navodi kao uzroCnik suSenja grana i stabala maslina, ali
takoder i kao uzrocnik trulezi plodova (Godena, 2019).

4.5. Simptomatologija i epidemiologija vrste Diplodia seriata na
maslini

Infekcija vrstom D. seriata najceSc¢e je moguca kroz rane, medutim, nije jasno
jesu li te rane jednostavne ulazne toCke ili pruzaju kemijske signale koji poboljSavaju
procese klijanja spore. No takoder je dokazano da na domadinima poput jabuke,
breskve i pistacija da patogen moZe u biljku prodrijeti kroz prirodne otvore kao $to su
strome i lenticele ili Cak izravno prodiru u tkivo domacina. Takoder konidije i
askospore su zarazne, iako se askospore rijetko nalaze u prirodnom okruzenju.
Oslobadanje konidija pokrec¢e koli€ina oborina ili vlage od 70% ili vise (Reeder,
2020).

Kod zaraze vrstom D. seriata utvrdeni su simptomi poput crvene ili smede
nekroze tkiva, suSenja cvatova, grana, crnih i crvenih listova te pucanje kore (rak
rane) (Slika 4.5.1.). Kod zaraze vrstom Diploidia seriata uoene su udubljene
nekroze (ulegnuca) (Slika 4.5.1. i 4.5.2.), suSenje cvatova, crvene ili smede nekroze
tkiva i Zucenje listova. Kod ostalih vrsta gljiva nije uoCena pojava ulegnuca ili
promjene boje tkiva (Godena, 2019).
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Slika 4.5.1. Nekroti¢na posmedenja stani¢ja uzrokovana gljivom D. seriata (snimio:
D. Ivi¢)
Izvor: Bolesti maslina uzrokovane fitopatogenim gljivama iz porodice Botryosphaeriaceae
https://hrcak.srce.hr/file/249248f - pristup 30.4. 2023.

S

Slika 4.5.2. Posljedice umjetnih zaraza na CetverogodisSnjim maslinama/nekroze

uzrokovane izolatom Diplodia seriata
Izvor Uzrocn|C| djelomicnog ili potpunog susenja stabala maslina (Godena i sur., 2019)
0d

%20masI|na%20u%2OIstr| prlrucnlk%ZOVIP 2018.pdf - prlstup 30.4. 2023

4.6. Morfologija vrste Diplodia seriata

Piknidi sadrZze konidije koje su u pocCetku pokazivale bezbojnima,
sazrijevanjem su postale svijetlo do tamno smede, jajolike s odsjeCenom ili
zaobljenom bazom i tupim vrhom, bez septi, s umjereno debelom stani¢nom
stijenkom koja je izvana glatka, ali hrapava na unutarnjoj povrSini. Konidije su
dimenzija 22,8 do 23,5 x 9,6 do 10,5 um (Kaliterna i sur., 2012).

Konidiomati su tamno smedi do crni. Vanjski slojevi sastavljeni od tamno
smede teksture, unutarnji slojevi su tankih stijenki. Konidiogene stanice veliCine su
3-5,5 x 7-10 (-15) ym cilindri€ne, stvaraju jedan kondij na vrhu. Kondije su velike i u
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poCetku bezbojne, kasnije tamno smede boje, aseptirane, zaobljene na vrhovima ili
odsjeCene na osnovi; dimenzija 25 - 26.8 x 10.5 - 12.03 ym (Chattaoui i sur., 2012).

R

Slika 4.6.1. MorfoloSke karakteristike izolata Diplodia seriata iz lovora
treSnje: a) rast kolonija na PDA mediju; b) stvaranje piknida na mediju s 2% vodenog
agara.

Izvor: Molecular characterization of Diplodia seriata (Moretti i sur., 2014).

https://www.researchgate.net/figure/Symptoms-on-inoculated-plants-a-canker-and-internal-brownin
f-cherry-laurel _fig3 263748514 - pristup 21.05.2023.

Slika 4.6.2. Morfoloski prikaz vrste Diploidia seriata (7) vertikalni prerez kroz
piknid, (8) konidiogene stanice sa razvijaju¢im konidijima kod kojih je moguce uociti
zadebljanje na desnoj strani periklinalnog zida stanice, (9-11) konidiogene stanice su
fotografirane iz 3 vrste fokusa da bi se pokazale anelacije koje su nastale kao
rezultat iz perkurentne proliferacije, (12-13) konidije fotografirane iz dva razliCita
fokusa kako bi se pokazala vanjska glatka povrSina te gruba unutarnja povrsina, (14)
prikaz konidija.

Izvor: Diplodia seriata, the anamorph of “Botryosphaeria” obtusa (Phillips i sur., 2007).

https://iwww.fungaldiversity.org/fdp/sfdp/25-9.pdf - pristup 23.05.2023.

4.7. Neofusicoccum parvum kao uzrocnik gljivi€nog raka masline

Klasifikacija: Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes,
Botryosphaeriales, Botryosphaeriaceae, Neofusicoccum (Godena, 2019).

Neofusicoccum parvum pripada u porodicu Botryosphaeriaceae, iz koje su u
svijetu poznate jo§ 22 vrste, razliCite patogenosti (Kaliterna i sur., 2015). Gljiva N.
parvum je potvrdena kao uzroCnik bolesti drva na maslini u Italiji, a osim na maslini
prisutna je joS na vinovoj lozi, te na velikom broju drvenastih domacina. Ukupno je
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utvrden samo jedan izolat ove vrste na maslini u Istri i to samo na jednom lokalitetu u
vodnjansko-pulskom maslinarskom uzgojnom podrucju (Godena, 2019).

4.8. Morfologija Neofusicoccum parvum

Izolati vrste N. parvum na hranjivoj podlozi PDA (Slika 4.8.1.) imaju gusti,
vrlo razvijen zra€ni micelij. Kolonije su na pocetku rasta bijele boje, no ve¢ treci dan
pocinju poprimati maslinasto-sivu boju koja starenjem prelazi u tamniju smedu boju
sa sivo-smedim zonama (Slika 4.8.1.) (Kaliterna i sur., 2015).

Slika 4.8.1. Izgled kolonija N. parvum na PDA - a) lice kolonije nakon 2 i 7 dana; b)

nali€je kolonije nakon 7 i 30 dana.
Izvor: Neofusicoccum parvum kao uzro€nik botriosferijskoga susenja vinove loze - nove etioloSke
spoznaje o staroj bolesti (Kaliterna i sur., 2015). https://hrcak.srce.hr/file/249880 - pristup 21.05.2023.

Konidije su hijaline, neseptirane, vretenaste do elipsoidalne, tankih i glatkih
stijenki te blago zaobljenih vrhova i baza. ProSirene su u srediSnjem dijelu ili u gornjoj
trecini (Slika 4.8.2.) (Kaliterna i sur., 2015).

Slika 4.8.2. Konidiogeni sloj s konidijama a) i konidije b) vrste N. parvum
Izvor: Neofusicoccum parvum kao uzrocnik botriosferijskoga su$enja vinove loze - nove etioloSke
spoznaje o staroj bolesti (Kaliterna i sur., 2015). https://hrcak.srce.hr/file/249880 - pristup 21.05.2023.
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___________ I ——

Veli¢ina konidija (D x §) (um); Omjer D/S Referenca
(135-)15-225(-285) =475 2.4-45 Phillips i
(12-) 15— 20 (=24) = (4—) 4.5 6 (-7.5) (1,8-)25—4(-5) | sur_ 2002
(11,1-) 14,5 - 15,1 (-17,7) = (4,9-) 5,5 - 5.6 (-6,1)
(12.6-) 17-18,1 (-21.1) = (4.5-) 5,4 - 5.6 (-6.5) 2.6-2.7
(1221 16,9 - 17.8 (-20.7) = (4.4-) 5.2 - 5.5 (-6.5) 3.1-33
(12,4-) 152 = 16 (-18.2) = {5.2-) 5.7 = 6 (-6.7) 32-33
(104-3 12,2 -13.3 (-24) = (5-) 5,9 - 6,3 (-8) 26-2.8 e
(10,9-) 14,3 - 15,2 (-18,2) = (5,2-) 2-22 KE‘Z':;‘I‘;““
6.4 - 6,7 (-7.8) 22-13
(13,5-) 149 - 155 (-17.6) = (6,2-) 7.3 - 7.8 (- 1,9-2.1
2.8) 2.1-2.4
(13-) 14,9 — 16 (-17.6) = (6-) 6,7 = 7.3 (-8.8) 2,1-2.3
(12-) 13,6 - 15,2 (-18) = (6-) 6,2 - 7.1 (-8)
(10— 14517 = (5-) T—9
(11—) 14— 17 = (5-) 7.5—9 Urbez-
(1113 =19 = {5-) T—9 - Torres 1
(11—) 14 —23 = (6-) T—9 sur., 2006
(11— 14— 18 = (5,707 -9
(10-) 13,6 - 143 (-16.3) = (6.3-) 8.3 - 8,8 (-10) - Q';dlsl'“"
16,2=21=T8x15 21014
17.2=1.4 = 6.8+ 08 25501 Pitt 1 sur.,
16,4 = 1.8 = 7,6 £ 0.8 215 =003 2010
16,3=2=T71=07 2,28 = 0,08
13,2 20,9 < 3,9 - 7.3 2.87 - 3.24 Amponsah,

Dimenzije konidija koje se navode u referentnoj literaturi, prikazane su na Slici 4.8.3.

Slika 4.8.3. Dimenzije konidija za vrstu N. parvum prema podacima u referentnoj

literaturi.
Izvor: Neofusicoccum parvum kao uzro€nik botriosferijskoga suSenja vinove loze - nove etioloSke
spoznaje o staroj bolesti (Kaliterna i sur., 2015). https://hrcak.srce.hr/file/249880 - pristup 21.05.2023.

4.9. Simptomatologija Neofusicoccum parvum

Od simptoma na maslini gljiva Neofusicoccum parvum uzrokuje lezije te djelomiéno ili
potpuno susSenje stabla masline, ovisno o napretku bolesti (Slika 4.9.1). Takoder
umjetnom zarazom doSlo je do stvaranja nekroza na granama masline (Slika 4.9.2).

" L e ] L
Slika 4.9.1. Rak na viSegodi$njoj grani masline uzrokovan s N. parvum.
Izvor: Uzroc€nici djelomi¢nog ili potpunog suSenja stabala maslina (Godena i sur., 2019).
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http://www.iptpo.hr/images/pdf/Uzrocnici%20djelomicnog%20ili%20potpunog%20susenja%20stabala

%20maslina%20u%20Istri_prirucnik%20VIP_2018.pdf - pristup 30.4.2023.

Neofusicoccum parvum MSG-3

Slika 4.9.2. Posljedice umjetnih zaraza na CetverogodisSnjim maslinama/ nekroze

uzrokovane izolatom Neofusicoccum parvum.
Izvor: Uzroc€nici djelomi¢nog ili potpunog suSenja stabala maslina (Godena i sur., 2019).
http://www.iptpo.hr/images/pdf/Uzrocnici%20djelomicnog%20ili%20potpunog%20susenja%20stabala

%20maslina%20u%20Istri_prirucnik%20VIP_2018.pdf - pristup 30.4.2023.

4.10. Neofusicoccum mediterraneum kao uzro¢nik odumiranja
grana masline

Klasifikacija: Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes,
Botryosphaeriales, Botryosphaeriaceae, Neofusicoccum (Brunetti i sur., 2022).

Gljiva Neofusicoccum mediterraneum vrlo je agresivna i predstavlja veliku
opasnost u Spanjolskoj i Kaliforniji (SAD), gdje uzrokuje "odumiranje grana i
grancica" masline koje je karakterizirano promjenom boje drva. Osim u Kaliforniji i
Spanjolskoj N. mediterraneum primjeéena je i u Apuliji (juzna ltalija). Osim $to
uzrokuje odumiranje grana i grancica gljiva takoder stvara rak rane te izaziva i palez
kro$nje (Brunetti i sur., 2022).

4.11. Simptomatologija Neofusicoccum mediterraneum

N. mediterraneum uzrokuje drugacije simptome bolesti od onih koje uzrokuje
bakterija Xylella fastidiosa, a razlika u simptomima je ta da N. mediterraneum
uzrokuje crvenilo na lis¢u i diskoloraciju drveta (Slika 4.11.1.). Navedeni simptomi
uoceni su u ljeto 2019-e godine u maslinicima koji se nalaze u op¢ini Mesagne i San
Pietro Vernotico (pokrajina Brindisi) i Lizzano (pokrajina Taranto). No posebno su bile
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zahvacene masline koje rastu na podrucju opéine Mesagne, njih 50% je pokazivalo
simptome zaraze karakteristicne za ovog patogena (Brunetti i sur., 2022).

Zarazena stabla pokazuju simptome venuca, a kroSnje izgledaju kao da su spaljene.
U samim pocCecima zaraze javljaju se crveno-bronCane nekroticne mrlje (Slika
4.11.1. e) razasute po plojci lista ili su sami listovi bili okruzeni kloroticnom aureolom.
NekrotiCne lezije bi se prosirile i spojile, zahvacajuci tako cijelu plojku lista. U drugim
sluCajevima, javlja se generalizirana kloroza liS¢a koja prethodi kovr€anju liS¢a i
samom venucu. U podnoZzju uvelih dijelova grana poprecni presjek vaskularnog tkiva
1 do 3 cm u promjeru izgleda bezbojno, S$to ukazuje na disfunkciju provodenja vode,
$to utjeSe na curenje vode iz lisnih plojki. Sto se tie simptoma na kori, pojavljuju se
udubljena i crvenkasta podrucja (Brunetti i sur., 2022).

Slika 4.11.1 Simptomi zaraze gljivom Neofusicoccum mediterraneum:

a) ib) cjelokupni izgled zarazenog stabla, slika c) i d) pokazuju venuce i

okretanje suhog liS¢a i grancica prema tlu, slika e pokazuje progresiju
simptoma od samog pocetka pa sve do zadnjeg stupnja zaraze, a slika f

pokazuje diskoloraciju drveta u prerezu.

Izvor: Neofusicoccum mediterraneum Is Involved in a Twig and Branch Dieback of Olive Trees
Observed in Salento (Apulia, Italija) (Brunetti i sur., 2022).
https://www.researchgate.net/publication/357527313_Neofusicoccum_mediterraneum_lIs_Invo
lved_in_a_Twig_and_Branch_Di k_of Olive_Tr rved_in lento_Apulia_ltaly -
pristup 30.4. 2023.

Slika 4.11.2. Prikaz razvoja nekroze u ksilemu zbog inokulacije N.
mediteraraneum u tkivo drveta.
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Izvor: Neofusicoccum mediterraneum Is Involved in a Twig and Branch Dieback of Olive Trees
Observed in Salento (Apulia, Italy) (Brunett| i sur., 2022)

a Twig and Branch Dleback of OI|ve Trees Observed in Salento Apuha Italv -pristup 1 52023

4.12. Morfologija Neofusicoccum mediterraneum

Kolonije Neofusicoccum mediterraneum, uzgajane u kulturi na hranijivoj
podlozi (u prva 3 dana rasta su bile bijele i pahuljaste, a tijekom daljnjeg razvoja
promijenile su boju u tamno sivu do crnu; kolonije stare dva tjedna formiraju plosnati
micelij koji je sadrzi kruzni pahuljasti centar (Slika 4.12.1.) (Brunetti i sur., 2022).
Nakon 5 dana uzgoja kulture na agaru, izolat vrste N. mediterraneum proizvodi
kuglaste konidiome prepune dlacica (Slika 4.12.2.). Nakon 7-8 dana kultivacije
konidiomi izluCuju mukozne mase kondija (Brunetti i sur., 2022). Neofusicoccum
mediterraneum je morfoloski sliCha vrsti N. parvum ali ju mozemo razlikovati po
veliini konidija. Konidije vrste N. mediterraneum su vecih dimenzija (19-27 x
5.5-6.5 ym) (Crous i sur., 2007).

Konidiomat koji je veliCine 450 um promjera izlu€uje konidije u bijeloj
mukoidnoj masi Ciji se zid sastoji od 3-5 slojeva smede teksture. Konidiofori koji
oblazu unutarnji sloj konidioma su hijalinski, glatki, 0—1 septirani, 1540 x 3-5 um.
Konidiogene stanice su integrirane, fijalidne, subcilindri¢ne te rijetko ampuloformne.
Konidije su hijaline, glatke, tankih stijenki te fusoidno-elipsoidne, najsire u sredini ili
u gornjoj treCini, baza donekle spljoStena s malim rubnim naborom, (19-)22-26(-27)
x (5,5-)6(—6,5) um in vitro (pros. 24 x 6 ym; L:W = 4:1), sa zrnatom citoplazmom
(Crous i sur., 2007).

Slika 4.12.1. Prikaz konidiomata prepunog dlacica iz Italije (Apulia)

uzgojenog na PNA supstratu a nezreli konidiomi b-c zreli konidiomat.
Izvor: Neofusicoccum mediterraneum Is Involved in a Twig and Branch Dieback of Olive Trees
Observed in Salento (Apulia, Italy) (Brunetti i sur., 2022).

https: //www researchgate. net/publlcatlon/357527313 Neofusmoccum med|terraneum Is_Involved_in
- pristup

1.5.2023.
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Slika 4.12.2. Prikaz kondiogenih stanica i kondija Neofusicoccum
mediterraneum uzgajanih na borovim iglicama sakupljenih u Italiji (Apulia); a)
konidiogene stanice, b) konidije, c-f) stadiji klijanja konidija, f-h) prikaz razli¢itog broja
septa na konidijama.

Izvor: Neofusicoccum mediterraneum Is Involved in a Twig and Branch Dieback of Olive Trees
Observed in Salento (Apulia, Italy) (Brunetti i sur., 2022).
https://www.researchgate.net/publication/357527313 Neofusicoccum mediterraneum |s Involved in

a_Twig_and_Branch_Dieback of Olive Trees Observed in_Salento Apulia_ltaly - pristup
1.5.2023.
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Slika 4.12.3. MorfoloSka evolucija vrste Neofusiccocum mediteraneum koja
je izolirana iz maslinika u Italiji (Apulia) i uzgajana na akseni¢noj kulturi PDA
supstrata. Brojevi oznaCavaju starost kulture po broju dana.
Izvor:

Neofusicoccum mediterraneum |s Involved in a Twig and Branch Dieback of Olive Trees Observed in
Salento (Apulia, Italy) (Brunetti i sur., 2022).

https://www.researchgate.net/publication/357527313_Neofusicoccum_mediterraneum_lIs_Involved_in

a_Twig_and_Branch_Dieback_of Olive_Trees_Observed_in_Salento_Apulia_ltaly - pristup
1.5.2023.
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4.13. Neofusicoccum ribis kao uzro¢nik raka masline

Klasifikacija:  Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes,
Botryosphaeriales, Botryosphaeriaceae, Neofusicoccum (Brunetti i sur., 2022).

Neofusicoccum ribis (Slippers, Crous & M.J. Wingf.), ranije poznat kao
Botryosphaeria ribis (Grossenb. & Duggar), je agresivni biljni patogen koji uzrokuje
rak stabljike na raznim vrstama drvenastih biljaka (Jurick i sur., 2013). 2001.godine,
teSka bolest koja je dovela do odumiranja grana zabiljeZzena je u maslinicima u
Andaluziji, na jugu Spanjolske, gdje je jedina pogodena sorta bila Gordal de Sevilla
(Jurick i sur., 2013).

4.14. Morfologija Neofusicoccum ribis

Unutarnji micelij je promjera 4,5-10,0 um, razgranat, septiran te tamnosmed.
Stromate izbijaju adaksijalno, organizirane su u koncentricne redove na nekroti¢nim
tkivima promjera 0,4-0,8 mm, te sastavljene od tamnosmedeg pseudoparenhima
(Slika 4.14.1.). Pseudoteciji su uronjeni, subsfericni do piriformni, 180,0-285,0 x
150,0-290,0 ym, stjenke debljine 35,0-58,0 ym sastavljene od smede angularne
teksture (Slika 4.14.2.). Pseudoparafize su 1,5- 2,0 ym promjera, 1 do 3 septae,
hijaline. Askospore su elipsoidne, ovoidne do fusiformne, 19,5-24,5 x 9,5-12,0 uym,
aseptatne i hijaline, zatim glatke sa granuliranom citoplazmom (Mesquita de Macedo
i sur., 2008).

Meofusicoccum ribis A20776

Slika 4.14.1. MorfoloSki prikaz vrste.
Izvor: https://fungi.myspecies.info/all-fungi/neofusicoccum-ribis - pristup 18.05.2023.
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Slika 4.14.2. Svjetlosna mikrografija vrste Neofusiccocum ribis.
(3) Pseudotecije (140 pm); (4) askusi i askospore (20 pm).
Izvor: First record of Botryosphaeria ribis associated with leaf spots on Magnolia aff. candollei in
Brazil (Mecado i sur., 2008). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3768402/ - pristup
22.05.2023.

4.15. Simptomatologija Neofusicoccum ribis

Zarazena stabla pokazuju mnogo osusenih i odumrlih grana, dok je uvelo
lisCe pricvrséeno. Ti su simptomi bili sliéni onima koje je uzrokovao potkornjak
Resseliella oleisuga. UoCene su crvenkasto-smede lezije kore koje su zahvatile
grane. Ispod vanjskog korteksa kore, zahvaceno tkivo je tamno smede boje, za
razliku od Zuckasto zelene zdrave unutarnje kore (Slika 4.15.1.) (Romero i sur.,
2007).

Slika 4.15.1. Prikaz crvenkasto-smedih lezija na grancici masline.
Izvor: Botryosphaeria ribis (Sanchez i sur., 2006).
rnals.apsnet.or: i/10.1094/PD-89-0208A- pri
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4.16. Suvremene strategije za suzbijanje vrsta gljiva iz porodice
Botryosphaeriaceae

Suzbijanje fitopatogenih gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae je prilicno
teSko i zahtjeva puno paznje (Novak i sur., 2018). Pravilna njega nasada, redovita
rezidba, sanitarna rezidba i uklanjanje ostataka od rezidbe, klju¢ni su za odrZzavanje
zdravstvenoga stanja nasada. Osobito je vazno $to prije ukloniti zarazeni biljni
materijal iz nasada da se smaniji infekcijski potencijal. Izbor pogodnog polozaja za
uzgoj masline smanjuje moguénost zaraze gljivicnim rakom. Potrebno je redovito
pratiti sve promjene na stablu da bi se Sto ranije detektirao i identificirao rak. Ako
nekroze nisu zahvatile vazni dio debla, moze se mehanicki ukloniti zarazeno tkivo.
Nekrotizirana mjesta potrebno je izrezati sve do zdravog dijela. Oc¢iS¢ena mjesta
mogu se premazati fungicidom i zatvoriti voCarskim voskom. Preporucuje se takav
postupak obavljati ljeti da bi rana zacijelila prije ulaska bilke u fazu zimskog
mirovanja. Svakako je preporucljivo izbjegavati bilo kakva oSteCenja grana ili debla.
Visegodidnji rak na deblima i granama vrlo je teSko suzbijati fungicidima i na taj nacin
uglavnom se ne postize ucinak (Novak i sur., 2018).

Postupci koji minimiziraju ili sprjeCavaju infekciju vrsta iz porodice
Botryosphaeriaceae najvazniji su nacin suzbijanja ovih gljiva. Oni uklju€uju minimalno
izlaganje biljke stresu kroz npr. podudarnost staniSta i vrste, odgovaraju¢u gustocu
sadnje, dezinfekciju alata za orezivanje, uklanjanje susjednih biljaka koje su
potencijalni izvor inokuluma, tretiranje zemljiSta radi uklanjanja inokuluma u vidu
inficiranih biljnih ostataka i zastita rezidbenih i drugih rana fungicidnim premazima.
Fungicidi su se pokazali kao neefikasno sredstvo u kontroli vrsta iz porodice
Botryosphaeriaceae. Istrazivanja su pokazala da su razli€iti fungicidi efikasni in vitro,
ali su neefikasni in vivo zbog prisustva gljivicnih hifa u ksilemu. Njihova primjena je
takoder i nepraktiCna jer se brojne vrste iz porodice Botryosphaeriaceae i genotipovi
mogu naci kako koegzistiraju unutar istog stabla. Ipak, preventivni fungicidi mogu se
koristiti za zastitu mladih biljaka u rasadnicima (Zlatkovi¢, 2016).

Koristiti mozemo i bioloSke fungicide na bazi antagonisti¢kih gljiva iz roda
Trichoderma. Prema nekim istrazivanjima iz svijeta, djelomi¢na zastita postize se
primjenom fungicida na bazi triazola (tebukonazol-cipro-konazol i dr.) benzimidazole
(karbendazim) (Kaliterna i sur., 2012).
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5. Zakljuc¢ak

Rasprostranjenost i Siroka primjena masline sa sobom donose i povecanu
moguénost pojave zaraze gljivicnim i bakterijskim mikroorganizmima. Prije nego Sto
se zaraza dogodi potrebno je obavljati sve preventivnhe mjere zastite, a tek nakon
pojave simptoma koristiti rigoroznije mjere suzbijanja uzro€nika bolesti. Na temelju
pregleda suvremene znanstvene literature, patogeni drva masline Verticillium
dahliae, Xylella fastidiosa te gljive iz porodice Botryosphaeriaceae mozemo zakljuciti
da tijekom posljednja dva desetlje¢a bolesti drva masline su postale glavna prijetnja
u svim podrucjima u kojima se vec tradicionalno uzgaja maslina, dok su razliciti
epidemioloski ¢imbenici pridonijeli trenutnoj vaznosti i Sirenju bolesti. Neki od faktora
Sirenja uzroCnika bolesti posljedica su neadekvatne agronomske prakse i/ili prakse u
rasadniCarstvu, neki mogu biti povezani s promjenama u uzgoju maslina (natapanje i
gnojidba), dok drugi ovise o razli€itim i promjenjivim ¢imbenicima okoliSa. Ne postoji
uCinkovita kurativha kemijska zaStita za zarazena stabla, ili za dezinfekciju tla u
nasadima. Osim toga, niti jedna od raspolozivih mjera zastite nije se pokazala
uspjedSnim ukoliko se primjenjivala pojedinaéno. Trebalo bi naglasiti da su
najucinkovitije mjere odrzive zastite one koje se provode prije sadnje. S obzirom na
gospodarsku vaznost masline kao poljoprivredne kulture u Hrvatskoj, bitno je
istaknuti da su uzroCnici bolesti maslina do sada vrlo malo istrazivani. Takoder
zakljuCiti se moze kako sve bolesti drva masline uzrokuju velike Stete, ali se
pravovremenom i pravilnom dijagnostikom, te raspolozivom =zastitom nasada,
uzrocCnici bolesti mogu drzati pod kontrolom.
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