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IstraZivanje pojave susSenja stabala maslina u Istri provedeno je tijekom 2016.
i 2017. godine. Zbog odredivanja uzrocnika koji bi mogli biti odgovorni za
navedenu pojavu obavljeni su vizualni pregledi stabala i uzorkovanje biljnoga
materijala. Uzorci biljnog materijala prikupljeni su na 23 lokacije unutar Cetiri
maslinarska  uzgojna  podrucja:  bujsko-umaskom, porecko-vrsarskom,
rovinjskom i vodnjansko-pulskom. Navedena uzgojna podrucja razlikovala su se
po mikroklimatskim obiljeZjima, sortimentu, starosti stabala te svojstvima tla.
Identifikacija pojedinih uzroénika bolesti obavljena je u specijaliziranom
mikoloskom laboratoriju. U simptomati¢nim uzorcima ustanovljeno je nekoliko
vrsta, rodova i porodica fitopatogenih gljiva. Za identifikaciju vrsta koristene su
klasicne (uzgoj na hranjivim podlogama i analiza morfologije izolata) i
molekularne (PCR i sekvenciranje) metode dijagnostike. Ukupno je sakupljeno
78 izolata. Najc¢eSce izolirana vrsta fitopategene gljive, a koja bi mogla biti
uzro¢nik djelomiénog ili potpunog susenja, slabijeg rasta i slabijeg vigora
maslina, bila je vrsta Verticillium dahliae Kleb. Osim te u simptomati¢nim
uzorcima ustanovljene su i Diplodia seriata, gljiva iz porodice
Botryosphaeriaceae, te Armillaria mellea, uzrocnik bijele truleZi korijena.
Prisutnost vrsta V. dahliae (na 57 % lokacija) i A. mellea (na 17 %) potvrdena je
u svim maslinarskim uzgojnim podrucjima obuhvaéenim ovim istrazivanjem,
dok je prisutnost vrste D. seriata (na 13 % lokacija) ustanovljena samo u
maslinicima u okolici Rovinja i Bala.

Klju¢éne rijeci: Armillaria mellea, Botryosphaeriaceae, Diplodia seriata,
maslina, Verticillium dahliae
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PHYTOPATHOGENIC FUNGI CAUSATIVE AGENTS OF OLIVE (Olea
europaea L.) DECLINE IN THE AREA OF ISTRIA
SUMMARY

The appearance of decline of olive trees in Istria during the years 2016 and
2017 was investigated. To determine the possible causative agents that could
be related to that phenomenon, visual examinations of trees and collection of
samples of plant material were carried out. Samples of plant material were
collected on 23 locations, within four olive growing areas: Buje-Umag, Porec-
Vrsar, Rovinj and Vodnjan-Pula. Surveyes olive growing areas differed by
microclimatic features, varieties, age of trees and soil properties. Identification
of particular causative agents of diseases was performed in a specialized
mycological laboratory. Several species, genera and families of
phytopathogenic fungi has been identified in symptomatic samples. For the
identification of species, classical (cultivation and analysis of isolate
morphology) and molecular methods (PCR and sequencing) has been used. A
total of 78 isolates were collected. The most common isolated species of
phytopathogenic fungi, which could be the causative agent of partial or total
decline, weaker growth and lower vigor of olives was the species Verticillium
dahliae Kleb. Beside that, in symptomatic samples, Diplodia seriata, fungal
species of the family Botryosphaeriaceae and Armillaria mellea, the causative
agent of white root rot, were found. The oresence of Verticillium dahliae (on
57% of locations) and Armillaria mellea (on 17%) have been determined in all
olive growing areas covered by this work, while the presence of D. seriata (on
13% of locations) have been determined only in olive groves in the area of
Rovinj and Bale.

Key words: Armillaria mellea, Botryosphaeriaceae, Diplodia seriata, olive,
Verticillium dahliae

uvobD

Maslinarstvo predstavlja vaznu gospodarsku granu u poljoprivredi Republike
Hrvatske. Prema podatcima DrZavnog zavoda za statistiku (2016) u 2015. godini
ukupna povrsina pod maslinama u Hrvatskoj iznosila je 19 100 ha. Istra je
hrvatska najsjevernija podregija uzgoja maslina na kojoj se prostire oko 4 400
ha maslinika. Prema nekim podatcima danas u Istri ima vise od milijun stabala
maslina, Sto ¢ini oko 20 % ukupnog broja stabala maslina u cijeloj zemlji
(Gasparec-Skoci¢ i Milat, 2011).

S obzirom na gospodarsku vaznost masline kao poljoprivredne kulture u
Hrvatskoj, bitno je istaknuti da su uzrocnici bolesti maslina do sada vrlo malo
istrazivani. U Istri je tijekom posljednjih nekoliko godina zabiljezen sve vedi broj
slucajeva djelomi¢nog ili potpunog susSenja stabala maslina, no uzrok ove
pojave nije sustavno istrazivan. Uzrok susSenja stabala maslina moze biti
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parazitske prirode, a mogu ga uzrokovati fitopatogene gljive i bakterije. Bolesti
koje se danas u svijetu opisuju kao najvaznije bolesti masline, u Hrvatskoj ili su
slabo poznate ili zbog njihove pojave, do sada, nisu zabiljeZene vele Stete.
Primjeri za to su verticilijsko venuce ¢iji je uzrocnik gljiva Verticillium dahliae,
antraknoza koju uzrokuju Colletotrichum spp. te gljivi¢ni rak uzrokovan vrstama
iz porodice Botryosphaeriaceae. Zbog negativhog djelovanja klimatskih
promjena, intenzivne trgovine biljnim materijalom te promjena tehnologije
uzgoja s vremenom se sve vise javljaju, razvijaju i Sire novi uzrocnici bolesti
masline u Hrvatskoj poput nedavno ustanovljenih gljiva Phoma incompta (lvi¢ i
sur., 2010) i Diplodia seriata (Kaliterna i sur., 2012). U posljednje vrijeme
Hrvatskoj prijeti i pojava karantenske bakterije Xylella fastidiosa koja je
devastirala maslinike u susjednoj Apuliji (Italija). Poznato je da je u svijetu vrlo
Cest uzrocnik suSenja maslina gljiva Verticillium dahliae (Lépez-Escudero i
Mercado-Blanco, 2011; Garcia-Ruiz i sur., 2015; Bjelis, 2009). 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. Stete koje uzrokuje V. dahliae ogledaju se u smanjenju uroda
kod starijih stabala, dok kod mladih stabala moze do¢i i do potpunog venuca.
Osim bakterije X. fastidiosa i gljive V. dahliae, suSenje maslina mogu izazvati i
fitopatogene gljive koje napadaju korijen poput vrste Armillaria mellea (Loreto
i sur., 1993; Singleton i sur., 1992) ili pseudogljiva iz roda Phytophthora.
Pretpostavlja se da bi uvodenje intenzivnog navodnjavanja u nasade maslina
moglo rezultirati porastom broja bolesti korijena uzrokovanih navedenim
patogenima. Osim navedenih, u posljednjih desetak godina intenzivno se
istrazuju i gljive iz porodice Botryosphaeriaceae (Urbez-Torres i sur., 2013;
Moral i sur., 2010; Kaliterna i Milicevi¢, 2012). Tako je u svijetu do danas
ustanovljen veci broj vrsta rodova Diplodia, Neofusicoccum ili Botryosphaeria,
koje su potvrdene kao patogeni masline (Moral i sur.,, 2010), medutim o
njihovom se kompleksnom djelovanju jos$ uvijek vrlo malo zna.

Cilj ovog istrazivanja bio je ustanoviti uzrocnike djelomicnog ili potpunog
susenja stabala maslina na podrucju istarskog poluotoka.

MATERUALI | METODE RADA

Istrazivanje djelomicnog ili potpunog susenja stabala maslina provedeno je na
podrucju istarskog poluotoka unutar cCetiriju maslinarskih uzgojnih podrucja
(bujsko-umasko, porecko-vrsarsko, rovinjsko i vodnjansko-pulsko). Vizualnim
pregledima stabala pratili su se simptomi poput promjene boje listova,
djelomi¢nog ili potpunog susSenja stabala, pojave rak-rana na izbojima,
promjene boje ksilema ili floema, nekroze kambija ili patoloSkih promjena na
korijenovom vratu. Sa stabala na kojima su uocleni navedeni simptomi
prikupljeni su uzorci biljnog materijala radi laboratorijskih analiza. Uzorkovanje
je provedeno u maslinicima na ukupno 23 lokacije. Tijekom dvogodiSnjeg
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istrazivanja ustanovljen je veci broj fitopatogenih gljiva za koje se u literaturi
navodi da su povezane s djelomic¢nim ili potpunim susSenjem stabala masline
(Urbez-Torres i sur. 2013; Jiménez-Diaz i sur., 2012; Lépez-Escudero i Mercado-
Blanco, 2011). U bujsko-umaskom i porecko-vrsarskom maslinarskom
uzgojnom podrucju uzorkovanje je provedeno na tri, u rovinjskom na devet, a u
vodnjansko-pulskom na osam lokacija. Uzorci biljnog materijala, razlicitog
sortimenta i starosti, prikupljani su, (ujedno su se obavili i vizualni pregledi), od
rujna do prosinca 2016. i u srpnju 2017., a uzorci su analizirani u mikoloskom
laboratoriju Zavoda za zastitu bilja (HCPHS) u Zagrebu. Simptomaticni dijelovi
korijena, kore korijenovog vrata, grana ili dijelova debla izrezani su i povrsinski
sterilizirani potapanjem u 70 %-tni etanol te inokulirani na krumpir-dekstrozni
agar (KDA) i agar s mrkvom. Nakon inkubacije od 10 do 30 dana na 25 °C,
analizirana je morfologija kolonija dobivenih inokulacijom. Odabrani su izolati
izolirani kao Ciste kulture na KDA te im je nakon inkubacije, identiéne
prethodno opisanoj, analizirana morfologija kolonija i spora. Na temelju
morfologije kolonija u Cistoj kulturi te izgleda, veli¢ine i boje spora provedena
je identifikacija gljiva do razine roda ili vrste. Za identifikaciju su koriSteni opisi
Phillipsa i sur. (2013), Jiménez-Diaza i sur. (2012) te OEPP/EPPO-a (2007). Za
lanéanu reakciju polimerazom (PCR) koriStene su pocetnice ITS1/ITS4 (White i
sur., 1990) ili EF728F/EF986R (Urbez-Torres i sur., 2013). Ukupna DNA iz izolata
ekstrahirana je kompletom DNEasy Plant Mini Kit® (Quiagen Inc., SAD) prema
uputama proizvodaca, a PCR reakcije provedene su prema parametrima
umnoZavanja kako opisuju Urbez-Torres i sur. (2013) te White i sur. (1990).
Sekvence su uredene u programu Sequencher® (Gene Codes Corporation, SAD)
i usporedene sa sekvencama iz GenBank® baze podataka. Nakon provedene
dijagnostike, kod stabala kod kojih su ustanovljeni patogeni koji napadaju
korijen masline, prikupljeni su i uzorci tla sondom s dubine od 30 cm radi
odredivanja nekih kemijskih svojstava u Pedoloskom laboratoriju Instituta za
poljoprivredu i turizam. Uzorci tla za kemijske analize prikupljeni su na 12
lokacija, a ustanovljena im je pH reakcija (elektrometrijski) te kolicina
makroelemenata N (modificirana metoda po Kjeldahlu), P i K (AL metoda) i
koli¢ina organske tvari (metoda po Tjurinu). Uzorkovanje je provedeno na pet
lokacija u rovinjskom, Cetiri u vodnjansko-pulskom, dvije u bujsko-umaskom i
na jednoj u porecko-vrsarskom maslinarskom uzgojnom podrudju.

REZULTATI | RASPRAVA

Na 23 lokacije ukupno je sakupljeno 78 izolata (103 uzoraka), medu kojima je
najcesca vrsta bila Verticillium dahliae (Slika 1.). Gljiva V. dahliae redovito je
izolirana iz grana stabala sa simptomima djelomi¢nog ili potpunog susenja,
slabijeg rasta ili slabijeg vigora. Ista se drZi najvaznijim uzrocnikom bolesti
masline u svijetu (Jiménez-Diaz i sur., 2012; Lépez-Escudero i Mercado-Blanco,
2011). U Hrvatskoj je prvi put potvrdena na maslini tek nedavno (Kaliterna i
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sur., 2016a), a rezultati ovog istraZivanja potvrduju da je rasirena i na istarskom
poluotoku. Ustanovljena je u maslinicima na 13 istrazivanih lokacija ($to Cini 57
% od ukupnog broja lokacija), pri ¢emu je izolirana iz 28 simptomaticnih
stabala. Gljiva V. dahliae pronadena je u maslinicima u okolici Rovinja, Bala,
Baredina, Vodnjana, Labina i Marcane.

Slika 1. Verticillium dahliae, izolati Ver/Sg4, Ver/Sg7, Ver/SG8, Ver/SG9, Ver/SG21 i
Ver/SG26 na KDA nakon 7 dana inkubacije
Fig. 1 Verticillium dahliae, Ver/Sg4, Ver/Sg7, Ver/SGS8, Ver/SG9, Ver/SG21 and
Ver/SG26 isolates on PDA 7 days after incubation

Gljiva Armillaria mellea sensu lato ustanovljena je u maslinicima u okolici
Bala, Visnjana, Vodnjana i Butonige, na Cetiri istraZivane lokacije (odnosno 17
%). Stabla zahvacena ovom gljivom bila su ili potpuno osusena ili su na njima
bili vidljivi simptomi susSenja i propadanja te simptomi truljenja na korijenovom
vratu (Slika 2.).
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Slika 2. Simptomi na korijenovom vratu uzrokovani vrstom Armillaria mellea, 27. 10.
2016.
Fig. 2 Symptoms on root neck caused by species Armillaria mellea, October 27" 2016.

Iz nekroti¢nih lezija i rak-rana na simptomati¢nim stablima izolirano je
nekoliko izolata za koje je analizom morfologije ustanovljeno da pripadaju
porodici Botryosphaeriaceae. Izolate, koji su pripadali rodu Diplodia, nije bilo
mogucde identificirati do razine vrste pa su analizirani sekvenciranjem dijela
ITS1-5.85-ITS2 ribosomske DNA ili dijela gena translacijskog elongacijskog
faktora 1a. Sakupljena su cCetiri izolata, od kojih su tri identificirana kao
Diplodia seriata. Vrsta D. seriata ustanovljena je na trima lokacijama (13 %), a
vec je zabiljeZzena kao uzrocnik susenja masline u Hrvatskoj (Kaliterna i sur.,
2012). U okviru ovog istrazivanja, osim spomenutih, nadene su i druge vrste
gljiva o Cijoj se ulozi uzrocnika bolesti na maslini jos uvijek malo zna.

Najvedi broj dijagnosticiranih fitopatogenih gljiva izoliran je iz stabala istarske
sorte BuZa, razliCite starosti. Prema geografskoj rasSirenosti, vrsta V. dahliae
ustanovljena je u svim maslinarskim uzgojnim podrucjima obuhvaéenim ovim
istrazivanjem. Rezultati istraZivanja pokazuju kako je najzastupljenija u
rovinjskom maslinarskom uzgojnom podrucju. Prisutnost A. mellea takoder je
ustanovljena u svim maslinarskim uzgojnim podrucjima, dok je vrsta D. seriata
zabiljeZzena samo u maslinicima u okolici Rovinja i Bala. Prema istraZzivanju
Lépez-Escudera i Mercado-Blanca (2011), sorta Leccino osjetljiva je, dok je
sorta Frantoio otporna na verticilijsko venuée. Osim verticilijskog venuca,
ekonomski stetnom bolesti masline u Istri mozZe se smatrati i trulez korijena
uzrokovana gljivom Armillaria mellea (lvi¢ i Godena, 2017).

Prema autorima Lopez-Escuderu i Mercado-Blancu (2011), tla kisele reakcije
(< pH 5,5) inhibiraju rast vrste V. dahliage te stvaranje i opstanak

mikrosklerocija. Isti autori navode da se ovaj patogen obi¢no razvija u tlu
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neutralne do alkalne reakcije tla (pH 6-9), dok povecanje kalija u tlu dovodi do
ublazavanja bolesti koje uzrokuje. Rezultati ovog istrazivanja podudaraju se s
rezultatima navedenih autora. Uzorci tla prikupljeni u maslinicima u kojima je
dijagnosticirana spomenuta fitopatogena gljiva bili su slabo kisele do alkalne
reakcije (pH 6,40-8,10), najnizi pH zabiljeZen je u rovinjskom, a najvisi u bujsko-
umaskom uzgojnom podrucju. S obzirom na biljci pristupacan kalij, navedena
su tla ve¢inom bila dobro ili bogato opskrbljena tim makroelementom (17,0 -
35,0 K,0/100 g tla), dok je jedan uzorak kod kojeg je ustanovljena gljiva A.
mellea imao izraziti viSak toga elementa (>45,0 K,0/100 g tla). Najniza koli¢ina
kalija ustanovljena je u bujsko-umaskom, a najvisa u rovinjskom i vodnjansko-
pulskom uzgojnom podrucju. Isto tako, tla su bila dobro opskrbljena dusikom
(0,11 -0,19 %), dok su kolic¢ine fosfora u tlu najvise varirale (2,84 - 37,17 mg
P,0s/ 100 g tla), od vrlo slabo u bujsko-umaskom do bogato opskrbljenog tla u
vodnjansko-pulskom uzgojnom podrucju. Koli¢ina organske tvari kretala se od
1,86 % (slabo humusno tlo) do 4,46 % (humusno tlo).

ZAKUUCAK

Ovim istrazivanjem potvrdeno je da su gljivicne bolesti uzrocnici djelomi¢nog
ili potpunog susenja stabala maslina na istarskom poluotoku. Vecina biljnih
bolesti obuhvacenih ovim istraZivanjem u Hrvatskoj jo$ nije sustavno opisana
niti je njihova raSirenost i Stetnost zasad istraZivana. Prema simptomima
uocenima u maslinicima te vrstama gljiva izoliranim iz simptomatic¢nih stabala,
namece se zaklju¢ak kako su bolesti, opisane u drugim podrucjima svijeta,
prisutne i na podrudju Istre. Rijec je o verticilijskom venucu ¢iji je uzrocnik gljiva
Verticillium dahliae, bortriosferijskom raku koji uzrokuje gljiva Diplodia seriata i
truleZi korijena koju uzrokuje gljiva Armillaria mellea. U okviru ovog istraZivanja
osim spomenutih nadene su i druge vrste gljiva, cija je uloga uzroc¢nika bolesti
na maslini malo poznata.

Medu identificiranim gljivama u ovom istrazivanju najvaznija je V. dahliae.
Prisutnost i rasirenost ovog patogena masline u Istri moze predstavljati ozbiljan
problem. Mjere zastite protiv verticilijskog venuéa masline ogranicene su, a
bolest moZe biti vrlo Stetna. Osjetljivost najvaznijih istarskih sorti masline na tu
bolest nije poznata, a mjere poput koriStenja certificiranog sadnog materijala,
solarizacije tla ili primjena bioloSkih pripravaka za zaStitu korijena od
fitopatogenih gljiva jo$ nisu prihvaéene u lokalnoj maslinarskoj praksi.

Ustanovljivanje uzro¢nika bolesti djelomi¢nog ili potpunog suSenja masline
prvi je korak u izradi strategije zastite u okviru odrZive i tehnoloski napredne
proizvodnje maslina u Istri. Navedena bi strategija u buduénosti, uz ucinkovite
mjere zastite, doprinijela povecanju kakvoce i koli¢ine proizvodnje maslina te
smanjenju rizika u proizvodniji, a proizvodace bi upoznala s novim problemima i
mogucnostima njihovog suzbijanja.
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