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Phytophthora lateralis Tucker & Milbrath NA PACEMPRESU
(Chamaecyparis lawsoniana (A.Murray bis) Parl.) U HRVATSKOJ

SAZETAK

Pseudogljiva Phytophthora lateralis Tucker & Milbrath, najopasniji uzrocnik
propadanja pactempresa (Chamaecyparis lawsoniana), izolirana je prvi put u
Republici Hrvatskoj 2015. godine u Koprivnicko-krizevackoj Zupaniji. Zbog vrlo
izrazene patogenosti na pacempresu, vrlo zastupljenu ukrasnom stablu u
Europi, P. lateralis uvrStena ja na A2 listu karantenskih organizama Europske i
mediteranske organizacije za zastitu bilja (EPPO). U radu su prikazani simptomi
nagla suSenja pacempresa na mjestu nalaza toga Stetnog organizma u
Hrvatskoj, Sto je, prema nama dostupnim podatcima, prvi takav nalaz izvan
podruéja vlazne, oceanske klime u Europi. Opisane su i metode izolacije te
nacini identifikacije P. lateralis na temelju morfoloskih karakteristika i
molekularnim metodama. Budué¢i da je izolat P. lateralis (PLMP-15) s
pacempresa u Hrvatskoj nedvojbeno homotali¢an — stvara oospore, ali samo u
specificnim medijima, opisana je i metoda dobivanja oospora u razli¢itim
hranjivim podlogama. U podlogama koje sadrZavaju listove pacempresa (C.
lawsoniana) i tuje (Thuja occidentalis) izolat PLMP-15 stvarao je oospore obilno
i relativno brzo. Rezultati testa formiranja oospora s PLMP-15 izolatom jasno
pokazuju da tvorba oospora ovisi o vrsti hranjive podloge i temperaturi na kojoj
se test izvodi.

Kljucne rijeci: Phytophthora lateralis, pacempres, simptomi, metode izolacije i
metoda dobivanja oospora u hranjivim podlogama.

uvobD

Tijekom provodenja programa posebnog nadzora “Novi rizici u biljnom
zdravstvu” 2015. godine, u nadleZznosti Centra za zastitu bilja Hrvatske agencije
za poljoprivredu i hranu, u selu Mali Poganac, u Koprivnicko-krizevackoj
Zupaniji, na pacempresima (C. lawsoniana 'Columnaris Glauca') posadenima uz
okuénicu zamijeceni su simptomi susenja. Nakon izolacije iz korjenova vrata i
rizosfere bolesnih biljaka identificiran je uzrocnik suSenja — pseudogljiva
Phytophthora lateralis. Prva propadanja pacempresa, koja je izazvao taj
iznimno agresivan patogeni organizam, zabiljeZena su dvadesetih godina
prosloga stoljeca (Zobel i sur., 1985.) u rasadniku u Seattleu (SAD), ali je
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uzrocnik opisan kao P. lateralis tek 1942. godine (Tucker i Milbrat, 1942). Od
pedesetih godina prosloga stoljeéa P. lateralis prosirila se u jedine svjetske
prirodne sastojine C. lawsoniana (Port-Orford-cedar, Lawson's cypress) u
jugozapadnom Oregonu i sjeverozapadnoj Kaliforniji (Zobel i sur., 1985.), a
zatim i kroz cijeli tzv. pacificki sjeverozapadni pojas sve do Britanske Kolumbije
u Kanadi, devastirajuc¢i kompletne sastojine pacempresa u nekim podrucjima.
Zbog ekstremne patogenosti toga algama slicnog organizma, industrija
proizvodnje sadnica ukrasnih paempresa na zapadnoj obali SAD-a bila je
gotovo potpuno uniStena (Hansen i sur., 2000.). P. lateralis prezivljava u tlu, na
biljnim ostatcima i Siri se trajnim sporama (hlamidospore, oospore) prisutnima
u Cesticama tla (blato) koje prenose vozila, Zivotinje i ljudi, a prisutna je i u
vodotocima zarazenih podrucja u SAD-u. (Hansen i sur., 2000.). Osim toga, na
velike udaljenosti vrlo se uspjesno prenosi zarazenim sadnicama C. lawsoniana,
ali i drugih domadina. Do devedesetih godina prosloga stoljeca jedini poznati
domacin P. lateralis bio je pacempres — C. lawsoniana, a poslije se poznati krug
domacina prosirio na pacificku tisu (Taxus brevifolia), tuju (Thuja occidentalis),
borovicu (Juniperus communis), sibirski ¢empres (Microbiota decussata) i na
druge vrste pacempresa (C. obtusa, C. pisifera) te na neke ukrasne cvjetnice
(Vinca sp. i Petunia sp.), (EPPO, 2024). P. lateralis najées¢e napada pacempres
iz tla, kada zoosporama zarazi korijen, te se zatim micelijem prosiri na korjenov
vrat i donji dio stabljike (debla), a kada micelij u unutrasnjoj kori i kambiju
,zaokruzi” stabljiku, na nadzemnom dijelu biljke uo¢avaju se simptomi nagloga
susenja. U optimalnim uvjetima za razvoj (puno oborina i temperature 15 — 20
°C) taj patogeni organizam mozZe zaraziti liS¢e i grane u kro3nji patempresa
(Trione 1957.; Robin i sur., 2011.), Sto je svojstveno Phytophthora vrstama s
otpadajucim sporangijima, koji su djelomicno prisutni i kod P. lateralis.

Prvi nalazi P. lateralis u Europi zabiljeZzeni su u rasadnicima drvenastog
ukrasnog bilja u Francuskoj 1996. i 1998. te u Nizozemskoj 2005. i 2010. godine
(EPPO, 2024). lako se smatralo da je taj Stetni organizam uspjesno eradiciran,
prvi simptomi propadanja na pacempresima koji su bili zasadeni kao
vjetrobrani na podrucju Bretanje u Francuskoj pojavili su se izmedu 2005. i
2008. godine (Robin i sur., 2011.), a u godinama koje su uslijedile zabiljezena su
masovna susenja na tome podrucju. Do sada je u Europi P. lateralis nadena jos
u Velikoj Britaniji (Green i sur., 2013.) i Irskoj (EPPO, 2024), u podrucjima s
blagom oceanskom klimom, slicnoj onoj koja prevladava na zapadnoj obali
SAD-a.

U novijoj literaturi (Brasier i sur., 2010. i 2012.; Webber i sur., 2012.; Werres i
Wagner, 2012.; Green i sur. 2013.; Jung i sur., 2018.; Peterson i sur., 2020.)
razni autori navode da izolati P. lateralis koristeni u tim istraZzivanjima nisu
formirali oospore na hranjivim podlogama. Na specijaliziranoj internetskoj
stranici za identifikaciju Phytophthora vrsta (IDphy, 2024) P. lateralis opisana je
kao sterilna vrsta (ne stvara oospore), iako ju je kao homotali¢nu opisao Trione
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1957. i 1974. godine. Homotali¢nost (samooplodnost) izolata PLMP-15,
testirana je u ovome radu na tri hranjive podloge prikladne za stvaranje
oospora i dvije razli¢ite temperature inkubacije. U radu je opisana metoda na
hranjivim podlogama s listovima pacempresa (C. lawsoniana 'Columnaris
Glauca') i tuje (Thuja occidentalis 'Smaragd'), kojom su ve¢ nakon dva tjedna
dobivene oospore izolata PLMP-15.

MATERUAL | METODE

U travnju 2015. godine, tijekom monitoringa na podrucéju Koprivnic¢ko-
krizevacke Zupanije, u selu Mali Poganac, uz ogradu okuc¢nice (slika 1), uoc¢eno
je Sest biljaka pacempresa (C. lawsoniana 'Columnaris Glauca'), starosti Sest do
sedam godina, od kojih su dvije pokazivale znakove susenja. Prva biljka u nizu,
sa simptomima susenja, izvadena je iz tla i, nakon Sto su ispod kore na
korjenovu vratu zamijec¢eni simptomi slicni onima koje izaziva P.lateralis (slika
2), uzeta na laboratorijsku analizu.

U studenome 2015. godine, na istoj je lokaciji zamije¢eno susSenje joS tri
pacempresa u nizu (slika 3) pa su uzeti uzorci tla (cca 1 kg) iz rizosfere tih
biljaka i testirani na Phytophthora vrste metodom mamaca s pomocu listova
rododendrona Cunningham's white (Themann i Werres, 1998), i paCempresa u
laboratoriju.

Hranjive podloge koristene za izolaciju, identifikaciju i formiranje oospora

Za direktnu izolaciju P. lateralis iz korjenova vrata pacempresa koristena je
selektivna hranjiva podloga:

e PsARP Media — selektivna podloga za izolaciju Phytophthora
vrsta (Erwin i Ribeiro, 2005.)

Za morfolosku identifikaciju do vrste koriStene su slijedece neselektivne
hranjive podloge:

e Carrot piece agar (CPA) — 50 g narezanih komadiéa korijena
mrkve i 22 g agara (Select agar, Sigma-Aldrich,) u 1000 ml
destilirane vode, uz autoklaviranje na 121 °C (Werres i sur.,
2001.).

o 30 %-tni V8 Campbell's juice — agar (hranjiva podloga od soka
raznog povrca ) (Erwin i Ribeiro, 2005.)

e Potato-Dextrose Agar (PDA, Oxoid ili Biolife)

Za testiranje tvorbe oospora, osim CPA podloge koja se, buduci da je izvrsna
za tu namjenu, rutinski koristi u Laboratoriju za mikologiju HAPIH Centra za
zastitu bilja, u ovome su radu koristene i dvije hranjive podloge kao njezina
modifikacija:

e Chamaecyparis leaf agar (CHLA) — modifikacija CPA hranjive
podloge: 50 g narezanih dijelova lista pacempresa (C.
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lawsoniana 'Columnaris Glauca') i 15 g agara (Select agar,
Sigma-Aldrich) u 1000 ml destilirane vode, uz autoklaviranje na
121 °C 15 minuta.

e Thuja leaf agar (THLA) — modifikacija CPA hranjive podloge: 50
g narezanih dijelova lista tuje (Thuja occidentalis 'Smaragd') i
15 g agara (Select agar, Sigma-Aldrich) u 1000 ml destilirane
vode, uz autoklaviranje na 121 °C 15 minuta.

Metode izolacije P. lateralis iz paCempresa

Za izravnu izolaciju izolata PLMP-15 iz pacempresa koriStena je PsARP
selektivna podloga u koju su stavljeni skalpelom svjeze odrezani komadidi
unutarnje kore s korjenova vrata paempresa (5-6 po Petrijevoj zdjelici, @ 90
mm), na kojemu su bili prisutni simptomi posmedenja (nekroze). Svaki je
odrezani dio korjenova vrata (veli¢ine cca. 5 x 5 mm) sadrzavao liniju izmedu
zdravoga i bolesnoga tkiva. Prije stavljanja na PsARP hranjivu podlogu ti su
odrezani komadici bili oprani u destiliranoj vodi i nakon toga osuseni izmedu
dva sterilna filtar-papira.

Za izolaciju iz truloga korijena i tla koriStena je tzv. metoda mamaca na listove
rododendrona (Themann i Werres, 1998.). U ovome su radu kao mamac, uz
listove rododendrona (Rhododendron 'Cunningham's White'), koristeni svjeze
ubrani, zdravi listovi pacempresa (C. lawsoniana 'Columnaris Glauca').
,Pecanje” Phytophthora vrsta na listove rododendrona i pacempresa odvijalo
se u komori, u tami, na 15 °C. Metoda je provedena kako je opisano u izvornom
radu (Themann i Werres, 1998.), u tri plasticne posude (veli¢ine 25 x 15 cm)
stavljeno je 200 g tla i pripadajuceg korijenja (tri uzorka) i 400 ml destilirane
vode te je na povrSinu vode u svakoj posudi postavljeno pet zdravih listova
rododendrona (Cunningham's White) uz dodatak 2 g narezanih potpuno
zdravih listova (prethodno ispranih u destiliranoj vodi) pacempresa (C.
lawsoniana 'Columnaris Glauca'). Pet do deset dana nakon Sto se ostvarila
zaraza listova rododendrona i pacempresa, zaraZzeni komadici listova (cca. 3 x 3
mm), prethodno isprani u destiliranoj vodi, stavljeni su na PsARP podlogu kako
bi se izolirao patogen.

Petrijeve zdjelice (@ 90 mm) s komadi¢ima korjenova vrata te listova
rododendrona i paempresa na PsARP podlozi, inkubirane su u komori na 15 °C,
u tami. Spororastuci micelij presaden je nakon tjedan dana na CPA, V8 i PDA
hranjive podloge (Petrijeve zdjelice, @ 90 mm) radi identifikacije i ostavljen na
inkubaciju u komori rasta na 15 °C, u tami.

Identifikacija P. lateralis na osnovi morfoloskih karakteristika

Identifikacija vrste kod izolata PLMP-15 iz Malog Poganca obavljena je nakon
tri do Cetiri tjedna, kada je spororastuci micelij prerastao tri Cetvrtine Petrijeve
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zdjelice na CPA, V8 i PDA podlogama. Vrsta je odredena na temelju izmjerenih
veli¢ina sporangija i hlamidospora te karakteristiCna lateralnog rasta
hlamidospora u CPA i izgleda kolonije na PDA podlozi. Za mjerenje sporangija
koristena je 30 %-tna V8 hranjiva podloga. Ta je podloga, s izolatom PLMP-15,
izrezana na komade veli¢ine 30 x 30 mm i stavljena u sterilnu staklenu Petrijevu
zdjelicu (@ 120 mm) u koju je dodana prirodna izvorska voda (Jana, Kala, Cetina
i sl.), koliko je bilo dovoljno da potpuno prekrije komade izrezane podloge. Ta
je Petrijeva zdjelica odloZena u komoru rasta na temperaturu 20 °C te je nakon
Cetiri dana inkubacije izmjereno 30 formiranih sporangija i izraunana njihova
prosjecna veli¢ina. Promjer hlamidospora (30) izmjeren je pod svjetlosnim
mikroskopom direktnim mikroskopiranjem Petrijevih zdjelica s izolatom PLMP-
15 na CPA hranjivoj podlozi, okrenutih s donje strane ili stavljanjem dijela
podloge s izolatom na predmetno stakalce.

Na PDA podlozi analiziran je izgled kolonije radi potvrde identifikacije vrste.

Mjerenja su obavljena svjetlosnim mikroskopom Olympus BX53 programom
Imaging Software - CellSens Dimensions.

Identifikacija P. lateralis molekularnim metodama

Radi potvrde identifikacije vrste na osnovi morfoloskih obiljezja obavljena je
identifikacija izolata PLMP-15 amplifikacijom i sekvenciranjem ribosomalne
(ITS) i mitohondrijalne (COX1) regije gena.

S povrsine PDA, sterilnim je skalpelom ostrugano 20 mg micelija izolata
PLMP-15 koji je prebafen u eppendorf tubice od 2 ml i usitnjen tu¢kom u
tekuéem dusiku. Izolacija DNK obavljena je koristenjem kompleta Dneasy Plant
Mini Kit (Qiagen Inc., SAD) prema uputama proizvodaca. Za umnaZanje
ribosomalne regije koristene su pocetnice ITS 1 ITS 4 (White i sur., 1990.) dok
su za mitohondrijalnu  regiju  koristene  pocetnice FM84  (5'-
TTTAATTTTTAGTGCTTTTGC-3') i FM77 (5'-CACCAATAAAGAATAACCAAAAATG-
3') (Martin i sur., 2014.).

Za svaki par pocetnica pripremljene su zasebne reakcijske smjese. U PCR
reakcijskoj smjesi ukupnog volumena 25 pl koristeno je 5 pl ekstrahirane DNK
12,5 pl EmeraldAmp Max PCR mastermix (Takara), 5,5 pl vode (procis¢ena voda
za PCR) te po 1 pl pocetnice ITS1 i ITS4. Reakcijska smjesa s pocetnicama FM84
i FM77 pripremljena je na isti nacin. Uvjeti za amplifikaciju ITS regije bili su: 95
°C 2 minute, 30 ciklusa na 95 °C 20 sekundi, 55 °C 25 sekundi i 72 °C 50 sekundi,
sa zavrSnim izduzivanjem na 72 °C 10 minuta. Uvjeti za amplifikaciju COX1
regije bili su 95 °C 3 minute, 35 ciklusa na 95 °C 1 minuta, 56 °C 1 minutai 72 °C
2 minute, sa zavrsnim izduZivanjem na 72 °C 5 minuta (Martin i sur., 2014).
Provjera dobivenih PCR produkata izvrSsena je elektroforezom na 1 %-tnom
agaroznom gelu, 45 minuta pri 110 V. Dobiveni PCR produkti prociséeni su
koristenjem kompleta GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, SAD) i
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sekvencirani u Macrogen Inc., Nizozemska. Sekvence su analizirane i
usporedene s referentnim sekvencama iz GenBank baze koriStenjem programa
BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0. (Hall, 1999.). Uredene sekvence
upisane su u GenBank bazu podataka.

Test patogenosti

Da bi se dokazala patogenost P. lateralis prema Koch-ovim postulatima,
koristena je sljede¢a metoda umjetne infekcije pacempresa: Pet trogodisnjih
sadnica pacempresa (C. lawsoniana 'Columnaris Glauca') posadeno je u nove
plasticne loncice, u prethodno steriliziran supstrat za ukrasno bilje. Izolat
PLMP-15 presaden je u tri plastiéne Petrijeve zdjelice (@ 90 mm) na V 8
hranjivu podlogu (30%-tnu) i drZzan u komori rasta na 20 °C. Nakon $to je micelij
prerastao tri Cetvrtine Petrijeve zdjelice, V 8 hranjive podloge izrezane su
sterilnim skalpelom na komade i stavljene u tri sterilizirane staklene Petrijeve
zdjelice (@ 120 mm) s prirodnom izvorskom vodom te premje$tene na
inkubaciju u komoru na 20 °C. Nakon 4 dana, na izrezanim su se komadima V8
podloge obilno formirali sporangiji P. lateralis. Kako bi se osigurala Sto veca
koli¢ina zoospora potrebnih za umjetnu infekciju posadenih paéempresa, u sve
tri Petrijeve zdjelice ubacena su po 2 g narezanih, svjeze ubranih, potpuno
zdravih, listova pacempresa (C. lawsoniana 'Columnaris Glauca'), nakon ¢ega su
Petrijeve zdjelice vracene u komoru (20 °C) na daljnju inkubaciju. Nakon 10
dana na zaraZenim dijelovima listova patempresa u Petrijevim zdjelicama
obilno su se formirali sporangiji sa zoosporama. Prije umjetne zaraze,
skalpelom je oprezno otkopan povrsinski sloj supstrata u zoni korijena i
korjenova vrata posadenih pet sadnica pacempresa. Zatim je sadriaj tri
Petrijeve zdjelice (izvorska voda, narezana hranjiva podloga s izolatom PLMP-
15 i zaraZeni dijelovi listova pacempresa) ispraznjen u zonu korijena tri
pacempresa i ponovno prekriven supstratom. Isti postupak ponovljen je i s
preostale dvije sadnice koje su predstavljale kontrolu, gdje se umjesto V8
podloge s izolatom PLMP-15 koristila cista V8 podloga. Svih pet sadnica
pafempresa postavljeno je u klima-komoru na 18 °C i 75 % relativne vlage
zraka uz osvjetljenje 12 sati. U komori su biljke odmah zalivene destiliranom
vodom tako da je supstrat bio potpuno zasiéen, a svaki je lonci¢ bio postavljen
u vecéu plasticnu posudu tako da se viSak vode kod zalijevanja u njima
zadrZavao. Na taj je nacin osigurana potpuna zasi¢enost supstrata vodom u
prva dva dana od umjetne infekcije. Poslije su lonci¢i zalijevani vodom do
potpune zasi¢enosti supstrata svakih 5 dana i pratila se pojava simptoma na
patempresima. Nakon pojave simptoma na umjetno zaraZenim biljkama
patempresa, iz korjenova vrata s karakteristicnim simptomima bolesti,
obavljena je reizolacija P. lateralis na nacin opisan u metodama izolacije.
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Testiranje izolata PLMP-15 na tvorbu oospora

Za rast izolata PLMP-15 koristena je V8 hranjiva podloga, a za testiranje
formiranja oospora koristene su tri hranjive podloge CPA, CHLA i THLA. Svaka je
podloga izlivena u Cetiri sterilne plasti¢ne Petrijeve zdjelice (@ 90 mm). CPA
podloga modificirana je tako da su umjesto mrkve koristeni dijelovi listova
pacempresa (CHLA) i tuje (THLA), a koli¢ina agara smanjena je s 22 na 15
grama. Dijelovi listova tuje koristeni su za podlogu jer P. lateralis izaziva tipicne
simptome ,,zra¢ne” infekcije na listovima tuje (Schlenzig, i sur., 2011). Prema
dostupnim podatcima iz literature, listovi tuje nisu do sada bili koriSteni u
hranjivim podlogama za formiranje oospora P. lateralis.

Izolat P. lateralis PLMP-15 prethodno je uzgojen na 30 %-tnoj V8 podlozi u
Petrijevim zdjelicama promjera 9 cm. Odrezani komadiéi V8 hranjive podloge, s
ruba kolonije P. lateralis, (veli¢ine 5 x 5 mm) stavljeni su na pripremljene CHLA i
THLA podloge od kojih je svaka sadrzavala najmanje dva komada lista
pacempresa ili tuje te na CPA podlogu s narezanim komadiéima korijena mrkve.
Komadici odrezane 30 %-tne V8 hranjive podloge, koji su sadrzavali rastuéi rub
kolonije P. lateralis, bili su postavljeni u blizinu (5 — 10 mm) dijelova lista
pacdempresa i tuje ili narezanog korijena mrkve u CHLA, THLA i CPA podlogama.

U testiranju su koriStene dvije debljine izlijevanja hranjive podloge u Petrijeve
zdjelice kako bi se usporedila brzina stvaranja oospora. Prva, tanja, 2 do 3 mmii
druga, deblja, 5 do 6 mm.

Testiranje na tvorbu oospora provedeno je u klima-komorama na
temperaturama 15°C i 20°C u mraku. Stvaranje oospora provjeravalo se pod
svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX53), pregledom donje strane Petrijeve
zdjelice s izolatom PLMP-15. Promjer oogonija, oospora i veli¢ina anteridija
izmjereni su tako da su komadi¢i CHLA i THLA podloga s P. lateralis stavljani na
predmetno stakalce pod svjetlosni mikroskop. Izmjereno je 50 oogonija,
oospora i anteridija. Za mjerenje je korisSten Imaging Software - CellSens
Dimensions program na mikroskopu Olympus BX53.

Meteoroloski podatci

Kako bi se bolje razumjela etiologija bolesti na patempresima u Malom
Pogancu analizirani su meteoroloski podatci (oborine i temperatura pri tlu) na
podrucju Krizevaca za razdoblje od 2011. do 2015. godine. Meteoroloski
podatci dobiveni su od Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda Republike
Hrvatske (DHMZ).

REZULTATI

Iz zaraZzena korjenova vrata pacempresa, uzorkovanoga u travnju 2015.
godine (slika 2), na selektivnoj hranjivoj podlozi (PsARP), izoliran je spororastudi
micelij karakteristican za Phytophthora vrste. Morfoloskom analizom rasta
micelija i hlamidospora na hranjivim podlogama (CPA, V8 i PDA) te sporangija
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koji su se formirali u izvorskoj vodi odredeno je da se radi o vrsti Phytophthora
lateralis, najopasnijem uzro¢niku propadanja pacempresa.

Slika 1. Mali Poganac, travanj 2015, Slika 2. Mali Poganac, travanj 2015.,
sudenje padempresa (sinimio: Z. simptomi na korjenovom vratu
Tomi¢, 2015.) (snimio: Z. Tomi¢, 2015.)
Fig. 1. Mali Poganac, April 2015, Fig. 2. Mali Poganac, April 2015,
Lawson's cypress dieback (photo: Z. crown rot symptoms (photo: Z. Tomic,
Tomi¢, 2015) 2015)

U studenome 2015. godine ponovno je obavljen pregled pacempresa na istoj
lokaciji te je uoceno susenje jos triju pacempresa (C. lawsoniana 'Columnaris
Glauca') u nizu (slika 3). Nakon analize prikupljenih uzoraka tla iz rizosfere
biljaka sa simptomima susenja, metodom mamaca na listove rododendrona i
pacempresa, izolirana je P. lateralis iz svakog od tri uzorka tla.

slika 3. Mali Poganac, studeni 2015., simptomi naglog susenja pacempresa (snimio: Z.
Tomi¢, 2015.)
Fig. 3. Mali Poganac, November 2015, sudden dieback and death of C. lawsoniana
(photo: Z. Tomi¢, 2015)
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Analizom meteoroloskih podataka za podrudje Krizevaca u razdoblju od 2011.
do 2015. godine (ovdje nisu detaljno prikazani) utvrdeno je da vremenski uvjeti
nisu bili optimalni za razvoj P. lateralis sve do 2014. godine. Naime, od 2011. do
2013. prevladavale su vremenske prilike karakteristicne za klimu sjeverne
Hrvatske, sa ¢estim susnim razdobljima i visokim temperaturama zraka ljeti te
niskima zimi (Cesto ispod 0 °C). Osobito se istice 2012. godina s ljetnim
temperaturama i do 38,5 °C te zimskima do — 20 °C. Tijekom 2014. godine
vremenske prilike bile su potpuno drugacije od uobicajenih, ekstremne koli¢ine
oborina, znadajno nize temperature od prosjecnih ljeti i neuobicajeno topli
zimski mjeseci bili su idealni za Sirenje zaraze s P. lateralis na patempresima.
Tijekom proljetnih mjeseci 2015. godine (oZujak i travanj) zabiljezena je
neuobicajeno mala koli¢ina oborina na podrucju Krizevaca, Sto je, uz
karakteristicno susno i vrlo toplo ljeto, pogodovalo pojavi simptoma naglog
susenja patempresa.

Morfoloske karakteristike izolata PLMP-15

Najvaznije je morfolosko obiljezje P. lateralis tvorba veéinom sfericnih
(kuglastih), lateralnih hlamidospora na hifama u hranjivoj podlozi, po cemu je
ova vrsta dobila ime. Analizom na CPA hranjivoj podlozi utvrdeno je da izolat
PLMP-15 obilno stvara hlamidospore, ve¢inom lateralno na hifama. Mjerenjem
promjera hlamidospora PLMP-15 izolata utvrdeno je da je raspon veli¢ina u
skladu s opisom hlamidospora P. lateralis u originalnom radu (Tucker i Milbrath
1942.). Prosjecna veli¢ina bila je 42 um, minimalna 35 um, a maksimalna 71
pm. Mlade hlamidospore su tankostjene, a zrele, osobito u tkivu domacdina gdje
uslijed izlucivanja pigmenta poprimaju zlatno do tamnosmedu boju, imaju
debelu stijenku (slika 4).

lako je vecina sporangija izolata PLMP-15 perzistentna na sporangioforima i
bez papile, tijekom analize utvrdena je prisutnost i otpadajuéih sporangija s
kratkom drskom (slika 5). Dio takvih sporangija na vrhu formira zadebljanje
koje je vrlo slicno semipapili. Mjerenjem sporangija izolata PLMP-15 utvrdeno
je da njihov oblik i raspon veli¢ina odgovara opisu sporangija P. lateralis u
originalnom radu (Tucker i Milbrath 1942.). Izmjerena veli¢ina sporangija bila je
u rasponu 23 —-62 x 15—-22 um.

Na hranjivim podlogama CPA, V8 i PDA, koriStenima za analizu morfoloskih
karakteristika izolata PLMP-15, P. lateralis nije stvarala oospore. Izgled kolonije
izolata PLMP-15 na PDA podlozi potpuno je odgovarao opisu u literaturi (IDphy,
2024.).
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Slika 4. P. [ateralis — hlamidospore na Slika 5. P. lateralis — perzistentni i
listu paCempresa u izvorskoj vodi otpadajuci sporangiji (snimio: Z.
(snimio: Z. Tomi¢, 2015.) Tomi¢, 2015.)
Fig. 4. P. lateralis — chlamydospores Fig. 5. P. lateralis — persistent and
on the Lawson's cypress leaf in the deciduous sporangia
spring water (photo: Z. Tomi¢, 2015) (photo: Z. Tomi¢, 2015)

Potvrda identifikacije P. lateralis molekularnim tehnikama

Sekvenca ITS regije reprezentativnog izolata PLMP-15 pokazala je 100 %-tnu
podudarnost sa sekvencama P. lateralis MG865522 — extype sequence ,
MK780085 i KI755127 iz GenBank baze. ITS sekvenca izolata PLMP-15 upisana
je u GenBank bazu pod pristupnim brojem ON318974.

Sekvenca COX1 regije reprezentativnog izolata pokazala je 100 %-tnu
podudarnost sa sekvencama P. lateralis 1X121303 i MK792735 te MH136917 —
extype sequence iz GenBank baze.

COX 1 sekvenca izolata PLMP-15 upisana je u GenBank bazu pod pristupnim
brojem ON375540.

Test patogenosti

Prvi simptomi promjene boje listova (sivo-zelena) tri umjetno zarazena
pacempresa, bili su zamijeceni 100 do 120 dana od umjetne infekcije, a
simptomi identi¢ni onima na lokaciji u Malom Pogancu (potpuno susenje i
nekroza korjenova vrata) pojavili su se nakon Sest do sedam mjeseci. Dva

pacempresa koja su posluzila kao kontrola u testu patogenosti nisu pokazala
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nikakve simptome bolesti. Iz korjenova vrata sva tri umjetno zaraZena
pacempresa, postupkom opisanim u metodama izolacije, na selektivnoj PsARP
podlozi izolirana je P. lateralis, ¢ime su potvrdeni Kochovi postulati testa
patogenosti.

Test na tvorbu oospora

Rezultati testa na formiranje oospora s izolatom PLMP-15 jasno ukazuju da
tvorba oospora ovisi o vrsti hranjive podloge i temperaturi na kojoj se
testiranje obavlja (tablica 1). CPA hranjiva podloga, inace izvrsna za stvaranje
oospora kod vecéine Phytophthora vrsta, nije prikladna za P. lateralis jer se u
njoj oospore te vrste nisu formirale, neovisno o temperaturama koristenim u
testiranju. Na podlogama s inkorporiranim listovima pacempresa (CHLA) i tuje
(THLA) oospore su se obilno formirale samo na temperaturi 15 °C. Na
temperaturi 20 °C oospore izolata PLMP-15 stvarale su se samo sporadi¢no
(nekoliko oospora u Cetiri Petrijeve zdjelice) u CHLA i THLA podlogama.

Tablica 1. Formiranje oospora u razli¢itim hranjivim podlogama i temperaturama
nakon 30 dana

Table 1. Formation of oospores in different agar media and temperatures after
30 days

Hranjiva podloga

CPA CHLA THLA
Temperatura PLMP-15 PLMP-15 PLMP-15
15°C - +++ +++
20°C - + +

- = ne stvara oospore, + =rijetko formira oospore, +++ = obilno formira oospore
- = does not form oospores, + = rarely forms oospores, +++ = abundantly forms
oospores

Prve oospore u CHLA podlozi, do 3 mm debljine, na 15 °C bile su vidljive, u
sve Cetiri Petrijeve zdjelice, nakon dva tjedna u agaru (15. — 16. dan). Debljina
izlijevanja podloge imala je utjecaj na brzinu formiranja oospora, u CHLA
podlozi debljine do 6 mm prve su oospore bile vidljive nakon tri tjedna (21. —
23. dan). U THLA podlozi oospore se nisu stvarale unutar 30 dana u agaru, ali su
se zato obilno formirale u dijelovima lista tuje, u sve Cetiri Petrijeve zdjelice.
Oospore u listu tuje u podlozi pocele su se formirati nakon tri tjedna, a nakon
28 dana u listovima se pod mikroskopom moglo vidjeti obilje tamnosmedih
oospora (slika 6). Nakon 30 dana oospore su se formirale i u agaru THLA
hranjive podloge.

Zanimljivo je to Sto su se oospore P. lateralis obilno formirale i u Petrijevim
zdjelicama s CHLA i THLA podlogama koje su drzane na 20 °C kada su, nakon
Sto se u razdoblju od 30 dana nisu obilno formirale oospore, premjestene u
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hladnjak na 5 — 7 °C. Na toj temperaturi u roku od 10 do 14 dana formirale su
se oospore u listovima C. lawsoniana i T. occidentalis unutar podloga.

Iz analize utjecaja temperature na tvorbu oospora izolata P. lateralis PLMP-15
mozZe se zakljuciti da se neusporedivo brze i obilnije formiraju na znacajno
nizim temperaturama (do 15 °C) od one optimalne za rast micelija i sporulaciju
(20 °C).

Slika 6. Oospore s paraginim anteridijima u listu Thuja occidentalis 'Smaragd' (snimio:
Z. Tomi¢, 2015.)
Fig. 6. Oospores with paragynous antheridia in the leaf of Thuja occidentalis 'Smaragd'
(photo: Z. Tomi¢, 2015)

Mlade oospore u CHLA i THLA hranjivim podlogama zlatnoZute su boje i
najcesce pleroticne (potpuno ispunjavaju oogonij), a neovisno o tome nalaze li
se u agaru ili u listovima pacempresa i tuje, zrele oospore najéesée su sferi¢ne
(kuglaste) i tamnosmede boje. Svaka oospora sadrZi najcesce jednu veliku
ykruznicu® ooplasta (slika 6) po kojoj se najlakse razlikuje od slicno
pigmentiranih hlamidospora u hranjivoj podlozi. Velik broj analiziranih oogonija
imao je tzv. suzenu bazu (tapered base) na koju se naslanjaju relativno veliki
anteridiji. Cesto oogoniji poprimaju oblik zareza (comma-shaped oogonia), a u
listovima pacempresa i tuje u podlogama (CHLA i THLA) nerijetko i druge
nepravilne izduzene oblike. Izmjerene dimenzije oogonija izolata PLMP-15
iznose 26,8 — 55,44 (44,2) x 24,7 — 54,49 (42,8) um. Raspon promjera
izmjerenih oospora 24 — 52 um nesto je veci nego onaj u originalnom radu
(Trione, 1957), ali je prosjec¢na velicina ista, priblizno 40 um. Izmjerena debljina
stijenke oospora bila je 1,6 — 3,6 um, a prosjecna 2,7 um.

Anteridiji izolata PLMP-15 bili su vrlo Cesto jasno vidljivi, osobito na
oosporama koje su se formirale u komadicu lista tuje, ako se on dovoljno usitni
u kapi vode prije mikroskopiranja. Anteridiji su iskljuCivo paragini, formiraju se
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najCesce uz vrat oogonija, uvijek jedan po oospori, oblik im varira od gotovo
kuglastih ili izduZenih do nepravilnog oblika, a izmjerena veli¢ina bila je 8,1 -
19,2 (13,8) x 9,01 - 30,6 (18,1) um.

U testiranju tvorbe oospora THLA hranjiva podloga pokazala se najboljom jer
listovi tuje ne izluCuju u agar jak crvenkastosmedi pigment kao listovi
pacempresa u CHLA podlozi pa se sve morfoloske karakteristike puno jasnije
vide pod mikroskopom. Taj pigment oteZava analizu morfoloskih karakteristika
oospora u CHLA podlozi i u njemu je teZe razlikovati oospore od hlamidospora,
koje se takoder formiraju u podlozi.

Na ostalim hranjivim podlogama koristenima u radu (V8 i PDA) oospore se
nikada nisu formirale.

RASPRAVA

Phytophthora lateralis primjer je egzoti¢nog, invazivhog patogena koji,
dospjevsi u okolis u kojemu prevladavaju optimalni uvjeti za njegov razvoj i u
kojemu je osjetljivi domacin naSiroko rasprostranjen, Cini drasti¢ne Stete.
Odavno se pretpostavljalo da je podrijetlo ove vrste iz Azije (Zobel i sur., 1985.)
zbog rezistentnosti azijskih Chamaecyparis vrsta na nju, a kada je P. lateralis
prvi put nadena u Sumi C. obtusa na Tajvanu (Brasier i sur., 2010.), a kasnije i u
Sumama Japana (Jung i sur., 2021.), ta je hipoteza dodatno dobila na vaznosti.
P. lateralis spororastudi je patogen prilagoden blagoj i vlaznoj oceanskoj klimi,
karakteristicnoj za sjeverozapad SAD-a, gdje su rasprostranjene prirodne
sastojine C. lawsoniana (Port-Orford-Cedar) u kojima je izazvala goleme Stete,
jer je to stablo vrlo cijenjeno u drvnoj industriji, ali i u proizvodnji paéempresa
kao drvenastog ukrasnog bilja na tome podrucju.

Buduéi da u Europi ne postoje prirodne sastojine pacempresa (postoje
plantazne Sume u Spanjolskoj i Portugalu), Sirenje P. lateralis najvise je riziéno
za proizvodnju sadnica C. lawsoniana, jedne od najvaznijih ukrasnih ¢etinjaca u
rasadnicarskoj industriji (EPPO, 2024). Osim u rasadnicarstvu, Sirenje P.
lateralis moglo bi biti vrlo opasno i za vrlo velik broj ve¢ posadenih ukrasnih
stabala pafempresa dillem Europe pa tako i unutrasnjosti Hrvatske
(paéempresa gotovo i nema u obalnom podrudju).

Nalaz P. lateralis ispred okuénice u Malom Pogancu travnju 2015. godine bio
je prilicno iznenadujuci, a impresivna je bila i brzina propadanja pacempresa jer
su se od Cetiri preostale zdrave biljke tri osusile ve¢ do studenoga, a u svibnju
2016. godine na toj lokaciji vise nije bilo nijednoga padempresa (sve su suhe
biljke bile uklonjene). Prema podatcima dobivenima od vlasnika, pacempresi su
bili kupljeni u jednom prodajnom centru na podrucju Koprivnicko-krizevacke
Zupanije i posadeni na jesen 2010. godine. Buduéi da u tome selu tijekom
istrazivanja nisu nadeni drugi moguc¢i domadini P. lateralis, niti su na istoj
lokaciji prije sadeni pacempresi, jasno je da je su izvor infekcije bile zarazene
sadnice, Sto je vrlo Cest slucaj kada se radi o Phytophthora vrstama (Jung i sur.,
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2016.). Dvije su europske zemlje, u kojima je prisutna P. lateralis, iz kojih su
sadnice pacempresa mogle doéi u Hrvatsku — Nizozemska i Francuska. Bududi
da je uvoz drvenastoga ukrasnog bilja iz Francuske zanemariv u odnosu na
uvoz iz Nizozemske, najvjerojatnije su zaraZene sadnice uvezene iz te zemlje.

Tijekom pregleda toga podrucja sljedeéih godina nigdje viSe nisu zabiljezena
propadanja pacempresa uzrokovana tim Stetnim organizmom, StoviSe, i u
ostalim krajevima Hrvatske, u brojnim rasadnicima i vrtnim centrima P.lateralis
nikada nije izolirana iako smo tijekom monitoringa vrlo cesto nalazili
patemprese sa simptomima suSenja uzrokovanog raznim Phytophthora
vrstama (P. cinnamomi, P. cactorum, P. cryptogea, P. multivora i dr.).

Prisutnost i Sirenje P. lateralis na lokaciji s umjerenom kontinentalnom
klimom, gdje se zimi temperature spustaju znatno ispod 0 °C, a u srpnju i
kolovozu nerijetko uz vrlo visoke temperature viada i jaka susa, veoma je
zanimljivo jer je taj patogeni organizam rasiren u blagom i vlaznom podneblju
oceanske klime. Analiza meteoroloskih podataka za podrucje Malog Poganca
(Krizevci) za razdoblje od 2011. do 2015. godine objasnjava zaSto su
pacempresi posadeni potkraj 2010. godine naglo propali tek 2015. do 2016.
godine, ali i otkriva mogucnost prezivljavanja P. lateralis u, za nju, ekstremno
nepovoljnim klimatskim uvjetima. Naime, u razdoblju od 2011. do 2013. godine
vladale su uobicajene klimatske prilike za to podneblje koje nisu optimalne za
razvoj P. lateralis i bolest se relativno sporo razvijala (prema izgledu biljaka u
travnju 2015. godine vjerojatno su simptomi bili vidljivi na samo jednom
pacempresu). U tome razdoblju istiCe se 2012. godina s ekstremno niskim
temperaturama u veljaci (do -20 °C) i ekstremno visokim temperaturama (do
38,5 °C) te jakom susom tijekom srpnja, kolovoza i rujna, koje je, ocigledno, P.
lateralis uspjesno prezivjela. Ono Sto je omogudilo brz razvoj bolesti tijekom
2015. godine bile su vremenske prilike u 2014. godini, koje su obiljezZili
ekstremno kiSovito ljeto i jesen (bez uobicajeno visokih temperatura tijekom
ljeta) te neuobicajeno topli zimski mjeseci, takoder s obiljem kise. Kada je
nastupilo susno razdoblje u oZujku i travnju 2015. godine, poceli su se
pojavljivati simptomi nagloga suSenja. Tijekom ljeta ti su se simptomi brzo
prosirili (Sto je karakteristicno za susenja uzrokovana Phytophthora vrstama),
tako da je u studenom samo jedna biljka bila bez simptoma, a i ona se osusila
na proljeée 2016. godine.

Nakon potvrde prvog nalaza P. lateralis u Hrvatskoj 2015. godine analizirane
su morfoloSke karakteristike izolata PLMP-15. Najvaznije je morfolosko
obiljezje P. lateralis tvorba vecinom sferi¢nih, lateralnih hlamidospora na
hifama u hranjivoj podlozi. Hlamidospore su zapravo interkalarne, kako je
opisano u originalnom radu Tucker i Milbrat (1942.) i radovima kod drugih
autora (Trione, 1974.; Erwin i Ribeiro, 2005.), a razvijaju se kao lateralna
nabreknuéa hifa koja sazrijevanjem zadobiju sesilni oblik. Mjerenjem
hlamidospora izolata PLMP-15 utvrdeno je da je njihov promjer u skladu s
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rasponom veli¢ina hlamidospora P. lateralis koju navode Tucker i Milbrath
(1942.). Za formiranje hlamidospora u ovome istraZivanju idealnom se pokazala
CPA hranjiva podloga. Na toj se podlozi hlamidospore obilno stvaraju, a buduci
da je to medij niske nutritivne vrijednosti, P. lateralis u njemu stvara i
sporangije, osobito kada rub kolonije dosegne rub Petrijeve zdjelice.

lako su Tucker i Milbrat (1942.) opisali sporangije P. lateralis kao perzistentne
na sporangioforu i bez papile (nonpapilate), u kasnijim istraZivanjima (Hansen,
1999.; Brasier i sur., 2010.; Robin i sur. 2011.) utvrdeno je da dio sporangija
moze biti otpadajudi s kratkom drskom, sto je karakteristika i PLMP-15 izolata iz
Hrvatske (slika 5). Kod dijela otpadajucih sporangija na vrhu se moglo uociti
zadebljanje vrlo slicno semipapili (slika 5), Sto je primije¢eno i kod izolata P.
lateralis u Francuskoj (Robin i sur.,, 2011.). Takvi otpadajuéi sporangiji sa
zadebljanjem na vrhu koje se vizualno ne razlikuje od semipapile, jako su sli¢ni
onima koje stvara Phytophthora ramorum, filogenetski vrlo bliska P. lateralis.
Otpadajudi sporangiji vrlo su vazni za ostvarenje ,,zracne” infekcije na granama,
listovima i deblu paéempresa i tuje. Za razliku od zarazenih stabala paéempresa
u SAD-u (Trione, 1957.), Francuskoj (Robin i sur., 2011.), na Tajvanu (Webber i
sur., 2012.) i u Velikoj Britaniji (Schlenzig i sur., 2014.), na nadzemnim
dijelovima biljaka C. lawsoniana u Malom Pogancu nisu se mogli zamijetiti
simptomi napada P. lateralis. Simptomi suSenja bili su posljedica zaraze
korijena i korjenova vrata.

Tucker i Milbrat (1942.), u originalnom radu, na hranjivim podlogama koje su
koristili, nisu nasli oospore P. lateralis, stoga ih nisu ni opisali. Oospore toga
patogenog organizma prvi su put opisane u Trioneovoj doktorskoj disertaciji
1957. godine. Od mnogobrojnih hranjivih podloga koristenih u tome
istrazivanju oospore su se formirale samo na podlogama s listom C
lawsoniana, s uvarkom od lista C. lawsoniana (Cedar Decoction Agar) i s
listovima lucerne. Zanimljivo je da je u toj doktorskoj disertaciji Tirone naveo
da je prosjecna debljina stijenke oospora P. lateralis 6 um, ali je u radu iz 1974.
godine isti autor napisao da je ta debljina prosje¢no 2 um. Pitanje izgleda i
veli¢ina anteridija, oogonija, oospora i njihova formiranja u hranjivim
podlogama u kasnijim je radovima postalo prilicno kontroverzno. U starijim
knjigama (Erwin i Ribeiro, 2005.; Gallegly i Hong, 2008.) opisuju P. lateralis kao
homotali¢nu vrstu. Ti autori navode da je debljina stijenke oospore 5 — 6 um.

U novijoj literaturi (Brasier i sur., 2010. i 2012., Werres i Wagner, 2012.,
Green i sur. 2013., Jung i sur., 2018., Peterson i sur., 2020.) navodi se da P.
lateralis ne stvara oospore na razli¢itim hranjivim podlogama ili, ako ih stvara,
da je to atipino (Brasier i sur., 2010). Osim toga i na specijaliziranoj
internetskoj stranici za identifikaciju Phytophthora vrsta (IDphy, 2024.) navodi
se da P. lateralis ne stvara oospore, odnosno da se radi o sterilnoj vrsti.

Buduci da je stvaranje oospora, trajnih spora koje sluze za preZivljavanje u
nepovoljnim uvjetima, vrlo vazno svojstvo u etiologiji bolesti domacina
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Phytophthora vrsta, u ovome je radu testiran izolat PLMP-15 na tvorbu oospora
na razli¢itim hranjivim podlogama.

Rezultati testa pokazali su da izolat PLMP-15 P. lateralis obilno formira
oospore u CHLA i THLA podlogama na 15 °C, dok na ostalim hranjivim
podlogama koristenima u radu (CPA, V8 i PDA) ne stvara oospore. VaZan je
podatak dobiven testiranjem da se oospore obilno formiraju u CHLA i THLA
podlogama na znatno niZoj temperaturi (15 °C) od one optimalne za rast
micelija i sporulaciju P. lateralis (20 °C). Na 20 °C formiraju se samo sporadicno.
Buduci da, prema podatcima dostupnima u literaturi, CHLA i THLA podloge nisu
nikada prije koriStene za formiranje oospora P. lateralis (podloga s listovima
pacempresa koriStena je samo u Trioneovu istraZivanju 1957. i 1974. godine, ali
je bila spravljena na drugaciji nacin), mogude je pretpostaviti da su navedene
podloge prikladnije za tvorbu oospora od podloga od uvarka listova C.
lawsoniana (Cedar Decoction Agar) i mrkve (Carrot Agar) koju su koristili
Brasier i sur. (2010., 2012.) i Green i sur. (2013.) kao i od CPA (Werres i
Wagner, 2012.) te CMA (Corn meal agar) podloga (Peterson i sur., 2020.).
Naravno, ovu pretpostavku potrebno je potvrditi analizom vedeg broja izolata
P. lateralis. Vrlo je zanimljivo da u dostupnoj literaturi, iako se radi o dobro
poznatom, notornom patogenu, ne postoje novije mikrofotografije oospora P.
lateralis. Posljednje dostupne crno-bijele fotografije objavljene su u knijizi
Phytophthora — Identifying Species by morphology and DNA Fingerprints
(Gallegly i Hong, 2008.), ali je ocito da je, od tri objavljene fotografije, samo
jedna (vrlo losa) stvarno oospora. lako se u originalnu opisu oospora P. lateralis
(Trione, 1957. i 1974.) navodi da su anteridiji iskljuCivo paragini, nije opisan
njihov oblik niti su navedene njihove dimenzije. U dostupnoj literaturi ne
postoje podatci o obliku i dimenzijama anteridija P. lateralis. 1z rezultata
analize morfoloskih karakteristika izolata PLMP-15 moze se zakljuciti da su
anteridiji iskljuivo paragini, gotovo kuglasti (sfericni) ili izduzeni, do
nepravilnog oblika, relativno veliki, prosje¢ne velic¢ine 14 x 18 um.

Prema Brasier i sur. (2012.) kod P. lateralis poznate su cetiri fenotipski i
filogenetski razlicite loze (lineages) od kojih vecina europskih izolata pripada
tzv. PNW lozi (Pacific North West) zajedno s sjevernoameric¢kim izolatima.
Tvorba oospora kod izolata PLMP-15 u nasem laboratoriju sukladna je
podatcima koji se odnose na americke izolate (PNW lineage) u starijoj literaturi.
Ta Cinjenica takoder ukazuje da na to da je moguce da je formiranje oospora u
hranjivoj podlozi (barem za PNW lozu) prije stvar metode koja se za to koristi,
nego atipi¢nosti izolata, Sto je potrebno provjeriti u daljnjim istraZivanjima. U
ovome testiranju vrlo je vazna Cinjenica da izolat P. lateralis PLMP-15 vrlo rado
stvara oospore u listovima padempresa i tuje $to se potpuno slaZze s podatcima
iz doktorske disertacije u kojoj su oospore prvi put opisane (Trione 1957.), au
kojoj se navodi da P. lateralis u prirodi tvori oospore u listovima i grancicama
pacempresa. To znaci da osim hlamidospora i oospore, kao trajne spore, mogu
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imati znacajnu ulogu u preZivljavanju toga patogenog organizma u nepovoljnim
uvjetima, osobito u uvjetima ekstremne suse (Jung i Burgess, 2009.), koji su
nerijetko prisutni u kontinentalnim krajevima Hrvatske.

Iz rezultata istraZivanja pojave P. lateralis na pacempresima (C. lawsoniana) u
Hrvatskoj mozZe se zakljuditi da taj iznimno patogen organizam moze preZivjeti i
u, za njega, ekstremnim uvjetima susnih i vruéih ljeta i vrlo niskih zimskih
temperatura te da se simptomi naglog propadanja i suSenja pacempresa
pojavljuju ¢im se ostvare optimalni uvjeti za njegov razvoj. Osim toga, vazno je
istaknuti da je izolat PLMP-15 iz Malog Poganca homotali¢an i da formiranje
oospora u hranjivoj podlozi ovisi o vrsti podloge i temperaturi inkubacije. Nacin
tvorbe oospora u hranjivoj podlozi (mnostvo oospora u listovima pacempresa i
tuje) snazno sugerira da je takvo formiranje oospora prisutno i u prirodi, Sto je
vrlo vazno u etiologiji bolesti koju P. lateralis uzrokuje, jer joj osigurava
prezivljavanje i u njoj ekstremnim uvjetima.

| na kraju, nalaz opasnog Stetnog organizma P. lateralis na patempresima u
Hrvatskoj izvrstan je primjer kako se vaZini invazivni patogeni lako prenose
sadnicama drvenastog ukrasnog bilja unutar EU-a.

Phytophthora lateralis Tucker & Milbrath ON LAWSON'S CYPRESS
(Chamaecyparis lawsoniana (A.Murray bis) Parl.) IN CROATIA

SUMMARY

Pseudo-fungus Phytophthora lateralis Tucker & Milbrath, the most dangerous
cause of Chamaecyparis lawsoniana decline and mortality, was isolated for the
first time in the Republic of Croatia in 2015. Due to the extreme pathogenicity
to Lawson's cypress (C. lawsoniana), a widespread ornamental tree in Europe,
this pathogen is included in the A2 list of quarantine organisms of the
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO). Symptoms
of sudden dieback of Lawson's cypress at the site of the finding in Croatia are
shown, which is, to the best of our knowledge, the first such finding outside of
the mild and humid oceanic climate in Europe. The paper also describes
isolation methods and methods of identification based on morphological
characteristics and molecular techniques. Since the isolate of P. lateralis
(PLMP-15) from C. lawsoniana in Croatia is undoubtedly homothallic, but only
in a specific media, the method of obtaining oospores in the media containing
leaves of Lawson's cypress (C. lawsoniana 'Columnaris glauca') and thuja (Thuja
occidentalis 'Smaragd') is described. On these media isolate PLMP-15 produced
oospores relatively quickly and abundantly. The results of the oospore
formation test with PLMP-15 isolate clearly indicate that oospore formation
depends on the type of nutrient medium and the temperature at which the
test is performed. The way in which oospores were formed in the nutrient
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medium (the abundance of oospores in the leaves of C. lawsoniana and Thuja
occidentalis) strongly suggests that such oospores formation is also present in
the nature, which is very important in the etiology of the disease caused by P.
lateralis, as it ensures its survival even in extreme conditions for this dangerous
pathogen.

The finding of the P. lateralis on C. lawsoniana in Croatia is an excellent
example of how important invasive pathogens are easily transmitted by the
woody ornamental plants within the EU.

Keywords: Phytophthora lateralis, Chamaecyparis lawsoniana, symptoms,
methods of isolation, identifiction and oospore production.
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