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1. UVOD 

1.1. Bioraznolikost 

Najznačajniji ekološki izazovi s kojima se čovječanstvo danas suočava su klimatske 

promjene i gubitak bioraznolikosti. U znanosti, politici, ekonomiji, ali i u široj populaciji 

bioraznolikost je prepoznata kao temelj zdravlja ekosustava (Diaz i Malhi 2022, Laurila Pant 

2015). Smanjenje bioraznolikosti uzrokovano je prvenstveno ljudskom aktivnošću te može 

dovesti do smanjenja interakcije organizama na multitrofičkoj razini i posljedično pogodovati 

promjenama u biotičkom (brojnost i sastav vrsta) i abiotičkom (fizičkom i kemijskom) sastavu 

ekosustava i kruženju hranjivih tvari (Tylianakis i sur. 2008). Prema definiciji Konvencije o 

biološkoj raznolikosti (CBD, 1992) pojam „Biološka raznolikost“ označava sveukupnost svih 

živućih organizama koji su sastavni dijelovi kopnenih, morskih i drugih vodenih ekosustava i 

ekoloških kompleksa; uključuje raznolikost unutar vrsta, između vrsta, te raznolikost između 

ekosustava (Narodne novine 6/1996). Novija definicija (IPBES, eng. Intergovernmental 

Science – Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem Services, http://www.ipbes.net/, 

2019) nadopunjuje orginalnu definiciju te uključuje genetičke, fenotipske, filogenetske i 

funkcionalne značajke, kao i promjene u bogatstvu i distribuciji kroz vrijeme i prostor unutar i 

između vrsta, bioloških populacija i ekosustava. 

Istraživanjima bioraznolikosti može se pristupiti na tri različite razine, kroz gensku 

raznolikost te kroz raznolikost vrsta i ekosustava (Grey 2000). Raznolikost vrsta je osnovna 

razina biološke raznolikosti koja pruža vrijedne informacije o strukturi organizama u 

ekosustavu, a odnosi se na broj različitih vrsta te njihovu proporcionalnu zastupljenost (Grey 

2000). Vrsta (lat. species) u biologiji je osnovna taksonomska kategorija koja obuhvaća 

skupinu živih organizama koje karakterizira isto porijeklo, slična anatomska građa te 

sposobnost međusobnog razmnožavanja koje rezultira plodnim potomstvom. Biološka 

sistematika je znanstvena disciplina koja se temelji na taksonomskoj identifikaciji, imenovanju 

i klasifikaciji živih organizama s obzirom na njihove srodstvene odnose, s ciljem spoznaje i 

zaštite bioraznolikosti (Michener i sur. 1970, Martens i Segers 2005). Otpornost, produktivnost 

i stabilnost ekosustava na određenom području uvjetovani su raznovrsnošću staništa, životnih 

zajednica i ekoloških procesa (Pearce i Moran 1994, Folke 1996). Globalno smanjenje 

cjelovitosti ekosustava, te zastupljenosti i brojnosti populacija i vrsta utječe na vitalne koristi 

koje čovjek dobiva iz prirode što potencijalno može ugroziti kvalitetu života budućih 

generacija (Diaz i sur. 2019). Nadalje, od vitalnog značaja je bogatstvo života na molekularnoj 

http://www.ipbes.net/
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razini, odnosno molekularna bioraznolikost bez koje se ne može odvijati evolucija (Campbell 

2003, Laurila Pant 2015). 

1.2. Očuvanje globalne bioraznolikosti 

Najčešće korišteni pristup kvantifikaciji života na Zemlji je procjena broja vrsta (Díaz i 

Malhi 2022). Katalog života (Catalogue of life, COL) na jednom mjestu objedinjuje globalne 

popise vrsta po taksonomskim skupinama s ciljem izgradnje sveobuhvatnog kataloga svih 

poznatih vrsta organizama na Zemlji. Ovaj globalni popis vrsta održava i nadopunjuje velika 

zajednica taksonoma okupljena u konzorcij kojeg čini više od 500 svjetskih znanstvenika. Cilj 

globalnog konzorcija je odgovoriti na potrebe znanosti, politike, zaštite prirode te šire javnosti 

za dosljednim i ažurnim popisom svih svjetski poznatih vrsta. Kontrolni popis COL 2023 

(https://www.catalogueoflife.org/2023/06/27/release) sadrži više od 2,1 milijun znanstveno 

prihvaćenih vrsta, od kojih je oko 1,98 milijuna živućih vrsta, a ostale su izumrle. Od vrsta na 

popisu, otprilike je polovica insekata, dok petinu čine vaskularne biljke. Preostali eukariotski 

organizmi obuhvaćaju raznolike skupine organizama, u kojima brojnošću dominiraju gljive 

(približno 7%), dok svi kralješnjaci predstavljaju samo približno 4% od ukupno poznatih vrsta 

(Willis 2017, Willis 2018, Purvis i sur. 2019, Díaz i Malhi 2022). Po nekim procjenama smatra 

se da bi ukupna globalna bioraznolikost mogla varirati čak u rasponu od 563 milijuna do 2,2 

milijarde vrsta (Li i Wiens 2023). 

Bioraznolikost se smanjuje brže nego ikad u ljudskoj povijesti. Oko milijun vrsta 

životinja i biljaka (oko 25%) nalazi se pred izumiranjem, a ako se ne poduzmu mjere za 

smanjenje gubitka bioraznolikosti, mnoge će vrste izumrijeti u roku od nekoliko desetljeća. 

Također, doći će do daljnjeg ubrzanja globalne stope izumiranja vrsta, koja je već sada barem 

10 do 100 puta veća od prosjeka u posljednjih 10 milijuna godina (IPBES, 2019). Izravni 

uzročnici promjena u prirodi s najvećim utjecajem na globalnu biorazanolikost obuhvaćaju 

promjene u korištenju kopna i mora, iskorištavanje živih organizama, klimatske promjene, te 

onečišćenje. Oni su uvjetovani nizom neizravnih uzročnika promjena, odnosno prihvaćenim 

društvenim vrijednostima i ponašanjima te se razlikuju među regijama i zemljama (Brondizio 

i sur. 2019). 

Da se priroda može očuvati, obnoviti i koristiti na održiv način naglašeno je u Kunming-

Montreal globalnom okviru za bioraznolikost donesenom na sastanku Konferencije stranaka 

Konvencije o biološkoj raznolikosti (Joly 2023). Okvir prepoznaje različite vrijednosne sustave 

i koncepte, uključujući prava prirode kao sastavni dio svoje uspješne provedbe. Vizija Okvira 
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je život u skladu s prirodom u kojem će: „do 2050. bioraznolikost biti cijenjena, očuvana, 

obnovljena i mudro korištena, održavajući usluge ekosustava i zdrav planet, istovremeno 

pružajući ključne dobrobiti za sve ljude”. Također, cilj Okvira je osigurati da se u razdoblju do 

2030. godine, u skladu s vizijom do 2050., poduzmu hitne mjere koje će vratiti već izgubljenu 

biološku raznolikost te zaustaviti njen daljnji gubitak za dobrobit ljudi i planete. To će se postići 

zaštitom i održivim korištenjem biološke raznolikosti te osiguravanjem pravedne i ravnopravne 

podjele koristi od uporabe genetičkih resursa među razvijenim i nerazvijenim zemljama.  

1.3. Bioraznolikost gljiva 

Kako bi se odredio stvaran broj gljiva potrebno je opsežno proučavati globalnu biološku 

raznolikost (Wu i sur. 2019). Do sada je razvijeno i korišteno nekoliko koncepata za 

identifikaciju i znanstveno opisivanje gljivljih vrsta (Taylor i sur. 2000, Aime i sur. 2021, 

Bhunjun i sur. 2021, Chethana i sur. 2021) kao što su npr. biološki, morfološki, ekološki i 

filogenetski koncept (Quaedvlieg i sur. 2014). Trenutno najčešće korišteni klasifikacijski 

sustav temelji se na molekularnom pristupu koji značajno doprinosi razumijevanju evolucijskih 

odnosa kod gljiva (Naranjo-Ortiz i Gabaldón 2020). Evolucija se odnosi na nasljedne genske 

promjene koje se akumuliraju u organizmu tijekom života kroz prilagodbe okolišu, a one su 

rezultat prirodnog odabira, mutacije, genske derivacije i migracije (Andrews i sur. 2012). Iako 

gljive imaju drugi najveći procijenjeni broj živućih vrsta nakon kukaca, broj znanstveno 

poznatih vrsta gljiva je više nego dvostruko manji od biljaka. Vjerojatno je da su gljive bile 

izložene sličnim evolucijskim pritiscima kao i biljke te da je broj gljivljih vrsta koje su se 

tijekom vremena razvile veći nego što sadašnji podaci pokazuju. Nije neobično da je poznato 

manje vrsta gljiva nego biljaka, unatoč procijenjenoj velikoj ukupnoj brojnosti gljivljih vrsta. 

Gljive žive "skrivenim" načinom života pri čemu svoje strukture za razmnožavanje koje 

uočavamo u prirodi i po kojima ih morfološki razlikujemo, formiraju najčešće kratkotrajno i 

samo u određenim uvjetima, pa ih je znatno teže pronaći. Također, najveći broj gljivljih vrsta 

nije moguće sa sigurnošću morfološki identificirati bez uvida u mikroskopske strukture stanica 

i tkiva, što proces identifikacije čini težim i dugotrajnijim. Nadalje, u znanstvenim institucijama 

ili na nacionalnoj razini u pravilu djeluje manje mikologa nego botaničara. Napredak 

metodologije istraživanja na molekularnoj razini dodao je nove razlikovne karakteristike  

morfološkm obilježjima gljiva te time ubrzao otkrivanje novih vrsta i, nadalje, pružio važne 

uvide u razumijevanje raznolikosti gljiva, identifikaciju rijetkih vrsta gljiva i uspostavljanje 

ciljeva njihovog očuvanja (Willis 2018).  
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Procjenjeni ukupan broj gljivljih vrsta iznosi od 2 do 11 milijuna (Hawksworth i Lücking 

2017, Baldrian i sur. 2021, Lücking i sur. 2021), dok je trenutno je poznato (znanstveno 

prihvaćeno) oko 156 000 vrsta gljiva (http://www.speciesfungorum.org/), klasificiranih u 20 

odjeljaka (lat. phylum): Ascomycota, Aphelidiomycota, Basidiobolomycota, Basidiomycota, 

Blastocladiomycota, Calcarisporiellomycota, Caulochytriomycota, Chytridiomycota, 

Entomophthoromycota, Entorrhizomycota, Glomeromycota, Kickxellomycota, 

Monoblepharomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota, Neocallimastigomycota, 

Olpidiomycota, Rozellomycota, Sanchytriomycota i Zoopagomycota (Wijayawardene i sur. 

2022). Najveći broj vrsta (oko 97%) pripada odjeljcima Ascomycota (oko 98 000 vrsta) i 

Basidiomycota (oko 53 000 vrsta). Razred najzastupljeniji vrstama u odjeljku Basidiomycota 

je Agaricomycetes s više od 40 000 vrsta, dok su razredi Dothideomycetes, Sordariomycetes, 

Lecanoromycetes i Leotiomycetes najzastupljeniji vrstama u odjeljku Ascomycota (Slika 1).  

Slika 1. Vrstama najzastupljeniji odjeljci carstva Fungi (lijevo). Vrstama najzastupljeniji 

razredi odjeljaka Ascomycota (gore desno) i Basidiomycota (dolje desno). Brojevi na slici 

predstavljaju broj vrsta u odjeljcima, odnosno razredima carstva Fungi (prilagođeno prema 

Bánki i sur. 2023). 

http://www.speciesfungorum.org/
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1.3.1. Bioraznolikost gljiva u Hrvatskoj 

Hrvatska se ističe vrlo velikom bioraznolikošću koja je uvjetovana njezinim položajem 

na razmeđi četiriju biogeografskih regija (kontinentalna, sredozemna, panonska i alpska), 

razvedenošću reljefa, geološkim, pedološkim, hidrološkim i klimatskim prilikama, kao i 

ljudskim djelovanjem (Radović 2000). Velika bioraznolikost organizama na području Hrvatske 

posljedica je značajnih geoloških i klimatoloških zbivanja u prošlosti. Pretpostavlja se da oko 

20 000 znanstveno poznatih vrsta gljiva živi na području Republike Hrvatske (Tkalčec i sur. 

2008), od čega je do sada pronađeno i zabilježeno tek oko 5000 vrsta (oko 25%).  

Istraživanja bioraznolikosti gljiva u Hrvatskoj značajno su se povećala u posljednjih 20-

ak godina, formiranjem grupe za bioraznolikost gljiva u okviru Laboratorija za informatiku i 

modeliranje okoliša Instituta Ruđer Bošković. Grupa je zaslužna za otkriće velikog broja vrsta 

i rodova novih za nacionalnu bioraznolikost, ali i znatnog broja vrsta još nepoznatih znanosti. 

Od 2019. godine djeluje samostalno kao Laboratorij za biološku raznolikost unutar Zavoda za 

istraživanje mora i okoliša, pod vodstvom dr. sc. Armina Mešića. S ciljem povećanja  razine 

istraženosti gljiva u Hrvatskoj, grupa je od listopada 2018. do veljače 2023. provela projekt 

Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ) naziva „Unapređenje usluga šumskih ekosustava 

Hrvatske kroz vrednovanje bioraznolikosti gljiva temeljenoj na DNA barkodiranju” u okviru 

kojeg je izrađena i ova doktorska disertacija, a glavni cilj projekta bio je istražiti bioraznolikost 

gljiva u šumama Hrvatske uz pomoć metoda DNA barkodiranja te analizirati utjecaj 

bioraznolikosti gljiva na usluge šumskih ekosustava.  

Od njenog osnutka, članovi spomenute grupe objavili su 75 rodova i 402 vrste kao nove 

za hrvatsku bioraznolikost, te 4 roda i 25 vrsta novih za znanost s područja Hrvatske (npr. 

Hausknecht i sur. 2007, Tkalčec i Mešić 2008, Mešić i sur. 2012, Kušan i sur. 2015a, 2015b, 

2018, Tibpromma i sur. 2017, Crous i sur. 2017, Hyde i sur. 2017, Mešić i sur. 2021). Također, 

grupa je vrlo aktivna i u istraživanju globalne bioraznolikosti gljiva, što je rezultiralo 

suradnjom s brojnim stranim znanstvenicima te objavljivanjem dva roda i šest vrsta novih za 

znanost iz Europe, Azije i Afrike (npr. Mešić i sur. 2011, Matočec i sur. 2014, Tkalčec i sur. 

2015).  

1.3.2. Važnost gljiva u očuvanju bioraznolikosti 

Gljive su heterotrofni eukariotski organizmi, čija se stanična stijenka sastoji uglavnom 

od hitina, beta glukana i glikoproteina. Većina vrsta ima višestanično tijelo – micelij – koji se 

sastoji od tankih niti (hifa) koje se granaju. U određenim uvjetima ono prelazi iz vegetativne u 
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reproduktivnu fazu formirajući višestanične (često vrlo složene) rasplodne strukture – plodišta 

– u kojima dolazi do razvijanja spolnih ili nespolnih spora koje se rasprostranjuju zrakom i 

vodom ili putem životinja. Gljive su uključene u iznimno veliki broj asocijacija s okolišem i 

drugim živim bićima što ih čini najraznovrsnijom skupinom organizama na Zemlji. Ključne su 

u održavanju stabilnosti ekosustava gdje kao saprotrofi, odnosno razgrađivači, i simbionti s 

drugim organizmima (npr. mikorizne vrste, lišaji, endofiti) sudjeluju u kruženju hranjivih tvari 

te povećavaju produktivnost biljaka i otpornost na okolišni stres. Također, gljive mogu živjeti 

i kao paraziti i predatori. Ljudi imaju veliku izravnu korist od gljiva. Najvažniju ulogu gljive 

imaju u farmaceutici te u prehrambenoj industriji, a od nedavno su prepoznate i uloge gljiva u 

tekstilnoj industriji i graditeljstvu (Tkalčec i sur. 2008, Prescott i sur. 2018, Meyer i sur. 2020). 

Unatoč njihovoj velikoj važnosti, gljive su među najmanje istraženim organizmima. 

Nedostatak osnovnog znanja o bioraznolikosti gljiva iznimno je zabrinjavajuć. Gljivlje 

vrste nisu imune na prijetnje s kojima se suočavaju životinje i biljke te su također u opasnosti 

od izumiranja (Dahlberg 2011). Gljive se pojavljuju u raznovrsnim staništima diljem svijeta, 

pri čemu je sastav i rasprostranjenost vrsta u korelaciji s ekološkim i biotičkim čimbenicima 

kao što su klima, kemijski sastav vode i tla, sastav životinjskih i biljnih zajednica, postojanje 

simbionata i kvaliteta staništa (Tedersoo i sur. 2014, Geml i sur. 2022). Poremećaji ovih 

čimbenika mogu negativno utjecati na rasprostranjenost i veličinu populacije gljivljih vrsta, 

dovodeći ih u opasnost od izumiranja. Postoji više uzroka gubitka bioraznolikosti što uključuje 

nestajanje, degradaciju ili fragmentaciju staništa, smanjenje kvalitete staništa, onečišćenje, 

neodgovarajuće i prekomjerno iskorištavanje prirodnih resursa, klimatske promjene te 

neadekvatno političko upravljanje (Tkalčec i sur. 2008, Mace 2010, Habibullah i sur. 2022).  

Crveni popis ugroženih vrsta Međunarodne unije za zaštitu prirode (IUCN, eng. 

International Union for Conservation of Nature) globalni je popis vrsta sa statusom 

ugroženosti procijenjenim na temelju IUCN kriterija. Sadrži informacije o rasprostranjenosti 

vrsta, te njihovom staništu, ekologiji, veličini populacije, trendovima, strukturi, prijetnjama i 

očuvanju (IUCN Standards and Petitions Committee, 2022). Inicijativa za izradu IUCN 

Crvenog popisa ugroženih vrsta pokrenuta je 1964. godine, dok su prve dvije vrste gljiva 

(Cladonia perforata A. Evans i Erioderma pedicellatum (Hue) P. M. Jørg.) uvrštene tek 2003., 

a vrsta Pleurotus nebrodensis (Inzenga) Quel. ssp. nebrodensis uključena je 2006. Nakon toga, 

dodatne vrste gljiva su na popis uključene tek 2014. U ažuriranom Globalnom Crvenom popisu 

2022-1 (21. srpnja 2022.) objavljeno je 597 gljivljih vrsta, a gljive i dalje čine jedno od 

najmanje zastupljenih carstva na Crvenom popisu ugroženih vrsta IUCN-a, iako je njihov 
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globalni rizik od izumiranja značajan (The IUCN Red List of Threatened Species, 2022; 

Mueller i sur. 2022).  

Unatoč tome što se na globalnoj razini ne pridaje velika važnost ugroženim vrstama 

gljiva, na nacionalnim razinama postoji veća informiranost i posvećenost ovom problemu. Do 

1992. godine, jedanaest zemalja objavilo je nacionalne popise ugroženih gljivljih vrsta, a  

trenutno u 40 zemalja postoje nacionalne Crvene liste koje sadrže više od 10 000 ugroženih 

gljivljih vrsta određenih najčešće prema kriterijima IUCN-a. Crveni popis ugroženih vrsta 

gljiva Hrvatske sadrži 349 gljivljih vrsta čiji je stupanj ugroženosti određen prema kriterijima 

IUCN-a. Na temelju Crvenog popisa ugroženih vrsta gljiva Hrvatske, 2008. godine objavljena 

je i Crvena knjiga gljiva Hrvatske (Tkalčec i sur. 2008).  

1.4. Istraživanja bioraznolikosti gljiva  

Brza i precizna identifikacija uzoraka gljiva do razine vrste ključna je u mnogim ljudskim 

djelatnostima, kao što su kontrola gljivljih patogena (medicina, veterina, agronomija, 

šumarstvo), ekološki monitoring te zaštita i održivo korištenje bioraznolikosti (Xu 2016). 

Razumijevanje ekologije, bioraznolikosti te specifičnih uloga gljiva u različitim ekosustavima 

ovise o točnoj taksonomskoj identifikaciji vrsta koja čini temelj daljnjih znanstvenih 

istraživanja (Badotti i sur. 2018). Gljivlji organizmi pokazuju veliku raznolikost u morfologiji, 

fiziologiji, genetičkim svojstvima te ekološkim funkcijama i životnim strategijama zbog čega 

je njihova precizna identifikacija vrlo složen proces koji uključuje kombinaciju različitih 

pristupa i metoda (Raja i sur. 2017).  

U mikologiji se za razgraničenje vrsta uglavnom koristi šest različitih koncepata. 

Tradicionalno je opisano pet bioloških koncepata: (1) Biološki koncept vrsta (eng. Biological 

Species Concept) koji se temelji na reproduktivnoj izolaciji (Wright 1940, Mayr 1942), (2) 

Morfološki koncept vrsta (eng. Morphological Species Concept) koji je baziran na morfološkoj 

varijabilnosti, (3) Ekološki koncept vrsta (eng. Ecological Species Concept) koji naglašava 

prilagodbu određenoj ekološkoj niši (van Valen 1976), (4) Filogenetski koncept vrsta (eng. 

Phylogenetic Species Concept) koji se zasniva na nukleotidnoj varijabilnosti (Hennig 1966), te 

(5) Koncept genealoške podudarnosti i filogenetskih odnosa vrsta (eng. Genealogical 

Concordance Phylogenetic Species Recognition) uz pomoć kojeg se na temelju filogenetske 

podudarnosti gena prepoznaje evolucijska neovisnost taksonomskih linija (O’Donnell i sur. 

1998). Koncept razgraničenja vrsta i viših taksonomskih kategorija kod gljiva, koji je danas 

postao opće prihvaćen u mikološkoj zajednici, kroz polifazni pristup (Aime i sur. 2021) 
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objedinjuje evaluaciju različitih morfoloških, ekoloških i filogenetskih karakteristka 

(Quadevlieg i sur. 2014), a najčešće je definiran kroz pojam integrativna taksonomija (Dayrat 

2005, Pires i Marinoni 2010, Pante i sur. 2015). 

1.4.1. Ograničenja tradicionalnog taksonomskog pristupa 

U morfološkom konceptu, vrsta je definirana kao najmanja skupina jedinki koja se može 

razlikovati na temelju morfoloških obilježja (Cronquist 1978, Aldhebiani 2018, Chethana i sur. 

2021). Taksonomija gljiva tradicionalno se temeljila na morfologiji (Singer 1986, Watkinson i 

sur. 2016, Xu 2020). Morfološka obilježja pojedinih vrsta gljiva često ovise o fiziološkom 

stanju i okolišnim uvjetima te imaju veću varijabilnost nego što se to ranije smatralo. Blisko 

srodne vrste gljiva mogu biti morfološki vrlo različite, dok pojedine vrste koje nisu srodne 

mogu tijekom procesa konvergentne evolucije razviti međusobno slična morfološka obilježja 

(Watkinson i sur. 2016). Vrste koje imaju vrlo slična, ponekad nerazlučiva fenotipska obilježja 

se nazivaju kriptičkim vrstama. U kriptičkom konceptu, vrste su podijeljene u tri grupe s 

obzirom na razlučivost njihovih fenotipskih obilježja. Pojam kriptička vrsta u znanstvenoj 

literaturi najčešće se odnosi na “strogo” kriptičke vrste, odnosno vrste koje su u potpunosti 

nerazlučive na temelju njihovih morfoloških obilježja. Osim strogo kriptičkih vrsta, 

razlikujemo i semikriptičke te pseudokriptičke vrste. Semikriptičke vrste također nije moguće 

razlikovati na temelju morfoloških karakteristika, već su razlučive isključivo 

po  karakteristikama kao što su ekologija i rasprostranjenost. Pseudokriptičke vrste se 

odlikuju vrlo malim morfološkim razlikama zbog kojih je potrebno vrlo pažljivo pristupiti 

identifikaciji vrste, no čak i uz takav pristup postoji velika mogućnost pogrešne identifikacije 

(Mann i  Evans 2007). 

Složenost i raznolikost životnih ciklusa, kao i razlike u morfologiji između različitih 

životnih stadija (anamorf / teleomorf) gljiva uvelike otežavaju identifikaciju te imenovanje 

vrsta na temelju morfologije (Stengel i sur. 2022). S obzirom na poteškoće prilikom 

razgraničenja gljivljih vrsta na temelju morfoloških svojstava, često je problematično 

usporediti taksonomiju različitih skupina gljiva te razviti učinkovit sustav prepoznavanja vrsta 

koji se može primijeniti na sve gljivlje vrste. Razvojem tehnologije lančane reakcije 

polimerazom (PCR) i DNA sekvenciranja, u mikološkim taksonomskim istraživanjima tijekom 

zadnjih 30-ak godina počelo je brzo usvajanje i korištenje molekularnih metoda koje su do 

danas postale važan alat pri identifikaciji i međusobnom razlikovanju poznatih gljivljih vrsta, 

kao i pri opisivanju novih.  
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1.4.2. Opis nove vrste za znanost 

Znanstvena imena živih organizama čine preduvjet za komunikaciju koja koristi biološke 

informacije, kako unutar biologije tako i prema ostalim područjima ljudskog djelovanja (Aime 

i sur. 2021). Pravila za opisivanje novih vrsta gljiva izričito su propisana u Međunarodnom 

kodeksu nomenklature alga, gljiva i biljaka (Turland i sur. 2018) te ih je nužno poštivati kako 

bi vrsta bila valjano (validno) opisana.  

Istraživački zadatak koji prethodi svakom opisivanju gljivlje vrste nove za znanost je 

ustanoviti pripada li analizirani materijal zaista vrsti gljive različitoj od svih ostalih do tada 

opisanih vrsta. Osim toga, potrebno je istražiti na temelju kojih značajki se nova vrsta razlikuje 

od onih blisko srodnih i/ili morfološki sličnih. Aime i sur. (2021) preporučuju da se opis novih 

vrsta temelji na većem broju uzoraka kako bi se obuhvatila varijabilnost vrste te na većem broju 

različitih svojstava gljivljeg organizma (npr. makro- i mikro-morfologija, analiza DNA 

sekvenci, metabolički ili proteomski podaci, fiziologija, ekologija, biogeografija) što se temelji 

na konceptu integrativne taksonomije. Svaka objava nove vrste mora sadržavati (1) dijagnozu 

u obliku izjave kojom se navode najvažnija obilježja koja novu vrstu razlikuju od sličnih vrsta 

ili (2) detaljan opis fenotipskih obilježja koja karakteriziraju novu vrstu. Aime i sur. (2021) 

objavili su niz praktičnih preporuka kako bi se proces opisivanja novih vrsta što je više moguće 

ujednačio čime bi se omogućila provjerljivost i ponovljivost istraživanja te široka dostupnost 

metapodataka (popratni podaci).  

Za svaku novu vrstu potrebno je prilikom prve znanstvene objave odrediti tipski uzorak 

tj. holotip (osušeno plodište ili metabolički inaktivna kultura) koji će služiti kao referentni 

materijal za sva buduća istraživanja te navesti u kojoj je zbirci uzoraka (fungarij/herbarij) 

pohranjen i pod kojim inventarskim brojem. Gotovo svi međunarodno recenzirani znanstveni 

časopisi koji objavljuju taksonomske radove zahtijevaju da svaki opis nove vrste gljive za 

znanost bude popraćen podatkom o pripadajućoj DNA sekvenci (najčešće DNA barkod) koja 

mora biti javno dostupna u nekoj od globalnih bioinformatičkih baza podataka (npr. Genbank), 

što dokazuje i podatak da je tijekom 2018. godine 94% znanstvenih radova s tematikom 

taksonomije gljiva obuhvaćalo analizu DNA sekvenci (Miralles i sur. 2020, Lofgren i Stajich 

2021). 
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1.5. Doprinos molekularne taksonomije u identifikaciji gljivljih vrsta 

1.5.1. DNA barkodiranje 

Metoda koja se može primijeniti u identifikaciji svih gljiva i koja nadopunjuje različite 

skupine tradicionalnih obilježja za opisivanje različitih skupina gljiva je DNA barkodiranje 

(Xu 2016). Ono čini osnovu molekularne taksonomije kao vrlo značajnog dijela u 

integrativnom taksonomskom pristupu mikološkim istraživanjima. Karakterističan slijed 

duljine 400 do 800 nukleotida unutar određenih fragmenata DNA, tzv. DNA barkod, služi u 

razlikovanju organizama na razini vrste. Međunarodni konzorcij za barkodiranje gljiva 2012. 

godine formalno je predložio da se ITS (eng. internal transcribed spacer) genska regija 

nuklearne ribosomalne RNA koristi kao primarni DNA barkod za carstvo gljiva na temelju 

visoke varijabilnosti na razini vrste te visoke uspješnosti amplifikacije (>70%) (Schoch i sur. 

2012). ITS genska regija kod gljiva duga je oko 600 bp i sadrži dvije varijabilne regije, ITS1 i 

ITS2, koje su odvojene konzervativnom genskom regijom 5.8S rDNA (White i sur. 1990) 

(Slika 2). ITS regija je okružena genom 18S rDNA (SSU, eng. small subunit rDNA) na 5’-kraju 

ITS-1 genske regije i genom 28S rDNA (LSU, eng. large subunit rDNA) na 3’ ITS-2 genske 

regije. Konzervativni geni 18S, 5.8S i 28S rDNA omogućuju dizajn "univerzalnih početnica" 

za amplifikaciju ITS1, ITS2 ili cijele ITS regije kod većine gljivljih vrsta. Najčešće korišene 

početnice za ITS gensku regiju su ITS1 i ITS4 (White i sur. 1990).  

 

Slika 2. Shematski prikaz ITS genske regije (prilagođeno prema Horisawa i sur. 2009). 

Prednost korištenja ITS genske regije kao univerzalnog barkoda za gljive je ta da svaki 

haploidni genom obično sadrži višestruke kopije ribosomalne rDNA (uključujući ITS), što 

omogućuje amplifikaciju ove genske regije iz male količine biološkog materijala. Uz brojne 

pozitivne karakteristike ITS genske regije kao DNA barkoda za gljive, prisutni su i određeni 

nedostaci. Intragenomska varijacija u ITS regiji pojavljuje se prosječno u 3–5% vrsta iz 

odjeljaka Ascomycota i Basidiomycota (Lindner i sur. 2013). Također, kod nekih rodova gljiva, 
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kao što su npr. Aspergillus, Fusarium, Penicillium i Trichoderma, sekvenca ITS genske regije 

ima jako malu razlučivost na razini vrste (Houbraken i sur. 2014, Samson i sur. 2014, 

O'Donnell i sur. 2015, Cai i Druzhinina 2021). ITS barkod najčešće služi u identifikaciji već 

poznatih vrsta, dok je pri opisu nove vrste većinom potrebno sekvencirati i druge genske regije 

kako bi se utvrdio položaj nove vrste unutar određene taksonomske skupine (Raja i sur. 2017). 

U takvim se slučajevima, uz ITS barkod, za uspješnost razlikovanja vrsta određuju i dodatni 

genski markeri, tzv. sekundarni barkodovi. Odabir sekundarnih barkodova ovisi o 

taksonomskoj skupini, te se često pri identifikaciji ne koristi samo jedan dodatni barkod, već 

kombinacija više barkodova sa svrhom precizne identifikacije i pouzdanog određivanja 

srodstvenih odnosa.  

Ribosomalni geni koji okružuju ITS gensku regiju, mala ribosomska podjedinica SSU i 

velika podjedinica LSU, mogu se koristiti kao sekundarni barkodovi, s ulogom preciznijeg 

određivanja filogenetskih odnosa u različitim taksonomskim skupinama. Genski marker SSU 

najčešće donosi informacije o višim taksonomskim skupinama (porodica, red, razred) zbog 

vrlo male varijabilnosti, osobito na razini vrste (Mitchell i Zuccaro 2006). S druge strane, LSU 

gen sadrži dvije hipervarijabilne regije, D1 i D2, te se samostalno može koristiti pri utvrđivanju 

roda ili porodice, a u kombinaciji s ITS genskom regijom, i pri identifikaciji vrste (Liu i sur. 

2012). 

Geni koji se najčešće koriste u funkciji sekundarnih barkodova kod gljiva su geni koji 

kodiraju za proteine tef1 (eng. translation elongation factor 1-alpha), rpb1 (eng. the largest 

subunit of RNA polymerase II), rpb2 (eng. the second largest subunit of RNA polymerase II) i 

βtub (eng. beta-tubulin) (Raja i sur. 2017). Određivanje ovih gena ima velik značaj u 

molekularnom aspektu taksonomije zbog doprinosa razumijevanju filogenetskih odnosa među 

vrstama te pri dodatnoj provjeri identifikacije na razini vrste (Zhao i sur. 2017). Kodirajući 

dijelovi (eksoni) ovih gena kod gljivljih organizama nisu skloni mutacijama, dok su 

nekodirajući dijelovi (introni) vrlo varijabilni na razini vrste te imaju funkciju pri provjeri 

identifikacije (Tekpinar i Kalmer 2019). U odnosu na ITS gensku regiju, između srodnih 

taksonomskih skupina postoji manja varijabilnost u duljini ovih gena te je prisutna po samo 

jedna kopija gena u genomu. Gen tef1 je na temelju visoke varijabilnosti na razini vrste 

potvrđene na više od 1500 vrsta i približno 20 000 PCR reakcija, predložen kao univerzalni 

sekundarni barkod za gljive (Stielow i sur. 2015). Geni rpb1 i rpb2, kodiraju za sintezu najveće 

i druge najveće podjedinice proteina RNA polimeraze II koji je odgovoran za transkripciju 

gena (Matheny i sur. 2002). Rpb1 i rpb2 geni imaju visoku mogućnost razlučivanja na razini 
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vrste nekih taksonomskih skupina, a u kombinaciji s drugim genskim markerima doprinose 

preciznom određivanju filogentskih odnosa. Gen βtub može se naći u gotovo svim 

eukariotskim organizmima. On kodira za sintezu beta-tubulina, sastavnog dijela mikrotubula 

koji imaju važnu ulogu u eukariotskim staničnim procesima kao što su dijeljenje stanica, 

održavanje oblika stanice i unutarstanični transport (Einax i Voigt 2003). Zbog toga βtub gen, 

u konkatenatnim analizama s ostalim navedenim DNA barkodovima (markerima), značajno 

doprinosi procjeni filogenetskih odnosa.  

S obzirom na mnoge pozitivne strane gena koje danas nazivamo sekundarnim 

barkodovima, oni su također bili testirani pri određivanju primarnog univerzalnog barkoda za 

gljive. Međutim, ovi su geni u navedenim analizama pokazali i više nedostataka. Najveći 

nedostaci su bili nemogućnost kreiranja univerzalnih početnica i neuspješnost PCR 

amplifikacije što je posljedično rezultiralo slabom popunjenosti bioinformatičkih baza ovim 

genima (Schoch i sur. 2012). 

1.5.2. Bioinformatičke baze 

Bioinformatičke baze s najvećim brojem zastupljenih gljivljih sekvenci su Genbank i 

UNITE. U bioinformatičkim bazama postoje podaci o sekvencama za oko 45 000 imenovanih 

gljivljih vrsta od kojih je većina zastupljena s ITS genskom regijom (Lücking i sur. 2020). Ova 

brojka čini oko 30% trenutno poznatih vrsta, a kada se u obzir uzme podatak o procijenjenom 

ukupnom broju gljivljih vrsta, to odgovara vrlo malom postotku od 1–2%. Osim broja vrsta 

zastupljenih u bioinformatičkim bazama, vrlo je važna točnost identifikacije uzoraka iz kojih 

su sekvence izolirane. I prednost i nedostatak Genbank bioinformatičke baze je vrlo lako 

unošenje i dostupnost podataka (Schoch i sur. 2020). Kako bi sustavi baza podataka pravilno 

funkcionirali i bili pouzdani, referentni bi podaci morali biti potpuni, a sekvence ispravno 

taksonomski označene (Nilsson i sur. 2006). Aime i sur. (2021) objavili su popis najvažnijih 

informacija koje bi autori trebali unijeti u bazu podataka uz sekvencu (Slika 3). Međutim, 

Hofstetter i sur. (2019) procjenjuju da je u javnim bioinformatičkim bazama udio pogrešno 

identificiranih sekvenci ITS genske regije gljiva čak blizu 30%. Također, u bazama podataka 

velikom broju sekvenci nije dodijeljeno ime vrste, a to se često odnosi i na sekvence 

novoobjavljenih vrsta. Bioinformatička baza UNITE sadrži više od 100 000 vrsnih hipoteza 

(eng. Species Hypotheses) s oko 2,5 milijuna sekvenci ITS genske regije, međutim većina ih 

nije imenovana (Lücking i sur. 2020). Ovaj problem je potrebno riješiti ažuriranjem podataka 

nakon objavljivanja znanstvenog rada, čemu može doprinijeti i unošenje standardiziranih 

ključnih riječi u znanstvene radove te navođenje referentnog broja (eng. Accession number) 
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tipskog materijala (Lücking i sur. 2017, Schoch i sur. 2017). Postojeći podaci o sekvencama u 

bioinformatičkim bazama najčešće ne pružaju dovoljnu pouzdanost da bi se samo iz njih mogla 

provesti točna identifikacija uzorka. Također, budući da DNA sekvence većine gljivljih vrsta 

još uvijek nisu prisutne u takvim bazama, ne možemo utvrditi pripada li molekularna sekvenca 

koja nije u njima pronađena novoj vrsti za znanost. Zato je ključna popunjenost 

bioinformatičkih baza podataka referentnim sekvencama iz tipskog materijala, no ona je još 

uvijek rudimentarna za mnoge skupine gljiva, posebno za rodove bogate vrstama (Lücking i 

sur. 2020). Da bi se moglo utvrditi je li neka vrsta potencijalno nova za znanost, nije dovoljno 

samo usporediti analizirani DNA barkod s podacima dostupnim u bioinformatičkim bazama 

(Goldstein i DeSalle 2011), već je nužno provesti i morfološku taksonomsku analizu skupine 

u koju određeni nalaz pripada, čemu će uvelike pomoći i molekularna filogenetska analiza kako 

bi se utvrdili srodstveni odnosi među bliskim vrstama. 

Slika 3. Prikaz preporučenih informacija pri unosu nove sekvence u bioinformatičku bazu 

podataka (preuzeto iz Aime i sur. 2021). 
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1.5.3. Molekularna taksonomija i filogenija 

Osnovu molekularne taksonomije čine molekularna sistematika i filogenija, u kojoj se 

identifikacija bazira na filogenetskim odnosima srodnih vrsta koji se određuju na temelju 

varijabilnosti DNA sekvenci različitih organizama unutar određene tasonomske grupe 

(Waikagul i Thaenkham 2014). Kod gljiva, danas se najčešće koristi kombinacija ribosomskih 

genskih regija i gena koji kodiraju za proteine pri određivanju filogenetskih odnosa (Raja i sur. 

2017, Aime i sur. 2021). BLAST algoritam (eng. Basic Local Alignment Search Tool) 

integriran u Genbank pomoći će pri određivanju taksonomske grupe i pri odabiru taksona koji 

će činiti bazu za filogenetske analize. Metode koje se najviše koriste u mikologiji za 

određivanje filogenetskih odnosa među vrstama su metode najveće vjerojatnosti (eng. 

Maximum likelihood) i Bayesova procjena (eng. Bayesian inference), kompleksne metode koje 

kao osnovu koriste evolucijske modele određene na temelju DNA poravnanja (eng. alignment). 

Za određivanje evolucijskih modela i provedbu analiza koriste se bioinformatički stoftveri kao 

što su IQ tree i MrBayes. Filogenetski odnosi vizualiziraju se kao filogentsko stablo u kojem 

je svaki takson prikazan kao zasebna grana (eng. branch), a odnosi između različitih taksona 

određuju se na temelju kombinacije rezultata podržanosti obje korištene metode. Filogenetsko 

stablo carstva gljiva prikazano je na Slici 4. 

 

Slika 4. Filogenetsko stablo carstva Fungi (preuzeto iz Li i sur. 2021). 
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1.6. Cilj doktorskog rada 

Cilj ove doktorske disertacije je rješavanje nekoliko znanstvenih problema u sistematici gljiva 

metodama integrativne taksonomije koja objedinjuje evaluaciju molekularnih, morfoloških i 

ekoloških obilježja gljivljih organizama što obuhvaća opisivanje novih vrsta za znanost i/ili 

redefiniranje postojećih taksonomskih koncepcija. U radu se daje poseban naglasak na 

vrednovanje znanstvenog doprinosa DNA barkodiranja u otkrivanju, razgraničenju i 

identifikaciji srodnih vrsta u različitim skupinama nadzemnih gljiva iz odjeljaka Ascomycota i 

Basidiomycota. 

1.7. Hipoteze istraživanja  

U skladu s ciljevima istraživanja definirane su sljedeće hipoteze: 

H1. U pojedinim skupinama gljiva s područja Hrvatske postoje nove i/ili kriptičke vrste koje 

je moguće prepoznati, međusobno razlikovati i znanstveno opisati metodama integrativne 

taksonomije. 

H2. DNA barkodiranje može značajno doprinijeti razgraničenju i identifikaciji morfološki 

sličnih i/ili kriptičkih vrsta gljiva.
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3. RASPRAVA 

 

Hrvatski nacionalni fungarij (CNF) je zbirka uzoraka suhih plodišta gljiva, prikupljenih 

i adekvatno konzerviranih sušenjem s ciljem očuvanja mikromorfoloških i genetskih obilježja 

materijala. U zbirci se trenutno nalazi više od 30 000 uzoraka gljiva prvenstveno iz Hrvatske, 

ali i drugih dijelova svijeta, što je rezultat višedesetljetne tradicije mikoloških terenskih 

istraživanja na ovim prostorima. Među pohranjenim uzorcima postoji veliki broj novih vrsta 

gljiva za nacionalnu bioraznolikost i znatan broj potencijalno novih vrsta za znanost. 

Molekularne analize uzoraka gljiva pohranjenih u fungariju započele su 2011. godine, a velik 

zamah su dobile početkom projekta ForFungiDNA 2018. godine. Kao jedan od rezultata 

projekta, iz više od 1000 uzoraka plodišta gljiva pohranjenih u zbirci CNF generirane su DNA 

barkod sekvence, prvenstveno primarni ITS rDNA barkodovi, a zatim, ovisno o skupini gljiva, 

dodatno i sekundarne barkod sekvence. Molekularna i filogenetska istraživanja daju 

morfološkim analizama novi kontekst, određuju razinu varijabilnosti morfoloških obilježja na 

razini vrste te su postale neizbježan alat pri objavi znanstvenog opisa novih vrsta i rodova.   

Prateći koncepte integrativne taksonomije, u ovoj su disertaciji prikazani znanstveni opisi 

tri nove vrste za znanost s područja Hrvatske, Inocybe brijunica (publikacija I), Inocybe 

istriaca (publikacija II) i Parasola papillatospora (pubikacija III). Spoznaje o bioraznolikosti 

gljiva u Hrvatskoj proširene su i prvim podacima o prisutnosti osam vrsta iz roda Parasola na 

području naše zemlje (P. auricoma, P. crataegi, P. cuniculorum, P. kuehneri, P. 

malakandensis, P. megasperma, P. nudiceps i P. plicatilis-similis), od kojih je P. 

malakandensis po prvi puta zabilježena i na području Europe (publikacija III). Također, u 

suradnji s austrijskim i slovačkim znanstvenicima, vrsta Coprinopsis alnivora po prvi je puta 

zabilježena i znanstveno opisana na području Europe (Austrija, Hrvatska, Slovačka) 

(publikacija IV). Integrativna taksonomska analiza vrsta  Entonaema cinnabarinum (koja je po 

prvi puta zabilježena u Hrvatskoj) i tipske vrste roda Entonaema, E. liquescens (SAD) 

rezultirala je izradom ključa za identifikaciju svjetskih vrsta roda Entonaema. Uz 

biogeografske i ekološke značajke, prikazan je i ispravan taksonomski položaj roda Entonaema 

koji je do sada često bio pogrešno određen (publikacija V).  

3.1. Nove vrste gljiva za znanost s područja Hrvatske 

3.1.1. Opisi dvije nove vrste za znanost iz roda Inocybe (publikacije I i II) 

Kao rezultat višegodišnjeg (2014.–2022.) terenskog rada mikologa s Instituta Ruđer 

Bošković na području Nacionalnog parka Brijuni sakupljeno je 186 uzoraka gljiva iz odjeljka 
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Basidiomycota koji se nalaze pohranjeni u zbirci CNF. Uzorci pripadaju u 60-ak različitih 

rodova, a najzastupljeniji je rod Inocybe sensu lato (u širem smislu) (Agaricomycetes, 

Agaricales, Inocybaceae) s 29 uzoraka. Morfološkim analizama ustanovljeno je da se među 

uzorcima nalazi nekoliko potencijalno novih vrsta za znanost što je potvrđeno detaljnim i 

opsežnim molekularnim i filogenetskim analizama više genskih regija, te su s područja NP 

Brijuni do sada opisane i objavljene dvije nove vrste za znanost, Inocybe brijunica (publikacija 

I) i I. istriaca (publikacija II). Područje NP Brijuni odlikuje se raznolikom vegetacijom 

autohtonih i egzotičnih mediteranskih biljnih vrsta, na temelju čega možemo pretpostaviti 

veliku bioraznolikost gljivljih vrsta prisutnih na tom području. Obje ektomikorizne vrste su 

pronađene na rubu šume hrasta crnike (Quercus ilex) i pašnjaka velikih biljojeda (srne i jeleni). 

Šuma hrasta crnike karakteristična je za područja s mediteranskom klimom, a takva staništa 

obiluju ektomikoriznim vrstama iz roda Inocybe što je već i prije bilo zabilježeno (Richard i 

sur. 2004, Esteve-Raventós i sur. 2016). 

 Porodica Inocybaceae jedna je od najbogatijih vrstama u razredu Agaricales (Matheny i 

sur. 2019), i unutar te porodice prihvaćeno je sedam rodova temelju filogenetske analize 6 

genskih regija (SSU, ITS, LSU, rpb1, rpb2, tef1): Inocybe s.s. (lat. sensu stricto, u užem 

smislu), Inosperma, Mallocybe, Nothocybe, Pseudosperma i Tubariomyces (Matheny i sur. 

2020).   

Rod Inocybe odlikuje se umjerenom varijabilnošću makromorfoloških karakteristika te 

vrlo velikom varijabilnošću mikromorfoloških karakteristika. Mikromorfološka obilježja koja 

karkteriziraju plodišta u rodu Inocybe su prisutnost pleurocistida, depigmentirani bazidiji, te 

amigdaliformne do elipsioidne, subcilindrične, uglate, kvržičaste ili bodljikave bazidiospore s 

izraženim apikulusom. Zbog velikog broja znanstveno opisanih vrsta u rodu Inocybe (više od 

1000 (Matheny i sur. 2019)) i čestog preklapanja više različitih mikromorfoloških 

karakteristika sličnih vrsta (Matheny i Bougher 2017, Bandini i sur. 2021), prepoznavanje i 

razlikovanje vrsta iz ovoga roda na temelju morfologije prilično je zahtjevno.  

Iako je preporuka da svaka nova vrsta za znanost bude opisana na temelju više nalaza 

(Aime i sur. 2021), u oba slučaja iz ovog rada bilo je evidentno da se radi o novim vrstama na 

temelju samo jednog uzorka zbog jedinstvenih obilježja plodišta ovih vrsta (svaki nalaz, pa 

tako i uzorak, uključuje jedno ili više plodišta iste vrste nađenih na istom mjestu u isto vrijeme, 

za koje pretpostavljamo da potječu iz istog micelija). Na temelju detaljne morfološke analize 

više od 20 plodišta iz uzorka CNF 1/7345 (Inocybe brijunica) zaključili smo da se ova vrsta u 
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rodu Inocybe ističe i razlikuje od svih drugih vrsta već na makromorfološkoj razini i to 

membranastim slojem narančasto-crveno-smeđe boje koji je smješten u bazalnom dijelu 

stručka. S druge strane, plodišta iz uzorka CNF 1/7323 (I. istriaca) nemaju tako upečatljive 

makromorfološke razlikovne karakteristike na razini vrste, ali je na temelju kombinacije 

jedinstvenih mikromorfoloških karakteristika, (1) tamne smolaste tvari koja prekriva oštricu 

listića i vrh stručka, te (2) većim dimenzijama bazidija u odnosu na veliku većinu drugih vrsta 

ovoga roda, pretpostavljeno da se radi o novoj vrsti za znanost.  

Prvi korak u molekularnoj taksonomiji je usporedba ITS rDNA barkod sekvenci s 

podacima dostupnim u bioinformatičkoj bazi podataka Genbank, nakon čega slijedi filtracija 

rezultata na sličan način kao što je opisano u Raja i sur. 2017., te opsežna analiza literature. 

Rezultat BLAST analiza ITS genske regije vrste I. brijunica pokazala je najveću sličnost s I. 

glabripes koja pripada sekciji Hysterices. Zbog toga su za užu filogenetsku analizu odabrani 

taksoni iz navedene sekcije. Rezultati višegenske filogenetske analize (ITS, LSU, rpb2), 

odgovarali su filogeniji dobivenoj u istraživanju koje su proveli Matheny i Kudzma 2019. Na 

temelju integrativnih taksonomskih istraživanja utvrđeno je da uzorak CNF 1/7345 nedvojbeno 

pripada novoj vrsti za znanost koju smo znanstveno opisali pod imenom Inocybe brijunica, te 

smo je svrstali u sekciju Hysterices, zajedno s I. glabripes kao sestrinskom vrstom.  

U opsežnoj filogenetskoj analizi porodice Inocybaceae temeljenoj na četiri genske regije 

(ITS, LSU, rpb2, tef1) koja se slagala s filogenijom dobivenom u 6-genskoj analizi porodice 

(Matheny i sur. 2020), vrsta I. istriaca izdvojila se kao posebna linija u Inocybe s.s. skupini 

(Slika 5). Filogenetski najbliža novoj liniji bila je vrsta I. venustissima koja je s vrstom I. 

istriaca tvorila monofiletsku skupinu. Za navedenu filogenetsku analizu četiri genske regije, iz 

uzoraka vrsta I. venustissima, I. dvaliniana i I. trollii resekvencirane su genske regije ITS i 

LSU, te novo sekvencirane regije rpb2 i tef1 kako bi molekularna analiza pokazala što točnije 

filogenetske odnose i evoluciju vrsta. Druga filogenetska analiza temeljila se na uzorcima vrsta 

roda Inocybe s.s. koji su morfološki pokazali određenu sličnost s uzorkom plodišta vrste I. 

istriaca, ali su većinom u bazama podataka bile zastupljene samo ITS i LSU genskim regijama. 

Analiza je rezultirala potvrdom filogenetske neovisnosti vrste I. istriaca u odnosu na druge 

vrste roda Inocybe s.s. Na temelju analiza morfoloških struktura plodišta, ekoloških značajki 

te dvostruke filogenetske analize, dokazano je da uzorak CNF 1/7323 pripada novoj vrsti za 

znanost koja je opisana pod imenom Inocybe istriaca. 
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Slika 5. Filogenetsko stablo porodice Inocybaceae dobiveno analizom četiri genske regije (ITS, 

LSU, rpb2, tef1) u kojem je prikazana nova vrsta za znanost I. istriaca koja se izdvojila kao 

posebna linija u Inocybe s.s. skupini (publikacija II).  
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3.1.2. Opis nove vrste za znanost Parasola papillatospora (publikacija III) 

U okviru integrativno taksonomskog istraživanja (publikacija III) vrsta iz roda Parasola 

(Psathyrellaceae, Agaricales, Basidiomycota) s područja Hrvatske, analizirano je ukupno 17 

uzoraka plodišta. Šest nalaza vrste, u navedenom radu opisane kao nove za znanost (Parasola 

papillatospora), pronađeno je i uzorkovano na dva lokaliteta u listopadnim šumama umjerenog 

pojasa kontinentalne Hrvatske, u gradu Zagrebu te na Žumberačkom gorju. Rod Parasola čine 

sve vrste iz dvije podsekcije (Glabri i Auricomi) roda Coprinus s.l. (lat. sensu lato, u širem 

smislu) u nekadašnjoj taksonomskoj koncepciji. Glavna morfološka obilježja vrsta u rodu 

Parasola su nježna plodišta koprinoidnog oblika (suh, radijalno žljebast klobuk; tamno obojene 

bazidiospore) koja starenjem ne prelaze u tekućinu (eng. non-deliquescent), te ne posjeduju 

velum i kaulocistide (Redhead i sur. 2001, Ulje 2005). Na temelju molekularnih analiza u rod 

Parasola naknadno su uključene i vrste koje imaju plodišta s glatkim klobukom, Psathyrella 

conopilea (Fr.) A. Pearson & Dennis (Larsson i Örstadius 2008) te Galeropsis aporos Courtec. 

(Malysheva i sur. 2019). 

Filogenetski su ovaj rod istraživali i definirali Redhead i sur. (2001), Nagy i sur. (2009) 

te Wächter i Melzer (2020). Na temelju BLAST algoritma ustanovljeno je da DNA sekvence 

ITS i LSU genskih regija šest uzoraka iz Hrvatske i otprije poznate sekvence nalaza iz 

Mađarske (označene kao Parasola sp. 1 SZMC-NL-2952 u Szarkandi i sur. 2017) pokazuju 

više od 99% sličnosti, te da se radi o istoj vrsti. Autori rada navode da uzorak pripada 

potencijalno novoj vrsti za znanost različitoj od sestrinske vrste P. plicatilis, no zbog 

nedostatka informacija o uzorku i/ili molekularnih podataka nisu je znanstveno opisali i 

dodijelili joj ime. Nadalje, ova vrsta je filogenetski analizirana i smještena unutar porodice 

Psathyrellaceae, te je opsežnom molekularnom i filogenetskom analizom provedenom u radu 

Wächtera i Melzera (2020), također prepoznata kao zasebna vrsta uz P. plicatilis, međutim ni 

tada još uvijek nije bila znanstveno opisana. Osim ITS i LSU genskih regija, u publikaciji III 

su sekvencirane i dodatne regije tef1 i βtub, te je filogenetska analiza provedena na sva četiri 

genska markera. Svih šest uzoraka vrste P. papillatospora iz Hrvatske filogenetski se grupiralo 

uz uzorak iz Mađarske, Parasola sp. 1 (SZMC-NL-2952) te su formirali zajedničku granu s P. 

plicatilis kao sestrinskom vrstom. Rezultati filogenetske analize u publikaciji III ove doktorske 

disertacije poklapaju se s rezultatima u radovima Szarkandija i sur. (2017) te Wächtera i 

Melzera (2020) (Slika 6).  
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Slika 6. Prikaz filogenetskog položaja uzorka Parasola sp. 1 (SZMC-NL-2952) iz Mađarske 

(označen žutim kružićem ili točkom) u istraživanjima Wächtera i Melzera (2020) (lijevo gore), 

Szarkandija i sur. (2017) (lijevo dolje) i publikaciji III (desno) u kojoj se svih šest uzoraka vrste 

P. papillatospora iz Hrvatske filogenetski grupiralo uz uzorak iz Mađarske.  

Opisu ove nove vrste za znanost prethodila su kompleksna integrativna taksonomska 

istraživanja. Razlikovna makromorfološka obilježja plodišta na razini vrsta u rodu Parasola 

vrlo su malobrojna i varijabilna, te je na temelju njih gotovo nemoguće pouzdano ustanoviti 

kojoj vrsti nalazi pripadaju. Također, često su i mikromorfološka obilježja između blisko 

srodnih vrsta u rodu vrlo varijabilna i preklapajuća, zbog čega molekularna taksonomija ima 

značajnu ulogu u pouzdanoj identifikaciji. Iz navedenih razloga može se pretpostaviti da 

značajan broj vrsta roda Parasola, uključujući i vrstu P. papillatospora, pripada kriptičkim 

vrstama na makromorfološkoj razini, a ukoliko su uključene i mikromorfološke karakteristike, 

moguće je zaključiti da potencijalno pripadaju pseudokriptičkim vrstama. Ipak, detaljna 

morfološka analiza pokazala je da se P. papillatospora od sličnih vrsta u rodu može razlikovati 

po kombinaciji karakteristika bazidiospora: ± papilatan vrh i centralan klični otvor u većini 

slučajeva te izrazito velika raznolikost oblika spora. 
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Opis nove vrste za znanost iz roda Parasola čini veoma značajan doprinos poznavanju 

globalne bioraznolikosti jer je brojnost vrsta u rodu vrlo oskudna te je do sada bilo opisano tek 

30-tak vrsta, većinom u posljednjih 10 godina. Na primjeru publikacije III u kojoj je vrsta P. 

papillatospora opisana kao nova za znanost možemo izvesti zaključak da je za precizno 

razgraničenje vrsta u ovome rodu potrebno koristiti metodologiju integrativne taksonomije. 

Paralelno s analizom morfoloških značajki plodišta nužno je uključiti i molekularno 

filogenetsku analizu koja će nam pouzdano potvrditi o kojoj se vrsti radi i dati uvid u srodstvene 

odnose između vrsta u analiziranoj taksonomskoj skupini. Istraživanja predstavljena u ovom 

radu doprinose spoznaji o bioraznolikosti gljiva na više razina i to u području taksonomije 

(nova vrsta), biogeografije (novi areali više vrsta) i u važnosti molekularne identifikacije u rodu 

Parasola. 

3.2. Rasprostranjenost vrsta iz porodice Psathyrellaceae na području Hrvatske  

Intenzivno prikupljanje nalaza iz porodice Psathyrellaceae u zbirku CNF traje već više 

od 20 godina, a uvođenje molekularnih metoda, odnosno DNA barkodiranja, ubrzalo je proces 

znanstvene objave značajnih nalaza. Porodica Psathyrellaceae opisana je 2001. godine 

(Redhead i sur. 2001) te je uključivala pet rodova: Coprinellus, Coprinopsis, Lacrymaria, 

Parasola i Psatyrella, određenih na temelju morfoloških te do tada dostupnih molekularnih 

podataka koji su obuhvaćali analize LSU genske regije (Vilgalys i sur. 1994, Hopple i Vilgalys 

1999, Moncalvo i sur. 2000). Tek je u godinama koje su slijedile, ITS predložen kao univerzalni 

DNA barkod za gljive (Schoch i sur. 2012) te su dizajnirane univerzalne početnice (White i 

sur. 1990). Osim toga, Nagy i sur. (2011) su značajno doprinijeli razrješavanju filogenetskih 

odnosa unutar porodice dizajnirajući početnice za određivanje βtub genske regije specifične za 

porodicu Psathyrellaceae. Veliki doprinos razumijevanju filogenetskih odnosa unutar porodice 

dali su Wächter i Melzer (2020) koji su na temelju većine dostupnih sekvenci, njih 18 133  

(uključujući četiri genske regije: ITS, LSU, tef1 i βtub), kao i morfoloških i ekoloških podataka 

reevaluirali porodicu. Do tada 10 opisanih rodova: Coprinellus, Coprinopsis, Cystoagaricus, 

Homophron, Hormographiella, Kauffmania, Lacrymaria, Parasola, Psathyrella i Typhrasa, 

nije moglo adekvatno obuhvatiti sve dobro podržane grane dobivenog filogenetskog stabla, pa 

su znanstveno opisali sedam novih monofiletskih rodova: Candolleomyces, Britzelmayria, 

Hausknechtia, Narcissea, Olotia, Punjabia i Tulosesus. U većini slučajeva radilo se o 

izdvajanju dijela vrsta iz ranije šire shvaćenih rodova unutar porodice Psathyrellaceae u 

novoopisane rodove, osim u slučaju vrste Galerella floriformis. Za vrstu Galerella floriformis, 

koja je prethodno na temelju morfoloških obilježja svrstana u porodicu Bolbitiaceae, u 
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znanstevnom radu Wächtera i Melzera (2020) ustanovljeno je da zapravo pripada zasebnom 

rodu u okviru porodice Psathyrellaceae, novopisanom rodu Hausknechtia. Taksonomska 

pozicija ovog roda potvrđena je i mom koautorskom radu (Nie i sur. 2022) u kojem je uz vrstu 

Hausknechtia floriformis, u isti rod smještena i vrsta H. leucosticta (= Coprinus leucostictus) 

na temelju analize četiri genske regije (ITS, LSU, tef1 i β tub). Molekularna analiza koju su 

proveli Wächter i Melzer (2020) potvrdila je i filogenetski položaj do tada objavljenih novih 

vrsta za znanost iz roda Coprinopsis pohranjenih u zbirci CNF, C. afrocinerea Mešić, Tkalčec, 

Čerkez, I. Kušan & Matočec (CNF 1/5838, Crous i sur. 2018) i C. cerkezii Tkalčec, Mešić, I. 

Kušan & Matočec (CNF 1/7253, Tibpromma i sur. 2017).  

3.2.1. Nove spoznaje o bioraznolikosti roda Parasola u Hrvatskoj i Europi (publikacija III) 

Do 2023. godine na području Republike Hrvatske bile su zabilježene tek četiri vrste roda 

Parasola, P. conopilea, P. plicatilis i P. misera (Mešić i Tkalčec 2003), te P. lactea (= P. 

leiocephala (Vrščaj 2002). Morfološkom obradom te filogenetskom analizom četiri genske 

regije (ITS, LSU, tef1 i β tub), ukupno 179 sekvenci, uključujući 64 novo generirane sekvence 

17 uzoraka roda Parasola s područja Republike Hrvatske, identificirano je deset vrsta ovoga 

roda, od kojih je jedna vrsta opisana kao nova za znanost (vidi 3.1.2). Osam vrsta iz roda (P. 

auricoma, P. crataegi, P. cuniculorum, P. kuehneri, P. malakandensis, P. megasperma, P. 

nudiceps i P. plicatilis-similis) po prvi puta je zabilježeno u Hrvatskoj (publikacija III) te su 

dati molekularni, biogeografski te osnovni ekološki podaci o njihovim nalazima kao i 

makroskopske fotografije plodišta. Ove vrste zabilježene su u sedam različitih županija na 

području Hrvatske (Požeško-slavonska, Grad Zagreb, Primorsko-goranska, Sisačko-

moslavačka, Splitsko-dalmatinska, Dubrovačko-neretvanska i Krapinsko-zagorska), a točne 

lokacije navedene su u publikaciji III.  

Uzorak vrste roda Parasola s otoka Hvara identificiran je kao P. malakandensis, što je 

prvi nalaz ove vrste na području Europe, a do sada bila zabilježena samo na području Pakistana 

(Hussain i sur. 2016). Vrsta P. conopilea već je otprije bila zabilježena na području Republike 

Hrvatske, no bila je identificirana isključivo na temelju morfoloških obilježja (Mešić i Tkalčec 

2003). U ovom radu obrađena su dva nalaza ove vrste koji su sakupljeni na području NP Krka 

te na otoku Lokrumu, pa je vrsta sada potvrđena za područje naše zemlje i na temelju 

molekularnih podataka koji obuhvaćaju filogenetsku analizu četiri DNA genske regije. 

Međutim, potrebno je naglasiti da u taksonomiji roda Parasola postoji još dosta neriješenih 

pitanja te je veliki broj još neopisanih vrsta, čiji su nalazi pohranjeni u zbirci CNF, za koje je 

potrebno provesti daljnja istraživanja. Ustanovljeno je da dvije ranije u Hrvatskoj zabilježene 
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vrste identificirane na temelju morfologije, P. misera i P. plicatilis, molekularno ne odgovaraju 

svojim tipovima (epitip i neotip), te zapravo predstavljaju nove, još neopisane vrste. Taj će 

problem biti rješavan u bliskoj budućnosti. 

3.2.2. Prvi nalazi vrste Coprinopsis alnivora na području Europe (publikacija IV) 

Morfološke i ekološke značajke samo su jedan dio integrativnog taksonomskog pristupa. 

Iznimno važna komponenta je i ona molekularna, pa ne čudi da je DNA barkodiranje gljiva 

značajno doprinijelo spoznaji o rasprostranjenosti gljiva na svjetskoj razini. Suradnja s 

austrijskim i slovačkim znanstvenicima rezultirala je detaljnim (znatno dopunjenim) opisom i 

integrativnom taksonomskom analizom vrste Coprinopsis alnivora koja je u ovom istraživanju 

po prvi puta zabilježena na području Europe (Austrija, Hrvatska, Slovačka) (publikacija IV). 

Vrsta je do ovog istraživanja bila poznata samo na temelju jednog nalaza iz Sjedinjenih 

Američkih Država, gdje je opisan tipski uzorak vrste (Van de Bogart 1976), nađen na johi 

(Alnus sp.). Opis tipskog materijala (holotipa) (Ulje i Noordeloos 2000) temeljen je na jednom 

oskudnom plodištu pronađenom 1976. godine. Međutim, u bazi podataka Genbank postoji 

sekvenca ITS genske regije holotipa koja je imala velik značaj pri analizi uzoraka iz Europe, 

iako do sada nije bila objavljena u znanstvenom radu. Detaljna morfološka, ekološka i 

molekularna istraživanja provedena su na sedam uzoraka iz Slovačke, tri iz Austrije te jednom 

iz Hrvatske, a prikupljeni su u razdoblju od 2008. do 2020. godine.  

Nalazi vrste iz Europe pokazali su varijabilnost u veličini plodišta i čvrstoći veluma. 

Mikromorfološki opisi ovih nalaza dobro su se slagali s opisom holotipa, iako spljoštenost 

bazidiospora nije bila istaknuta u izvornom opisu. Uzorak vrste iz Hrvatske obuhvaćao je 12 

plodišta, nađenih na području grada Zagreba, na posađenim stablima crne topole (Populus 

nigra), 1,4 m iznad tla. Sekvenca ITS genske regije nalaza iz Hrvatske slagala se više od 99% 

sa sekvencama ITS genske regije ostalih nalaza iz Europe. BLAST pretraživanje sekvence ITS 

genske regije nalaza iz Hrvatske u bazi podataka Genbank rezultiralo je sličnošću na razini više 

od 99% s ITS sekvencom holotipa vrste C. alnivora. Filogenetskom analizom provedenom na 

ITS genskoj regiji, prikazano je grupiranje svih nalaza iz Europe s holotipom vrste C. alnivora 

što je dodatna potvrda da su ovi nalazi konspecifični. 

Osim što su analize integrativne taksonomije doprinijele spoznajama o rasprostranjenosti 

ove vrste, također su doprinijele i definiranju njene morfološke, ali i ekološke varijabilnosti. 

Dokazano je kako ova vrsta može živjeti i na živim stablima, ali i na mrtvim ležećim trupcima, 

te je zabilježeno pet biljnih vrsta koje prethodno nisu bile poznate kao njen supstrat: Acer 
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campestre, Fagus sylvatica, Fraxinus excelsior, Magnolia salicifolia i Populus nigra. Na 

temelju rezultata istraživanja provedenog u sklopu ove doktorske disertacije moguće je 

zaključiti da je ova vrsta ekološki prilagođena da za supstrat uzima veći broj biljnih drvenastih 

vrsta. Također, važno je naglasiti ulogu molekularnog istraživanja na razini primarnog DNA 

barkoda u ovom slučaju. Moguće je da ova vrsta ne bi bila pouzdano identificirana u slučaju 

nemogućnosti pristupa ITS DNA barkod regiji holotipa jer je tipski materijal oskudan što 

otežava morfološku analizu. U ovom slučaju, generirana je sekvenca ITS genske regije iz 

tipskog materijala iako kod uzoraka gljiva starost materijala često onemogućava generiranje 

molekularnih sekvenci. U ovom je znanstvenom radu bila važna molekularna i filogenetska 

potvrda da analizirani uzorci iz Europe taksonomski odgovaraju holotipu vrste C. alnivora, 

nakon čega je bilo moguće s potpunom sigurnošću definirati unutarvrsnu morfološku 

varijabilnost, te pridonijeti spoznaji o ekološkoj varijabilnosti i rasprostranjenosti vrste.  

3.3. Značaj molekularne filogenije u određivanju taksonomskog položaja roda Entonaema 

(publikacija V) 

DNA barkodiranje gljiva značajno je doprinijelo spoznaji o globalnoj rasprostranjenosti 

gljiva te u slučaju kada se DNA barkod u potpunosti slaže s DNA barkodom vrste znanstveno 

opisane metodama integrativne taksonomije, vrlo je mala vjerojatnost da ne pripadaju istoj 

vrsti. Međutim, u filogenetske analize najčešće je uključen barem dio sekvenci preuzet iz 

bioinformatičkih baza podataka, zbog čega postoji znatna vjerojatnost da će za analizu biti 

preuzete i neke sekvence izolirane iz pogrešno identificiranih uzoraka ili kultura. Zato je važno 

biti oprezan, te po mogućnosti u analizama koristiti sekvence koje su već publicirane u 

znanstvenim radovima u kojima se one navode. Potrebno je odrediti prema kojoj su literaturi 

identificirani uzorci i/ili kakve su njihove morfološke i ekološke karakteristike te, ukoliko su 

navedeni podaci nedostupni, dati prednost sekvencama koje su objavili istraživači s iskustvom 

u istraživanoj taksonomskoj skupini. 

Rod Entonaema (Hypoxylaceae, Xylariales) sadrži šest opisanih vrsta, tipsku vrstu E. 

liquescens, te E. cinnabarinum, E. globosum, E. dengii, E. moluccanum i E. siamensis. Vrste 

ovoga roda su lignikolni saprotrofi, a možemo ih pronaći na ostacima trupaca i grana. 

Karakterizira ih velika, nepravilno okruglasta stroma življih boja površine, ispunjena 

tekućinom, koja u svojoj kori sadrži sloj plodišta zvan peritecij. Iako se smatralo da vrste ovoga 

roda žive većinom u tropskim staništima, novija istraživanja su pokazala njihovu 

rasprostanjenost i u toplim te umjerenim staništima u Europi, Aziji i Sjevernoj Americi. Rod 

Entonaema je utemeljen početkom prošlog stoljeća (Moller 1901), a njegov do sada nejasan 
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taksonomski i filogenetski položaj bio je predmetom istraživanja zadnjih 20-ak godina. Stadler 

i sur. (2008) objavljuju da rod taksonomski pripada porodici Xylariaceae, dok Wendt i sur. 

(2018) rade reviziju cijelog reda Xylariales, te smještaju rod Entonaema u porodicu 

Hypoxylaceae. Zbog ovih različitih taksonomskih vizija u relevantnoj literaturi, pojavila se 

potreba za točnim utvrđivanjem taksonomskog i filogenetskog položaja roda Entonaema 

unutar reda Xylariales. Iz tog razloga, provedeno je opsežno integrativno taksonomsko 

istraživanje koje je uključivalo detaljan opis morfoloških karakteristika roda Entonaema i vrste 

E. cinnabarinum što je rezultiralo izradom novog taksonomskog ključa za identifikaciju vrsta 

roda Entonaema. Uz to, kako bi se utvrdio točan filogenetski položaj roda Entonaema, 

provedena je opsežna filogenetska analiza više od 500 sekvenci obuhvaćajući četiri genske 

regije (ITS, LSU, rpb2 i β-tub) više od 140 taksona. U analizu su bila uključena četiri uzorka 

vrste E. cinnabarinum (CNF 2/11046, 2/11047, 2/11052, 2/11053) iz Hrvatske te uzorak tipske 

vrste roda Entonaema, E. liquescens (CNF 2/11263) iz SAD-a. Također, u analizu su bile 

uključene sekvence iz uzoraka taksonomski identificiranih kao Entonaema spp. dostupne u 

Genbanku, ali filtrirane na način da su u analizu uključene samo sekvence objavljene u 

znanstvenim radovima, s iznimkom vrste E. liquescens S. D. Russell iNaturalist91210856. 

  Filogenetska analiza rezultirala je grupiranjem uzoraka identificiranih kao Entonaema 

spp. u tri skupine. Dvije skupine grupirale su se polifiletski, ali unutar porodice Hypoxylaceae, 

dok se jedna skupina grupirala unutar porodice Xylariaceae.   

Dobiveni filogenetski položaj vrste E. pallidum u porodici Xylariaceae slaže se s onim u 

istraživanju Stadlera i sur. (2008) u kojem su opisane sličnosti u morfologiji, kemotaksonomiji 

te ITS DNA barkodu između vrste E. pallidum i ostalih vrsta porodice Xylariaceae. Na temelju 

navedenih spoznaja, može se zaključiti da vrsta E. pallidum zapravo pripada rodu Xylaria 

(sinonim je vrste Xylaria mesenterica) u porodici Xylariaceae. Osim toga, tri analizirane 

sekvence iz baze Genbank imenovane kao Entonaema spp. i filogenetski grupirane uz E. 

pallidum u porodici Xylariaceae pogrešno su taksonomski određene kao vrste koje pripadaju 

rodu Entonaema.  

U dosadašnjim istraživanjima porodice Hypoxylaceae, E. liquescens (ATCC46302) koja 

se grupirala uz vrstu Ruwenzoria pseudoannulata u Daldinia skupinu porodice Hypoxylaceae, 

bila je jedini predstavnik roda Entonaema (Wendt i sur. 2018, Pourmogadhaam 2020, Ma i sur. 

2022). U navedenim istraživanjima, za ovaj uzorak identificiran kao Entonaema liquescens 

nisu opisana makromorfološka i mikromorfološka obilježja strome i plodišta ili 
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kemotaksonomske karakteristike, a DNA za sekvenciranje izolirana je iz kulture. U prirodi, 

vrste rodova Entonaema i Daldinia mogu dijeliti isti supstrat te stroma Entonaema vrste može 

biti zaprašena sporama vrste iz roda Daldinia. Zbog toga pri uzgoju određene vrste iz roda 

Entonaema često može doći do kontaminacije s vrstom iz roda Daldinia koja brzo razvija 

micelij i stvara konidije, što se dogodilo i u pokušaju uzgoja vrste E. cinnabarinum 

provedenom u publikaciji V. Budući da smo imali sekvenciranu DNA dobivenu iz fenetički 

detaljno karakteriziranog plodišta vrste E. cinnabarinum, uspjeli smo uočiti navedenu pogrešku 

usporedbom DNA sekvenci dobivenih iz plodišta i kulture te smo lako mogli zaključiti da se 

radi o kontaminaciji. Iz navedenih razloga, može se zaključiti da se prethodno kontaminacija 

dogodila pri pokušaju kultiviranja E. liquescens ATCC46302 i E. cinnabarinum CBS 113034 

(Stadler i sur. 2004, Triebel i sur. 2005), te da navedene kulture pripadaju vrstama iz roda 

Daldinia, a nikako vrstama roda Entonaema. Nastavno na to, kulture E. liquescens agtS279 

i E. cinnabarinum agtS377 koje su se u filogenetskoj analizi grupirale uz kulturu E. liquescens 

ATCC46302, pripadaju rodu Daldinia, a ne Entonaema. 

U filogenetskoj analizi provedenoj u publikaciji V temeljenoj na četiri genske regije (ITS, 

LSU, rpb2 i βtub), morfološki i biogeografski su analizirane „istinske“ vrste roda Entonaema, 

E. cinnabarinum (CNF 2/11046, 2/11047, 2/11052, 2/11053) i E. liquescens (CNF 2/11263) 

koje su se grupirale uz vrstu Hypoxylon carneum u H2 skupinu porodice Hypoxylaceae, 

parafiletski odvojeno od vrste E. liquescens ATCC46302 iz Daldinia skupine. Osim značajnih 

morfoloških razlika, vrsta H. carneum razlikuje se od vrsta roda Entonaema i u 

kemotaksonomskom profilu (Quang i sur. 2006, Helaly i sur. 2018). Od publiciranih, javno 

dostupnih sekvenci koje pripadaju vrstama iz roda Entonaema u bazi Genbank, samo su se 

dvije vrste, E. liquescens S. D. Russell iNaturalist91210856 i E. splendens KA12-1283, 

grupirale uz „istinske“ vrste roda Entonaema u H2 skupinu porodice Hypoxylaceae. Metodama 

integrativne taksonomije te opsežnom kritičkom analizom dostupnih literaturnih podataka, u 

publikaciji V ustanovljen je točan filogenetski položaj i raznolikost vrsta iz roda Entonaema 

(skupina H2) unutar porodice Hypoxylaceae.  
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4. ZAKLJUČCI 

Jedan od najznačajnijih ekoloških izazova s kojima se čovječanstvo u današnje vrijeme 

suočava je gubitak bioraznolikosti. Hrvatska se nalazi na biogeografski vrlo specifičnom i 

interesantnom području što ju čini pogodnom za visoku razinu biološke raznolikosti koja je do 

danas vrlo slabo istražena. U fokusu istraživanja ove doktorske disertacije bilo je rješavanje 

znanstvenih problema u sistematici gljiva iz odjeljaka Ascomycota i Basidiomycota s područja 

Hrvatske korištenjem metoda integrativne taksonomije. Uz morfološka i ekološka obilježja 

gljivljih organizama, posebno su istražena molekularna obilježja i njihov značaj prilikom 

znanstvenog opisivanja i razgraničavanja vrsta.  

Na temelju rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji moguće je zaključiti 

sljedeće: 

1. Metode integrativne taksonomije koje objedinjuju morfološka, ekološka i molekularna 

obilježja gljivljih organizama nužno je koristiti prilikom znanstvenog opisa novih vrsta 

što potvrđuje hipotezu 1. ove doktorske disertacije u okviru publikacija u kojima su 

opisane tri nove vrste za znanost: Inocybe brijunica, I. istriaca i Parasola 

papillatospora. 

2. Bioraznolikost gljiva na području Hrvatske vrlo je velika, no jako je slabo istražena. 

Osim novih vrsta za znanost, u doktorskoj disertaciji po prvi je puta za područje 

Republike Hrvatske zabilježena prisutnost 10 vrsta: Coprinopsis alnivora, Entonaema 

cinnabarinum, Parasola auricoma, P. crataegi, P. cuniculorum, P. kuehneri, P. 

malakandensis, P. megasperma, P. nudiceps i P. plicatilis-similis.  

3. Dugogodišnja intenzivna taksonomska i biogeografska istraživanja gljiva provedena na 

području Hrvatske značajno su doprinijela spoznaji o europskoj i globalnoj 

rasprostranjenosti gljiva. Od 10 vrsta novih za našu zemlju, dvije vrste (Coprinopsis 

alnivora i Parasola malakandensis) su po prvi puta zabilježene i na području Europe. 

4. DNA barkodiranje je važan alat pri identifikaciji i međusobnom razlikovanju novih, ali 

i već poznatih gljivljih vrsta. Ono čini osnovu molekularne taksonomije kao vrlo 

značajnog dijela integrativnog taksonomskog pristupa u mikološkim istraživanjima te 

ima ključnu ulogu u identifikaciji gljiva.  

5. Najvarijabilniji DNA barkod na razini vrste je ITS, tj. primarni DNA barkod za carstvo 

gljiva te je ujedno i najzastupljenija genska regija za ovu skupinu organizama u 

bioinformatičkim bazama podataka. U slučaju kada ITS genska regija nije sadržavala 

dovoljno taksonomskih informacija za razjašnjavanje srodstvenih odnosa među 
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taksonima, provedene su analize sekundarnih genskih regija (sekundarnih barkodova). 

Geni koji su korišteni u funkciji sekundarnih barkodova kod taksonomski istraživanih 

skupina u ovoj disertaciji su LSU, tef1, rpb2 i βtub. Određivanje ovih gena bilo je od 

velikog značaja u molekularnom aspektu taksonomije zbog doprinosa razumijevanju 

filogenetskih odnosa među vrstama i višim taksonomskim kategorijama te pri dodatnoj 

provjeri identifikacije na razini vrste.  

6. Vrlo velika varijabilnost i preklapanje morfoloških obilježja kod blisko srodnih vrsta 

gljiva uvelike otežavaju pouzdanu identifikaciju vrsta. Stoga je uz originalni opis 

morfoloških obilježja gljivljih vrsta ključno imati i određenu DNA barkod sekvencu 

koja potječe iz tipskog uzorka. U procesu taksonomske identifikacije vrste Coprinopsis 

alnivora, BLAST pretraživanje ITS sekvence nalaza iz Hrvatske u bioinformatičkoj 

bazi podataka Genbank rezultiralo je sličnošću na razini više od 99% s ITS sekvencom 

holotipa vrste C. alnivora iz savezne države Washington (SAD). Filogenetskom 

analizom provedenom na ITS genskoj regiji prikazano je grupiranje svih nalaza iz 

Europe s holotipom vrste C. alnivora, što je bila dodatna potvrda da su svi analizirani 

nalazi konspecifični. 

7. DNA barkodiranje vrlo je važno pri razgraničenju kriptičkih, semikriptičkih i 

pseudokriptičkih vrsta. Zbog malobrojnih i varijabilnih razlikovnih makromorfoloških 

obilježja vrsta roda Parasola, može se pretpostaviti da je značajan broj vrsta u ovom 

rodu kriptičan na makromorfološkoj razini. Također, mikromorfološka obilježja vrsta 

u ovom rodu su vrlo varijabilna i preklapajuća te je moguće zaključiti da velik broj 

taksona potencijalno pripada pseudokriptičkim vrstama. Kao potvrdu hipoteze 2. 

možemo zaključiti da su DNA barkodiranje i molekularna taksonomija značajno 

doprinijeli razgraničenju i identifikaciji vrsta u rodu Parasola, pa tako i pri 

znanstvenom opisu nove vrste za znanost, P. papillatospora. 

8. Bioinformatičke baze podataka često sadrže netočno taksonomski određene DNA 

sekvence. Iz podataka dostupnih u bazi podataka Genbank, od osam analiziranih vrsta 

određenih kao Entonaema spp. samo su se dvije vrste grupirale uz „istinske“ vrste roda 

Entonaema u H2 skupinu porodice Hypoxylaceae. Metodama integrativne taksonomije 

te opsežnom kritičkom analizom dostupne literature, u publikaciji provedenoj u sklopu 

ove doktorske disertacije ustanovljen je točan filogenetski položaj roda Entonaema 

unutar porodice Hypoxylaceae. Za ostale analizirane vrste čije su sekvence bile 

dostupne u bazi podataka Genbank ustanovljeno je da pripadaju, ili kontaminaciji koja 
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se vjerojatno dogodila tijekom uzgoja kultura, ili pogrešno taksonomski imenovanim 

vrstama ovog roda.
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