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Uvod

Poljski jasen (Fraxinus angustifplija Vahl) brzorastuca, heliofilna, listopadna vrsta iz porodice Oleaceae
s izraZenim pionirskim svojstvima. Vrsta je uglavhom vezana za nizinska podrucja i poplavne Sume uz
korita velikih rijeka u kontinentalnom dijelu Hrvatske, na mediteranskom predjelu ée zauzimati vise
nadmorske visine. Poljski se jasen javlja u nizu fitocenoloskih zajednica poput Genisto elate —
Quercetum roboris, Horvat 1938.; Carpino betuli — Quercetum roboris, Ani¢ 1959. ex Rau$ 1969.;
Leucojo aestivi — Fraxinetum angustifoliae, Glavac 1959. .

Posljednjih trideset godina dolazi do izrazito visoke stope odumiranja poljskog jasena na podrucju cijele
Europe. Jedan od razlog su klimatske promijene to jest utjecaj klimatskih ekstrema te promijene u
temperaturi zraka kao i promjene hidroloskog rezima (Mikac 2020). No unato¢ tome kao najveci
uzro¢nik odumiranja stabala poljskog jasena pokazala se fitopatogena gljiva Hymenoscyphus fraxineus
(T. Kowalski) Baral, Queloz i Hosoya 2014, koja je u Hrvatskoj prvi put zabiljeZzena 2009. godine. Bolest
zahvaca stabla razlicite starosti bez obzira na staniSte i nacin gospodarenja, te uzrokuje niz simptoma
(nekroze lis¢a, odumiranje izbojaka i grana, rakaste tvorevine, ...). U svojem anamorfnom stadiju
(Chalara fraxinea, T. Kowalski 2006 ) koja sluzi kao sprematogeni stadij, dok u savrSenom obliku zarazu
provodi askosporama koje se raznose vjetrom te su kratkog Zivotnog vijeka (Landot, Gross,
Holdenrieder, Pautasso 2016).



1. Poljski jasen

Poljski jasen je rasprostranjen na podrucju Europe, zapadne Azije i sjeverne Afrike. Javlja se uz rijeke

jadranskog slijeva te u nizinskim poplavnim Sumama, gdje je jedna od najvaznijih vrsta. Listopadna je
jednodomna, mezomorfna, anemohorno-hidrohorna vrsta. Poljski jasen je brzorastuéa vrsta s
izrazenim pionirskim svojstvima, brzom ontogenezom i velikim sukcesijskim potencijalom na neSumske
povrsine pomocu lakog i mobilnog sjemena (Mikac 2020). Cvate od travnja do svibnja, prije listanja, a
plodovi sazrijevaju u rujnu.

Slika 1. Poljski jasen (Fraxinus angustifolia Vlah.), izvor:http://pd-zagorske-steze.hr/Park_picelj parcele/parcela_58.htm

1.1.  Uvijeti za rast poljskog jasena

Vrsta dobro uspijeva u podrucjima blaze klime s koli¢inom oborina izmedu 400 i 1200 mm godisnje.
Euritermna je vrsta i osjetljiv na niske temperature i mrazove te se ne moze prirodno Siriti sjeverno.
MoZe uspjeti u sjevernim predjelima u obliku kultura no tada ne rada sjemenom. Raste u poplavljenim
nizinama no moze rasti i na isusenim padinama gdje ¢e podnijeti konkurenciju drugih vrsta. Preferira
pH tla izmedu 5 i 8 te glinasta ili umjereno zbijena tla. Izraziti je higrofit koji dobro podnosi dugo
stajanje poplavne vode kao i visak ugljikovog dioksida i nedostatak kisika. Unato¢ tome zahtjeva
staniste s barem dva mjeseca vegetacije bez stajuce vode (Ugarkovi¢ i Orsani¢ 2020) .



Slika 2. Rasprostranjenost poljskog jasena

1.2. Morfologija poljskog jasena

Stablo najc¢esée dosegne visinu od 15 m no u povoljnim uvjetima moZe narasti i do 30 m i dosedi
promjer od 1 m. Kora je kod mladih stabala tanka i glatka, kasnije ¢e ispucati u obliku plocica te
poprimiti sivu boju. Raspored grana u krosnji je gust te je ona duguljasta i ovalna. Izbojci su maslinasti
do Zutosive boje, posuti su lenticelama, manje spljosteni u nodijima. Pupovi su svijetlo do tamnosmede
boje, nasuprotnog su rasporeda, na vrhu izbojka se nalaze u prsljanima s do 3 bo¢na pupa i najveéim
terminalnim pupom. LiSce je neparno perasto sastavljeno, sastoji se od 1-7 pari polimorfnih listi¢a koji
su do 10 cm dugi i od 0,5 do 3 cm Siroki. S gornje su strane listi¢i goli, a s donje strane uz glavnu Zilu
imaju redovito Cuperke svijetlo smedih dlacica. Rubovi su listova krupno nepravilno pilasti. Cvjetovi su
u obliku razgranatih metli¢astih cvatova crvenosmede boje, cvatu u travnju i svibnju. plodovi su u
obliku kopljastih perutki, a sjemenka koju sadrze je uvijek duza od polovine perutke. Plodovi sazrijevaju
u 9. mjeseci i nakon toga se jo$ neko vrijeme zadrzavaju na izbojcima (Franiji¢, Skvorc 2020).

LEYY

Slika 3.. Morfologija lista poljskog jasena, izvor: https.//www.researchgate.net/fiqure/Number-of-leaflets-variation-of-
Fraxinus-anqustifolia-Vahl-Narrow-leafed-Ash_fig7 281387639

Slika 4. pup poljskog jasena, izvor: https://www.sumfak.unizg.hr/~dendrolo/atlas/063a.htm


https://www.researchgate.net/figure/Number-of-leaflets-variation-of-Fraxinus-angustifolia-Vahl-Narrow-leafed-Ash_fig7_281387639
https://www.researchgate.net/figure/Number-of-leaflets-variation-of-Fraxinus-angustifolia-Vahl-Narrow-leafed-Ash_fig7_281387639

Poljski jasen razvija Siroki plitki korijenski sustav, iz bo¢nih Zila korijenovog sustava razviti ¢e se mnostvo
tzv. poniruéih Zila koje se spustaju do te dubine na kojoj mogu crpiti kapilarnu vodu iz podzemnih
tokova.

2. Hymnoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz i Hosoya
2014

U Europi je prvi put otkrivena u Poljskoj 1990-tih godina, najvjerojatnije je uvezena iz Azije sa
sadnicama Fraxinus mandshurica Rupr. Od onda se prosirila po cijeloj Europi, a u Hrvatskoj je prvi put
zabiljezena 2009. godine (Bari¢i Dimini¢ 2010). Danas je poznato da je ova gljiva glavni uzrocnik bolesti
i odumiranja poljskog jasena u Hrvatskoj. Ova gljiva moZe zaraziti sve tri vrste jasena koje se nalaze na
podrucju Hrvatske. Metode kontrole Sirenja ove gljive su danas vrlo limitirane.

2.1. Sistematika
Carstvo: Fungi

Odjel: Ascomycota
Razred: Leotiomycetes
Red: Helotiales
Porodica: Helotiaceae
Rod: Hymenoscyphus

Vrsta: Hxmenoscyphus fraxineus (T. Kowalski), Baral, Queloz i Hosoya

2.2. Biologija
Hymenoscyphus fraxineus formira apotecije na peteljkama otpalog lis¢a u listincu. Gljiva moZe na
zarazenim peteljkama u listincu prezivjeti vise godina, u povoljnim uvjetima ¢e formirati apotecije.
Primarnu zaraza lis¢a se dogada tijekom ljeta, a vrSe ju askospore koje se raznose vjetrom kroz nekoliko
tjedana. Infekcija je uspjesnija uslijed visih oborina i u uvjetima poviSene zracne vlage jer potice
oslobadanje askospora (Kirisits i dr. 2009). Da bi se ostvarila zaraza stablo mora primiti visoku kolié¢inu
spora. Uz savrseni stadij javlja se i anamorfni stadij Chalara fraxinea (T. Kowalski 2006 ) koja sluzi
isklju¢ivo kao sprematogeni stadij (Landot, Gross, Holdenrieder, Pautasso 2016). Takoder uzrokuje
otpadanje lis¢a, micelij gljive nakon toga i u odsustvu novih spora prodire u tlo dok ne dode do korijena

novog stabla jasena koje ¢e inficirat.
- Chalara

T Spermatia | ..’
F| anamorph

'/ AT

%i Ascospores
e o= 6
Apothecium ._i,,.
\ P =
1

Slika 5. Bioloski ciklus H. fraxineus, izvor:https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppa.12539
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Biologija vrste danas jos nije u potpunosti razjasnjena.

2.3.  Simptomi
Razli¢iti tipovi zaraze ovom gljivom imaju drasti¢no razlicite posljedice na stabla krecuéi se od
asimptomatske zaraze do lakih i tezih oslabljenja stabala pa sve do odumiranja Citavih sastojina.

Kad ova gljiva inficira lis¢e moZe se javiti u asimptomatskom obliku ili se moZe primijetiti u obliku
nekroti¢nih pjega na lis¢u. Vecina zarazenog lis¢a ¢e otpasti bez da je doSlo do zaraze peteljke
(Schwanda i Krisits 2016), no u rijetkim slucajevima micelij ¢e uéi u peteljku te uzrokovati daljnje
odumiranje izbojaka i grana (Landot, Gross, Holdenrieder, Pautasso 2016). Na kori se mogu pojaviti
diskororirana uklenuéa, ona ée se Siriti dok u potpunosti ne obuhvate granu ili deblo te prouzrokuju
njegovo odumiranje. Takoder moze uzrokovati rakaste tvorevine na deblu i granama stabala.

Slika 6. Simptomi zaraze H. fraxinus, izvor: https://www.researchgate.net/figure/Life-cycle-of-the-H-fraxineus-A-Individual-
ascospores-of-Hymenoscyphus-fraxineus-land_figl 318595326

3. Metode prevencije

3.1. Pracenje zaraze

Za kontrolu ove invazivne gljive klju¢no je poznavati nacine njenog Sirenja. Ova informacija je vrlo bitna
prilikom razvoja strategije za sprje¢avanje Sirenja bolesti i njenog unistavanja. Kod patogenih gljiva koje
se Sire zrakom, sprecavanje njihova Sirenja se pokazalo osobito teskim. To je u najvecoj mjeri zbog
nedostatka informacija o daljinskom rasprostiranju njihovih spora, sto smanjuje moguénosti njihove
izolacije na odredenom podrucju.

Podaci o Sirenju zaraze su esencijalni za poduzimanje efektivnih mjera prevencije no moraju biti poznati
u ranim fazama Sirenja bolesti. Dobar nacin za upoznavanje karakteristika Sirenja bolesti bez da se
promatra nekoliko godina postepeno Sirenje je primjena klopki za spore. lako su klopke s
kvantitativnim PCR-om cCesto primjenjivane za detekciju biljnih patogena njihova sposobnost da
detektiraju patogene na podrucju koje je napadnuto rijetko je testirana (Jackson i Bayliss 2011).

Mogu se razlikovati dva tipa klopki koji se primjenjuju: pasivne (wood-discs, pietri dishes, Air-O-Cell) i
aktivne (ratating arm inpaction device, Burkard samplers). Pasivne klopke su pogodnije za
epidemioloski monitoring, prilagodenije su za veda istraZivanja jer su jeftinije i lakSe se njima upravlja.
Osjetljive su na klimatske ekstreme i oStecenja koja dovode do smanjene efikasnosti. Aktivne su klopke
efikasnije no imaju odredena ogranicenja. Za rad s njima potrebno je stru¢no osoblje, baterije su im
kratkog Zivotnog vijeka i skuplje su, te kao takve nisu pogodne za monitoring veéih podrucja
(Grosdidier, loos, Husson, Cael, Scordia i Marc,ais 2018).



Na temelju istraZivanja provedenih u Francuskoj dalje u tekstu raspraviti ¢e se primjena ovih klopki pri
detekciji spora Hymenoscyphus fraxineus na podrucju gdje se patogen prvi put pojavljuje te
dokumentirati njegove navike Sirenja na prostornoj razini. Za ovo ée se primjenjivati dvije metode kroz
Cetiri godine. Prva se metoda bazira na opazanju simptoma bolesti jasena, a pri drugoj metodi koriste
se pasivne klopke s preciznim PCR-om u realnom vremenu.

3.1.1. Metode i materijali

Francuska sluzba za zdravstveno stanje Suma daje izvje$¢a bazirana na vizualnom opazanju simptoma
bolesti jasena sve od 2008. godine kad je bolest prvi put otkrivena u zemlji. Uz svakom se izvjesc¢u
navodi lokacija, tip sastojine, datum opazanja kao i potvrda o zarazi ustanovljena laboratorijskom
analizom. Analiza se provodi na kvadratnim plohama dimenzija 16 x 16 km. Takoder podnose izvjeséa
o sastojinama koje ne pokazuju simptome zaraze unatoc Cinjenici da se nalaze blizu onih sastojina koje
su zarazene (Grosdidier, loos, Husson, Cael, Scordia i Marc ais 2018).

Za sezonsko pracenje Sirenja bolesti pomocdu klopki odabrane su dvije lokacije Gremecey i Seichamps
na sjeveroistoku Francuske. Tamo su postavljene pokusne plohe u dvije mladim sastojinama jasena. U
svakoj sastojini je postavljeno Sest klopki. 2010. godine klopke su bile primjenjivane od 6 od 48 dana
ovisno o godisnjem dobu (6-10 dana u svibnju, 25-42 dana od lipnja do kolovoza i 30-48 dana od rujna
do studenog 2011., 2012. klopke su bile primijenjene 15 dana). Eksperiment je trajao od 10.4.2010. do
16.3.2012. te je po zavrSetku 2012. preko 90% stabala na obje sastojine pokazivalo simptome bolesti.

Pt gt

Slika 7. Pasivna klopka za spore, izvor: https://spornadosampler.com/2018/04/05/setting-the-trap-early-warnings-of-late-
blight-using-passive-spore-traps/

Za pracenje bolesti na lokalnoj razini odabrana je pokusna ploha Champenoux na sjeveroistoku
Francuske. Podrucje je pretrazeno da bi se odredila precizna pozicija stabla jasena u ¢ijem je tkivu
molekularnim testiranjem utvrdena prisutnost H. fraxineus. Klopke su postavljene na udaljenosti od
800 m od zarazenih stabala i na jednakoj udaljenosti preko cijele sastojine. 2011. klopke su postavljene
na 52 lokacije, na tri 15 dnevna razdoblja od ranog srpnja do sredine kolovoza. Zatim su zadnjih 15
dana srpnja 2012. klopke postavljne na 124 lokacije, te na 130 lokacija prvih 15 dana 2013. s
povecanom koli¢inom uzoraka na klopkama 600 — 800 m od zaraZenih stabala.

Za pracenje bolesti na regionalnoj razini postavljene su cetiri pokusne plohe na kojma su klopke bile
postavljene blizu stabala jasena u 15 dnevnom periodu od sredine lipnja do sredine srpnja od 2012. —
2015.. Prve dvije lokacije su bile u centralnoj Francuskoj dok su treca i Cetvrta bile u jugoistocnom dijelu
zemlje i u dolini Rhone. Plohe 3 i 4 su postavljene na specificnim lokacijama da bi se u obzir uzela i
temperaturna varijabilnost na tom podrucju.



Sto se ti¢e dizajna samih klopki bio je baziran na modificiranom protokolu Schweigkofler i dr. (2004.),
kako je i opisan u Grosdidier i dr. (2017). klopke su bile postavljene na polisitirene blokove 1m iznad
tla s no.1 Whatman filterom promjera 150 mm. Ovaj filter je primijenjen na svim lokacijama osim na
lokaciji broj 4 gdje je koristen no.3 Whatman filter. Filter je bio premazan ,4x TE buffer” otopinom da
bi se sprijecilo klijanje spora. Primjenjivana je negativna kontrola kako bi se potvrdilo odsustvo
kontaminacije za vrijeme analize. To je postignuto tako da je hermeticki zatvoreni filter bio postavljen
na pocetku eksperimenta sa strane svake klopke te je tamo ostao do kraja eksperimenta. Po zavrsetku
eksperimenta klopke su bile uzorkovane i primijenjene za ekstrakciju DNK H. fraxineus. Pri ekstrakciji
koristena su Cetiri pozitivna uzorka otopine sa sporama H. fraxineus i Cetiri negativna uzoraka sterilne
vode. To je napravljeno radi kontrole kvalitete. Da bi se izbjegla pristranost prilikom analize filteri su
bili birani omaske prije ekstrakcije i PCR-a.

UmnozZavanje PCR-om u stvarnom vremenu provedeno je prema loss-u i sur. (2009a,b), s tom
iznimkom da je svaki put provedeno u 45 ciklusa. Svaki put su u analizi koriStena barem dva uzorka
sterilne vode. Kroz godine su koristeni razliciti standardni uzorci, za prvi i drugi eksperiment su
koristene kalibrirane otopine askospora H. fraxineus, za | i Il plohu tre¢eg eksperimenta je koristen
genomski DNK, a za Il i IV plazmatski DNK.

Provedena je usporedba rezultata dobivenih metodom biljeZzenja simptoma i metodom primjene
klopki. KoriSteni su rezultati klopki iz treceg eksperimenta s tim da su koristeni rezultati samo onih koje
su pale u krug radijusa 24 km da bi se dobila priblizno jednaka povrsina plohi 16 x 16 km. Za svaku su
plohu klopke bile podijeljene u Cetiri kategorije: A) u klopki je pronaden DNK H. fraxineus i na tom
podrucju su zabiljeZzeni simptomi bolesti; B) u klopki je pronaden DNK H. fraxineus ali na tom podrucju
nisu zabiljeZzeni simptomi bolesti; C) u klopki nije pronaden DNK H. fraxineus ali na tom podrucju su
zabiljezeni simptomi bolesti; D) u klopki nije pronaden DNK H. fraxineus i na tom podrucju nisu
zabiljeZeni simptomi bolesti. U¢estalost je svake kategorije bila obracunata.

IzvjeStaj za odumiranje jasena uzet je u obzir za godinu hvatanja i za naredne dvije godine. Prva je
analiza binomnog generaliziranog linearnog modela provedena koristenjem podataka dobivenih iz
klopki kao varijable odgovora. Godina hvatanja i godine kad je opaZena prisutnost postavljene su kao
eksplikativne varijable. Vjerojatnost da zamke otkriju spore na podrucju gdje je prema izvjes¢ima
prisutna zaraza, ovisno o tome koliko je dugo prisutna na tom podrucju, kvantificirano je omjerom
izgleda. Za drugu su analizu takoder uzeti podaci o prisutnosti bolest kao varijable odgovora. Dalje su
odabrane samo klopke koje su se nalazile vise 50 km od fronte bolesti kako bi se izbjegla pristranost.

3.1.2. Rezultati

Lokalna razina

Klopke su kroz sve eksperimente na lokalnoj razini otkrile od 2 -2560 spora u danu po m?. Inokulum
koji se Siri zrakom otkriven je potkraj proljece i ljeti 2010.i2011. 2010 je vrhunac sporulacije dosegnut
u srpnju, a 2011. u lipnju. Nije bilo znacajne razlike u kolicini spora koje su uhvaéene na lokaciji u
Gremecey i onih koje su uhvaéene u Seichamps. S obzirom da je prve godine bilo utvrdeno da je
optimum za hvatanje spora bio izmedu lipnja i srpnja, odluceno je da ¢e se hvatanje provoditi u tom
povoljnom periodu u trajanju od 15 dana.

Najvedi je broj spora otkriven u onim klopkama koje su bile neposredno do zarazenih stabala jasena.
Taj se broj rapidno smanjio unutar prvih 50 m do stabla i ostao vrlo nizak do granice od 500m. spore
nisu pronadene u klopkama udaljenim vise od 500 m od zarazZenih stabala.



Efikasnost klopki je bila niska s 0,47 s intervalom pouzdanosti od 0,31 — 0,67. Dobivenim podacima
bolje odgovara jezgra inverznog zakona potencije od Gaussove jezgra za koju je utvrdena udaljenost
disperzije 173 m dok je za jezgru inverznog zakona potencije 1375m. Parametar k je za obje jezgre
procijenjen na 1,13 s intervalom pouzdanosti 0,25 — 2,06, Sto upuéuje na visoku prekomjernu disperziju
podataka.

Tablica 1. kritetij odstupanja i parametri disperzije na lokalnoj i regionalnoj razini, izvor:
https.//academic.oup.com/femsec/article/94/5/fiy049/4950393?login=false

Table 2. Deviance information criterion (DIC) and parameters of the dispersal models adjusted at the local and regional scales.

Local scale Regional scale
Inverse power-law Inverse power-law

Gaussian isotropic isotropic distance kernel Gaussian anisotropic anisotropic location kernel
Kernel distribution distance kernel (thin-tail) (fat-tail) location kernel (thin-tail) (fat-tail)
DIC 848.6 826.3 923.6 911.2
Parameters ? Mean [CI 95%] Mean [CI 95%) Mean [CI 95%] Mean [CI 95%]
o? 2.03 [0.75-110.5] 2.08 [0.80-58.34] 9.86 [3.58-657.89] 11.57 [4.11-1564.94]
o? 17.68 [12.06-40.65] 18.76 [12.21-38.52] - -
a 195.62 [13.13-473.74] 206.26 [9.67-498.6] 0.59 [0.18-1.33] 2.56 [0.08-7.65]
b - 3.30 [2.00-5.67] - 5.56 [2.50-9.39]
p 0.53 [0.31-0.69] 0.53 [0.35-0.69] 0.69 [0.37-0.83] 0.71 [0.45-0.84]
k 1.13 [0.27-2.09] 1.13 [0.23-2.02] 0.31 [0.03-0.54] 0.33 [0.04-0.57)
Y - - 0.35 [0.10-0.54] 0.34 [0.06-0.54]
B - - 1.28 [0.37-2.58] 1.28 [0.20-2.54]
Mean dispersal distance 0.17 [0.01-0.42] 1.38 [0.64-3.32] 0.59 [0.18-1.33] 2.56 [0.08-7.65]
(km)®
“The Gelman-Rubin test indicated convergence for all reported parameters (Rhat very close to 1).
bFor the anisotropic kernel, mean dispersal distance of %= for the Gaussian distance kernel and 2& for the inverse power-law distance kernel. For isotropic kernels,

the mean dispersal distance is given by parameter a. Results are converted to kilometers.

Regionalna razina

Ucestalost DNK H.fraxineus na filterima ovisila je o godini uzorkovanja s 39% klopki na lokaciji 1. 2012.,
7% na lokaciji 2. 2013. , 34% na lokaciji 3. 2014. i 10 % na lokaciji 4. 2015. U obzir su uzeti i 341 filter
pomocu koji se provodila negativna kontrola te su predvideno dali negativne rezultate.

Usporedivani su rezultati dobiveni iz klopki i izvje$c¢a o Sirenju bolesti. 2012. u klopkama su pronadene
spore H. fraxineus na udaljenosti od 38 km od fronte bolesti, 2013. pronadene su na udaljenosti od
116 km, 2014. na 56 km i 2015. na 13 km. Broj detektiranih spora se je drasticno smanjivao s
udaljenoscu od zaraZene sastojine te se stabilizirao na udaljenosti od 5 — 20 km. Na vecoj udaljenosti
broj spora je bio vrlo nizak. Za klopke koje su bile smjestene u krugu od 20-tak km od fronte bolesti
nije primijecena preferencija smjera Sirenja kod klopki u odnosu na izvjeséa bolesti. Medutim kod
klopki koje su bile na udaljenostima veéim od 25 km od fronte bolesti primije¢eno je preferencija
bolesti za Sirenje na jugozapad i jug. Dakle na regionalnoj razini testirana je anizotropna jezgra za
analizu Sirenja bolesti. Kriterij je za odstupanje bio visi za Gaussovu jezgru. Efikasnost klopki je bila 0,30
s pouzdanoséu od 0,17 — 0,59 . Srednja udaljenost izmedu klopki koje su detektiraju H. fraxineus i
izvjeScéa o Sirenju bolesti je bila 590 m za Gaussovu jezgru i 2560 m za jezgru inverznog zakona snage.

Jugozapadni smjer Sirenja s parametrom koherentnosti B (1,28) i parametrom pomaka y ve¢om od 0
(0,35). Parametar k je procijenjen na 0,32 Sto ukazuje na nisku pretjeranu disperziju podataka.
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Figure 4. Hymenoscyphus fraxineus detected by the traps according to the distance
from the nearest ash dieback reported by the DSF. (A) Quantities of spores of H
fraxineus caught by the traps per day and per square meter. (B) Anisotropy in
long-distance dispersal of H. fraxineus ascospores.

Slika 8. A) kolic¢ina spora uhvacenih klopkama u jednom danu na m2; B) anizotropija Sirenje askosprra, izvor:
https://academic.oup.com/femsec/article/94/5/fiy049/4950393?login=false

3.1.3. Rasprava

Proucavanjem Sirenja ove bolesti na viSe razina utvrdeno je da klopke imaju nisku ucinkovitost, Sto
potvrduje i Cinjenica da su apoteciji H. fraxineus pronadeni na lokacijama gdje u klopkama nisu
pronadene spore. No, mogu pruZiti korisne informacije i otkriti prisustvo patogena na udaljenosti od
100 km od fronte bolesti. Jedan od razloga za ovu nisku ucinkovitost klopki moze biti predugi period
izlaganja filtera okolini. Odabran je period od 15 dana da bi se mogla uzeti u obzir i varijabilnost klime.
To je za posljedicu imalo da je dobar dio uhvaéenih spora ispran s filtera za vrijeme kisnih razdoblja ili
je za vrijeme nekih drugih nepovoljnih vremenskih uvjeta poput susa ili vjetra uzorak smanjuju. Za
primjer moZzemo uzet lokaciju 2. iz treceg eksperimenta gdje su 2013. zabiljeZeni nizi rezultati uslijed
jakih grmljavinskih nevremena na tom podrucju. Za uracunavanje ove varijabilnosti klime pri analizi su
koristeni slucajni faktor perioda (01) i slucajni faktor mjesta (02). Efekti ispiranja mogli su se kontrirati
time da se u filtere stavljao petrolejev gel koji je sprje¢avao ispiranje spora s filtera. Chandelier i dr.
(2014.) dogadaju sporulacije ovise o klimi, ekstremni klimatski dogadaji mogu biti kriticni za
ucinkovitost klopki npr. 2015. zabiljeZena je niZa ucinkovitost Sto se moZe objasniti toplinskim valom
koji je u tom periodu bio na tom podrucju. Bitan faktor je bilo znati kad je vrhunac sporulacije da bi se
povecale Sanse za detekciju spora. Na sjeveroistoku Francuske je sporulacija trajala od sredine lipnja
do sredine kolovoza, a vrhunac je bio od kraja lipnja do pocetka srpnja.

Unatoc niskoj efikasnosti klopki i moZda nepotpunim izvjeSéima o Sirenju bolesti, ovo istraZivanje nam
daje korisne podatke o samom dometu spora H. fraxineus. Disperzija spora je posteriorno asimetri¢na
te je zbog toga bilo tesko odrediti srednju udaljenost disperzije. Ovisno o jezgri koja se primjenjuje
procjenjuje se na 0,2 — 2,6 km. Testirano je vise modela disperzije no nisu doveli do jasnog oblika
jezgre. Podacima najbolje odgovara jezgra inverznog zakona snage, na lokalnoj i regionalnoj razini. Ova



jezgra takoder moze objasniti detektirane spore na udaljenostima od 100 km koje su potvrdene nizom
PCR testova na temelju DNK dobivenog iz klopki.

Uzorkovanje na vec¢im udaljenostima od fronte bolesti na regionalnoj razini bilo je daleko veée nego na
lokalnoj razini Sto objaSnjava zasto smo otkrili viSe slucajeva daljinskog Sirenja bolesti na toj razini.
Srednja udaljenost disperzije koju nam daje inverzni zakon snage slicna je na lokalnoj i regionalnoj
razini. Dio varijabilnosti moze se objasniti razli¢itim faktorima koji su prisutni na razli¢itim lokacijama
koji utje€u na asimetri¢nu distribuciju spora. Uzevsi u obzir da je parametar k na lokalnoj razini bio
iznad 1, a na regionalnoj ispod 1, jedan od razloga moze biti da na lokalnoj razini nije uzeta u obzir
anizotropija.

Na lokalnoj razini spore su detektirane na udaljenosti do 500 m od zaraZenih stabala. To se mozZe
objasniti ¢injenicom da vjetar spore moZe prenijeti na udaljenostima od visSe stotina metara. Ako se
spore oslobode za vrijeme turbulencije vjetar ih diZe iznad krosanja i raznosi na vece udaljenosti. Ovaj
je fenomen Cest za spore veli¢ine do 10 um, $to je u rasponu spora H. fraxineus.

Na regionalnoj razini spore se mogu detektirati i do 100 km od fronte bolesti. Sama pojava askospora
na tim udaljenostima ne znadi da ée se stvoriti novo Zariste bolesti, to ovisi o okolisu i uvjetima koji na
njemu vladaju. Kad bi te askospore uspostavile ZariSta bolesti imale bi nerazmjeran utjecaj na Sirenje
bolesti. Brzina Sirenja bolesti na razini Europeili pojedinih drzava procijenjena je na 40 — 75 km godiSnje
Sto se podudara s brzinom Sirenja koja je zabiljeZzena u Francuskoj. Takoder je zabiljeZena pauza od 1 -
2 godine izmedu pojave spora i pojave prvih simptoma na stablima.

Iz modela Sirenja spora moZe se vidjeti da vedéina spora ostaje blizini zarazenih stabala. Te se
informacije mogu primijeniti pri izradi strategije za suzbijanje bolesti npr. pri odredivanju povrsine koja
se treba tretirati. Dok bi se sustav klopki mogao koristiti da bi se dobio bolji uvid u lokalne uvjete.
Klju€no je za suzbijanje bolesti i njena rana detekcija jer ako se otkrije tek nakon nekoliko godina vrlo
je vjerojatno da se vise nece moci suzbiti. Unato¢ tome primjena metode klopki nec¢e zamijeniti izvje$c¢a
o pojavi i Sirenju bolesti koja podnose strucni kadrovi koji rade na upravljanju Sumama blizu fronte
bolesti.

3.2. Primjena prirodnog antagonizma gljivica otkrivenih na liS€u za vrijeme
vegetacije
Neke vrste jasena poput Fraxinus mandshurica Rupr. i Fraxinus ornus L. imaju prirodnu otpornost -
tolerantnost na patogena Hymnosyphus fraxineus. Takva se nasljedna tolerantnost moze primijetiti i
kod obi¢nog jasena no pretpostavlja se da je to pod velikim utjecajem mikroorganizama koji se nalaze
na stablu. Te bakterije ili gljive mogu direktno suzbiti bolesti kompeticijom za resurse, parazitizmom ili
antibiozom i indirektno aktivacijom obrambenog sustava biljke. Takoder neki endofiti promoviraju rast
i razvoj biljke te time povedavaju njenu otpornost na patogene (Glick, 2012; Hossain i dr., 2017).

Da bi se procijenila uloga tih endofita na otpornost stabla prema odumiranju zbog zaraze H. fraxineus
provedena je serija istrazivanja pri kojoj su uzeti uzorci gljivicnih zajednica s lis¢a i izbojaka. Razliciti su
pristupi pokazali veliku varijabilnost unutar zajednica koja je uzrokovana razli¢itim lokacijama,
godisnjim dobom i samim genotipom biljke. Osobito su se razlikovale zajednice uzete s izbojaka, ne
samo izmedu vrsta jasena nego i izmedu genotipova. Unato¢ tome nije pronadena direktna veza koja
bi pokazivala podloZnost zarazi H. fraxineus. Pri viSoj razini zaraze H. fraxineus veca je i raznolikost
izmedu ostalih prisutnih gljiva i veca je prisutnost specifi¢nih rodova (Griffiths i dr. 2020).
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Zbog ove kompleksne ravnoteze izmedu otpornosti genotipa i prisutnih mikroorganizama tesko je
izolirati specificne gljive koje imaju potencijala za suzbijanje bolesti. Do sad je identificirano samo
nekoliko vrsta koje su jasno povezane s tolerancijom na H. fraxineus. Analizom zajednica uzetih s
tolerantnog Fraxinus mandshurica otkriveno je da je dominantni rod Mycosphaerella, ovo se odnosilo
samo na stabla iz isto¢ne Rusije. Na zdravim stablima obi¢nog jasena (F. excelsior) pronadeni je u veéim
koli¢inama Aureobasidium pullulans (de Bary & Léwenthal) G. Arnaud 1918, dok su kod onih zaraZenih
stabala bile prisutnije vrste iz rodova Alternaria i Cytospora.

Neka su istrazivanja bila usmjerena na in vitro testove endofita s lista jasena radi utvrdivanja
antagonizma prema patogenu. Neki su od tih izolata pokazivali jasni antagonizam. Takoder je
ustanovljeno da su €esto H. fraxineus i endofiti inhibirani zbog medusobnog antagonizma.

Dalje ¢emo raspravljati o istrazivanju provedenom u Njemackoj koje je provedeno da bi se proucio
bioloski potencijal pojedinih gljiva u kontroli H. fraxineus. Koristene su dvije metode za proucavanje tih
endofita: sekvenciranje visoke propusnosti i metode uzgajanja na hranjivim podlogama. Pri tome su
koriSteni uzorci s zaraZenih stabala i s ovih koja su tolerantna, nakon toga je provedena komparativna
analiza da bi se otkrilo koji su rodovi ili vrste specifi¢ni za tolerantna stabla. Istovremeno izolati u bili
testirani za svoje inhibitorno djelovanje na H. fraxineus. Na temelju toga najbolji izolati su bili
procijenjeni u statistiCkom testu za njihov antagonizam prema patogenu.

3.2.1. Metode i materijali
Lisni materijal za istraZivanje je dobiven iz Cetiri razli¢ite zone na sjeveroistoku Njemacke, a skupljan je
u srpnju 2017. Na svakoj su lokaciji za uzorkovanje odabran Cetiri para stabala od kojih je jedno bilo
zarazeno (K), a jedno tolerantno (P). Dugorocnim monitoringom otkriveno je da su tolerantna stabla
vrlo rijetka u sastojinama koje su zarazene H. fraxineus.

Analiza i sekvenciranje IST2 podrucja

Za visoku moguénost usporedbe izmedu analiza ukupna koli¢ina DNK koja je koristena kod istrazivanja
bakterijskih zajednica koriStena je i kod gljivicnih zajednica. Zbog svoje manje varijabilnosti duljine i
veée genetske raznolikosti za ovo je odabrano ITS2 podrucje rDNK molekule. Ono je zatim bilo
amplificirano primerima fITS7 i ITS4 sto je ujedno sprije¢io amplifikaciju DNK biljke domadéina. PCR
amplifikacija je provedena kako je opisano od strane lhrmark i dr. (2012). Primeri su bili produZeni na
heterogenim razmacima u barkod sekvencama. Replicirani su dijelovi zatim bili poredani po veliini
koristeci tehniku ,gel electrophoresis” , zatim su prociséeni pomocéu MSB Spin PCRapace kit, te su
mijesani do ekvimolarne koncentracije DNK. Pripreme za skladiStenje su provedene u LGC Genomics
Berlin. Sirovi su podaci sekvencionirnja bili analizirani pomocéu Mothur v. 1.39.1. ITS2 podrucje je bilo
izolirano tako da su otklonjeni fragmenti 5.8S i 28S uz pomo¢ ITSx 1.1.2. Sekcence su bile usporedene
pomodéu baze podataka UNITE s pouzdano$¢u od 80% za filogenetsku identifikaciju. Operativne
taksonomske jedinice su generirane pomocu VESARCH algoritma na slicnosti od 97%. Filogenetski su
klasificirane pomocu BLAST pretraZivanja baze podataka UNITE i NCBI taksonomskog pretrazivaca. Svi
su uzorci poduzorkovani na minimalni broj sekvenci medu svim uzorcima, sva su uparena ocitanja
pohranjeni u javnoj arhivi oCitanja.
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Slika 9. MSB Spin PCRapace kit, izvor: https.//ibl.at/ecommerce/product?product_id=529930

Statisticke su analize bile provedene pomocu phyloseq, vegan i ape paketa u R 3.6.0 i
MicrobiomeAnalyst. Za oderdivanje znacajnih razlika izmedu zajednica koristena je analiza sli¢nosti.
Pomocu Krona grafikona prikazan je filogenetski sastav mikrobioma jasena.

Kultivacija gljivicnih endofita

U 0,8 % otopini natrijeva klorida (NaCl) mljeveno lis¢e jasena je bilo razrijedeno te naneseno na PDA
agarne hranjive podloge, te ostavljeno 7-10 dana na sobnoj temperaturi da bi se inkubiralo. Da bi se
odredila gustocéa populacije izbrojane su jedinice koje tvore kolonije (CFU) te su izraZzene po gramu
svjeZe teZine. Za analizu je nasumicno bilo odabrano oko 50 izolata po uzorku. Ciste su kulture bile
sastrugane i prebacene u posebne petrijeve zdjelice s agarom za pohranu i daljnju obradu dok su
miceliji iz filamentoznih gljiva subkultivirani na agaru. Gljivice slicne kvascima su bile prociséene streak
plate metodom tj. razrijedene su na podlozi od ¢vrstog agara u petrijevoj zdjelici, te su bile spremljene
kao krio-kulture do analize.

Dereplikacija i klasifikacija izolata

Za dereplikaciju i klasifikaciju gljivica slicnih kvasacu je primjenjena ,Matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight mass spectrometry” ili MALDI-TOF MS. Prije ovog izolati su bili
nasadeni na podloge od CASO agara te su bili kultivirani 24 sata na 25 C. Nakon masovne
spektrometrije izolati s rezultatima ve¢im od 2,3 smatrani su identificiranim, rezultati s nizom
vrijednosti bili su medusobno usporedivani i grupirani na bazi rezultata preko 2,3. Reprezentativne
sojevi neidentificiranih grupa klasificirani su na temelju ITS rDNK podrucja. Za to je ekstrahirana DNK
bila resuspendirana u 0,25% otopini NaOH, nakon ega je provedea inkubacija od 15 min na 95C. Nakon
toga je proveden PCR. Nakon toga izolati su bili klasificirani koristeci bazu podataka UNITE fungal ITS
verzija 8.0 (Koljalg i dr. 2013.). Imena vrsta su bila potvrdena NCBI taxonomy browserom.
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Slika 10. prikaz spektrometrije-MALDI-TOF MS,izvor: https.//www.creative-proteomics.com/technology/maldi-tof-mass-
spectrometry.htm
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Za klasifikaciju filamentoznih vrsta uzet je dio micelije ta je ekstrahirana njegova DNK primjenom CTAB
protokola koji je opisao Doyle 1990. Filamentozne su vrste determinirane na temelju Citavog ITS
podrucja njihove rDNK.

Provedena je analiza svih gljivicnih zajednica tako da su uzeti u obzir svi klasificirani izolati dobiveni
MALDI-TOF MS ili direktnim sekvenciranjem. Uzorak B2P je uklonjen iz analize zbog premalog broja
izolata. Provedeno je testiranje za znacajne razlike izmedu tolerantnih i ne tolerantnih zajednica na
svim taksonomskim razinama.

In vitro testiranja antagonizma

Svi su izolati testirani za antagonizam protiv P3 soja H. fraxineus. Testovi su bili provedeni na PDA
agarnim podlogama koje su bile obogaéene ekstraktima jasena na temperaturi od 22C kako bi se
simulirali prirodni uvjeti (Hanackova i dr., 2017). Ovisno o tipu razvoja izolata primijenjena su dva
pristupa: primjena gljivica sli¢nih kvascu (A. pullulans (de Bary & Léwenthal) G. Arnaud 1918,
Papiliotrema flavescens (Saito) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout 2015, Cystobasidium
pinicola(F.Y. Bai, L.D. Guo & J.H. Zhao) Yurkov, Kachalkin, H.M. Daniel, M. Groenew., Libkind, V. de
Garcia, Zalar, Gouliam., Boekhout & Begerow 2014 itd.) i primjena filamentoznih gljivica (A. pullulans
(de Bary & Léwenthal) G. Arnaud 1918, Aureobasidium sp., Cladosporium sp. itd.) . U prvom sluéaju u
petrijevu zdjelicu je dodana kultura H. fraxineus , a na rubovima su se nalazile kulture Cetiri razliCite
vrste gljivica sli¢nih kvascu. Za kontrolu su usporedno tome koristene samostalne kulture H. fraxineus.
Sirenje H. fraxineus je bilo mjereno nakon 7 dana i nakon 14 dana sve dok se kontrolni uzorak nije
prosirio do ruba petrijeve zdjelice. Efekti antagonizma su bili procijenjeni formulom ,,100 x [(rcontrol —
I'eocuttivation)/ Teontrol] “, Za statisti¢ku su analizu odabrani samo oni izolati ¢ija je inhibicija bila preko 30%.

Filamentozne vrste su bile testirane na agarnim podlogama na koje su dodana dva ista soja H. fraxineus
na udaljenosti od 4 cm radi testiranje medusobne inhibicije i negativhim kontrolama gdje je H.
fraxineus bio sparen s agarnim ¢epom bez micelija. Radijus je mjeren na liniji izmedu kolonija istog soja
te 45 s gornje i donje strane u odnosu na tu liniju. Mjerenje se provodilo nakon 7 i nakon 14 dana.
Inhibicija je procijenjena pomocu iste formule kao i kod gljivica slicnih kvascu. Izolati koji su imali viSu
stopu inhibicije u odnosu na samoinhibiciju ponovno su procijenjeni u statistickom testu.

Nakon ovoga procijenjen je vitalitet H. fraxineus koiji je bio u kontaktu s izolatima. H. fraxineus je bio
nasaden na agarne podloge obogadene s ekstraktom jasene. Rast je procijenjen nakon 2 tjedna u
odnosu na netretiranu kontrolu.

Da bi se potvrdila patogenost sojeva H. fraxineus koji su bili koristeni u ovom eksperimentu njima su
bile zaraZzene dvogodisnje sadnice jasena te je pracen tijek zaraze kroz iduéih 8 tjedana. Potvrdeno je
da su oba soja bili virulentni.

3.2.2. Rezultati

Profiliranje na temelju ITS2 podrucja

Pri istrazivanju su bili koristeni uzorci s 16 tolerantnih stabala i s 16 stabala koja nisu bila tolerantna.
Za uzorke je uzimano lisée koje je izgledalo zdravo. Zbog visokog sadrZaja H. fraxineus (86%) u gljivicnoj
zajednici jedan je od uzoraka iskljuCen iz testiranja. Ostali su uzorci imali relativno niski udio H.
fraxineus (0,003%). Ukupno se moglo dodijeliti 1012 operativnih taksonomskih jedinica. Za statisti¢ku
je analizu koriSteno 10707 ocitanja po uzorku. Pri usporedbi tolerantnih i ne tolerantnih gljivicnih
zajednica nije pronadena znacajna genetska raznolikost, no analizom sastava mikobioma otkrivena je
mala ali znacajna razlika u grupiranju koja ovisi o lokaciji uzorka i zdravstvenom stanju. Ukupno je
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determinirano 61% Ascomycota, 38% Basidiomycota i 0,46% sekvenci nije se moglo identificirati.
Najbrojnije klase su bile Dothideomycetes s 54% i Tremellomycetes s 28%, a Sto se vrsta tie najbrojnija
je bila A. pullulans (de Bary & Léwenthal) G. Arnaud 1918 s 32% te Cladosporium spp. S 11%,
Papiliotrema flavescens (Saito) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout 2015 s 10% i
Vishniacozyma carnescens (Verona & Luchetti) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout 2015 s
9%. Usporedbom vrsta samo je Papiliotrema flavescens bila prisutna u znacajno veéoj koli¢ini kod
tolerantnih stabala s 12,3% . Takoder otkriveno je 18 operativnih taksonomskih jedinica s prisutnoséu
od 0.02% koji su bili prisutni u znacajno visoj koncentraciji kod tolerantnih stabala. Analizom
indikatorski vrsta otkrivena su Cetiri skupine tolerantnih stabla i to one koje sadrze: P. flavescens,
Vishniacozyma dimennae (Fell & Phaff) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout 2015,
Exobasidium spp. i Microstroma album (Desm.) Sacc. 1878.
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FIGURE 1 | Community clustering of the mycobiome of tolerant (t) and susceptible () ashes from the four forest districts (A-D). A principle coordinate analysis
(PCoA) was applied based on a Bray-Curtis distance matrix.

Slika 11. grupiranje zajednica s tolerantnih i osjetljivih stabala na lokacijama A-B, izvor:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.590944/full

Kultivirane gljivicne zajednice

Uz analizu genetskih markera provedena je i usporedba gljivicnih kultura s tolerantnih i ne tolerantnih
stabala. Gustoda jedinica koje mogu formirati kolonije se kretala od 1*10* do 4*10° po gramu svjeze
tezine bez obzira na zdravstveno stanje. Ukupno je izolirano 931 vrsta filamentoznih gljivica pomocu
ITS rRNA sekvenciranja i 773 vrste gljivica sli¢nih kvascima pomodéu MALDI-TOF MS tehnologije. 72%
izolata su bili iz reda Ascomycota, a 28% Basidiomycota. Najzastupljeniji su bili predstavnici razreda
Dothideomycetes s 61% i Tremellomycetes s 28%. na razini vrste dominirali su saprotrofski kvasci medu
kojima je najzastupljenija bila A. pullulans s 50,5%, a uz nju su bile prisutne i P. flavescens s 14.1%, i V.
carnescens s 9%. A. pullulans koja mijenja svoj nain rasta izmedu kvasaca i filamentozne gljivice
ukupno je zastupala 28% kvasaca i 69% filamentoznih vrsta te je bila najzastupljenija filamentozna vrsta
dok je najzastupljeniji kvasac s 31% bila P. flavescens. Takoder P. flavescens javljala se u ve¢em broju
kod tolerantnih stabala no ta razlika nije mogla biti statisticki osigurana, dok se Sarocladium strictum
(W. Gams) Summerb. 2011 javljala u znacajno vecem broju s 24 puta veéim prisustvom kod tolerantnih
stabala.
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FIGURE 2 | Relative proportions of taxa in the mycobiome of Fraxinus excelsior, The Krona diagram st

Slika 12.relativni udjel taksona kod jasena, od tipa do vrste, izvor:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.590944/full

In vitro testovi antagonizma

Ovdje je promatran ucinak pojedinih izolata pri inhibiranju rasta H. fraxineus soja P3. pri tome je
otkriveno da visoki udio izolata ima blago inhibirajuce djelovanje, a jedna petina izolata je inhibirala H.
fraxineus u rasponu od 31-50%. Najucinkovitija je pri tome bila A. pullulans s naviSom ihibicijom do
56%, a u prosijeku oko 37%, nakon nje najveci antagonizam pokazale su P. flavescens s 23% i
Vishniacozyma spp. s 13%. Ostale vrste poput Metschnikowia sp., Cystobasidium pinicola (F.Y. Bai, L.D.
Guo & J.H. Zhao) Yurkov, Kachalkin, H.M. Daniel, M. Groenew., Libkind, V. de Garcia, Zalar, Gouliam.,
Boekhout & Begerow 2014 i Kwoniella newhampshirensis K. Sylvester, Q.M. Wang & Hittinger 2015
bile su zastupljene u postotku od 1-5%. Na temelju primarnog istrazivanja dobiveno je 28 izolata Cija je
inhibicija prelazila 30%, od tih 28 samo je Sest imalo znacajniji utjecaj na H. fraxineus soja HF23,
inhibirajuéi njen rast od 39-50%. Soj P3 H. fraxineus je bio gljivicama sliénim kvascu preko sli¢nog
raspona. Nakon toga oba su soja bili podvrgnuti testu vitalnosti te je utvrdeno da je 10 od 28 izolata,
od kojih su Cetiri pripadali P. flavescens, u potpunosti ubilo P3 soj, dok ja vitalitet soja HF23 bio jedva
narusen. Pri tim testovima najboljima su se pokazali izolati A3P046, A3K040, i A3P071, dok su izolati
D3K042 i CAK010 pokazali vrlo jak fungistaticki efekt.

Kod filamentoznih vrsti najzastupljenija je bila A. pullulans te je Cinila preko pola testiranih gljivica.
Testirano je ukupno 695 izolata od kojih je 79 pokazalo inhibitorno djelovanje preko 43%. najvisi
stupanj su pokazali izolati C1K002 i A3K053 iz roda Cladosporium s stupnjem inhibicije 70% i 60%.
Izolati dobiveni usporedbom kultura s tolerantnih i osjetljivih stabala uglavhom su se sastojali od
rodova Aureobasidium s 40%, Pyrenochaeta s 16%, Cladosporium s 10%, Gibberella s 10% i
Pleosporales s 8% te u manjoj mjeri Diplodia, Didymella, Sarocladium i Phomopsis. Stopa inhibicije po
grupi je bilaizmedu 41 i 55%. Filamentozne su vrste pokazale visu inhibiciju P3 soja s 48% u odnosu na
vrste slicne kvascima koje su inhibirale razvoj do 37%. to je najvjerojatnije zbog razlike pri testiranju.
0Od 79 izolata 37 ih je bilo izrazli¢itih taksonomskih skupina, da bi se klonovi iskljucili iz testiranja samo
su ovi izolati koriteni. Cetiri su izolata inhibirali H. fraxineus u rasponu od 72 do 100% $to je puno vide
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od razine samoinhibicije. Pet drugih izolata inhibiralo je jedan od sojeva od 57 do 93%. Najucinkovitiji
su bili izolati C1K002 i D1K008 koji su pripadnici roda Cladosporium. Slican je efekt imao izolat A3K053
s stupnjem inhibicije od 72 do 76%. Oba su izolata pokazala brzi rast i unutar prvog tjedna kultivacije

su nadmasili H. fraxineus i unutar 14 dana su skoro u potpunosti inhibirali rast H. farxineus. Izolati
B2K028 i D1K016 skoro su u potpunosti ubili patogen urastanjem u koloniju H. fraxineus. Izolat C4K037
koji je identificiran kao Gibberella tricincta El-Gholl, McRitchie, Schoult. & Ridings 1978 takoder je

urastao u kolonije patogena.

Fungicidno je djelovanje uoceno kod nekoliko taksonomskih grupa i to kod izolata brzorastuéih vrsta

poput: Diplodia fraxini (Fr.) Fr. 1849, Cladosporium sp. i Phomopsis velata (Sacc.) Traverso 1906.

OTU0003 - Papiliotrema flavescens (5.6E-03)
0TU0014 - Microstroma album (1.7€-05)
0TU0023 - Erythrobasidium hasegawianum (3.0E-02)
0TU0026 - uncl. Dothideomycetes (1.8E-04)
0TU0029 - uncl. Cystobasidiomycetes (8.2E-03)
0TU0037 - Mrakiella aquatica (1.0E-03)
OTU0036 - Neosetophoma sp. (8.3E-05)
0OTU0051 - uncl. Cladosporiaceae (2.8E-02)
OTU0050 - uncl. Phaeomoniellales (8.3E-03)
0TU0099 - Sarocladium strictum (3.0E-02)
0TU0082 - Taphrina tosquinetii (1.5E-02)
0TU0102 - Exobasidium bisporum (1.6E-03)

QoTUo

0TU0114 - uncl. Fungi (3.7E-05)
105 - Cystobasidium slooffiae (1.5E-02)

0TU0139 - Vishniacozyma dimennae (6.7€-04)

0TUO0141 - Exobasidium spp. (4.0E-04)
0TU0119 - uncl. Pleosporales (1.6E-03)

0TU0142 - Tremellales unclass. (3.0E-02)

FIGURE 3 | Significantly increased OTUs in tolerant ashes. The OTUs are sorted according to their relative abundance (>0.02), and the level of significance (FDR) is

given in brackets.

™ susceptible

= tolerant

Slika 13. Znacajno vise zastupljene taksonomske jedinice kod tolerantnih stabala , izvor:

https.//www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.590944/full

Tablica 2.Antagonisticka aktivnost gljivica i njihova sposobnost da inhibiraju rast H. fraxineus,
https.//www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.590944/full

TABLE 1 | Antagonistic activity of yeast-ike epi/endophytic fungi as assessed by the growth inhibition of H. fraxineus and the vitaiity of the remaining pathogen mycelium.

Isolate

A3K052
A3P046
A4KO61
A2P099
C1PO11
A3K040
A1K043
C4Ko81
D1P037
B4P080
D3P00%b
B3K004
C3P008
A3PO71
A4P066
B3P048
A2P025
C2rP072
C2K025
D4K115
C4K058
C1P081
D3K042
A3P017
C2K045
C4Ko10
C4Ko12
B3P084

Taxonomic assignment

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Cystobasidium pinicola
Metschnikowia puicherrima
Metschnikowia sp
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Vishniacozyma camescens
Vishniacozyma carmescens
Vishniacozyma camescens
Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma sp.

Growth inhibition rate in

32.1

dual culture (%)

358
37.8
31.3
37.8
50.0°
321
29.6
47.5°
354
29.3

Vitality of mycelium (% of

0.0
100.0
100.0
940
923
819
93.8
85.3
96.9
796
0.0°
58.7

untreated control)

100.0
91.9
6.7
875
97.2
76.0
945
82.1
75.0
104.3
76.9
98.6
89.7

2Growth inhibition was tested on the H. fraxineus isolates P3 and HF23. *Significantly increased in comparison to the control M. puicherrima (B3K065), which did not show
antagonistic activity in dual cultures (growth inhibition rates: 28.4 and 15.8). The test was performed by Kruskal-Wallis one-way analysis of variance on ranks followed by
pairwise comparisons with Dunn’s method (P < 0.05). ®Detection of the antagonistic isolate inside the recovered H. fraxineus mycelium or instead of the mycelium.

16


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.590944/full

3.2.3. Rasprava

Kolonije gljivica koje se javljaju na lis¢u smatraju se barijerom za infekciju zaraznim vrstama koje prvo
napadaiju list. Te se kolonije bore s patogenom oko resursa, prostora, koriste antagonisti¢ko djelovanje
parazitizam i ponekad induciraju prirodnu otpornost biljke. Pretpostavljeno je da epifiti i endofiti slicno
reagiraju na patogen te su koristeni uzorci iz oba staniSta u kombiniranom pristupu (Regina Becker1,
Kristina Ulrich2 , Undine Behrendtl , Michael Kube3 i Andreas Ulrichl 2020). Utvrdena je visoka
prisutnost saprotrofskih kvasaca, pogotovo u filosfernim zajednicama. Kvasci dobro rastu koristeéi se
biljnim izlu¢evinama dok biljke koriste metabolite poput auksina i gikolipida koje proizvode kvasci.
Kvasci takoder imaju antigljivicni efekt te pridonose otpornosti biljke na patogene.

lako je u filosferi utvrdena visoka koncentracija kvasaca u endofitnim zajednicama ipak su dominantne
bile filamentozne vrsta kod kojih je najzastupljenija bila A. pullulans. Vrsta A. pullulans ovisno o
okoliSnim uvjetima moze mijenjati svoj oblik izmedu kvasca i micelija. Ostali ¢esto prisutni kvasci su
bile P. flavescens i V. carnescens, a od filamentoznih vrsta Ceste su bile Pyrenochaeta spp. i
Cladosporium spp.

Sastav gljivicnih zajednica kod tolerantnih i osjetljivih stabala je vrlo slican, no ipak su otkrivene neke
taksonomske jedinice i izolati koji imaju znacajni utjecaj na zdravstveno stanje stabla. Uz P. flavescens
koja se ve¢ koristi protiv plamenjace Zitarica uzrokovane Fusarium graminearum Schwabe 1839, to su
bili jo$ neki taksoni i izolati grupe S. strictum. Visoku zastitu pruzaju i pripadnici roda Papiliotrema. Zbog
svojih antibiotika i hidrolizirajucih enzima sojevi roda Sarocladium mogli bi se primijeniti za kontrolu
patogena. Takoder S. strictum ima mikoparazitski u¢inak no ne primjenjuje se zbog svoje patogenosti
za ljude.

Analizom genetskih markera utvrdeno je da su dvije skupine gljivica specificne za tolerantna stabla. To
su kvasci i filamentozne gljivice. Kod kvasaca je pronadeno nekoliko izolata koji su uspjesno reducirali
Sirenje H. fraxineus do 50% ili su u potpunosti uspjeli ubiti jedan od sojeva patogena. Taj je efekt
postignut sinergiskim djelovanjem enzima glukaze, kitinaze i proteaze. Mnogi sojevi A. pullulans sadrze
enzime koji poti¢u lizu stani¢ne stjenke patogenih gljiva i u kombinaciji s ostalim antimikrobnim
sastojcima cine ovu vrstu vrlo efektivhom pri suzbijanju patogena.

U usporedbi s kvascima filamentozne vrste su bile ucinkovitije u suzbijanu patogena. To potvrduje i
¢injenica da su izolati roda Cladosporium uspjesno inhibirali rast oba testiran soja H. fraxineus od 71
do 100% i da su uspjesno smanijili vitalitet tog patogena. Kod izolata Diplodia fraxini (D1K016) i
Phomopsis velata (B2K028) zabiljezeno je fitopatogeno djelovanje.

Hanackovaidr. (2017) testirali su brojne endofite s jasena te pronasli usporedivo visoke stope inhibicije
s Botrytis cinerea Pers. 1801 i Phoma macrostoma Mont. 1849. No, kod endofitnih gljivica uzetih s
tolerantnih stabala F. mandshurica i F. ornus utvrdena je niZa stopa antagonizma od 40-64%.

Tri izolata s najviSom stopom antagonizma pripadala su rodu Cladosporium. JoS u potpunosti nije
razjasnjena biologija antagonizma pripadnika ovog roda no smatra se da ima veze s mogucénoséu nekih
njegovih vrsta da parazitiraju na drugim gljivicama. Takoder s obzirom da su neki sojevi iz ovog roda
patogeni za ljude treba biti garantirana njegova sigurnost prije upotrebe. Taj rod je ujedno i bio drugi
najzastupljeniji rod kod F. mandshurica. Takoder je u bliskom srodstvu s rodom Mycosphaerella koji je
bilo najzastupljeniji na toj vrsti jasena.
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Kao Sto je spomenuto pri testiranju su bila koristena dva soja H. fraxineus, soj P3 i HF23. Soj P3 je bio
uklju€ujuci izolate iz roda Cladosporium. Patogen H. fraxineus takoder posjeduje veliku prirodnu
raznolikost tako da bi se testovi antagonizma trebali provoditi s zaraZzenim peteljkama jasena iz
prirodnih sastojina jasena. Jos nije poznato mogu li se ovim potvrditi rezultati in vitro testova. Takoder
pri in vitro testovima ne moze se uzeti u obzir odnos biljke domacdina i antagonista koji moze pojacati
ili reducirati zeljeni efekt.

Komparativnom je analizom osjetljivih i tolerantnih stabala utvrdeno da je sastav gljiviénih kultura
izmedu njih vrlo slican. Samo je nekoliko gljivicnih grupa bilo prisutno u znacajno veéoj mjeri kod
tolerantnih stabala, a to su uglavnom bili pripadnici P. flavescens i S. strictum. Smatra se da su te
specifitne grupe razlog vise tolerancije na patogen. In vitro testovima otkriveno je da neki kvasci te
osobito brzorastuce filamentozne gljivice imaju inhibirajuci efekt na H. fraxineus. Izolati obje skupine
bi mogli biti primijenjeni za suzbijanje bolesti, no trebalo bi provesti in plant testove da bi se procijenila
njihova ucinkovitost.

3.3.  Primjena prirodnog antagonizma gljivica pronadenih u listincu

Buduci da Hymenoscyphus fraxineus stvara apotecije na peteljkama proslogodisnjeg lis¢a u listincu
jedna od opcija suzbijanja ovog patogena bi bila odstranjivanje listinca kao alternativa kemijskim
sredstvima. Odstranjivane bi se moglo provoditi paljenjem ili kompostiranjem. Ove metode bi se mogle
primijeniti u rasadnicima ili u urbanim sredinama, no u Sumskim sastojinama su vrlo tesko provedive.
S obzirom na to, joS jedna od alternativa je primjena prirodno prisutnih gljivicnih zajednica za
biokontrolu patogena. Ucinkovitost toga moze se potvrditi ¢Cinjenicom da su poznati neki endofiti poput
Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley 2010, Epicoccum nigrum Link 1816, Hypoxylon
rubiginosum (Pers.) Fr. 1849 i Phoma macrostoma Mont. 1849 koji mogu inhibirati rast H. fraxineus. U
nastavku za metodu odstranjivanja listinca kompostiranjem za dugorocnu kontrolu tom metodom
mogle bi se implementirati gljivicne zajednice koje pospjesuju dekompoziciju listinca. Prije nego se ova
metoda upotrijebi kemijski sastav listinaca treba zadovoljiti odredene uvjete. Da bi dekompozicija brze
tekla povoljno je da je koncentracija dusika i fosfora u lis¢u visa, dok ce visa kolicina lignina usporiti
razgradnju (Melillo, Aber, Muratore 1982, Osono, Takeda 2005). Urea takoder pospjesuje razgradnju
listinca i sprje¢ava formiranje apotecija H. fraxineus (Kowalski i Bila'nski 2021).

Same peteljke jasena puno su otpornije na dekompoziciju i zbog visokog sadrzaja Skroba stvaraju
idealnu podlogu za rast gljivica.

Dalje ce se raspravljati o rezultatima istraZivanja provedenih u Poljskoj Ciji je cilj bio prouditi sastav
gljivicnih zajednica koje se nalaze u listincu jasenovih sastojina te ustanoviti imaju li inhibitorno
djelovanje na H. fraxineus.

3.3.1. Metode i materijali

Lokacije

Uzorci su uzimani iz pet jasenovih sastojina koje su imale simptome zaraze H. fraxineus, starosti od 27
do 82 godine. Te su sastojine nalazile na jugu Poljske i bile su: Brody, Dynéw, Miechdow, My’slenice i
Ojcow. Sastojine su bile mjeSovite no jasen je €¢inio od 10 do 80% ukupnih vrsta. Peteljke su sakupljane
od 10. travnja do 8. lipnja 2017. Po sastojini je sakupljeno 180 peteljki, te su sljedeéi dan u laboratoriju
bile podijeljene u tri podgrupe od 60 peteljki i spremljen u sterilne kutije na 5C. Svaka je podgrupa bila
drugacije testirana (Kowalski i Bila’nski 2021).
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Izolati i identifikacija

Uzorci podgrupe I. su bili koristeni za identifikaciju na temelju morfologije kolonija (boja, oblik,
prisutnost stromatskih tvorevina, itd.). Peteljke su prvo bile sterilizirane u 96% etanolu te u 4%-tnoj
otopini natrijeva hipoklorida i zatim su jo$ jednom sterilizirane u etanolu. Nakon sto su se peteljke
osusile svaka je bila podjeljena na 12 jednakih dijelova i postavljena na MEA agarnu hranjivu podlogu,
na dvije perijeve zdjelice koje su bile posebno oznacene, koja je sadrzala 100 mg L-1 streptomicin
sulfata da bi sprijetila razvoj bakterija. Inkubacija je provedena na 20C u periodu od 42 dana s
provjerama svakih dva tjedna. Novi miceliji koji bi se pojavili bili su preneseni na sterilne hranjive
podloge te su bili inkubirani 3-4 tjedna. lzolati su bili grupirani u morfotipove. Da bi se smatrala
koloniziranom odredena vrsta je morala biti izolirana s barem 1 od 12 dijelova peteljke.

Popis gljiva iz plodnih tijela na peteljkama

Ovaj dio istraZivanja je proveden na peteljkama iz podgrupe Il. i lll., peteljke iz podgrupe Il. bile su
spremljene na 5C te ubrzo nakon toga analizirane. Peteljke iz podgrupe lll. bile su rasporedena na
ogradenoj livadi pod kroSnjama nekoliko stabala uz umjerenu vlagu te su nakon 10-14 dana bile
proucene uz pomo¢ povecala. One na kojima su pronadena plodna tijela bile su transportirane u
laboratorij u sterilnim kutijama na mikobioloSku analizu. One reprezentativne su bile pohranjene u
herbarij dok je vecina bila broj¢ano oznacena i ponovno odloZene na livadu da bi razvila plodna tjela.

Zaidentifikaciju H. fraxineus kod podgrupe Il. koristene su pseudoklerociji ilianamorfni oblik patogena,
dok je kod podgrupe lll. za identifikaciju patogena koriStena prisutnost apotecija formiranih na
pseudosklerociju. Za identifikaciju roda Typhula koriStena je prisutnost bazidiokarpa ili prisutnost
neproklijalih sklerocija. Za mikroskopsku analizu koristeni su ru¢no pripremljeni uzorci, po tri uzorka za
svako plodno tijelo koje se proucavalo. Gljivice su bile determinirane do najnizeg taksona koristedéi se
mikobioloskim klju¢evima i monografijom. Pokusalo se uspostaviti Ciste kulture za svaki determinirani
takson. Kulture pojedinih taksona kasnije su bile analizirane nukleotidnim sekvencama ITS podrucja
molekule rRNK.

Ekstrakcija DNK, PCR i sekvenciranje
Da bi se potvrdili rezultati dobiveni na temelju morfoloskih opaZanja bilo je provedeno sekvenciranje
amplificiranog ITS podrucja rRNK molekule.

DNK se ekstrahirao iz kultura starih 3 tjedna pomocu ,,Genomic Mini AX Plant Kit (A&A Biotechnology,
Gdynia, Poland)”. Fragmenti ITS podrucja su bili amplificirani u 25uL reakcijskoj smjesi. PCR
amplifikacija je bila provedena u Labcycler thermocycler uz denaturaciju na 98C u trajanju od 30
sekundi nakon ¢ega je slijedilo 35 ciklusa od 5 sekundi na 98C, od 10 sekundi na 52-64C i 30 sekundi
na 72C. Konaéna je elongacija trajala 8 minuta i bila je provedena na 72C. Produkti PCR su bili obojani
Midori Green DNK bojom pod UV svjetlom na 2%_tnoj agaroznoj podlozi. Amplificirani proizvodi su bili
sekvencirani pomocu BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit te su njihovi rezultati usporedeni
sa sliénim sekvencama iz BLAST baze podataka. Vrsta je bila determinirana u sluc¢ajevima podudarnosti
98%, dok je za one vrste kojima se nije mogao na ovaj nacin odrediti takson koristena filogenetska
analiza.
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Slika 14.Genomic Mini AX Plant Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) , izvor: https://www.aabiot.com/en/genomic-mini-
ax-plant

Testovi dvojne kulture

Reprezentativni izolati iz podgrupe I. bili su podvrgnuti testovim antagonizma na dva soja H. fraxineus.
Oba soja su brzorastuca i bili su nabavljeni 2017. iz dvije sastojine jasena na jugu Poljske. Za ispitivanje
su na agarnu podlogu postavljena dva ¢epa s kulturama patogena na razmaku od 25mm, a uz rubove
je postavljena kultura testirane gljivice. Pri ispitivanju je vrSena i negativna kontrola s agarnim
podlogama na kojima je bila nasadena samo kultura H. fraxineus. Inkubacija je provedena na 20C u
periodu od 3 tjedna bez prisustva svjetla. Nakon inkubacije bili su mjereni sljedeéi parametri: radijalni
rast H. fraxineus (Ri) i rast testirane gljivice (Rs) uzduZ osi koja spaja sredista kultura H. fraxineus,
mjeren je radijalni rast kontrolne kulture H. fraxineus (Rc) i radijalni rast u gornjem i donjem dijelu
testirane gljivice. Svi su parametri mjereni s to¢nos¢u do 1 mm. Stopa inhibicije je procijenjena po
formuli ,,(Rc — Ri)/Rc x 100 and (Rm — Rs)/Rm x 100“.

Obzirom na prethodna istraZzivanja mogu se ocekivati Cetiri razli¢ita rezultata: a) kolonije patogena i
testirane gljivice ¢e se susresti bez zone inhibicije; b) izmedu kolonija ¢e postojati zona inhibicije; c)
testirane gljivice ¢e prerasti koloniju patogena; d) patogen ée prerasti testirane gljivice. Inhibicija je
ocjenjena po principu f- nema redukcije patogena; a-inhibira do 25%; b-inhibira od 26-50%; c-inhibira
od 51-75%; d- inhibira patogen preko 75%. u slucaju da je testiran kolonija u potpunosti prerasla
koloniju H. fraxineus ona je bila ponovno uzorkovana i njeni su izolati bili opet testirani.

Analiza podataka

Razlika u sastavu gljiviénih zajednica s pet lokacija bila je analizirana pomocéu Shannon diversity index
(H’) i Simpson’s diversity indeks, dok je dominantnost neke vrste u zajednici mila odredena Camargo
metodom. Veza izmedu ucestalosti gljivica i njihovog podrijetla je bila analizirana pomoc¢u analize
glavnih komponenti. Da bi se ta analiza provela vrsta je morala biti zastupljena barem s 10% kod
podgrupe | i s barem 5% kod podgrupe Il i lll. Koriste¢i se Marascuilo procedurom i istim podacima
moze se procijeniti statisticka znacajnost pojave odredene gljivice u sastojini. Slicnost izmedu gljivicnih
zajednica s 5 sastojina bila je analizirana metodom grupe neponderiranih parova s aritmetickom
sredinom, a dobiveni podaci su bili grupirani na temelju Bray—Curtis indeksa sli¢nosti. Ponavljajuci
taksoni pronadeni na peteljkama lis¢a ili determinirani iz plodnih tijela bili su analizirani koristeéi h
Gephi visualization software v.0.9.2 u kombinaciji s Fruchterman— Reingold rasporedom. Svi su
proracuni napravljeni koristedi Statistica v.12, PAST v.3.11 i Marascuilo proceduru u R software v.3.5.1.
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3.3.2. Rezultati

Izolati s peteljki

Iz peteljki je uspjesno biloizolirano 2832 kulture iz toga je uspjeSno prepoznato 164 morfotipa. Kulture
su se javlja viSe na bazi peteljke gdje su ¢inile 72.2% mikrobioloskog sastava, dok su pri vrhu Cinile
66.7%. Za precizniju determinaciju taksona provedena je sekvencitanje ITS podrucja rRNK i precizno je
determinirano 117 taksona. Od tih 117 taksona 27 ih je bilo klasificirano dominantima, a najucestaliji
su bili: Nemania serpens (Pers.) Gray 1821, Hymenoscyphus fraxineus, Alternaria sp. 1, Boeremia sp.,
Helotiales sp. 1, Epicoccum nigrum, Venturia fraxini Aderh. 1897, Fusarium sp., Fusarium lateritium
Nees 1816, Nemania diffusa (Sowerby) Gray 1821 i Typhula sp. 2. I1zolati su pripadali trima koljenima.
Najnizu zastupljenost je imalo koljeno Mucoromycota s 1.7% i predstavljali su ga taksoni Mortierella i
Umbelopsis. S druge strane koljeno Ascomycota bilo je najzastupljenije s 85.5% te je obuhvaéalo oko
100 taksona kroz 19 redova. Najzastupljeniji redovi su bili Pleosporales, Helotiales i Xylariales. Koljeno
Basidiomycota bilo je zastupljeno s 12.8% i sastojalo se od 15 taksona iz 6 redova. Najzastupljeniji
taksoni iz ove skupine su bili Typhula sp., Peniophora incarnata (Pers.) P. Karst. 1889, Agaricales i
Russulales.

Pleosporales

Helotiales
Xylariales
Hypocreales
Pezizales
Venturiales
Rhytismatales
Diaporthales
Coniochaetales
Glomerellales

Capnodiales

Ascomycota

Incertae sedis
Sordariales
Dothideales

Ophiostomatales

Amphisphaeriales

Phacidiales

Chaetomelales
Onygenales
Eurotiales
Undetermined
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Undetermined
Polyporales
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Figure 1. Frequency of fungi detected in situ on the previous year’s leaf petioles of F. excelsior.
Relative species frequency calculated as the ratio of the number of specimens in the order to all
specimens 1 = 1251. Percent of species calculated as the ratio of the number of species in the order to
all species n = 117.

Slika 15. Prisutnost gljivica na proslogodisnjim peteljkama, izvor: https://www.mdpi.com/1999-4907/12/10/1412

18 taksona je bilo prisutno na svih pet lokacija na kojima je provedeno uzorkovanje dok ih je 35 bilo
iskljuivo vezano za jednu sastojinu. Prema Shannonovom indeksu raznolikosti (H’) i Simpsonovom
indeksu raznolikosti (SDI), najveca raznolikost je bila prisutna u Dynéwu s H = 3.67 i SDI = 0.96. Najniza
je raznolikost bila u Ojcéw u s indeksom SDI = 0.93 i u Brodyu s indeksom H’ = 3.31.

Analizom glavnih komponenti lokaliteti su bili podijeljeni na temelju prisutnosti dominantnih vrsta.
Drugom analizom glavnih komponenti lokalitet Myslenice je bio odvojen od ostalih lokaliteta na
temelju prisutnosti Epicoccum nigrum i ostalih dominantnih vrsta. Razlika u prisutnosti Epicoccum
nigrum nalokaciji Myslenice i na lokacijama Ojcow i Dynéw bila je statisticki podrzana Marascuilo
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procedurom. Slicno tome prisutnost Nemania serpens ((Pers.) Gray 1821) bila je daleko veca na lokaciji
Ojcoéw dok je na Dyndwu u izrazito visokom broju bila prisutna H. fraxineus. Analizom supojavljivanja
gljiva iz izolata dobivenih iz peteljke, provedene pomocu Spearmanovim rang koeficijentom korelacije,
ustanovljena su 233 statisticki znacajna odnosa te pet modula supoavljivanja. Prvi modul sastojao se
od 16 taksona (F. lateritium i N. diffusa), drugi je sadrZavao 21 takson (E. nigrum), treci 14 (Boeremia
sp.), Cetvrti 16 (Alternaria sp.) i peti 14 (Helotiales sp. 1i H. fraxineus). S drugim gljivama su se najéesce
javljale vrste: Cladosporium sp., Helotiales sp., Microsphereopsis sp. i Xylaria polymorpha (Pers.) Grev.
1824. Cladosporium sp. | Microsphereopsis sp. su se javljale u podjenakoj mjeri u pozitivnoj i negativnoj
korelaciji dok su Helotiales sp. i Xylaria polymorpha imale ¢e$ée negativnu korelaciju. Ta negativna
korelacija se odnosi na smanjivanje prisutnosti jedne svojte u prisustvu druge. Primjer takve negativne
korelacije je smanjivanje H. fraxineus u prisustvu Helotiales sp..

In situ testovi podgrupe Il i Il

Analizom plodnih tijela koja su se razvila na peteljkama determinirano je 45 taksona od kojih je 41
pripadao koljenu Ascomycota i 4 koljenu Basidiomycota. Svi taksoni iz koljena Basidiomycota pripadali
su redu Agaricales. Svih 45 taksona je bilo kultivirano i podvrgnuto molekularnoj analizi. Od tih 45
taksona 23 su bila pronadena pri kultivaciji kultura iz podgrupe I. Najzastupljeniji je bio red Helotiales
s 51% i imao je najvecu raznolikost sa ukupno 17 vrsta. Na visoku raznolikost taksona je ukazivala i
visoka raznolikost plodnih tijela na peteljkama, koja je Cesto bila pracena diskoloracijom peteljke.
Takoder treba napomenuti i mogucnost gubitka plodnih tijela pojedinih taksona koja nastaju na
vanjskoj strani peteljke zbog sitnih Zivotinja koje mogu pojesti vanjski dio peteljke. 11 taksona je bilo
klasificirano kao dominantno i njihova je zastupljenot bila od 5.2%-33.7%. medu njzastupljenijma su
bile: Hymenoscyphus fraxineus, Venturia fraxini, Leptosphaeria sp. 2, Cyathicula fraxinophila (Svréek)
Baral 1993, Typhula sp. 2, Hypoderma rubi (Pers.) DC. 1805 i Pyrenopeziza petiolaris (Alb. & Schwein.
ex Fr.) Nannf. 1932) Osam taksona je bilo prisutno u svim sastojinama dok je 13 bilo iskljucivo vezano
za jednu sastojinu. Najvisi stupanj raznolikosti je bio zabiljeZzen na lokalitetu Ojcéw H’=2.82iSDI = 0.91,
a najnizi je stupanj bio na lokalitetu Miechéw H’ = 1.99 i SDI = 0.79. Analizom glavnih komponenti
lokaliteti su bili podijeljeni s obzirom na prisutnost H. fraxineus. Drugom analizom glavnih komponenti
lokalitet Ojcow bio je odjeljen od ostalih na temelju prisutnosti vrste Leptosphaeria sp. 2 i ostalih
dominantnih vrsta. Prisutnost H. fraxineus na lokaciji Miechdw za razliku od onih na lokacijama Brody,
Ojcoéw i Dynow bila je statisticki poduprta Marascuilo procedurom. Isto tako Leptosphaeria sp. 2 je bila
prisutnija na Myslenice nego na lokaciji Ojcow.
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WRelative species frequency ~ WPercent of species Figure 6. Fungal fruit bodies on the previous year’s leaf petioles of F. excelsior in the litter, in 2017: (a-f) apothecia:

a—Cyathicula fraxinophila, (b) Cyathicula sp. 2, (c) Hymenoscyphus caudatus, (d) Hymenoscyphus scutula, (e) Helotiales sp.
Figure 5. Frequency of fungi detected in stu from fruit bodies on the previous year's leaf petioles 1 1 7/ 20 P O e B 3 evtnecin (om) Vet
F. excelsior. Relative species frequency calculated as the ratio of the number of specimens in the or fraxini, with setae lining the ostiolum of the p ), p ia on the exfoliated periderm (m), pseudothecia
to all specimens 7 = 882. Percent of species calculated as the ratio of the number of species in on petioles with damage made by small fauna (n), (o) setaceous pycnidia of Pyrenochacta sp., (p) anamorph of Xylaria sp.
1, () anamorph of Xylaria sp. 3, (r$)—Typhula sp. 2, sclerotia (r) and carpogenic sclerotium (s), (t) Typhula erythropus,
carpogenic sclerotium.

order to all species n = 45.

Slika 16. Prikaz vrsta gljivica determiniranih na temelju plodnih tijela na proslogodisnjim peteljkama, izvor:
https.//www.mdpi.com/1999-4907/12/10/1412

Iz dendograma nastalog na temelju Bray—Curtis indeksa moZe se vidjeti da su zajednice s lokaliteta
Dynoéw i Miechow vrlo sli¢ne dok su se na lokalitetima Ojcéw, Brody i Myslenice razlikovale.

0Od 202 peteljke zarazena H. fraxineus na njih 177 bilo je prisutno istih 26 vrsta. Peteljke na kojima su
bile prisutne te vrste imale su svjetliju boju od onih na kojima je bio prisutan pseudosklerocij H.
fraxineus. Na jednoj od peteljki Cyathicula coronata (Bull.) Rehm 1893)svoje je apotecije napravila na
pseudoklerocijima H. fraxineus. Patogen H. fraxineus moZe na peteljkama jasena koegzistirati s V.
fraxini, no ne koegzistira na isti nacin kao s ostalim gljivicama. Pseudoklerocije formira subepidermalno
te oni izlaze nakon deskvamacije epiderme i pri tome uklanjaju pseudotecije V. fraxini.

Supojavljivanje gljivica je imalo pozitivnu i negativnu korelaciju te je bilo statisticki znacajno u slucaju
da je bilo pozitivne korelacije s V. fraxini. Visoka ucestalost H. fraxineus bila je Cesto povezana s
prisutnoséu gljivica Leptosphaeria sclerotioides (Preuss ex Sacc.) Gruyter, Aveskamp & Verkley 2012,
Leptospora rubella (Pers.) Rabenh. 1857 i Paraophiobolus arundinis Phukhams., Phook., Wanas.,
Camporesi & K.D. Hyde 2017.

Analiza dvojnih kultura

Od cCetiri tipa reakcija koje su se mogle ocekivati pri interakciji H. fraxineus s izoliranim kulturama
gljivica pojavile su se reakcije tipa a), b) i c), dok reakcija d) tipa nije bilo. Pri ovome su reakcije a) i b)
tipa bile ucestalije od onih c) tipa. Ucestalost tipa reakcije nije ovisila o izolatu H. fraxineus koji je bio
koristen. Za svaku testiranu vrstu koriSteno je od 1 do 5 morfotipova te vrste, razli¢iti morfotipovi su
na pocetku imali razlicite interakcije no pod kraj istrazivanja su se izjednacili.

Kod reakcija tipa a) velic¢ina i oblik kolonije H. fraxineus je ovisilo o brzini Sirenja testirane gljivice. Kod
reakcija tipa b) zona inhibicije je bila najc¢esc¢e ispod 3 mm s tim da je kod nekih uzoraka primijecena
zona inhibicije Sirine preko 16 mm. Ova Sirina je uocena kod Coniochaeta angustispora D. Hawksw. &
H.Y. Yip 1981, Cytospora pruinosa (Fr.) Sacc. 1879, Fusarium sp., Lanzia sp. FeF26, Malbranchea sp.
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Koje su imale zonu inhibicije Sirine 16 mm, te kod vrsta Peziza ninguis Donadini & Trimbach 1978,
Plenodomus sp. 1, Pseudo-coleophoma polygonicola Kaz. Tanaka & K. Hiray. 2015 kod kojih je zona
inhibicije bila Siroka 27 mm. Takoder bile su primijecene morfoloske promijene kod Hypoderma rubi
koja je na rubovima H. fraxineus uzrokovala smedu pigmentaciju i Lanzia sp. FeF26 koja je uzrokovala
nastajanje crnih mrlja unutar kolonije H. fraxineus. Reakcije tipa c) bile su prisutne kod 12 taksona.
Reakcije ovog tipa odvijale su se kroz tri koraka: 1. znacajna inhibicija H. fraxineus, 2. formiranje zone
inhibicije, 3. koloniziranje zone inhibicije i dijelova kolonije H. fraxineus. Hypholoma fasciculare (Huds.)
P. Kumm. 1871 i Trichoderma viride Pers. 1794 su u potpunosti uspjele kolonizirati i prerasti koloniju
H. fraxineus te su iz njihovih kolonija uzeti izolati. Redukcija rasta kolonija H. fraxineus bila je odredena

usporedbom s kontrolnom skupinom. Stopa se redukcije najéesSce kretala od 51 do 75% te je u nekim
sluéajevima i prelazila 75%. obzirom na stopu inhibicije taksoni su bili podijeljeni u dvije grupe: u prvu
su smjesSteni oni koji su inhibirali rast od 26-50% i od 51-75%; u drugoj su skupini bili smjeSteni ostali
taksoni. U 90% dvojnih kultura bilo je uo¢eno smanjene rasta saprotrofnih partnera prema H. fraxineus,
a najcesée je iznosilo 26-50%.

gure 9. Various types of interactions observed in dual cultures (MEA, 3 weeks, 20 °C), Hymenoscyphus fraxineus (Hf1 or
2) from the left, test fungus on the right: (a-d) type A interaction, (a) Hymenoscyphus fraxineus (FeF164), (b) Alternaria

1 (FeF152), (c) Microsphaer (FeF92b), (d) Pyrenochaeta sp. (FeF13), (e-1) type B interaction, (e) Phacidium lacerum
F246), (f) Plectosphaerella cu a (FeF161b), (g) Hypoderma rubi (FeF203), (h) Pleospora sp. (FeF80), (i) Paraphacosphaeria
slecta FeF109), (j) Lanzia sp. (FeF26), (k) Malbranchea sp. (FeF243), (1) Pseudocoleophoma polygonicola (FeF201), (m-t) type
interaction, (m) Nemania diffusa (FeF104), (n) Nemania serpens (FeF245), (o) Rosellinia corticium (FeF167), (p) Rosellinia

‘trioides (FeF187) (with inhibition zone only partly covered, see text), (q) Xylaria sp. 1 (FeF97a), () Xylaria polymorpha
*F30), (5) Desmazierella acicola FeF119, () Hypholoma fasciculare (FeF241),

Slika 17. Razlicite interakcije patogena i testirane gljivice, izvor: https://www.mdpi.com/1999-4907/12/10/1412

3.3.3. Rasprava
Na pet lokacija na kojima su sakupljani uzorci utvrdena je visoka raznolikost medu vrstama kako kod
Cestih tako i kod rijetkih. Vecina vrsta je pripadala koljenu Ascomycota te su se uz njih javljali i
predstavnici Basidiomycota i u manjoj mjeri Mucoromycota. Visoka se prisutnost predstavnika moze
objasniti ¢injenicom da su prisutniji u ranijim fazama dekompozicije listinca dok su u kasnijim fazama
dekompozicije cesc¢i predstavnici Basidiomycota.

Metodom izolacije iz agar pronadeno je viSe vrsta nego in situ metodama koje su se temeljile na
prisutnosti plodnih tijela. No u in situ prisutnost nekih vrsta poput Cyathicula fraxinophila (Svréek) Baral
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1993 i Leptosphaeria sp. 2 je bila veéa nego kod primjene metoda izolacije iz agara. Ova pojava bi mogla
biti rezultat potiskivanja dominantne vrste ili primjene dezinfekcijskih sredstava.

Od 45 vrsta otkriveni in situ metodom 23 su bile prethodno otkrivene izolacijom iz kultura na agaru.
Tako da je ukupan broj vrsta otkrivenih na proslogodisnjim peteljkama iz listinca bio 139. Razlog za
maniji broj vrsta otkriven primjenom in situ metode moze se pripisati ¢injenici da se metoda bazira na
prisutnosti plodnih tijela, a neke gljivice na proizvode plodna tijela ili ih ne proizvode na peteljkama.
Takoder pri in situ metodi prevladavati ¢e kvasci.

Unutar Ascomycota raznolikost je bila velika s oko 20 redova od kojih je najzastupljeniji bio red
Pleosporales. Predstavnici tog reda Cesti su i na Zivom liséu jasena te pred kraj vegetacije prelaze na
saprotrofski nacin Zivota. Najceséi potencijalno patogeni predstavnik Ascomycota bila je Venturia
fraxini. Ova vrsta u povoljnim uvjetima moZe uzrokovat slabljenje stabla i prerano otpadanje lis¢a, no
u nekim slu¢ajevima moZe Zivjeti na stablima u asimptomatskom obliku. Ranija kolonizacija lis¢a ovom
vrstom moZe pridonijeti privremenoj zastiti od H. fraxineus s obzirom da njena stopa antagonizma pri
testovima nije bila najvisa. Medutim Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley 2010 i
Cytospora pruinosa (Fr.) Sacc. 1879 su bili takoder Cesti potencijalni patogeni s jakim antagonizmom
za H. fraxineus.

Vedina vrsta koje su bile pronadene na peteljkama bile su saprotrofi te su dolazili iz rodova Cyathicula,
Hypoderma, Hymenoscyphus i Pyrenopeziza. Prisutnost vrsta iz ovih rodova moZe se povezati s
vremenom njihove fruktifikacije koja se poklapa s periodom u kojem otpada lisée jasena.

Pripadnici Basidomycota detektirani na peteljkama obavljju razlicite ekoloSke funkcije poput
pripadnika Typhula koji su saprotrofi i doprinose dekompoziciji biljnih ostataka. Ovi se saprotrofi
obi¢no mogu pronaci ujesen. Pripadnici rodova Marasmius, Mycena, Clitocybe ili Collybia obicno su
povezani s konac¢nim fazama dekompozicije te su kao takvi rijetki na proslogodisnjim peteljkama.
Fellozyma sp. i Tilletiopsis washingtonensis Nyland 1950 bili su predstavnici basidiomikotnih kvasaca
te su bili sporadicno rasporedeni na peteljkama u razlic¢itim fazama dekompozicije.

Dvojnom analizom kultura saprotrofa i kultura H. fraxineus ustanovljeno je da saprotrofi mogu biti vrlo
ucinkoviti antagonisti. Poznato je da H. fraxineus proizvodi razlicite metabolite koji su miko- i
fitotoksi¢ni. Pomocu tih metamolita inhibira kolonizaciju peteljka ostalim gljivicama. Ucinkovitost
inhibicije varira no uglavhom uspjesSn reducira micelji veéine saprotrofa. Svi saprotrofi takoder
inhibiraju H. fraxineus tako da inhibicija ovisi o brzini rasta saprotrofa i medusobnom odnosu s
patogenom. Svrha je dvojne analize kultura bila otkriti strategije koje gljivice primjenjuju da bi prve
kolonizirale peteljke i osigurale si hranjive tvari potrebne za Zivot. Jedna od ovih skupina su bile
brzorastuce gljivice (Alternaria spp., Chromelosporium sp., Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds
1965, ...) koje su imale jaku inhibiciju na H. fraxineus. Za vrijeme ranijih faza kolonizacije mogu biti
dominantne. Brzim rastom kompenziraju spori metabolizam. U kasnijim fazama mogu imati visoku
stopu antagonizma omogucenu proizvodnjom metabolickih inhibitora i mikoparazitizmom. Najcesdi
rezultat dvojih kultura je bilo formiranje zone inhibicije. Najbolje rezultate tj. najSiru zonu inhibicije su
producirali Malbranchea sp. i Pseudocoleophoma polygonicola Kaz. Tanaka & K. Hiray. 2015.
Coleophoma empetri (Rostr.) Petr. 1929 srodna je vrsta P. polygonicola koja proizvodi jake antifungalne
tvari te se smatra da P. polygonicola ima sli¢na svojstva. Ostali saprotrofi koji su proizveli zonu inhibicije
takoder su proizvodili metabolite koji su djelovali antifungalno. Aureobasidium pullulans (de Bary &
Léwenthal) G. Arnaud 1918 proizvodi aureobazidine koji razgraduju stanicne stijenke i pridonose lizi

25



hifa patogena. Coniochaeta proizvodi antibakterijske i antifungalne koniosetine i koniohetan-a. E.
nigrum proizvode flavopin, epikorazin i epipiron koji razgraduju stani¢ne stijenke i razgraduju hife
patogena. Derivati ove vrste se veé primjenjuju u proizvodima za biokontrolu patogena. Fusarium
lateritium Nees 1816 proizvodi antifungalne seskviterpene.

Samo je nekoliko vrsta u potpunosti preraslo koloniju H. fraxineus Sto ukazuje na njihov potencijal za
antagonizam u prirodi. Najjaci efekt su imale Clonostachys rosea (Preuss) Mussat 1901, Trichoderma
viride Pers. 1794, Nemania, Rosellinia, Xylaria, Hypholoma fasciculare (Huds.) P. Kumm. 1871 i
Peniophora incarnata (Pers.) P. Karst. 1889. Re-izolacijom iz kolonija koje su prerasle H. fraxineus
potvrdeno je da su je uspjeSno i zamijenile. Mada je na MEA agarnim podlogama kolonija H. fraxineus
bila uspjeSno zamijenjena, u slu¢aju da je patogen okruzen pseudosklerocijem to bi bilo znatno teZe.
Znak uspjesne zamijene bi bila pojava plodnih tijela saprotrofne gljive na tim pseudosklerocijima.

In situ istraZivanima otkriveno je da 50% vrsta pronadenih na peteljkama moZe ograniciti rast H.
fraxineus. Medutim vedini tih vrsta jasen nije prirodni domacin te se one javljaju na nizu vrsta drveca
grmlja i u nekim slucajevima zeljastog bilja. Takoder neke od tih vrsta su izrazito fitopatogene poput
Discohainesia oenotherae (Cooke & Ellis) Nannf. 1932, Leptosphaeria sclerotioides (Preuss ex Sacc.)
Gruyter, Aveskamp & Verkley 2012 i Verticillium dahliae Kleb. 1913.

Zakljucak

Odumiranje poljskog jasena uzrokovano patogenom gljivom Hymenoscyphus fraxineus u Europi je od
ranih 90-tih ozbiljan problem. Infekcija stabala ovom gljivicom najvjerojatnije znaci i propast Citave
sastojine. Bolest se vrlo brzo Siri askosporama koje raznosi vjetar. Te askospore mogu biti vrlo daleko
transportirane na taj nacin no ne uzrokuju zarazu ako su u malim koli¢inama. Bez obzira na te male
koli¢ine pasivne klopke mogu detektirat prisutnost ovih askospore i time nam pruZiti vrijedne
informacije koje se mogu koristiti za izradu strategije suzbijanja bolesti prije nego se uspostavi zaraza.
Takoder primjena sustava klopki u rasadnicima mogla bi se pokazati vrlo efektivhom u slu¢ajevima kad
je bolest u asimptomatskom obliku, zarazene sadnice ne bi bile koriStene za poSumljavanje ve¢ bi se
unistile. Jos jedna korisna informacija koju bi dobili iz klopki je DNK patogena. Pomocu te informacije
moguce je odrediti smjer iz kojeg zaraza dolazi.

Kod usporedbe sastava gljivicnih zajednica na tolerantnim i osjetljivim stablima jasena isti¢u se dvije
vrsta koje su prisutne u visokoj kolicini kod tolerantnih stabala. To su Papiliotrema flavescens (Saito)
Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout 2015 i Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb. 2011
i one igraju vaznu ulogu u toleranciji stabla na zarazu patogenom bilo visokom kompeticijom ili
induciranjem sistematske rezistentnosti stabla. Takoder kao efektivni inhibitori H. fraxineus pokazali
su se i neki kvasci te brzorastuce filamentozne vrste.

Jedna od najvaznijih faza u Zivotnom ciklusu H. fraxineus je njeno prezimljavanje u listincu i formiranje
plodnih tijela na proslogodisnjim peteljkama iduceg ljeta. Pri tome joj je najveci problem prave vrste
koje pokusavaju kolonizirati te peteljke prije nje. Veéina tih vrsta dolazi sa stabala koja rastu u
sastojinama jasena te im on nije primarni domacin. Vecina tih vrsta je antagonisti¢ki usmjerena prema
H. fraxineus, te su pri testovima u dvojnim kulture neke u potpunosti uspjele unistiti kulture H.
fraxineus. Derivati nekih vrsta poput Coniochaeta sp. se ve¢ primjenjuju u izradi za kontrolu ovog
patogene.

26



Za primjena prirodnog antagonizma vrsta izoliranih s liS¢a tolerantnih stabala i iz proslogodisnjih
peteljki u svrhu biokontrole ovog patogene potrebna su daljnja istrazivanja. Inicijalna istrazivanja i
testovi inhibicije na hranjivim podlogama daju pozitivne rezultate za odredene vrste, no ne znamo kako
bi introdukcija novih vrsta ili povecanje koncentracije postojecih utjecalo na stabla domadine. Takoder
vecina ovih vrsta bila je izolirana iz sastojina obi¢nog jasena, te je nepoznato u kojoj bi se mjeri mogle
primijeniti na sastojinama poljskog jasena.
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