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Poljski jasen (Fraxinus angustifolia Vahl), gospodarski i ekoloski vrlo
znaCajna vrsta nizinskih Suma Hrvatske, posljednjih nekoliko godina
pokazuje sve izraZenije simptome odumiranja. [ako je na nekoliko lokacija u
Republici Hrvatskoj u kro$njama osutih stabala utvrdena patogena gljiva
Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya, jo$
uvijek nije potvrdena kao primarni uzro¢nik odumiranja poljskoga jasena u
nizinskim Sumama ve¢ se smatra samo jednim od viSe razlicitih biotic¢kih i
abiotickih ¢imbenika koji sudjeluju u navedenom procesu. Svrha ovog
istrazivanja je bila ispitati ulogu ostalih gljiva te gljivama sli¢nih organizama
u okolnom tlu te na korijenovom sustavu i donjem dijelu debla stabala
poljskoga jasena kako bi se uz prijasnja istrazivanja koja su se uglavnom
odnosila na kro$nju, dobio sveobuhvatan uvid u ulogu navedenih skupina
organizama u odumiranju. IstraZivanje je provedeno u prirodnim sastojinama
sa simptomima odumiranja na tri razliite lokacije, pri ¢emu su uzimani
uzorci okolnog tla, korijena te donjeg dijela debla na ukupno 90 stabala
svrstanih prema osutosti kroSnje u tri kategorije zdravstvenog stanja. Iz
navedenih su uzoraka izolirani miceliji gljiva i njima sli¢nih organizama koji
su potom identificirani molekularnim metodama. U istrazivanju je dobiveno

ukupno 1497 izolata gljiva i njima sli¢nih organizama koji su molekularnim



analizama svrstani u 80 taksona, te prema nacinu Zivota 1 ishrane
kategorizirani kao saprotrofi, endofiti i paraziti. Utvrdena distribucija
identificiranih taksona s obzirom na razli¢ite kategorije uzorka, kategorije
zdravstvenog stanja stabala te geografske lokacije uzorkovanja je pokazala
specijalizaciju samo za odredeni tip biljnog tkiva i supstrata. Izracunata je
raznolikost (bogatstvo) vrsta pomo¢u Shannonovog indeksa raznolikosti te
indeksa ujednacenosti, ¢ije se vrijednosti nisu statisticki znacajno mijenjale
za zajednice na stablima razliitog zdravstvenog stanja. Statistickim je
analizama utvrdeno kako je vecina identificiranih taksona (77) jednako
distribuirana na stablima razli¢itog zdravstvenog stanja, dok je manji broj
onih (69) koji su jednako distribuirani na razli¢itim geografskim lokacijama
uzorkovanja. Od znacajnijih bioti¢kih ¢imbenika koji sudjeluju u odumiranju
poljskoga jasena su na korijenu i bazi debla stabala utvrdene vrste
Hymenoscyphus fraxineus, Armillaria spp., Ganoderma adspersum,
Fusarium solani i Diaporthe cotoneastri. U tlu odumiru¢ih sastojina nije
potvrdena prisutnost patogenih vrsta roda Phytophthora. S obzirom na
statisticki znacajnu povezanost razvoja nekroza na deblu i1 korijenu te
osutosti krosnje, navedeni se parametar pokazao dobrim pokazateljem

zdravstvenog stanja stabala.
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Narrow-leaved ash (Fraxinus angustifolia Vahl), ecologically and
economically very important species in lowland forests of the Republic of
Croatia, has been showing more prominent symptoms of dieback. According
to the crown defoliation monitoring data as a part of the ICP Forests program,
narrow-leaved ash is currently the most damaged forest tree species in the
Republic of Croatia, with more than 70% of trees with significantly defoliated
crown in 2016. Although has the pathogenic fungus Hymenoscyphus fraxineus
(T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya been determined in the crowns of
diseased trees in several locations, it has still not been confirmed as the
primary cause of narrow-leaved ash dieback in the lowland forests and it is
rather considered to be one of the multiple factors affecting the process. Goal
of this research was to investigate the role of other fungi and fungus-like
organisms present in the adjacent soil, tree roots and stem collars in the

decline of this tree species.



Research has been conducted at three different locations in the natural stands
affected by dieback during the growth period in 2016. Trees were categorized
according to the crown defoliation in three different categories of health
condition: 1) healthy - with crown defoliation < 25%; 2) with impaired health
status - crown defoliation 26-60%; 3) declining - crown defoliation 61-99%.
From total of 90 trees, 30 in each health category, samples of adjacent soil,
root and stem collar were taken for the isolation of fungi and fungus-like
organisms using conventional plating on artificial media method for the plant
tissue and three different methods for the soil (soil dilution plate, soil plate
and soil baiting method). Isolated mycelia were sorted into morphotypes
according to their morphological characteristics. From each morphotype one
to four representative isolates were chosen for the molecular identification of
the species. In the second part of the research, 30 extra soil samples were
taken from the vicinity of the part of already examined trees in order to detect
the presence of pathogenic Phytophthora species using the soil baiting method
and molecular methods for the species identification.

All of the soil samples, 86% of root and 85% of stem samples gave fungal
growth. In average, three or four different taxa were found per tree, depending
on the type of the sample. Research has resulted with total of 1497 isolates
sorted into 80 taxa, of which 59 were identified to the species level. Identified
taxa were categorized according to their known ecology noted in the various
literature into endophytes, saprotrophs and parasites. Most of the taxa were
found in just one sample type, indicating their specialization for different
substrates. In contrast, most of the taxa were identified in all three health
categories and sampling locations. Species diversity in different sample types,
shown by Shannon diversity and Evenness indices, did not significantly differ
among different health categories in observed locations. For the most taxa,
there was no statistically significant difference in their distribution in different
health categories. Analysis of taxa distribution among different sampling
locations revealed significant difference for 11 taxa, three on stems, six on
roots and two in soil, which can indicate different habitat conditions or
temporal phases of the dieback process in the observed localities. In order to
evaluate does crown defoliation reflect the health status of tree roots and



stems, connection between health category and presence of necroses in plant
tissue was tested and the results justified its use for this purposes. Results of
the second part of the research did not confirm the presence of pathogenic
Phytophthora species in soils of declining stands, excluding them so far as the

contributing factor to the decline.

Results of this research point out several conclusions. There is high
abundance and diversity of taxa of fungi and fungus-like organisms in the
soil, tree roots and tree stems in the declining narrow-leaved ash stands, where
number of them are officially reported for the first time in the Republic of
Croatia, and some of them could be completely new to science since they
were not identified to the species level. In general, approximately equal
numbers of isolates appointed to endophytes, saprotrophs and parasites are
present in soil and trees. Communities of fungi and fungus-like organisms
differ more among different sample types, since larger number of taxa seems
to be specialized for specific substrate, whereas community compositions in
different health categories and sampling localities are relatively similar. The
fact that there was no significant difference in distribution of the most taxa in
different health categories indicates that taxa present in healthy tissues tend to
be primary colonizers of the tissue of impaired health due to some other
factors. Although some of the taxa can be considered as opportunistic
pathogens based on their equal frequency in tissues of different health
categories and assertions found in literature, this assumptions have to be
further investigated in order to confirm them. Among the identified taxa, ones
with the most prominent role in the narrow-leaved ash decline in the roots and
stems of the trees are considered to be Hymenoscyphus fraxineus, Armillaria

spp., Ganoderma adspersum, Fusarium solani and Diaporthe cotoneastri.
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PODACI O MENTORU

Prof. dr. sc. Danko Dimini¢ roden je 1961. godine u Zagrebu. Osnovnu $kolu pohada u
Labinu, gdje 1980. godine zavrSava 1 srednju Skolu stekavsi zvanje suradnika u nastavi. Studij
Sumarstva na Sumarskom odjelu Sumarskog fakulteta Sveugiliita u Zagrebu zavriava 1989.
godine diplomskim radom “Zivotni ciklus nekih gljiva uzroénika osipanja iglica ¢etinja¢a u
nas”. Poslijediplomski studij iz podrudja zastita $uma zavrSava 1993. godine na Sumarskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, znanstvenim magistarskim radom "Prilog poznavanju mikoza
borovih kultura u Istri" pod vodstvom prof. dr. sc. Milana Glavasa. Godine 1997. doktorirao
je na Sumarskom fakultetu Sveuéilista u Zagrebu, iz podruéja biotehni¢kih znanosti, polje
Sumarstvo, grana zaStita Suma, obraniv§i doktorski rad "Istrazivanje gljive Sphaeropsis
sapinea (Fr.) Dyko et Sutton na borovima u Hrvatskoj" pod vodstvom prof. dr. sc. Milana

Glavasa.

Od ozujka do prosinca 1989. godine zaposlen je u Sumarskom institutu u Jastrebarskom gdje
radi na poslovima zastite suma. Od 1990.-1993. godine zaposlen je na Sumarskom fakultetu
Sveudilista u Zagrebu, u Katedri za zastitu Suma kao mladi istrazivac. Od 1993.-1997. radi
kao asistent na predmetu Sumarska fitopatologija, a od 1997.-1998. kao visi asistent. U
znanstveno-nastavno zvanje docent na predmetu Sumarska fitopatologija izabran je 1998., a
2003. ponovno je izabran u isto zvanje na predmetima Sumarska fitopatologija i Zastita suma
na Sumarskom Fakultetu Sveuéilista u Zagrebu. U znanstveno zvanje visi znanstveni suradnik
izabran je 2005., a u znanstveno-nastavno zvanje izvanredni profesor 2007. godine. U
znanstveno zvanje znanstveni savjetnik u znanstvenom podrucju biotehnic¢kih znanosti, polje
Sumarstvo, grana zastita Suma izabran je 2009., a u znanstveno-nastavno zvanje redoviti

profesor 2011. godine, te 2016. godine izabran je u trajno zvanje redovitog profesora.

Nastavnik je na preddiplomskim, diplomskim i poslijediplomskim studijima Sumarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, od 1999-2005. na 9 kolegija i od 2005. na 8 kolegija. Na
poslijediplomskom studiju Gozdarstvo in obnovljivi gozdni viri, Univerza v Ljubljani,
Biotehniska fakulteta, bio je sunositelj predmeta ,,Gozdna fitopatologija“ u razdoblju akad.
god. 2001/2002. do 2009/2010.

U razdoblju od 01. listopada do 25. prosinca 1995. boravi u Instituut voor Bosen
Natuuronderzoek (IBN-DLO) Wageningen, Nizozemska (danasnja Alterra). Tijekom
znanstvenog i stru¢nog boravka savladava moderne laboratorijske metode u fitopatologiji 1

mikologiji, te radi na istraZivanju gljive Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton u okviru
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teme svoje doktorske disertacije. Bio je gost krajobraznog projektnog biroa Nieuwland
Advies iz Wageningena. U razdoblju od 23. rujna do 08. listopada 2001. je u sklopu COST
akcije E12, Urban Forests and Trees, boravio u Instituto Madrilefio de Investigacion Agraria 'y
Amlimentaria (IMIA) u Madridu (Spanjolska).

Bio je voditelj 7 nacionalnih znanstveno-istrazivackih projekta i suradnik na njih 10. Trenutno
je voditelj jednog nacionalnog znanstveno-istrazivackog projekta te suradnik na dva projekta.
Sudjelovao je u radu visSe medunarodnih i nacionalnih skupova u Europi i Hrvatskoj, od toga
aktivno prezentiravSi rezultate vlastitih ili timskih istrazivanja na 13 medunarodnih

znanstvenih skupova (14 priopéenja) i 22 nacionalna znanstvena skupa (29 priopéenja).

Od akademske godine 2005./2006. voditelj je diplomskog studija Urbano Sumarstvo, zaStita
prirode i okoli$a na Sumarskom fakultetu Sveuéilista u Zagrebu. Od 2009. godine predstavnik
je Republike Hrvatske u European Mycological Network (EMN). Clan je Povjerenstva za
utvrdivanje kriterija i potvrdu izbora u zvanja Vijec¢a biotehnickog podrucja od 2013., te ¢lan
Povjerenstva SveuciliSta u Zagrebu za akademsko priznavanje inozemnih visokoSkolskih
kvalifikacija (IVK) od prosinca 2014. U akad. god. 2014./2015. 1 2015./2016. obnaSa duznost

Prodekana za medunarodnu suradnju Sumarskog fakulteta.

Clan je Akademije $umarskih znanosti (izvanredni ¢lan), Hrvatskog $umarskog drustva,
Hrvatskog drustva biljne zastite, British Mycological Society i European Mycological
Network. Clan je upravnih odbora dviju COST Akcija FP1102 DIAROD i FP1103
FRAXBACK. Kao ¢lan European Mycological Network (EMN) sudjelovao je 2009., 2011. i
2013. u izradi 18 protokola za dijagnosticiranje fitopatogenih gljiva u okviru European and

Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) - Diagnostic Protocols for Fungi.

Objavio je 49 znanstvenih radova i to: 18 radova iz skupine al; 16 iz skupine a2; 1 rad iz
skupine a3; te 14 radova koji nisu indeksirani u navedenim skupinama. Koautor je jednog

sveuciliSnog prirucnika 1 Cetiri znanstvene knjige. Aktivno se sluzi engleskim jezikom.
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1. UvOD

1.1 Znacaj poljskoga jasena kao Sumske vrste drve¢a u Republici
Hrvatskoj

U Republici Hrvatskoj je poljski jasen (Fraxinus angustifolia Vahl) prvi puta detaljno opisan
pedesetih godina dvadesetog stolje¢a (Fukarek 1952, 1954, 1955, 1956, 1957), kada se kao
Sire podruéje njegova rasprostranjenja navode juzna i jugozapadna Europa, sjeverna Afrika i
zapadna Azija te donose prvi podaci o njegovom arealu unutar drzave (Slika 1). Poljski jasen
u dolinama velikih rijeka i njihovih pritoka u sredi$njoj Europi, Panonskom bazenu te
Balkanu tvori kontinuirane i ve¢e komplekse nizinskih poplavnih Suma, dok je distribucija
vrste u mediteranskom podruc¢ju fragmentirana i reducirana na manje i izoliranije populacije
na susim stani$tima na ve¢im nadmorskim visinama ili u barskim podru¢jima (FRAXIGEN
2005, Bogdan i sur. 2007, Temunovi¢ i sur. 2012). Tako su i u Republici Hrvatskoj Sume
poljskoga jasena najve¢im dijelom rasprostranjene u poplavnim podrucjima Posavine,
pokupske zavale, bjelovarske zavale i Podravine, s najvec¢im kompleksima u gornjoj Posavini,
gdje uspijeva priblizno 80 % jasenovih sastojina (Ani¢ 2001). Optimalna faza sastojina
poljskoga jasena je predstavljena Sumskom zajednicom Leucoio-Fraxinetum angustifoliae
Glav. 1959, to jest, Sumom poljskoga jasena s kasnim drijemovcem, koja se rasprostire na
glinenim aluvijalnim terenima od Siska do Spacve te u ¢esmanskom podrucju, Turopoljskom
lugu i ve¢em dijelu Pokuplja, s najveéim i najljep$im povrSinama u lipovljanskim posavskim
Sumama te kod Jasenovca i Novske (Glavac 1959, Raus 1987). Osim u Cistim sastojinama,
kao karakteristicna vrsta asocijacije pridolazi i u Sumama hrasta luznjaka s velikom
zutilovkom (Genisto elatae-Quercetum roboris) te hrasta luznjaka i obi¢noga graba (Carpino
betuli-Quercetum roboris) (Ani¢ 1996).

Prema prvoj nacionalnoj inventuri $uma Republike Hrvatske (Cavlovi¢ 2010) je na temelju
temeljnice uzorkovanih stabala utvrdeno kako poljski jasen zauzima 72.690 ha, odnosno
3,06 % ukupne obrasle povrSine Suma, s ukupnom drvnom zalithom od 17.619.000 m?, §to ga
uz hrast luznjak (Quercus robur L.) ¢ini najzastupljenijom vrstom drveéa u poplavnim
nizinskim Sumama. Suvisla povrSina koju zauzimaju prirodne sastojine poljskoga jasena u

Posavini iznosi gotovo 28.000 ha (Ani¢ 2001, Prpi¢ i sur. 2005).
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Slika 1. Areal poljskoga jasena u jugoisto¢noj Europi (Fukarek 1954)

Poljski jasen je u nizini znafajan kao pionirska vrsta drveca (iako pokazuje neke osobine
prijelazne vrste), koja uspijeva u rasponu od barskih stanista gdje tvori barsku granicu Sume
prema mocvari do svjezih mikrouzvisina (greda), pokazujuci eurivalentnost s obzirom na
nizinski nanoreljef, mikroreljef i mezoreljef (Ani¢ 1996, 2001). Pri odumiranju hrasta
luznjaka u zajednici Genisto elatae-Quercetum roboris uslijed promjena u biotopu, poljski
jasen te dijelom i crna joha (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.) preuzimaju glavnu ulogu u
bioloskoj sanaciji staniSta, odnosno dok se u procesu sukcesije ne stvore stani$ni uvjeti za
ponovni pridolazak klimatogene vrste (Mati¢ 1 Skenderovi¢ 1993). Novija istrazivanja navode
kako se poljski jasen takoder pokazao izvrsnom vrstom za poSumljavanje dunavskih ada i

ritova (Mayer i He¢imovi¢ 2008).

Poljski jasen je osim toga cijenjena i trazena gospodarska vrsta, koja u pojedinim razdobljima

postiZe cijenu kao i hrast luznjak (Vukeli¢ i Raus 1998). I u proslosti su drvo poljskoga jasena
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sa Sirokom uporabom u kolarstvu, tokarstvu te izradi poljoprivrednih alata, kao i liS¢e za

deficitarnu ishranu stoke, bili iznimno cijenjeni (Fukarek 1954).

Uz gospodarske, Sume poljskoga jasena pruzaju i viSestruke opéekorisne funkcije, ukljucujuéi
hidrolosku, vodozastitnu, protuerozijsku, klimatsku, protuimisijsku, estetsku, zdravstvenu,
rekreacijsku, turisticku, genetsku i fizioloSku (ponori ugljika) funkciju, kao i uloge u ouvanju
bioraznolikosti 1 zaStiti prirode. Procjenjuje se kako ukupna vrijednost navedenih funkcija za

Sume poljskoga jasena iznosi 6.395.820.000 HRK (Prpi¢ i sur. 2005).

1.2 Odumiranje poljskoga jasena u Republici Hrvatskoj kroz vrijeme

O odumiranju poljskoga jasena u proslosti u Republici Hrvatskoj postoje sporadi¢ni zapisi.
Prvo vecée zabiljezeno odumiranje se dogodilo u periodu izmedu 1943. 1 1947. godine
uglavnom u srednjedobnim sastojinama (50 — 70 godina) (Spai¢ 1955, 1986), kada je na
pojedinim lokacijama (Sumarije StroSinci, Zupanja, Stari Mikanovci, Raji¢) simptome
odumiranja koji su se S§irili s vrha na ¢itavu kroSnju pokazivalo vise od 50 % jasenovih
stabala. Autor pojavu objaSnjava vremenskim preklapanjem plavljenja sastojina s
intenzivnijom defolijacijom uzrokovanom jasenovom pipom (Stereonychus fraxini Deg), zbog
cega je dolazilo do prekida stupaca vode u trahejama i stabla nisu bila u moguénosti
transpirirati viSak vode iz tla. Kao biotski ¢imbenici koji s jo$ nerazjasnjenom ulogom
sudjeluju u odumiranju se spominju i veliki i mali jasenov potkornjak (Hylesinus crenatus

Fab. i Hylesinus fraxini Panz.).

U Republici Hrvatskoj se od 1987. godine prati oStecenost Sumskih sastojina u sklopu
Medunarodnog programa za procjenu i motrenje utjecaja zracnog oneci$¢enja na Sume (ICP
Forests), gdje se, uz ostale glavne vrste drveca, prati i osutost kroSanja poljskoga jasena.
Prvim provedenim monitoringom je utvrdeno kako je poljski jasen na cetvrtom mjestu po
osutosti Sumskih vrsta drveca sa 35 % stabala znacajno osute kro$nje (> 25 %), gdje je svako
drugo osmatrano stablo na podruéju USP Vinkovci pokazalo osutost, kao i zna¢ajan udio

stabala na podru¢ju USP Bjelovar (22 %) i USP Karlovac (45 %) (Prpié i sur. 1988).

Daljnjim je prac¢enjima ustanovljeno smanjenje udjela stabala poljskoga jasena znacajne
osutosti krosnje (10,34 — 10,99 %), ali se 1 dalje navodio kao najosjetljivija vrsta drveca
nizinskih Suma uz hrast luznjak (Prpi¢ i sur. 1991). Iste je godine utvrdeno kako je
najintenzivnije susenje poljskoga jasena u Europi zabiljeZeno upravo u Republici Hrvatskoj

(Harapin 1991). Pojava se smatrala posljedicom djelovanja viSe razli¢itih ¢imbenika, od kojih
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su autori isticali klimatske promjene, hidromelioracijske zahvate te gradaciju populacije

jasenove pipe.

Prema podacima od 2006. godine pa do danas, udio znacajno osutih stabala poljskoga jasena
se uglavnom kretao od priblizno 10 do 20 %, sve do 2014. godine kada se naglo udvostrucava
te u 2016. raste na Cak 72,22 %, Cine¢i ga trenutno Sumskom vrstom drveca najloSijeg
zdravstvenog stanja u Republici Hrvatskoj (Tablica 1) (Poto¢i¢ i sur. 2017). Iako je na
nekoliko lokacija u Republici Hrvatskoj u kro$njama osutih stabala poljskog i obi¢nog jasena
(Fraxinus excelsior L.) utvrdena patogena gljiva Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski)
Baral, Queloz & Hosoya (Dimini¢ 2015, Miloti¢ i sur. 2016), jo$ uvijek nije potvrdena kao
primarni uzro¢nik odumiranja poljskoga jasena u nizinskim Sumama ve¢ se smatra samo

jednim od vise razlicitih bioti¢kih i abioti¢kih ¢imbenika koji sudjeluju u navedenom procesu.

Tablica 1. Udio stabala poljskoga jasena u razli¢itim kategorijama osutosti kros$nje za vremensko razdoblje od
2006. do 2016. godine (Potocic¢ i sur. 2017)

Kategorije osutosti, % Znacajno osuto
Godina
0 1 2 3+4 2+3+4
2006 65,43 29,63 3,70 1,23 4,94
2007 58,02 33,33 8,64 0,00 8,64
2008 61,25 30,00 8,75 0,00 8,75
2009 44,44 34,72 18,06 2,78 20,83
2010 52,11 32,39 14,08 1,41 15,49
2011 49,30 33,80 15,49 1,41 16,90
2012 33,33 54,17 12,50 0,00 12,50
2013 18,06 58,33 22,22 1,39 23,61
2014 14,55 36,36 45,45 3,64 49,09
2015 15,28 22,22 50,00 12,50 62,50
2016 11,11 16,67 61,11 11,11 72,22

Izvan podru¢ja Republike Hrvatske postoji malo javno dostupnih zapisa o odumiranju
poljskoga jasena. Navodi se kako je u umjetno podignutim Sumama poljskoga jasena u dolini
rijeke March u isto¢noj Austriji primijeeno intenzivno odumiranje stabala sa izraZenim
simptomima u krosnji, kao Sto su nekroze izbojaka i grancica, lezije i rakaste tvorevine na
kori (Kirisits 1 sur. 2010). Simptomi odumiranja su takoder primijeceni na vise od 90 %
stabala u Turskoj na 490 ha nizinske kulture stare 100 godina, te na 100 ha mlade kulture
(Akilli i sur. 2013b).
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1.3 Uloga gljiva i gljivama slicnih organizama u odumiranju Sumskog
drveca

Odumiranje Suma je obi¢no posljedica kumulativnog i sinergijskog djelovanja vise biotickih i
abiotickih ¢imbenika (Kozarac 1897, Kovacevi¢ 1928, Nenadi¢ 1940, Dekani¢ 1972, Androi¢
1975), ukljucujuéi promjene klime i staniSta, antropogeni utjecaj i Stetne organizme (Mueller-
Dombois 1986), pri ¢emu gljive i gljivama sli¢ni organizmi imaju vaznu ulogu ne samo kao
patogeni organizmi koji uzrokuju biljne bolesti (Carlile i Watkinson 1994), ve¢ i kao vazne karike
u kruzenju tvari u prirodi i odrzavanju ravnoteze Sumskih ekosustava. Gljive ¢ine najvecu zivucu
biomasu u organskim slojevima Sumskog tla, sudjeluju u mobilizaciji, unosu i translokaciji
nutrijenata (Steiner i sur. 2002) te mogu doprinijeti poboljSanju rasta i povecanju otpornosti

biljaka na odredene patogene (Saldajeno i sur. 2008).

1.3.1 Pojam gljivama sli¢nih organizama u ovome istrazivanju

Gljivama sli¢ni organizmi u najSirem smislu obuhvacaju sve heterotrofne organizme koji
stvaraju pokretljive zoospore te koji su kroz povijest smatrani gljivama, a za koje je danas na
temelju odredenih jedinstvenih karateristika poznato kako Cine zasebne skupine, pa tako

Deacon (2013) u gljivama slicne organizme u Sirem smislu ubraja:
= odjel Oomycota carstva Straminipila (Stramenopila),
= stani¢ne sluzave plijesni (sluznjace) (Acrasiomycota i Dictyosteliomycota),
= plazmodijalne sluzave plijesni (Myxomycota),
= plazmodioforide (Plasmodiophoromycota).

Navedena skupina organizama do danas nije jednoznatno odredena niti smjeStena u
sistematskoj podjeli zivog svijeta, te se joS uvijek vode polemike oko pripadnosti carstvu i
njegova naziva, pa ih tako neki autori ubrajaju u carstvo Chromista (Hawksworth i sur. 1995),
dok ih drugi smjestaju u carstvo Straminipila (Dick 2001), koje se jo§ Cesto navodi i kao
Stramenopila (Patterson i Sogin 1992). U literaturi se za gljivama sli¢éne organizme u uzem
smislu takoder mogu naéi razli¢iti nazivi na razini odjela: Heterokonta (Dick 2001),
Pseudofungi (Cavalier-Smith i Chao 2006) ili Oomycota (Deacon 2013, Beakes i sur. 2014).

Novija istrazivanja vecinu gljivama slicnih organizama u najSirem smislu svrstavaju u
supercarstvo Straminipila/Alveolata/Rhizaria ili skraceno SAR (Adl i sur. 2012, Marano i sur.
2017), unutar carstva Straminipila, koje se prema Anderson i Cavalier-Smith (2012) moze

izjednaciti s odjelom Heterokonta. Prema ovoj Klasifikaciji carstvo Straminipila ukljuéuje
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jedan velik i iznimno vazan odjel, Oomycota, te dva manja odjela, Hyphochytridiomycota i
Labyrinthulomycota (Deacon 2013, Beakes i sur. 2014).

Za potrebe izrade ovog doktorskog rada ¢e se u obzir uzimati nazivlje prema Adl i sur. (2012)
te Marano i sur. (2017), a obuhvatiti ¢e se samo uzi pojam gljivama sli¢nih organizama koji se
odnosi na odjel Oomycota, jer on ukljucuje ekonomski najvaznije vrste s iznimno vaznim
ulogama u mnogim okoliSnim procesima. Pojedine od njih se smatraju nekim od najopasnijih
biljnih patogena, kao S$to su vrste roda Phytophthora (uzro¢nici odumiranja Suma razlicitih
vrsta drveéa), Pythium (uzro¢nici polijeganja ponika u sumskim rasadnicima), Peronospora
(pepelnice), Albugo (rde) i dr. (Cooke i sur. 2000, Drenth i Sendall 2001), iako su to samo

neki od brojnih rodova zastupljenih unutar odjela Oomycota (Tablica 2) (Beakes i sur. 2014).

Tablica 2. Sazet pregled klasifikacije unutar odjela Oomycota (Beakes i sur. 2014)

Odjel Oomycota

Redovi incertae sedis* Eurychasmales, Haptoglossales, Olpidiopsidales s.lat., Haliphthorales
Razred Saprolegniomycetes Redovi Atkinsiellales, Leptomitales s.lat.**, Saprolegniales
Razred Peronosporomycetes Redovi Rhipidiales, Albuginales, Peronosporales s.lat.

Red Rhipidiales Porodica Rhipidiaceae (Sapromyces i dr.)

Red Albuginales Porodica Albuginaceae (Albugo, Pustula, Wilsonia)

Red Peronosporales s.lat.  |Porodice Salisapiliaceae, Pythiaceae s.lat., Peronosporaceae s.lat.

Salisapiliaceae Salisapilia

Pythiaceae s.lat. Pythium i dr.

Peronosporaceae s.lat.  |Phytopythium, Phytophthora, Peronospora, Bremia i dr.

*odnosi se na takson ili grupu taksona cija je sveza s ostalima nepoznata
**latinski sensu lato, odnosno u Sirem smislu

Pripadnici odjela Oomycota su dugo smatrani gljivama te bili i ostali predmet istrazivanja
mikologa, iako su danas prepoznati kao zasebna skupina na temelju viSe znacajki po kojima
se od njih razlikuju (Tablica 3) (Rossman i Palm 2006). Ovi su organizmi razvili nacin Zivota
gotovo istovjetan gljivama, ukljucujuéi apikalan rast hifa te ulazak u biljne stanice pomocu
enzima koji razgraduju stani¢nu stijenku. Mnoge zajednicke morfoloske i fizioloske znacajke
koje dijele s pravim gljivama (carstvo Fungi) su nastale konvergentnom evolucijom?,
primjerice tvorba micelija, unos hranjivih tvari apsorpcijom te mehanizmi infekcije,
prvenstveno zahvaljujuéi horizontalnom prijenosu gena (nespolni prijenos izmedu razli¢itih

vrsta) (Richards i sur. 2006, Meng i sur. 2009).

! Razvoj sli¢nih osobina i sli¢nih organa s istim funkcijama kod vrsta koje nisu medusobno srodne do kojih
dolazi tijekom evolucije kao posljedica prilagodavanju slicnim uvjetima zivota.
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Tablica 3. Zajednicka i jedinstvena svojstva pripadnika carstva Fungi i odjela Oomycota (Rossman i Palm 2006)

Oomycota Zajednicka svojstva Fungi
spolnim razmnozavanjem nastaju spolnim razmnozavanjem ne
oospore nakon oplodnje oosfera nastaju oospore, ve¢ zigo-, asko-
anteridijima ili bazidiospore

vegetativni micelij haploidan ili

vegetativni micelij diploidan dikariotski

hife neseptirane - stvaranje micelija ili hife kod vecine vrsta septirane
jednostanic¢nih tvorbi
- ishrana apsorpcijom hranjivih

beta glukan i celuloza u stani¢noj hitin u stani¢noj stijenci (rijetko

stijenci tvari celuloza)
heterokontni tip flagele, jedna
bi¢asta i smjeStena posteriorno, ukoliko je prisutna, flagela je
dok je druga trepavicasta i posteriorna i bi¢asta
smjestena anteriorno
mitohondriji s tubularnim kristama mitohondriji s plosnatim kristama

Gljivama sli¢ni organizmi su nastavili biti dio mikoloskih istrazivanja, pri ¢emu se definiraju
kao eukariotski osmotrofi? koji asimilaciju hranjivih tvari vrie kroz stani¢nu stijenku (Dick
1997), a upravo je prilagodba na takav nacin ishrane rezultirala njihovom velikom sli¢nos¢u s
pravim gljivama, S$to se moze vidjeti i na primjeru sli¢ne morfologije bijelih rda odjela
Oomycota (Albugo spp.) i uredosorusa rda carstva Fungi. U buduénosti ¢e bolje
razumijevanje evolucijskih odnosa ovih skupina organizama zasigurno doprinijeti razvoju

strategija kontrole bolesti koje uzrokuju (Rossman i Palm 2006).

1.3.2 Nacini Zivota i ishrane gljiva i gljivama sli¢nih organizama i pripadajuca uloga u
Sumskim ekosustavima

S obzirom na njihov odnos prema biljkama, gljive i GSO se kategoriziraju kao saprotrofi,

paraziti (patogeni), endofiti, epifiti i mikorizne gljive (Porras-Alfaro i Bayman 2011). Kako se

prema drugim autorima epifiti smatraju polifiletskom skupinom organizama koja obitava na

povrsini zivih biljnih organa, a koji mogu ispoljavati saprotrofski i parazitski nacin Zivota, u

ovome se istrazivanju ne¢e razmatrati kao zasebna kategorija nacina zivota i ishrane (Gilbert 1

Reynolds 2002, 2005).

Prema najsiroj podjeli, saprotrofima se smatraju oni organizmi koji energiju odnosno potrebne

nutrijente uzimaju iz mrtvog tkiva, dok se oni koji se hranjivima snabdijevaju iz zivih tkiva

? Heterotrofni organizmi koji se nutrijentima snabdijevaju apsorbiraju¢i otopljene organske tvari iz okoline
putem osmoze.
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kategoriziraju kao parazitski, mutualisti¢ki ili komenzalisticki simbionti (Lewis 1985, Carlile
i Watkinson 1994). Pod pojmom simbioze se u najSirem smislu podrazumijeva suZzivot
organizama razlicitih vrsta (De Bary 1879), pri ¢emu su mutualisti¢ke gljive i GSO oni koji
biljkama domacinima pruzaju neke koristi, dok su parazitske gljive i GSO oni koji imaju
negativan utjecaj na biljku domacdina. U komenzalizmu kao tipu simbioze samo jedan
organizam ima korist od takvog odnosa dok na drugom organizmu nisu vidljivi ni pozitivni ni
negativni efekti (Redman 1 sur. 2001). Razliite odnose gljiva i biljaka s njithovim utjecajem
na oba organizma je graficki prikazao Brundrett (2004) na dijagramu podijeljenom u Cetiri
kvadranta, gdje vodoravna os gledano slijeva na desno predstavlja pomak od S$tetnih do
korisnih posljedica za biljku, dok okomita os predstavlja to isto za gljivu promatrano od dna

prema vrhu (Slika 2).
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Slika 2. Dijagram mogucih odnosa izmedu gljiva i biljaka te njihovih posljedica po oba organizma (Brundrett
2004)

Gljive 1 GSO saprotrofi su kljuéni regulatori kruzenja tvari u kopnenim ekosustavima,
zahvaljuju¢i razvijenim mrezama hifa u sloju tla i listinca kroz koje se lako distribuiraju
hranjive tvari (Crowther i sur. 2012). Saprotrofi proizvode niz enzima koji im omogucuju
razgradnju slozZenih polimera tako da, osim $to imaju vaznu ulogu u razgradnji celuloze koja
je najzastupljeniji prirodni polimer na Zemlji ¢ine¢i 40 % biljnih stani¢nih stijenki, imaju

moguénost razgradnje najslozenijih lignificiranih materijala poput drva (Deacon 2013).
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Smatra se kako su saprotrofi fizi¢ki odvojeni 1 funkcionalno neovisni u odnosu na Ziva stabla
jer razgraduju mrtvu organsku tvar (Cooke i Rayner 1984), medutim poznato je kako
saprotrofni 1 biotrofni nain Zivota ne moraju nuzno iskljuc¢ivati jedan drugog upucujuci na
potencijalnu moguénost pojedinih gljiva i GSO da prakticiraju oba nacina u razli¢itim
okolnostima (Cooke i Whipps 1993). Primjerice, vrste roda Armillaria (Fr.) Staude mogu
formirati orhidejni tip mikorize te Zivjeti kao saprotrofi ili kao patogeni na stablima (Smith i
Read 1997). Vrsta Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. takoder u svom zivotnom ciklusu
prelazi iz parazitskog u saprotrofni nacin zivota, inficiraju¢i dubeca stabla do smrti, nakon
cega nastavlja kolonizirati i razgradivati mrtvu organsku tvar (Olson i sur. 2012). Vasiliauskas
i sur. (2007) u svom istrazivanju iznose dokaze kojima potvrduju sposobnost saprotrofnih
gljiva razgradivaca drva da Zive u sloju rizosfere i1 koloniziraju zdravo sitno korijenje sadnica
Cetinjaca u terenskim uvjetima. U navedenom istraZivanju nisu zabiljezene negativne
posljedice po biljke, za razliku od nekih sli¢nih prijasnjih istrazivanja gdje je kolonizacija
korijena rezultirala smanjenim rastom (Riffle 1973) ili smr¢u biljaka (Yamada i sur. 2001). U
literaturi se gljive 1 GSO koje mogu prelaziti iz saprotrofskog u parazitski nacin Zivota te
obrnuto ¢esto nazivaju 1 fakultativnim parazitima te fakultativnim saprotrofima (Webster 1

Weber 2007).

Velik broj gljiva i GSO se prilagodio parazitskom nacinu zivota na biljkama, pri ¢emu su
Cesto specijalizirani za jednu vrstu domacina ili cak jedan tip biljnog organa. Razlikuju se
biotrofni paraziti koji se hrane Zivim stanicama ne uzrokuju¢i odmah njihovu smrt te
nekrotrofni koji kao dio procesa ishrane usmrcuju stanice i tkiva domacina, primjerice
proizvode¢i toksine ili enzime za razgradnju (Deacon 2013). Parazitske gljive i GSO na
biljkama mogu uzrokovati razli¢ite posljedice u rasponu od smanjenja rasta i/ili plodnosti pa

sve do smrti (Redman i sur. 2001).

Dok pojam paraziti obuhvaca sve gljive i GSO koje u suzivotu sa biljkama ostvaruju korist
pritom uzrokujuéi neki vid negativnih posljedica po domacina, paraziti koji imaju znacajne
Stetne ucinke na domacina, odnosno uzroc¢nici su bolesti, Se nazivaju patogenima (Carlile i
Watkinson 1994). Patogene gljive i GSO mogu imati veliku ulogu u odrzavanju
bioraznolikosti Suma te prostornoj distribuciji vrsta drveca (Packer 1 Clay 2000, Reinhart i sur.
2003), jer mogu utjecati na uspjeh odredene vrste omogucujuci joj suzivot s drugim vrstama
(Westover 1 Bever 2001), ili mogu uzrokovati gubitak vrste smanjuju¢i njenu sposobnost
konkurencije te omogucujuéi njenu zamjenu tijekom prirodne sukcesije (Van der Putten i

Peters 1997). Ove odnose je Cesto tesko definirati, jer interakcije medu patogenima i drugim
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organizmima te prelazak na drugaciji nacin zivota i ishrane ovise o Zivotnoj fazi, domacinu te
okolisnim ¢imbenicima (Smith i Read 1997). Carlile i Watkinson (1994) tako navode da
nekrotrofni paraziti, odnosno patogeni mogu imati biotrofnu fazu te takoder prije¢i i na
saprotrofni nacin zivota nakon potpune smrti domacina, dok oni poznati kao biotrofi mogu s

biljkom domacéinom pod odredenim uvjetima razviti mutualisti¢ki odnos.

Smatra se kako gotovo sve biljne vrste u prirodnim ekosustavima razvijaju simbiotske odnose
s mikoriznim gljivama i/ili endofitima (Petrini 1986), pri ¢emu mikorizne gljive koloniziraju
korijen te rastu u rizosferi, dok se endofiti u potpunosti nalaze unutar biljnih tkiva ukljucujuci
korijen, deblo i list, izvan kojih rastu samo u slucaju sporulacije nakon starenja tkiva

domacina (Sherwood i Carroll 1974, Carroll 1988, Stone i sur. 2004).

Endofiti, definirani kao one vrste koje obitavaju unutar Zivih biljnih tkiva bez da uzrokuju
vidljive simptome bolesti u odredenom vremenu, su izolirani iz svakog organa gotovo svake
biljne vrste podvrgnute istrazivanju (Stone i sur. 2000). Endofiti se obi¢no razmatraju zasebno
od epifita, jer dosadasnji dostupni dokazi upucuju na vrlo malo ili ¢ak nimalo sli¢nosti izmedu
zajednica gljiva koje obitavaju unutar biljnih organa te na njihovoj povrsini (Girivasan i
Suryanarayanan 2004, Santamaria i Bayman 2005). Endofiti mogu biti gljive ili GSO
(Sinclair i Cerkauskas 1996) specijalizirani za zauzimanje bilo koje ekoloske niSe unutar
biljke domacina ili oni specijalizirani za pojedine biljne organe, mogu rasti intrastani¢no i
interstani¢no, zauzimati samo nadzemne ili podzemne organe, rasti samo kao endofiti ili
takoder 1 kao epifiti, te biti prilagodeni samo odredenom domacinu ili ne pokazivati

specijalizaciju s obzirom na domacina (Schulz i Boyle 2005).

Pojam endofita je bio predmetom brojnih rasprava (Wilson i Faeth 2001), jer se ne odnosi
samo na prave endofite, ve¢ 1 na latentne patogene (Carroll 1988, Saikkonen i sur. 2004).
Sieber (2007) navodi kako endofiti drvenastog bilja mogu biti potencijalni patogeni koji
postaju aktivni uslijed promjene okoli$nih uvjeta, koji mogu postati pogodni za samu gljivu ili
nepovoljni za biljku. Nadalje navodi kako se neki endofiti mogu smatrati mutualistickim
simbiontima jer djeluju antagonisticki na herbivore i1 druge Stetne i patogene organizme, ili
¢ak mogu ispoljavati oba nacina zivota: mutualizam pod jednim uvjetima te parazitizam pod
drugim. Prisutnost endofita u tkivu domacina prema nekim istrazivanjima moze dovesti do
povecane otpornosti na bolesti, poboljSanog rasta domacina te zaStite od Stetnih insekata
zahvaljujuéi sintezi sekundarnih metabolita (Miller i sur. 2002, Selosse i sur. 2004). S druge
strane, istrazivanja ukazuju kako neke poznate patogene gljive na Sumskom drveéu imaju

latentnu fazu u biljkama kao endofiti te bolest uzrokuju tek nakon fizickog ili mehanic¢kog
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oSte¢enja domacina ili njegova opcenitog fizioloskog slabljenja uslijed stresa (Hendry i sur.
2002, Slippers i Wingfield 2007), kao i da endofiti koji su prethodno bili u mutualistickom
odnosu naspram domacina mogu postati patogeni kada je biljka pod stresom (Kuldau 1 Yates
2000, Jumpponen 2001). | drugi autori opisuju endofite kao skupine organizama koji mogu
biti latentni patogeni, mutualisticki simbionti ili organizmi bez poznatog i1 vidljivog
pozitivnog ili negativnog ucinka na biljku (Freeman i Rodriguez 1993, Sinclair i Cerkauskas
1996).

Brundrett (2004) opisuje mikorizu kao simbiotski odnos esencijalan za jednog ili oba
partnera, izmedu gljiva specijaliziranih za zivot u tlu i biljnom tkivu te korijena zivih biljaka
(ili nekog drugog organa u dodiru s tlom), ¢ija je primarna uloga prijenoS nutrijenata, a
ukljucuje blizak kontakt organizama koji proizlazi iz njihova sinkroniziranog razvoja. Vecina
istrazivanja upucuje na korisne aspekte mikorize za biljke, navode¢i povecanje opskrbe
hranjivima i vodom zahvaljujuéi pristupu ve¢em volumenu tla putem hifa i pretvorbi slozenih
nutrijenata u jednostavne spojeve, zastitu od parazitskih gljiva i nematoda, potiskivanje drugih
vrsta konkurentskih biljaka, smanjenje konkurencije izmedu biljaka iste 1 razli¢itih vrsta
alokacijom vode i hranjiva na potrebna mjesta te ostale koristi koje proizlaze iz nabrojanih
(Brundrett i Abbott 2002, Brundrett i Cairney 2002). Vrste roda Fraxinus stvaraju
arbuskularni tip mikorize koji u Sirem smislu spada u endomikorizu (Lamar i Davey 1988,
Lang i sur. 2011, Kubisch i sur. 2015), a karakterizira ga ulazak hifa u stanice korijena gdje

stvaraju visoko razgranate strukture, takozvane arbuskule (Balestrini i sur. 2015).

Schulz 1 Boyle (2005) zakljucuju kako u odnosima gljiva i1 GSO te biljaka nema neutralnih
interakcija, ve¢ ishod odnosa ovisi o ravnotezi antagonizama, odnosno smatraju kako uvijek
postoji odredeni, makar i najmanji stupanj virulentnosti gljive ili slicnog organizma koji im
omogucava kolonizaciju biljnog tkiva te pristup hranjivima i zaklonu, a s druge strane kako ¢e
biljka uvijek pokrenuti odredenu obrambenu reakciju s ciljem ogranic¢avanja njihova Sirenja u
tkivu. Ovakav mutualisticki antagonizam moze trajati dulji ili kra¢i vremenski period,
primjerice do stvaranja hlamidospora ili nekih drugih mirujucih struktura gljive ili GSO u
biljnom tkivu. Promjenjivost prirode odnosa gljive ili sli¢cnog organizama te biljke proizlazi iz
promjenjivosti svake indvidue, koja se prilagodava trenuta¢nom statusu drugog organizma i
postojec¢im uvjetima okoliSa na koje 1 sama mozZe razli¢ito reagirati. Sli¢no zakljuc¢uju 1 Smith
1 Read (1997), navode¢i kako u simbiotskim odnosima gljiva i slicnih organizama te biljaka
uvijek postoji konflikt interesa, te Redman i sur. (2001) koji objasnjavaju kako nacin Zivota

gljivicnog simbionta te priroda simbiotskog odnosa ovise o biljci, odnosno o sposobnosti
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biljke da reagira na ucinke gljive ili o razlikama u ekspresiji gena gljive kao odgovoru na

reakcije biljke.

1.3.3 Uloga patogenih gljivama sli¢nih organizama roda Phytophthora

Gljivama sli¢ni organizmi imaju vaznu ulogu kao saprotrofi u kruzenju tvari u vodenim i
kopnenim ekosustavima te ih Sinclair i Cerkauskas (1996) navode i kao moguce endofite, ali
SuU prvenstveno poznati i istrazivani kao patogeni biljaka jer uzrokuju neke od
najdestruktivnijih biljnih bolesti. Red Peronosporales, koji je poznat po nekim od
najopasnijih biljnih patogena, takoder ukljucuje i saprotrofne vrste, iako ogranicene na rodove
Halophytophthora i Salisapilia te odredene vrste rodova Phytopythium i Phytophthora, Siroko

rasprostranjene u kopnenim i vodenim ekosustavima (Marano i sur. 2016).

Gljivama sli¢ni organizmi roda Phytophthora sudjeluju u odumiranju nekih od najvaznijih
vrsta Sumskog drve¢a u Europi (Jung i sur. 2013), te se njihova prisutnost u tlu Sumskih
ekosustava smatra vaznim biotskim ¢imbenikom odgovornim za smrtnost stabala (Jankowiak
i sur. 2014). Unos 1 Sirenje alohtonih vrsta u prirodne Sumske ekosustave iz rasadnika
zahvaljujuéi rastu medunarodne trgovine biljem se smatra rastu¢om prijetnjom za Sumsko
drveée jer mogu uzrokovati znacajne Stete (Brasier i Jung 2004). Veéina vrsta uzrokuje bolesti
korijena, ali neke mogu, posebice na drvecu, uzrokovati rak debla ili inficirati liS¢e, zbog cega
se raspoznaju tri osnovne skupine s obzirom na tip patogeneze: 1) vrste vodenih ekosustava
koje su oportunisticki patogeni; 2) patogeni lis¢a te 3) patogeni korijena i uzroCnici raka

prisutni u tlu (Hansen 2015).

Razlic¢ite vrste roda Phytophthora, od kojih je za njih nekoliko potvrdeno kako su unesene iz
izvaneuropskih zemalja, sudjeluju u odumiranju Sumskog drvec¢a na ve¢im povrsinama diljem
kontinenta. Tako se nekoliko razli¢itih vrsta povezuje s pove¢anim odumiranjem listopadnih
vrsta hrastova, Phytophthora lateralis Tucker & Milbrath smatra odgovornom za susenje
Lawsonovog pacempresa (Chamaecyparis lawsoniana (A. Murray) Parl.) u Francuskoj,
Nizozemskoj i Velikoj Britaniji, P. ramorum Werres, De Cock & Man in 't Veld za susenje
japanskog arisa (Larix kaempferi (Lamb.) Carri¢re) u Velikoj Britaniji, P. cinnamomi Rands
za odumiranje hrasta plutnjaka (Quercus suber L.), hrasta crnike (Quercus ilex L.) i pitomog
kestena (Castanea sativa Mill.) u juznoj i zapadnoj Europi, P. cambivora (Petri) Buisman i
druge vrste za odumiranje pitomog kestena u jugoisto¢noj Europi, te viSe razliitih vrsta za
odumiranje obiéne bukve (Fagus sylvatica L.) diljem Europe (Brasier i Jung 2004, Jung i sur.
2013, Hansen 2015).
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U istrazivanjima vrsta roda Phytophthora su ¢esto u veéem broju prisutne i vrste srodnih
rodova Pythium i Phytopythium, zbog ¢ega neki autori nagadaju kako bi takoder mogle imati
odredenu ulogu u odumiranju (Akilli i sur. 2013a, Jankowiak i sur. 2015). Vrste roda Pythium
poznate su kao kozmopolitske vrste sveprisutne u tlu, od kojih su nekolicina potvrdene kao
biljni patogeni koji mogu uzrokovati polijeganje ponika, ali i trulez plodova, sjemena,
korijena i debla Sumskih vrsta drveca prvenstveno u rasadnicima (Campbell i sur. 1972,
Jankowiak i sur. 2015). Vrste roda Pythium koje su pripadale kladi K (LéVesque i de Cock
2004) su u novije vrijeme zbog znacajki koje dijele s vrstama roda Phytophthora svrstane u
novi rod Phytopythium (Bala i sur. 2010, de Cock i sur. 2015), a autori navode kako i u
ostalim kladama (A-J) moze do¢i do sli¢nih promjena, iako preporucuju koristenje dosadasnje

podjele dok se ne nadu odgovarajuci filogenetski biljezi (de Cock i sur. 2015).

U Republici Hrvatskoj je dosad pronadeno nekoliko vrsta roda Phytophthora na Sumskom
drvecu sa simptomima odumiranja. Phytophthora cambivora je prvi puta primije¢ena
2008. godine na obi¢noj bukvi (Fagus sylvatica L.) na podruc¢ju Bjelovara (Bakran i sur.
2009), a 2011. je potvrden pozitivan nalaz ne samo na bukvi ve¢ i na euroameri¢kim topolama
(Populus x euroamericana) u kulturama na podrucju Osijeka (Pernek i sur. 2011). U istom je
istrazivanju na topolama na kojima su prvi simptomi utvrdeni jo§ 2005. godine, pronadena i
Phytophthora gonapodyides (H.E. Petersen) Buisman. Na crnoj johi (Alnus glutinosa (L.)
Gaertn.) je tijekom 2012. godine na tri lokacije u Koprivni¢ko-krizevackoj i Bjelovarsko-
bilogorskoj zupaniji zabiljezena Phytophthora alni Brasier & S.A. Kirk (Tomi¢ i Ivi¢ 2013), a
postoje i pretpostavke o prisutnosti vrste Phytophthora quercina T. Jung na hrastovima, iako

bez opisanih detalja i laboratorijske potvrde nalaza (Zupanié 2004).

Tijekom 2016. godine su na uzorcima tla iz odumiru¢ih sastojina poljskoga jasena na
podrucju Posavine provedena preliminarna testiranja pomocu terenskih dijagnostic¢kih testova
(eng. Pocket diagnostic test, Abingdon Health Ltd., UK) za dokazivanje prisutnosti vrsta roda
Phytophthora u biljnom tkivu. Od 15 koristenih dijagnosti¢kih testova, njih 12 je pokazalo
pozitivan rezultat (Slika 3) za prisutnost vrsta roda Phytophthora u listovima Kkoji su
postavljeni kao mamci na povrSinu vode iznad potopljenih uzoraka tla (Hegol 2016).
Medutim, kako su navedeni rezultati opéenitog karaktera te ne pruzaju informacije o samim
vrstama, za saznanja o potencijalnoj ulozi ovih organizama u odumiranju poljskoga jasena u

Republici Hrvatskoj je potrebno provesti dodatna istrazivanja.
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Slika 3. Terenski dijagnosticki test koji pokazuje pozitivan rezultat na prisustvo vrsta roda Phytophthora u
ispitivanom tkivu

1.3.4 Napredak u istraZivanju gljiva i gljivama sli¢nih organizama primjenom
molekularnih metoda

lako gljive ¢ine iznimno vaznu skupinu organizama, do danas ih je identificirano svega
100.000 (Kirk i sur. 2008) od procijenjenog broja vrsta od 1,5 milijuna (Hawksworth 1991,
Hawksworth 2001), $to ih ¢ini jednim od najslabije istraZenih izvora bioraznolikosti na
Zemlji. Iako postoje istraZivanja koja ovu brojku smatraju precijenjenom navodeci kako je
broj vrsta blizi 700.000 (Schmit i Mueller 2007), dok drugi autori procjenjuju kako bi broj
vrsta mogao iznositi ¢ak 5,1 milijuna (O'Brien i sur. 2005), svi se slazu oko ¢injenice kako
100.000 poznatih vrsta predstavlja samo malen udio u njihovoj ukupnoj bioraznolikosti
(Hibbett i Glotzer 2011). S obzirom na sadasnju stopu otkrivanja oko 1.200 novih vrsta svake
godine te postojece procjene njihove raznolikosti, biti ¢e potrebno izmedu 1.170 do 2.840

godina kako bi se sve opisale (Blackwell 2011).

Osim poteskoca u odredivanju broja vrsta gljiva, vrlo je teSko razgraniciti gljive kao skupinu
od ostalih eukariotskih organizama, stoga se stolje¢e unazad vode rasprave o ukljuivanju ili
isklju¢ivanju pojedinih grupa iz carstva gljiva, posebice u novije vrijeme kada se
suprotstavljaju taksonomisti koji podrzavaju filogenetsku definiciju temeljenu isklju¢ivo na
sekvencama odabranih segmenata DNA te oni koji zauzimaju bioloski pristup smatrajuci
gljivama sve organizme koji dijele sve ili mnoge kljucne ekoloske i fizioloske karakteristike
(Webster 1 Weber 2007). Tako su filogenetska istrazivanja pokazala da su protisti skupine
Nucleariidia (amebe s filamentoznim pseudopodima) sestrinska grupa carstva gljiva (Medina
i sur. 2003), dok su organizmi s heterokontnim flagelama koji ne vrse fotosintezu te sluzave
plijesni izdvojeni iz carstva (Alexopoulos i sur. 1996). Osim navedenog, do poteskoca u

proucavanju ovih organizama mogu dovesti 1 nedosljednosti u imenovanju skupina unutar
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carstva, unato¢ tome $to je danas postignut Siri sporazum o njihovoj klasifikaciji, pa se tako i
za taksone viSe razine Kkoriste razliCita imena, primjerice odredeni autori razred
Basidiomycetes nazivaju Hymenomycetes, te razred Ascomycetes izjednacuju s pododjelom
Pezizomycotina (Hibbett i sur. 2007).

Navedene poteskoce u istrazivanju gljiva i gljivama sli¢nih organizama proizlaze iz ¢injenice
da su veéina vrsta mikroorganizmi, te da i1 vrste poznate kao makroskopske veci dio svog
zivota provedu u obliku micelija skrivenog u tlu ili nekom drugom supstratu. Identifikaciju
dodatno otezavaju postojanje velikog broja morfoloski slicnih ili ¢ak identi¢nih vrsta,
varijabilnost znacajki unutar vrste s obzirom na staniSne uvjete, nemogucnost izolacije i
uzgoja Cistih kultura micelija i razvoja plodnih struktura brojnih vrsta u laboratorijskim
uvjetima te dimorfni i pleomorfni Zivotni ciklusi vrsta koji mogu ukljucivati prelaske iz
jednostani¢nih oblika u formu micelija. Sve navedeno ¢ini gljive 1 GSO skupinama u kojima
su za pronalazak i identifikaciju vrste nuzne analize njihove genomske DNA, odnosno

primjena molekularnih metoda (Seifert 2009).

Molekularna revolucija u identifikaciji i sistematici gljiva 1 slicnih organizama je pocela ranih
devedesetih godina proSlog stolje¢a analizom ribosomskih RNA gena umnozenih u lancanoj
reakciji polimerazom (White i sur. 1990) te osnivanjem javne mrezno dostupne baze gena
NCBI GenBank u koju je odmah pohranjeno priblizno 6.000 sekvenci gljiva (Begerow i sur.
2010). Od tog su perioda molekularne informacije postale nezamjenjiv alat za brzu
delimitaciju 1 identifikaciju taksona te odredivanje taksonomskog polozaja i medusobnih

sveza izmedu organizama.

Kao standardni barkod (crticni kod) za identifikaciju gljiva je usvojena ITS regija unutar
ribosomske RNA (18S rRNA — ITS1 — 5.8 rRNA — ITS2 — 28S rRNA), za koju se smatra da
zadovoljava potrebe vecine istrazivanja gljiva, a navodi se i njena primjenjivost na druge
organizme poput Clorophyta i biljaka te vrsta odjela Oomycota (Schoch i sur. 2012). Primjena
molekularnih metoda koristenjem ITS regije za identifikaciju otvara nove moguénosti
istrazivanja bioraznolikosti gljiva i njima sli¢nih organizama, primjerice u tlu i drugim slabije
istrazenim supstratima (O'Brien i sur. 2005) te moze znacajno poboljsati pracenje prostorne i
vremenske distribucije i migracije uzro¢nika biljnih bolesti i tako olakSati njihovo suzbijanje.
U odnosu na prijasnje morfoloSke, anatomske, ultrastrukturalne i kemijske protokole koji su
se primjenjivali u identifikaciji, molekularne metode su objektivne, brze i jednostavne
(Brasier 1996, Crous i sur. 2007).
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1.4 Pregled dosadasnjih istraZivanja uloge gljiva i gljivama sli¢nih
organizama u odumiranju jasena (Fraxinus spp.)

Kao primarni uzro¢nik odumiranja obi¢nog jasena (Fraxinus excelsior L.) diljem Europe koje
je prvi puta zabiljezeno u Poljskoj devedesetih godina proslog stoljeca je potvrdena patogena
gljiva Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya (Baral i sur. 2014),
prvotno definirana u anamorfnom obliku kao Chalara fraxinea T. Kowalski (Kowalski 2006).
U ve¢ini europskih drzava je patogen utvrden na obi¢nom jasenu, dok je u Njemackoj
(Schumacher i sur. 2007), Ceskoj (Jankovsky i Holdenrieder 2009), Sloveniji (Hauptman i
sur. 2012), Austriji i Madarskoj (Kirisits i sur. 2010) te ltaliji (Montecchio, usmeno
priopcenje) potvrden i na poljskom jasenu s prisutnim simptomima odumiranja u rasadnicima,

kulturama i prirodnim sastojinama.

U Republici Hrvatskoj je navedeni patogen prvi puta zabiljezen 2009. godine na obi¢nom
jasenu u Gorskom kotaru (Bari¢ 1 Dimini¢ 2010), a kasnije je utvrden i na drugim lokacijama
u prirodnim sastojinama u kojima pridolazi obi¢ni jasen. Na poljskom jasenu je prvi put
izoliran 2011. godine u podru¢jima dodira areala obi¢nog i poljskog jasena u Republici
Hrvatskoj (Pisarovinski lugovi, Jastrebarski lugovi i Donje Medimurje) te 2015. godine u
Posavini gdje se nalaze najve¢i kompleksi poljskoga jasena u Republici Hrvatskoj (Dimini¢
2015, Miloti¢ i sur. 2016). Iako strani autori gljivu Hymenoscyphus fraxineus smatraju jednim
od primarnih uzro¢nika odumiranja obi¢nog i poljskog jasena u Europi (Bakys i sur. 2009a,
Kréutler i Kirisits 2012, Gross i sur. 2014), navedeni patogen jo$ uvijek nije potvrden kao

primarni uzro¢nik odumiranja poljskoga jasena u nizinskim Sumama Republike Hrvatske.

Kako u odumiranju Sumskih vrsta drveca, odnosno Suma opcenito, sudjeluje viSe razli¢itih
abiotickih i biotickih ¢imbenika, Cesto se provode kompleksna istrazivanja zajednica gljiva i
gljivama sli¢nih organizama na simptomati¢énim i1 vizualno zdravim stablima s ciljem
utvrdivanja njihove uloge u procesu. Gotovo sva istrazivanja tog karaktera na vrstama roda
Fraxinus su izvrSena na obi¢nom jasenu. Tako Griffith i Boddy (1988) navode kako se u
odumiru¢im i1 odumrlim granama obi¢nog jasena mogu ovisno o stadiju odumiranja
razlikovati gljive primarni kolonizatori koje su prisutne u kori zdravih grana a drvo inficiraju
nakon pocetka procesa odumiranja te sekundarni kolonizatori, vrste koje aktivnim ili
pasivnim putem postepeno zamjenjuju primarne.

Przybyt (2002b) na uzorcima korijena mladih stabala obi¢nog jasena s prisutnom trulezi
sitnog korijenja istrazuje pridolazece zajednice gljiva i gljivama slicnih organizama kako bi

kasnije umjetnom inokulacijom u testovima patogenosti mogla odrediti ulogu pojedinih vrsta
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u uzrokovanju trulezi. Najveéi broj razli€itih vrsta otkriva na korijenju najmladih,
jednogodiSnjih stabala, te utvrduje kako neke od najéeSce izoliranih vrsta (Fusarium
oxysporum E.F. Sm. & Swingle, llyonectria destructans (Zinssm.) Rossman, L. Lombard &
Crous, Fusarium solani (Mart.) Sacc.) mogu uzrokovati smede diskoloracije ili nekroze na
inokuliranim sadnicama. Iz korijena takoder dobiva jedan izolat vrste roda Phytophthora ali
ne provodi daljnja ispitivanja patogenosti. Ista autorica istrazuje vrste gljiva koje pridolaze na
izbojcima obi¢nog jasena sa simptomima tamnosmedih nekroti¢nih lezija na kori te smedih
diskoloracija i venuéa listova kako bi utvrdila njihovu ulogu u uzrokovanju navedenih
simptoma (Przybyt 2002a). Za vrstu Botryosphaeria stevensii Shoemaker navodi da ima
ulogu u formiranju nekroza kore na deblu jer opisane simptome uzrokuje na inokuliranim
sadnicama, dok vrsta Fusarium solani uzrokuje smedu diskoloraciju tkiva, ali jedva zamjetnih

razmjera (1 mm oko mjesta inokulacije).

Pukacki i Przybyt (2005) istrazuju vrste gljiva koje pridolaze na nekrotiziranim pupovima te
nekrozama prisutnim na deblu obi¢nog jasena nakon stresa prouzrokovanog mrazom te
opc¢enito niskim temperaturama, navodeci kako ovi abiotski ¢imbenici stvaraju predispoziciju
za pridolazak nekih vrsta gljiva koje potom sudjeluju u procesu odumiranja. Na oba biljna
organa najcesce izoliraju sljedece vrste: Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Gibberella baccata

(Wallr.) Sacc. te Phomopsis scobina Hohn.

Lygis 1 sur. (2005) usporeduju vrste gljiva koje pridolaze na deblima stabala obi¢nog jasena
razliitog zdravstvenog stanja procijenjenog na temelju osutosti kro$nje u sastojinama koje
pokazuju simptome odumiranja kako bi otkrili potencijalne biljne patogene. Na vecini stabala
svih zdravstvenih kategorija otkrivaju prisutnost vrste Armillaria cepistipes Velen. koja se
smatra patogenom slabosti te pretpostavljaju kako zasigurno doprinosi odumiranju te ubrzava
proces u istrazivanim sastojinama. Na korijenju izoliraju i druge vrste potencijalnih patogena
jasena (Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, Botryosphaeria stevensii,
Fusarium solani, llyonectria destructans), iako u manjoj mjeri te bez vidljive povezanosti sa
zdravstvenim stanjem stabala. Takoder ukazuju na razli¢itost zajednica gljiva izmedu zdravih,
odumiruc¢ih 1 mrtvih stabala, koja iako se ¢ini prirodnom, u prijasnjim istrazivanjima nije

zabiljezena.

Bakys i sur. (2006) istrazuju vrste gljiva na oSte¢enom Korijenju stabala obi¢nog jasena u
razli¢itim fazama odumiranja te na izbojcima koji pokazuju simptome razli¢itog intenziteta.
Utvrduju kako postoji pozitivna korelacija izmedu stupnja odumiranja stabala i oStecenosti

korijenovog sustava te kako je na korijenju najzastupljenija Armillaria sp. pritom je ne
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smatrajuci primarnim uzro¢nikom odumiranja. Na izbojcima najc¢es¢e izoliraju sljedece vrste:

Alternaria alternata, Fusarium spp. te Epicoccum nigrum Link.

Nastavno na prethodna istrazivanja, Bakys i sur. (2009b) nastoje razjasniti ulogu gljiva kao
biotskih ¢imbenika koji utjeu na odumiranje obi¢nog jasena istrazujuéi njihove zajednice
koje pridolaze na zdravim te simptomati¢nim izbojcima s razliCitim stupnjevima razvijenih
nekroza. Pritom ne utvrduju znacajne razlike u zajednicama prisutnih vrsta izmedu izbojaka
razliCitih kategorija simptoma ali navode kako odredene vrste u testovima patogenosti
uzrokuju pojavu nekroza kore i kambija na sadnicama obi¢nog jasena (Alternaria alternata,
Epicoccum nigrum, Hymenoscyphus fraxineus i Phomopsis sp.), iako je veéina inokuliranih
sadnica ostala vizualno zdrava, dok s druge strane za neke poznate patogene vrste poput
Gibberella avenacea R.J. Cook, Botryosphaeria stevensii, Phoma spp. te Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel izvjestavaju kako nisu uzrokovale nastanak nekroza na mladim

jasenovim biljkama.

U istrazivanju uloge vrste Hymenoscyphus fraxineus u odumiranju obi¢nog jasena
provedenom iste godine (Bakys i sur. 2009a), autori dio istrazivanja posvecuju i identifikaciji
zajednica gljiva koje nastanjuju liS¢e 1 izbojke s razli¢itim kategorijama simptoma te
utvrdivanju prisutnosti patogenih gljivama slicnih organizama roda Phytophthora u
simptomaticnom biljnom tkivu. Direktnim molekularnim analizama biljnog tkiva bez
prethodne izolacije prisutnih vrsta ne utvrduju prisutnost vrsta roda Phytophthora, a u velikoj
mjeri pronalaze vrste Cryptococcus foliicola Q.M. Wang & F.Y. Bai, Hymenoscyphus
fraxineus, Didymella molleriana (G. Winter) Q. Chen & L. Cai, Boeremia exigua i
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries. Autori navode kako se, iako se sve
nabrojane wvrste osim Hymenoscyphus fraxineus smatraju raSirenim saprotrofima i/ili

endofitima, njihov doprinos odumiranju do odredene mjere ne moze u potpunosti iskljuciti.

Osim na nadzemnim biljnim organima, Bakys i sur. (2011) u odumirué¢im sastojinama
obi¢nog jasena nastoje identificirati prisutne vrste gljiva na korijenovom sustavu stabala
razli¢itog zdravstvenog stanja, odnosno osutosti krosnje te odrediti njihovu ulogu u
odumiranju. Kao i u istrazivanju provedenom 2006. godine, utvrduju pozitivnu korelaciju
izmedu stupnja oStecenosti kroSnje i kolicine odumrlog tkiva u korijenovom sustavu, pritom
identificirajuc¢i vrstu Armillaia cepistipes kao najéesce prisutnu te kao primarnog uzro¢nika
trulezi i sekundarnog ¢imbenika u procesu odumiranja. Od ostalih bazidiomiceta pronalaze
vrste rodova Coprinus, Phanerochaete i Pholiota, a od drugih skupina gljiva najcesce

izoliraju vrste Cylindrocarpon sp., Pseudeurotium bakeri C. Booth, Illyonectria radicicola
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(Gerlach & L. Nilsson) P. Chaverri & Salgado, Scytalidium lignicola Pesante, dvije vrste roda
Xylaria te plijesni rodova Penicillium i Trichoderma, pritom ne nudeci objasnjenje za njihovu

ulogu u odumiranju.

Osim u Europi, sli¢na su istrazivanja na obi¢nom jasenu provedena i na Novom Zelandu
(Chen 2012) kako bi se identificirale zajednice gljiva koje se nalaze u kori, drvu i pupovima
zdravih stabala s ciljem utvrdivanja prisutnosti patogenih vrsta te vrsta uneSenih zajedno s
biljnim materijalom s obzirom da obi¢ni jasen nije autohtona vrsta ve¢ se na Novi Zeland
uvozi. Odredeni broj vrsta izoliranih gljiva je jednak onima nadenim u europskim
istrazivanjima, a neke od njih autor navodi i kao potencijalne patogene obicnog jasena:
Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds, Epicoccum nigrum, Fusarium lateritium, Boeremia
exigua i Venturia fraxini Aderh., koji bi simptome mogli uzrokovati ukoliko dode do

pogorsanja uvjeta za biljku.

U isto¢noj Ukrajini su vrSena istrazivanja vrsta gljiva koje pridolaze u simptomati¢nim i
vizualno zdravim izbojcima te lisnim peteljkama obi¢nog jasena kako bi se usporedbom
nadenih zajednica otkrili potencijalni uzro¢nici nastanka oSte¢enja (Davydenko i sur. 2013).
Patogena gljiva Hymenoscyphus fraxineus je rjede izolirana iz simptomati¢nih tkiva, a
brojnos¢u su je nadmasile vrste Epicoccum nigrum, Venturia fraxini, Colletotrichum
truncatum, Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal) G. Arnaud, Alternaria alternata,
Alternaria sp. i Lophiostoma corticola (Fuckel) E.C.Y. Liew, Aptroot & K.D. Hyde. Autori
navode kako vecina pronadenih vrsta pripada saprotrofima 1 patogenima te kako postoji veza

izmedu vrsta gljiva koje se javljaju te tipa uzorkovanog tkiva.

Kowalski 1 sur. (2016) proucavaju zajednice gljiva u nadzemnim dijelovima obi¢nog jasena s
obzirom na dva stadija razvoja simptoma. Izolacije vrSe iz inicijalnih nekroti¢nih lezija te iz
mrtvih vr$nih dijelova stabljika i grancCica, kako bi identificirali vrste koje bi neovisno ili
nakon infekcije gljivom Hymenoscyphus fraxineus mogle sudjelovati u procesu odumiranja te
one vrste koje sporuliraju na mrtvom tkivu stvaraju¢i inokulum za nove zaraze. Iz pocetnih
nekroza najcesce izoliraju vrstu Hymenoscyphus fraxineus, te potom Alternaria alternata,
Phomopsis velata (Sacc.) Traverso, Botryosphaeria stevensii, Gibberella avenacea R.J. Cook,
Fusarium lateritium i Phomopsis spp., dok u mrtvom tkivu najce$¢e pronalaze Phomopsis
velata, Botryosphaeria stevensii, Lophiostoma corticola, Phomopsis spp., Sirodothis sp. te
Valsa cypri (Tul.) Tul. & C. Tul. Identificirane vrste opisuju kao endofite, oportunisticke
patogene te saprotrofe ¢iju je ulogu u odumiranju potrebno dodatno razjasniti kroz daljnja

istrazivanja.
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Kako bi razjasnili potencijalnu ulogu vrsta gljiva koje su uz Hymenoscyphus fraxineus
najcesce izolirane iz simptomaticnih stabljika 1 grana u odumiranju obi¢nog jasena, Kowalski
i sur. (2017) ispituju njihovu patogenost u testovima inokulacije mladih jasenovih biljaka.
Rezultati istrazivanja su pokazali statisticki znacajnu razliku u patogenosti izmedu vrsta, pri
¢emu je Hymenoscyphus fraxineus vrsta najvece patogenosti, a redom je slijede
Botryosphaeria stevensii i Valsa cypri koje su pokazale vecu patogenost u odnosu na ostale
vrste obuhvacene istrazivanjem. Vrste Fusarium lateritium i Fusarium solani su uzrokovale

simptome statisticki sli¢ne onima nastalima na kontrolnim biljkama koje nisu inokulirane.

Osim istrazivanja pridolaska vrsta u simptomaticnim tkivima sa svrhom otkrivanja
potencijalnih patogena, provode se istrazivanja zajednica gljiva na stablima obi¢nog jasena
razli¢itog zdravstvenog stanja kako bi se utvrdilo imaju li pronadene vrste ulogu u o¢uvanju
vitalnosti stabala koja nisu zahva¢ena odumiranjem (Hanackova 1 sur. 2017). Autori navode
kako su saprotrofne vrste gljiva ¢esce izolirane u proljeée, dok su one patogene brojnije zimi.
Takoder utvrduju da je broj pronadenih vrsta ve¢i u zdravim stablima, te da, iako su dvije
vrste roda Diaporthes u ve¢em broju izolirane iz zdravih u odnosu na simptomati¢na stabla,
nema statisticki znaCajne razlike izmedu zajednica gljiva koje se javljaju na stablima

zahvacenim odumiranjem i onima koja su vizualno zdrava.

Dio provedenih istrazivanja na problematici odumiranja obi¢nog i poljskog jasena je usmjeren
na potencijalnu ulogu patogenih vrsta roda Phytophthora. U pokusima moguénosti $irenja
vrste Phytophthora ramorum iz rasadnika na ostala stabla je utvrdeno kako je lis¢e obi¢nog
jasena osjetljivo na infekciju, dok se deblo pokazalo otpornim u testovima patogenosti
inokulacijom u tkivo mladih stabala, jednako kao i deblo poljskoga jasena (Brasier i Jung
2004). Jung i Nechwatal (2008) na sli¢an nacin ispituju patogenost vrste Phytophthora gallica
T. Jung & Nechw. na obi¢nom jasenu, zakljucujuc¢i kako se radi o biljnoj vrsti visoke
otpornosti na infekcije. Do sli¢nih rezultata, odnosno zaklju¢aka kako je obiCan jasen vrsta
otporna na infekcije dolaze i Mrazkova i sur. (2013) u ispitivanju osjetljivosti stabljika
jasenovih sadnica na vrste Phytophthora multivora P.M. Scott & T. Jung i Phytophthora
plurivora T. Jung & T.l. Burgess, te Durdes (2015) u pokusima inokulacije stabljika mladih

biljaka te tla u kojem su rasle vrstama Phytophthora plurivora te Phytophthora alni.

S druge strane, Orlikowski 1 sur. (2011) u Poljskoj 1 Danskoj otkrivaju prisutnost Cetiri vrste
roda Phytophthora u tlu odumiru¢ih sastojina obi¢nog jasena kao i na nekroti¢nim lezijama na
korijenu i donjem dijelu debla jasenovih stabala, od kojih tri poznate (P. cactorum (Lebert &

Cohn) J. Schrét., P. plurivora, P. gonapodyides) te jednu nepoznatu vrstu imenovanu kao
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Phytophthora takson salixsoil. Od nabrojanih vrsta tri su pokazale patogenost (P. cactorum,
P. plurivora i P. taxon salixsoil) na korijenu, deblu i listovima obi¢nog jasena u pokusima
inokulacije samih biljaka te na sitnom korijenju sadnica u pokusima inokulacije tla, zbog Cega
autori zakljucuju kako ovi gljivama sli¢ni organizmi sudjeluju u odumiranju sastojina obi¢nog
jasena, moguce kao predisponirajuci ¢imbenici za pridolazak patogene gljive Hymenoscyphus

fraxineus.

Istrazivanje uloge vrsta roda Phytophthora u odumiranju poljskoga jasena provode AKkilli i
sur. (2013b) u Turskoj u sastojinama sa simptomima odumiranja koji nisu karakteristi¢ni za
infekciju patogenom Hymenoscyphus fraxineus. Izolacijama iz tla utvrduju prisutnost vrste
Phytophthora takson salixsoil te potvrduju njenu patogenost na stabljikama dvogodi$njih
sadnica poljskoga jasena, navode¢i je kao primarnog uzro€nika odumiranja istrazivanih

jasenovih sastojina.

Osim u jasenovim sastojinama, u Europi je dosad provedeno nekoliko istrazivanja usmjerenih
na identifikaciju gljivama sli¢énih organizama u tlu i njihovu potencijalnu ulogu u procesu
odumiranja i u drugim nizinskim Sumskim ekosustavima. Tako je u sastojinama hrasta
luznjaka razli¢itog zdravstvenog stanja u Njemackoj (Jung i sur. 2000), Italiji (Vettraino i sur.
2002), Svedskoj (Jonsson i sur. 2003), Austriji (Balci i Halmschlager 2003b), Turskoj (Balci i
Halmschlager 2003a) i Poljskoj (Jankowiak i sur. 2014) utvrdeno kako postoji odredena
povezanost pronadenih vrsta roda Phytophthora u tlu i zdravstvenog statusa stabala. Dio
dosad provedenih istrazivanja usmjerenih prvenstveno na identifikaciju vrsta roda
Phytophthora, takoder opisuje prisutnost vrsta rodova Pythium i Phytopythium u Sumskim
tlima, ali bez potvrde njihovog utjecaja na zdravstveno stanje stabala (Jung i sur. 2000, Balci i
Halmschlager 2003b, a, Jonsson i sur. 2003, Jankowiak i sur. 2015). Osim u tlu, vrste rodova
Phytophthora i Pythium su identificirane u rije¢nim tokovima u blizini zaraZzenih Sumskih

podrucja u Poljskoj i Ukrajini (Matsiakh i sur. 2016).
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1.5 Ciljevii hipoteze istrazivanja

S obzirom da je odumiranje Sumskih vrsta drveca posljedica djelovanja razli¢itih abiotickih i
biotickih ¢imbenika koji na zdravstveno stanje stabala utjecu istovremeno ili se sukcesivno
izmjenjuju, svrha ovog istraZivanja je bila ispitati ulogu gljiva i gljivama sli¢nih organizama u
odumiranju poljskoga jasena koje je posljednjih nekoliko godina u velikoj mjeri zabiljeZeno u
Republici Hrvatskoj. Pritom je istrazivanje bilo usmjereno na pronalazenje i identifikaciju
gljiva i njima sli¢nih organizama u okolnom tlu te na korijenovom sustavu i donjem dijelu
debla jasenovih stabala kako bi se uz prijasnja istrazivanja koja su se uglavnom odnosila na
nadzemne dijelove stabala, poglavito krosnju, dobio sveobuhvatan uvid u ulogu navedenih
skupina organizama u odumiranju. Kako se najve¢i kompleksi sastojina poljskoga jasena
nalaze u gornjoj Posavini, za istraZivanje su odabrane prirodne sastojine smjeStene u tom
podrucju. S obzirom na podatke i rezultate slicnih istrazivanja opisanih u prethodnim
poglavljima, u ovome radu su postavljeni sljedeci ciljevi, koji su s obzirom na one poc¢etno

zamiSljene dodatno proSireni tijekom napretka samog istrazivanja:

= utvrditi taksonomske jedinice gljiva i gljivama sli¢nih organizama koje dolaze na
korijenovom sustavu i donjem dijelu debla poljskoga jasena te okolnom tlu u
sastojinama s problemom odumiranja koriste¢i razli¢ite metode uzorkovanja, izolacije 1
identifikacije,

= kategorizirati identificirane taksonomske jedinice prema nacinu zivota i ishrane,

= usporediti raznolikost skupina utvrdenih taksonomskih jedinica, odnosno njihovu
distribuciju s obzirom na zdravstveno stanje stabala, kategoriju uzorka (mikrolokaciju

izolacije) te geografsku lokaciju uzorkovanja,

= odrediti postoji li povezanost izmedu prisutnih taksonomskih jedinica te simptoma i
stupnja osutosti kroSnje, odnosno narusavaju li prisutne taksonomske jedinice

zdravstveno stanje poljskoga jasena,

= odrediti postoji li povezanost identificiranih taksonomskih jedinica s geografskim

lokacijama uzorkovanja,

= utvrditi je li osutost kroSnje dobar pokazatelj zdravstvenog stanja korijena i donjeg

dijela debla poljskoga jasena u sastojinama s problemom odumiranja,

= utvrditi jesu li u tlu sastojina poljskoga jasena sa simptomima odumiranja prisutne

patogene vrste roda Phytophthora.
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U skladu s postavljenim ciljevima rada, oCekuje se kako ¢e rezultati potvrditi sljedece

hipoteze:

= U tlu, na korijenovom sustavu i donjem dijelu debla poljskoga jasena postoji velik broj
neidentificiranih i/ili u Republici Hrvatskoj dosad nezabiljezenih taksonomskih jedinica

koje pripadaju gljivama i njima sli¢cnim organizmima.

= Velik broj gljiva 1 njima slicnih organizama koji Zive u tlu 1 na korijenovom sustavu

pripadaju simbiotskim gljivama, saprotrofima i parazitima (patogenima).

= Postoji razlika u raznolikosti skupina taksonomskih jedinica, odnosno njihovoj
distribuciji s obzirom na zdravstveno stanje stabala, kategoriju uzorka (mikrolokaciju

izolacije) te geografsku lokaciju uzorkovanja.

= Postoji povezanost izmedu prisutnih taksonomskih jedinica te simptoma i Stupnja

osutosti kros$nje, odnosno one utje¢u na zdravstveno stanje poljskoga jasena.

= Postoji povezanost identificiranih taksonomskih jedinica s geografskim lokacijama

uzorkovanja.

= Osutost krosnje je dobar pokazatelj zdravstvenog stanja korijena i donjeg dijela debla

poljskoga jasena u sastojinama s problemom odumiranja.

= U tlu sastojina poljskoga jasena sa simptomima odumiranja su prisutne patogene vrste

roda Phytophthora.

Kako gljive i njima sli¢ni organizmi mogu mijenjati nacin zivota i ishrane s obzirom na stanje
u kojem se nalaze, okoliSne ¢imbenike te stanje dostupne biljke, istrazivanje nece biti
ograni¢eno samo na poznate patogene, ve¢ ¢e obuhvatiti sve vrste koje je moguce izolirati u
datom vremenu i mjestu, kako bi se dobio uvid u njihov moguci utjecaj na zdravstveno stanje
stabala, ¢ime ¢e se ujedno postaviti temelj za naknadna dodatna istraZivanja pojedinih vrsta
ukoliko se to pokaze potrebnim. Osim gljiva obuhvatiti ¢e se 1 gljivama slicni organizmi zbog
njihove sve izrazenije uloge u odumiranju Sumskih ekosustava. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu
da je dosad poznat malen broj vrsta navedenih organizama u odnosu na procijenjeno stanje
brojnosti, ocekivani rezultat istrazivanja je ujedno i doprinos poznavanju bioraznolikosti i
rasprostranjenosti gljiva i gljivama sli¢nih organizama u Sumskim ekosustavima Republike

Hrvatske.
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2. MATERIJALI | METODE RADA

2.1 Podrudje istraZzivanja

Istrazivanje je provedeno u prirodnim sastojinama u kojima postoji problem odumiranja
poljskoga jasena na podruéju gornje Posavine kako ga definiraju Skori¢ i sur. (1989), Gra¢an i
sur. (1995) te Ani¢ (2001), jer se tamo nalaze najve¢i kompleksi Suma poljskoga jasena u
Republici Hrvatskoj (Ani¢ 2001). Lokacije uzorkovanja su obuhvatile GJ Josip Kozarac na
podruéju $umarije Lipovljani (USP Zagreb), GJ Crnovicak na podrudju Sumarije Dugo Selo
(USP Zagreb) te GJ Trstika na podruéju Sumarije Novska (USP Nova Gradiska). Opéeniti
podaci o hidrografskim i klimatskim prilikama za Sire podrucje istrazivanja su preuzeti iz

trenutno vazec¢ih osnova gospodarenja za svaku od nabrojanih gospodarskih jedinica.

Sve tri obuhvacene gospodarske jedinice su pod ve¢im ili manjim utjecajem posljedica
regulacije prirodnih vodotoka. GJ Crnovigak se nalazi u nizinskom poplavnom podrugju
rijeke Save i njenih pritoka Crnec, Zelina i Lonja koji su u proslosti regulirani izgradnjom
nasipa, produbljenjem 1 proSirenjem korita te ravnanjem toka na mjestima izrazenog
meandriranja zbog ¢ega danas potoci Crnec i Zelina vise imaju karakteristike kanala nego
prirodnih tokova. Na podru¢ju GJ je takoder radi odvodnje s poljoprivrednih povrSina
prokopana mreza kanala koji se spajaju na prirodne vodotoke te jednim dijelom presijecaju
sumske komplekse (Osnova gospodarenja za GJ ,,.Crnovi¢ak™, 2009). Iako rijeka Sava nigdje
ne dotiCe sastojine GJ Josip Kozarac, smatra se prevladavaju¢im razvojnim ¢imbenikom tog
prostora putem podzemnih i poplavnih voda te kroz razne pritoke na kojima su takoder vrSene
odredene regulacije (Osnova gospodarenja za GJ ,,Josip Kozarac®, 2015). Vodni rezim GJ
Trstika je takoder pod velikim utjecajem rijeke Save te njenih pritoka, ¢ijom je regulacijom te
prokopavanjem drugih kanala za odvodnju doslo do isuSivanja velikog broja niza (Osnova

gospodarenja za GJ ,,Trstika®, 2011).

Pregled prosje¢nih vrijednosti osnovnih parametara klime je prikazan graficki, pri ¢emu su za
GJ Crnovicak koristeni klimatski podaci meteoroloske postaje Zagreb Maksimir za razdoblje
1961.-1990. godine, dok su za GJ Josip Kozarac i GJ Trstika koristeni podaci meteoroloske
postaje Lipovljani za isto razdoblje (Slika 4, Slika 5).
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Slika 6. Lokacije uzimanja uzoraka (DS - Dugo Selo odsjek 16g; LIP 1-4 - Lipovljani odsjeci 74a, 74b, 80a, 71d;
NOV - Novska odsjek 37b)

Na podruc¢jima Sumarija Dugo Selo i Novska je odabrana po jedna sastojina, odnosno odsjek,
u kojima su provedena sva uzorkovanja, dok su na podruc¢ju Sumarije Lipovljani odabrane

Cetiri sastojine, medusobno smjestene u neposrednoj blizini te unutar jedne gospodarske
jedinice (Slika 6).

Na podrucju Sumarije Dugo Selo su uzorci sakupljani u mjeSovitoj sastojini poljskoga jasena 1
crne johe (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.), s udjelom poljskoga jasena u drvnoj zalihi od
35,46 %, te u kojoj je jasen nastao iz sjemena, a joha iz panja (Tablica 4). Stabla crne johe
nisu narusenog zdravstvenog stanja, za razliku od stabala poljskoga jasena koja u ve¢em broju
pokazuju simptome odumiranja. Zbog ¢es¢ih progala u sklopu u sloju grmlja pridolazi obi¢na

kupina (Rubus fruticosus agg.).

Na podruéju kojim gospodari Sumarija Lipovljani su stabla uzorkovana u odsjecima 74a, 74b,
80a te 71d u gospodarskoj jedinici Josip Kozarac. Iako je odsjek 74a mjeSovita sastojina
hrasta luznjaka (Quercus robur L.) s manjim udjelom poljskoga jasena (udio u ukupnoj
drvnoj zalihi = 16,11 %), mjestimice se u odsjeku nalaze depresije u kojima se dulji
vremenski period zadrzava voda, zbog Cega tu u ve¢im skupinama prirodno pridolazi poljski
jasen, koji je u trenutku provodenja istrazivanja pokazivao simptome odumiranja. U
susjednom odsjeku 74b, staroj sastojini hrasta luznjaka 1 poljskoga jasena (udio u ukupnoj
drvnoj zalihi = 33,94 %), na juznom dijelu pridolazi samo poljski jasen (na priblizno 0,5 ha)

uglavnom narusenog zdravstvenog stanja. U navedenim su odsjecima uzorkovanja izvrSena na
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stablima poljskoga jasena koja Cine opisane vece skupine unutar sastojina hrasta luznjaka.
Preostala dva odsjeka na podru¢ju Sumarije Lipovljani u kojima su izvrSena uzorkovanja, 80a
1 71d, su Ciste srednjedobne sastojine poljskoga jasena nastale iz sjemena, u kojima su takoder
primijeceni simptomi odumiranja na stablima (Tablica 4). U navedenim je sastojinama sloj
grmlja slabije razvijen te u sloju prizemnog ras¢a u Cistim jasenicima uglavnom pridolazi

drijemovac (Leucojum aestivum L.).

Tablica 4. Osnovni podaci o sastojinama u kojima je izvrSeno uzorkovanje preuzeti iz vaze¢ih osnova
gospodarenja

Lokacua_ Uredajni razred Fitocenoza Star_o st Bonitet Tip tla
uzorkovanja (godine)
Dugo Selo, GJ | Poljskijaseniz | SU™a pOESkO.ga IMocvam(l) .
Crnovicak, 16g sjemena Jasena s kasnim 30 | glejno (_eug_ &)
’ drijemovcem - epiglej
Lipovljani, GJ Hrast luzniak iz Suma hrasta Mocvarno
Josip Kozarac, sieme ria luznjaka i 24 1 glejno (euglej)
T4a ) obi¢noga graba - epiglej
Lipovljani, GJ Hrast luzniak iz Suma hrasta Mo¢varno
Josip Kozarac, sieme ria luZnjaka s velikom 137 1 glejno (euglej)
74b ) zutilovkom - epiglej
Lipovljani, GJ Poljski jasen iz Suma poljskoga Mo¢varno
Josip Kozarac, siemena jasena s kasnim 45 | glejno (euglej)
80a ) drijemovcem - epiglej
Lipovljani, GJ Poljski jasen iz Suma poljskoga Mocvarno
Josip Kozarac, siemena jasena s kasnim 40 | glejno (euglej)
71d ) drijemovcem - epiglej
Novska, G] | Poljskijaseniz | SUm@ pOESk".ga ocvarno
Trstika, 37b sjemena Jasena s kasnim 25 | gleno ((_aug_ej)
’ drijemovcem - amfiglej

Na podruc¢ju Sumarije Novska su uzorkovanja izvrSena u odsjeku 37b gospodarske jedinice
Trstika u Cistoj sastojini poljskoga jasena na nizi (Tablica 4), u kojoj samo pojedina¢no
pridolaze stabla drugih vrsta drveca kao §to su crna joha i hrast luznjak. U sloju grmlja gusto
pridolazi ¢ivitnjaca (Amorpha fruticosa L.). Poljski jasen je, kao i na prethodnim lokacijama,

u vrijeme sakupljanja uzoraka pokazivao simptome odumiranja.
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2.2 Istrazivanje pridolaska gljiva i gljivama slicnih organizama u okolnom

tlu i na stablima razliitog zdravstvenog stanja
Kako su neki od ciljeva ovog istrazivanja bili usporediti taksonomske jedinice gljiva i
gljivama sli¢nih organizama s obzirom na njihov pridolazak na stablima razliCitog
zdravstvenog stanja te odrediti postoji li povezanost izmedu utvrdenih taksona te kategorije
osutosti kroSnje, na svakoj je od prethodno opisanih lokacija, odnosno gospodarskih jedinica,
odabrano po 30 stabala razli¢itog zdravstvenog stanja na kojima i oko kojih su se sakupljali
uzorci za potrebe izolacije navedenih organizama u razdoblju od kraja travnja do kraja rujna
2016. godine.

2.2.1 Odabir stabala i procjena kategorije zdravstvenog stanja

Za potrebe ovog istrazivanja je kao indikator zdravstvenog stanja stabala odabrana osutost
krosnje (Prpi¢ 1992, Dobbertin i Brang 2001) koja se na terenu procjenjivala prema
prilagodenoj metodologiji Medunarodnog programa za procjenu i motrenje utjecaja zratnog
onecis¢enja na Sume, takozvanog ICP Forests (Lakatos i sur. 2014, Potoci¢ 1 sur. 2016).
Stabla su na temelju osutosti procijenjene u odnosu na teoretsko referentno stablo (najbolje
stablo odredene vrste drveca uzimajuci u obzir sve stani$ne uvjete, dob stabla i dr.) svrstana u
tri kategorije osutosti kroSanja (Tablica 5), odnosno tri kategorije zdravstvenog stanja (Slika
7), pri ¢emu su se stabla u zdravstvenoj kategoriji 1 smatrala zdravima, u zdrav. kategoriji 2
stablima naruSenog zdravstvenog stanja, a u zdrav. kategoriji 3 odumiru¢im stablima,
odnosno onima koja imaju najveéi rizik odumiranja (Dubravac i sur. 2011). Mrtva stabla sa
osuto$¢u krosnje od 100 % se nisu uzimala u obzir. Procjena se vrsila uz pomo¢ dalekozora
kako bi se izuzela ona stabla Cija je osutost krosnje posljedica djelovanja kukaca defolijatora

(npr. Stereonychus fraxini Deg.).

Tablica 5. Kategorije osutosti kro$anja, odnosno zdravstvenog stanja stabala s obzirom na postotak gubitka lis¢a

Klasa, stupanj osutosti kro$nje te postotak gubitka li§¢a Kategorija zdrav. stanja, stupanj osutosti
prema Pravilniku o na¢inu motrenja oStecenosti Sumskih kros$nje te postotak gubitka lis¢a koristeni u
ekosustava (NN 76/2013, 122/2014) ovom istrazivanju
0 nema osutosti 0-10 % 1 nema osutosti ili blaga 0-25 %
1 blaga osutost 11-25 % osutost
2 umjerena osutost 26-60 % 2 umjerena osutost 26-60 %
3 jaka osutost 61-99 % 3 jaka osutost 61-99 %
4 mrtvo stablo 100 % - - -
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Slika 7. Kategorije zdravstvenog stanja 1, 2 i 3 stabala poljskoga jasena (gledano slijeva)

2.2.2 Sakupljanje uzoraka na terenu

Na svakoj lokaciji, odnosno gospodarskoj jedinici, je odabrano 30 stabala poljskoga jasena,
od toga po 10 iz svake kategorije zdravstvenog stanja, s kojih su sakupljani uzorci korijena i

donjeg dijela debla te uzorci tla u njihovoj neposrednoj blizini (Prilog 1).

Poduzorci tla su uzimani na Cetiri medusobno nasuprotne tocke na rubu projekcije krosnje na
tlo, odnosno na udaljenosti od 0,5 do 1 m od baze debla, ovisno o promjeru kro$nje
promatranog stabla (Slika 8). Dubina uzimanja poduzoraka je ovisila o staniSnim i
sastojinskim prilikama (vlaznost tla, prisutnost i struktura sloja prizemnog rasc¢a i grmlja) te je
iznosila 10 do 20 cm. Poduzorci tla su odmah na terenu pomijesani u jedan uzorak volumena

priblizno dvije litre za svako stablo (Akilli i sur. 2013Db).
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Slika 8. Uzimanje poduzoraka tla na Getiri medusobno nasuprotne to¢ke na rubu projekcije krosnje na tlo

Na svakom je uzorkovanom stablu iskopana jedna korijenova zila duljine do najvise 1 m
pocevsi od baze debla, zajedno sa sitnim bo¢nim i terminalnim korijenjem (Bakys i sur.
2011). Uzorci donjeg dijela debla su uzimani pomocéu Presslerovog svrdla (promjera 5,15
mm), na dvije medusobno nasuprotne strane debla, osim u sluc¢ajevima gdje su na deblima
postojali vidljivi simptomi poput uleknuca, diskoloracija i/ili nekroza, kada su uzorci uzimani
na prijelazu simptomati¢nog u zdravo tkivo (Lygis 1 sur. 2005). Uzorkovanje donjeg dijela
debla je vrSeno na najmanjoj mogucoj visini od tla, $to je s obzirom na duljinu rucke svrdla
iznosilo 20 cm, a sakupljeni izvrci su bili promjera priblizno 0,5 cm te duljine 10 do 15 cm,

ovisno o promjeru donjeg dijela debla te gusto¢i godova (Slika 9).

Sav alat koriSten na terenu za uzimanje uzoraka je ociS¢en te steriliziran prskanjem etanolom
(C2HsOH, 70 %) prije uzorkovanja svakog sljedecCeg stabla. Svi uzorci su odmah na terenu
spremljeni u zasebne zatvorene plasti¢ne vreéice i pohranjeni u rashladnu torbu te isti ili
najkasnije sljede¢i dan transportirani na daljnju obradu u Laboratorij za patologiju drveca

Zavoda za zastitu Suma i lovno gospodarenje na Sumarskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu.
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2.2.3 lzolacija gljiva i gljivama sli¢nih organizama iz uzoraka tla i biljnog tkiva

Izolacija iz tla je vrSena pomoc¢u dvije neposredne (Slika 10) te jedne posredne metode. Prva
je metoda ukljucivala visestruko razrjedivanje vodene suspenzije tla (soil dilution plate
method), gdje je 1 g tla rasprSeno u 10 ml sterilne destilirane vode (sterilizacija u autoklavu na
121 °C, 20 min) koriStenjem magnetske mijesalice (300 — 400 o/min, 20 min), a potom je
serijskim razrjedenjem u sterilnoj destiliranoj vodi dobivena suspenzija kona¢ne koncentracije
1.000 x manje u odnosu na pocetnu. Jedan mililitar razrijedene suspenzije je ravnomjerno
pipetiran na dno Petrijeve zdjelice te prekriven s priblizno 20 ml tekuée hranjive podloge

ohladene na 45 — 55 °C (Waksman 1922).

Druga metoda izolacije iz tla je ukljucivala ravnomjerno postavljanje usitnjenih komadiéa tla
(soil plate method) mase 0,001 g na dno Petrijeve zdjelice te prekrivanje s priblizno 20 ml
tekuce hranjive podloge ohladene na 45 — 55 °C (Warcup 1950).

31



Kranjec, J., 2017. Doktorski rad 2. MATERIJALI | METODE

Slika 10. Dvije neposredne metode izolacije gljiva i GSO iz tla koriStene u istraZivanju

Trec¢om, posrednom metodom (soil baiting method) se prvenstveno nastojalo otkriti prisutnost
gljivama sli¢nih organizama u tlu, pri ¢emu je koristena djelomi¢no prilagodena metoda
potapanja tla (Themann i Werres 1999). Od svakog uzorka tla je po 250 ml ravhomjerno
rasporedeno u plasti¢ne posude dimenzija 23,5 x 15 x 5 cm te potopljeno ultracistom vodom
(0,055 uS/cm) volumena 500 ml, tako da je povrSina vode bila 1 do 2 cm iznad povrSine tla.
Zatim je na povrSinu vode postavljeno 3 do 5 svjeze ubranih mladih listova jasena (Fraxinus
spp.) ili javora klena (Acer campestre L.) te razvijenih listova rododendrona (Rhododendron
catawbiense Michx.), koji su prethodno temeljito oprani vodom iz slavine te zatim povrSinski
sterilizirani uranjanjem u 0,5 % otopinu klorovodi¢ne kiseline (HCl(aq)) u trajanju od 5 min,
potom isprani u sterilnoj destiliranoj vodi te ostavljeni da se u potpunosti osuse u laminarnom
kabinetu za rad u atmosferi ¢istog zraka. Posude s postavljenim listovima su lagano
zaklopljene ostavljane na sobnoj temperaturi i prirodnom rezimu svjetlosti 2 do 8 dana,
odnosno do pojave prvih simptoma infekcije gljiva ili gljivama sli¢nih organizama na lis¢u
(kloroza i nekroza). Listovi na kojima su se razvili simptomi su oprani vodom iz slavine,
povrsinski sterilizirani uranjanjem u 0,04 % otopinu natrijevog hipoklorita (NaOCI) na
1 do 2 minute, zatim tri puta isprani u sterilnoj destiliranoj vodi te ostavljeni da se u
potpunosti osuse unutar laminarnog kabineta za rad u atmosferi ¢istog zraka. Komadi¢i listova
s rubova kloroza i/ili nekroza priblizne veli¢ine 3 x 3 mm su postavljeni na hranjive podloge u

Petrijeve zdjelice.

Sa uzoraka korijenovih zila su uzeta dva poduzorka tkiva na rubovima vidljivih diskoloracija
1/ili nekroza, odnosno iz zdravog tkiva u sluc¢ajevima gdje su simptomi izostali. Sa svake je
korijenove Zile uzet i uzorak sitnog bo¢nog ili terminalnog korijenja. Poduzorci su temeljito
isprani vodom iz slavine uz grubo cetkanje kako bi se uklonili ostaci tla te sve ostale

necistoce, te potom povrsinski sterilizirani uranjanjem u 0,5 % otopinu natrijevog hipoklorita
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na tri minute, zatim u 70 % etanol na jednu minutu te naposljetku isprani tri puta u sterilnoj
destiliranoj vodi i ostavljeni da se osuse unutar laminarnog kabineta za rad u atmosferi Cistog
zraka (Greenfield i sur. 2015). Poduzorci sitnog korijenja duljine priblizno 1 ¢cm su na
hranjive podloge postavljeni zajedno sa korom, dok su sa poduzoraka korijenovih zila

uklonjeni kora te floem i uzeti komadici tkiva drva veli¢ine priblizno 5 x 5 mm.

Svaki od dva uzeta poduzorka donjeg dijela debla (dva izvrtka) je povrSinski steriliziran
zasebnom metodom. Prva je metoda ukljucivala uranjanje izvrtaka na nekoliko sekundi u
0,5 % otopinu klorovodi¢ne kiseline te ispiranje u sterilnoj destiliranoj vodi, nakon ¢ega su se
izvrci suSili u laminarnom kabinetu za rad u atmosferi Cistog zraka, dok je druga metoda
ukljucivala uranjanje izvrtaka u 70 % etanol na 1 do 2 sekunde te potom kratko izlaganje
plamenu (Hoff i sur. 2004). Izvrci su bili prerezani na 2 — 3 kraca dijela te u tom obliku

postavljeni na hranjive podloge u Petrijeve zdjelice.

Sav koristeni pribor i alat (Skalpeli, pincete i sl.) za pripremu tla i biljnog tkiva su prije svakog
sljedeceg uzorka sterilizirani uranjanjem u 96 % etanol te kratko izlozeni plamenu dok etanol
ne ishlapi. Plasti¢no i stakleno posude koje se upotrebljavalo je prije postupka izlozeno UV

svjetlosti u laminarnom mikrobioloSkom kabinetu na najmanje 30 minuta.

Za izolaciju gljiva i gljivama sli¢nih organizama iz svih kategorija uzoraka su koristene
Petrijeve zdjelice promjera 9 cm s prosjecno 20 ml PDA (Potato Dextrose Agar,
ThermoFisher Scientific, SAD) hranjive podloge s dodatkom antibiotika (streptomicin sulfat,
0,2 g/1 L, Sigma-Aldrich, SAD). Petrijeve zdjelice s tlom i biljnim tkivom za izolaciju su
inkubirane u tami na temperaturi od 19 — 21 °C u komori rasta te svakodnevno pracene u
vremenskom razdoblju od mjesec dana. Dobiveni miceliji su redovito presadivani u nove

Petrijeve zdjelice na PDA hranjive podloge kako bi se dobile Ciste kulture.

2.2.4 ldentifikacija taksonomskih jedinica izoliranih organizama molekularnim
metodama

Dobivene cCiste kulture micelija su na temelju morfoloskih znacajki promatranih golim okom i
mikroskopom (Olympus BX41) grupirane u morfotipove. Promatrane morfolo§ke znacajke su
ukljucivale boju i teksturu micelija, obojenje hranjive podloge, boju na poledini Petrijeve
zdjelice, brzinu rasta, te veli¢inu, boju i oblik spora ukoliko su bile prisutne. Za vecinu je
utvrdenih morfotipova odabran jedan reprezentativni izolat za identifikaciju vrste

molekularnim metodama, dok su za neke morfotipove koji su bili zastupljeni s velikim brojem
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izolata ili su na temelju morfoloskih znacajki prepoznati kao vrste potencijalnih patogena,

odabrana dva do ¢&etiri izolata.

Izolacija DNA iz micelija je vrSena fenol-kloroform metodom uz odredene prilagodbe
(Allemann i sur. 1999). lzolati su uzgojeni na MEA (Malt Extract Agar, ThermoFisher
Scientific, SAD) hranjivim podlogama na sterilnim celofanskim diskovima (Cellophane
Membrane Backing, Bio-Rad, SAD) u tami na 21 °C. Priblizno 50 mg micelija starog sedam
dana je odvagano za svaki izolat. Tkivo je homogenizirano mehanicki u mikroepruvetama
(2 ml) uz prisustvo tekuceg dusika (N3), nakon ¢ega je uzorcima dodano po 800 ul pufera za
lizu (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 % SDS, pH 8) i jednak volumen smjese

fenol:kloroform:izoamilni alkohol u omjeru 25:24:1 (Slika 11).

»\

e I = i}
Slika 11. Neke od faza protokola za izolaciju genomske DNA: priprema 50 mg micelija, homogenizacija tkiva,
pipetiranje pufera za lizu

Zatim su mikroepruvete podvrgnute mijeSanju na vrtloznoj mijesalici te potom centrifugiranju
(Eppendorf AG 5804 R laboratorijska centrifuga) 10 minuta na 5000xg, nakon ¢ega je vodena
faza otpipetirana u novu mikroepruvetu u koju je dodan jednak volumen otopine
kloform:izoamilni alkohol omjera 24:1. Nakon ponovnog mijeSanja na vrtloznoj mijesalici i
centrifugiranja 10 minuta na 5000xg, vodena faza je otpipetirana u novu mikroepruvetu u
koju je dodan jednak volumen izopropanola. Slijedilo je ru¢no mijeSanje mikroepruveta
okretanjem te centrifugiranje 20 minuta na 15000xg i 4 °C, nakon Cega je supernatant
dekantiran, a dobiveni talog DNA ispran s 500 ul ledeno-hladnog 70 % etanola. Nakon
centrifugiranja 3 minute na 15000xg i 4 °C je etanol dekantiran, a talog DNA osusen
priblizno 10 minuta na zraku te naposljetku otopljen u 50 ul TE pufera (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8,0) te u tom obliku pohranjen na 4 °C do daljnje obrade. Provjera kvalitete i
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kvantitete dobivene DNA je vrSena na biofotometru (Eppendorf AG; Plus 6132) pri ¢emu je
pocetna DNA razrijedena 50 x u TE puferu (5 pl pocetne otopine DNA + 245 ul TE pufera).

U lancanoj reakciji polimerazom (PCR) je umnazana ITS regija izolirane genomske DNA
(Schoch i sur. 2012) koristenjem pocetnica ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3") 1 ITS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC3') (White i sur. 1990). Kona¢ne koncentracije pojedinih
sastojaka smjese za PCR (Tablica 6) te uvjeti reakcije (Tablica 7) su odredeni empirijski.
Uzorci DNA c¢ije ciljane sekvence nisu uspjesno umnoZene pri navedenim uvjetima su
prociséeni od zaostale RNA te pretaloZeni solima i etanolom, nakon ¢ega su podvrgnuti

reakcijama u promijenjenim uvjetima i s dodatkom aditiva u smjesi (Tablica 8).

Tablica 6. Sastav smjese za izvodenje PCR reakcije

Sastojak* Podetna koncentracija Konaénarlégﬂgzztracija za Volumen(zsl)l reakciju

Tag DNA polimeraza 5 U/ul 1U/50 ul 0,2
pocetnica ITS1 10 uM 0,4 uM 2
pocetnica ITS4 10 uM 0,4 uM 2
dNTP smjesa 10 mM 0,2 mM 1
MgCl, 25 mM 1,5mM 3
pufer za PCR 10 x 1x 5

sterilna H,O - - 35,8
DNA Kalup - 3-90 ng/ul 1
Ukupno 50

* Za PCR su koristeni reagensi proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD)

Tablica 7. Uvjeti lanCane reakcije polimerazom

35 ciklusa o
Pocetna — — Zavrsno produljivanje lanca
denaturacija Denaturacija Sparivanje Produljivanje lanca DNA
pocetnica DNA
5min na 95 °C 30sna95°C | 45snabd0°C 90sna72°C 5minna72°C

Kako bi se iz uzoraka DNA uklonila zaostala RNA, u svaki su uzorak dodana 2 pnl
ribonukleaze A koncentracije 10 pg/ml (Rnase A, ThermoFisher Scientific, SAD), nakon ¢ega
su uzorci inkubirani 30 minuta na 37 °C. Za ponovno talozenje DNA je uzorcima dodana
otopina natrijevog klorida (5 M NaCl, Sigma-Aldrich, SAD) do kona¢ne koncentracije 0,3 M
te nakon rucnog mijeSanja okretanjem mikroepruvete, dvostruki volumen hladnog 96 %

etanola (u odnosu na postoje¢i volumen u mikroepruveti). Uzorci su ponovno ru¢no
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pomijesani okretanjem mikroepruveta te pohranjeni na -80 °C na 30 minuta, nakon ¢ega su
centrifugirani 10 minuta pri 13000xg i 4 °C. Nastali supernatant je uklonjen pipetiranjem, a
dobivenom talogu DNA dodano 500 ul hladnog 75 % etanola. Nakon $to su uzorci jo§ jednom
centrifugirani 10 minuta pri 13000xg i 4 °C, etanol je dekantiran a talog DNA otopljen u

50 ul TE pufera nakon §to se susio na zraku priblizno 10 minuta (Sambrook i Russel 2001).

Tablica 8. Prilagodba uvjeta i/ili komponenata prvotne PCR reakcije

Nezadovoljavajuéi rezultat u Prilagodba uvjeta i komponenata Broj uzoraka genomske DNA
prvotnoj PCR reakciji prvotne PCR reakcije podvrgnutih prilagodenoj reakciji

smanjenje temperature sparivanja
izostanak PCR produkta pocetnica na 47 °C, dodatak 4 % 8
DMSO u reakciju

smanjenje temperature sparivanja
pocetnica na 47 °C, dodatak 4 %

. L . 1
DMSO u reakciju, smanjenje broja
ciklusa na 30
povecéanje temperature sparivanja
< o N
pojava nespecifiénih PCR pocetnica na 57 . ,C’ doda’t'ak 4' %
DMSO u reakciju, skra¢ivanje
produkata 1

vremena sparivanja pocetnica i
produljivanja lanca DNA na 30,
odnosno 60 s

poveéanje temperature sparivanja
pocetnica na 57 °C, dodatak 4 % 6
DMSO u reakciju

PCR produkti nedovoljne

.. canj ja ciklusa n 7
koncentracije povecanje broja ciklusa na 38

Sve PCR reakcije su se izvodile na uredaju Eppendorf AG Mastercycler EP Gradient u
pojedina¢nom volumenu od 50 pl. Tijekom svakog izvodenja reakcije je ukljucena i
negativna kontrola (1 pl sterilne H,O umjesto DNA kalupa). Dobiveni PCR produkti su nakon
provjere elektroforezom u agaroznom gelu bili pohranjeni na -20 °C do pripreme za slanje na

odredivanje slijeda nukleotida (sekvenciranje).

Specifi¢nost, duljina (pb) te priblizna koncentracija dobivenih PCR produkata su provjerene
elektroforezom u 1,5 % agaroznom gelu (0,375 g agaroze u 25 ml 1x TBE (89 mM Tris-borat,
2 mM EDTA) pufera, Lonza Rockland, SAD) pri naponu od 55 V te u trajanju od 90 minuta.
U gel se prethodno dodavala boja za vizualizaciju nukleinskih kiselina GelStar Nucleic Acid
Gel Stain (Lonza Rockland, SAD) kona¢ne koncentracije 1x. U jaZice gela je nano$eno po

1 pl svakog PCR produkta pomijeSanog s 4 pl sterilne destilirane vode (razrjedenje zbog
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visoke koncentracije dobivenih produkata) te 1 ul pufera za nanoSenje uzoraka (6x DNA
Loading Buffer, TransGen Biotech, Kina). Tijekom svake izvodene elektroforeze je u jednu
od jazica nanoSen molekularni marker poznate veli¢ine (100 bp DNA Ladder, TransGen
Biotech, Kina) radi procjene duljine i koncentracije PCR produkata. Nakon zavrSene
elektroforeze su PCR produkti na gelu vizualizirani te fotografirani pomocu UV
transiluminatora s kamerom (Bio-Imaging Systems DNR, MiniBIS Pro) te racunalnog
programa GelCapture. Priblizna duljina PCR produkata je odredena pomocu racunalnog

programa GelAnalyzer 2010a (www.Gel Analyzer.com).

Izolacija genomske DNA iz odabranih cistih kultura micelija te umnazanje ciljanih sekvenci
(ITS regije) u lancanoj reakciji polimerazom (PCR) su izvrSeni u Molekularno-bioloSkom
laboratoriju Zavoda za $umarsku genetiku, dendrologiju i botaniku na Sumarskom fakultetu
SveuciliSta u Zagrebu. Dobiveni neprocis¢eni PCR produkti su slani u Macrogen Inc.

(Amsterdam, Nizozemska) na sekvenciranje.

Kromatogrami dobiveni sekvenciranjem su provjereni i obradeni u racunalnom programu
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.2.5 (Hall 1999). Izolati su identificirani usporedbom
obradenih sekvenci s postoje¢ima u bazi gena NCBI GenBank primjenom algoritma BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul i sur. 1990). Za identifikaciju na razini vrste
su u obzir uzimane sekvence s podudarno$¢u od najmanje 98 % na najmanje 80 % duljine
ispitivane sekvence, dok su one s podudarno$¢u od 94 — 97 % na takoder najmanje 80 %
duljine ispitivane sekvence koriStene za identifikaciju na razini roda ili druge vise
taksonomske jedinice (Bakys i sur. 2009a, Bakys i sur. 2009b, Bakys i sur. 2011). Znanstveni

nazivi taksona su preuzeti s mrezne stranice www.indexfungorum.org.

2.2.5 Podjela identificiranih taksona u kategorije prema nacinu Zivota i ishrane te
taksonomskom poloZaju

Kako gljive 1 njima sli¢ni organizmi ¢esto mijenjaju nacin Zivota 1 ishrane ovisno o vanjskim
utjecajnim ¢imbenicima te Zivotnoj fazi, ne postoji njihova jedinstvena podjela u jednoznacne
razlicitih skupina autora (De Bary 1879, Sherwood i Carroll 1974, Lewis 1985, Petrini 1986,
Carroll 1988, Carlile i Watkinson 1994, Redman i sur. 2001, Stone i sur. 2004, Porras-Alfaro
i Bayman 2011).

Prema ovdje navedenim izvorima, kategorije na¢ina Zivota i ishrane u koje su se svrstavali

identificirani taksoni gljiva i GSO u ovome istrazivanju su: saprotrofi, paraziti i endofiti
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(mikorizne gljive nisu utvrdene). Svi taksoni za koje do trenutka predaje doktorskog rada nisu
postojale objavljene i javno dostupne informacije na temelju kojih bi bili svrstani u prethodne
kategorije su grupirani u zasebnu kategoriju NP (nije poznato). Taksoni su razvrstavani u
kategorije prvenstveno s obzirom na njihov odnos prema vrstama roda Fraxinus, te potom s
obzirom na njihov odnos prema drugim vrstama drveca ili prema drugim biljnim vrstama na

temelju dostupnih podataka.

Taksonomske jedinice 1 grupe gljiva su takoder razvrstane prema taksonomskom poloZzaju,
odnosno pripadnosti pojedinom odjelu unutar carstva gljiva (Fungi), dok je taksonomska
grupa gljivama sli¢nih organizama (Pythium/Phytopythium) svrstana u odjel Oomycota
carstva Straminipila (Adl i sur. 2012, Marano i sur. 2017). Podaci o taksonomskom poloZaju

su provjereni na mreznoj stranici Www.indexfungorum.org.

2.2.6 Statisticka analiza podataka

U statistickim analizama su koriStene apsolutne vrijednosti broja taksona te broja izolata
unutar pojedinih taksona koji su zabiljezeni u istrazivanju. Utjecaj broja uzorkovanih stabala
na broj dobivenih taksona je prikazan krivuljama akumulacije vrsta, za koje su parametri
izraCunati pomoc¢u ra¢unalnog programa EstimateS 9.1.0 (Colwell 2013), a grafi¢ki prikaz

izraden u ra¢unalnom programu Microsoft Office Excel 2007.

Distribucija utvrdenih taksona gljiva i GSO s obzirom na pojedine kategorije uzoraka (tlo,
korijen, deblo), kategorije zdravstvenog stanja (1, 2 i 3) te geografske lokacije uzorkovanja
(Dugo Selo, Lipovljani, Novska) je prikazana pomoc¢u Vennovog dijagrama te kvalitativnog i
kvantitativnog Serensenovog indeksa sli¢nosti (Serensen 1948). Navedeni indeksi se temelje
na usporedbi zajednicCkih i razli¢itih taksona izmedu zajednica, pri ¢emu kvalitativni u obzir
uzima samo prisustvo, odnosno odsutnost taksona, dok kvantitativni u obzir uzima i broj
jedinki, a njihove se vrijednosti krec¢u od 0 za potpuno razlicite zajednice do 1 za one potpuno
jednake. Vennovi dijagrami su izradeni pomoc¢u racunalnih programa Venny 2.1. (Oliveros
2007) te eulerAPE (Micallef i Rodgers 2014), a Serensenovi indeksi izra¢unati u raunalnom

programu EstimateS 9.1.0.

Raznolikost vrsta utvrdenih zajednica gljiva 1 GSO na razli¢itim kategorijama uzorka,
kategorijama zdravstvenog stanja i geografskim lokacijama uzorkovanja je prikazana pomocu
Shannonovog indeksa raznolikosti (H) koji u obzir uzima broj jedinki i broj vrsta u nekom
uzorku (Shannon 1948) te indeksa ujednacenosti vrsta (Evenness, E) koji pokazuje koliko je

brojnost jedinki jednakomjerno rasporedena po utvrdenim vrstama u uzorku (Buzas i Gibson
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1969) (Tablica 9). Veca vrijednost Shannonovog indeksa oznacCava i veéu raznolikost
zajednice, dok se vrijednost indeksa ujednacenosti kre¢e od 0 do 1, pri cemu 0 oznacava
potpunu dominantnost jedne vrste, dok 1 oznacava potpuno jednaku zastupljenost svih vrsta u
zajednici s obzirom na broj jedinki. Indeksi su izracunati u racunalnom programu PAST
(Hammer i sur. 2001). Pomoc¢u Kruskal-Wallis testa je ispitano postoji li statisticki znac¢ajna
razlika u vrijednostima navedenih indeksa izmedu razli¢itih kategorija zdravstvenog stanja

stabala posebno za svaku od obuhvacenih geografskih lokacija uzorkovanja.

Tablica 9. Formule koriStenih indeksa raznolikosti u istrazivanju

Koristeni indeks Formula
) ) ) Z n; 1 n;
Shannonov indeks raznolikosti (H) . n—
L
Indeks ujednadenosti (E) ef/s

n — ukupni broj izolata, S — broj taksona

U analizi utjecaja utvrdenih taksona na kategoriju zdravstvenog stanja stabala te njihove
povezanosti s geografskim lokacijama je koriSten Fisherov egzaktni test, pri ¢emu se u obzir
uzimao broj izolata samo onih taksona koji se javljaju na najmanje tri stabla unutar pojedine
kategorije uzorka (deblo, korijen, tlo) (Dickie i sur. 2002). Za grafi¢ki prikaz navedenih
odnosa je koriStena Analiza korespondencije izradena u raCunalnom programu PAST.
Povezanost osutosti kroSanja i simptoma prisutnih na deblu i korijenu uzorkovanih stabala je

ispitana primjenom hi-kvadrat testa.

StatistiCcke analize su radene u raCunalnim programima IBM SPSS Statistics (IBM, Armonk
SAD) i SAS (SAS Institute, Cary, SAD). Za testiranje hipoteza prilikom svih analiza je

koriSten stupanj znacajnosti od 5% (p < 0.05).

2.3 Utvrdivanje prisutnosti potencijalno patogenih gljivama sli¢nih
organizama iz roda Phytophthora u tlu

Nastavno na prethodno opisani dio istrazivanja su u listopadu i1 studenom 2016. godine
ponovno uzimani uzorci tla u istim gospodarskim jedinicama kako bi se dodatno provjerila
prisutnost GSO u tlu s naglaskom na identifikaciju patogenih vrsta roda Phytophthora. Time
se ujedno nastojao izbjeci potencijalni utjecaj klimatskih ¢imbenika na uspjeSnost izolacije s
obzirom da su svi prethodni uzorci uzimani u vegetacijskom razdoblju, a iako ne postoji to¢no
odredeno doba godine za sakupljanje uzoraka jer aktivnost GSO varira iz godine u godinu,

dosad se najucinkovitijim pokazalo jesensko sakupljanje (Streito i Gibbs 1999). Tlo je
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sakupljano u neposrednoj blizini istih stabala koja su obuhvacena i u prethodnom dijelu

istrazivanja, ali na manjem uzorku koji je obuhvatio sve tri kategorije zdravstvenog stanja.

2.3.1 Uzorkovanje tla na terenu

U svakoj je gospodarskoj jedinici uzorkovano tlo oko 10 stabala razli¢itog zdravstvenog
stanja iskapanjem po tri monolita tla zajedno sa sitnim korijenjem pribliznih dimenzija
25 x 25 x 25 cm (bez listinca i humusa) na tri razliCite tocke na rubu projekcije krosnje,
odnosno na udaljenosti 0,5 — 1 m od debla, ovisno o promjeru krosnje svakog istrazivanog
stabla. Tri su poduzorka odmah na terenu homogenizirana u jedan uzorak pri ¢emu se
plasticna vreca u kojoj je vrSen postupak mijenjala izmedu svakog istraZivanog stabla.
Naposljetku se za daljnje laboratorijske analize uzimao poduzorak volumena priblizno dvije

litre za svako stablo (Jankowiak i sur. 2014).

2.3.2 Laboratorijska obrada uzoraka

Uzorci su obradeni u Laboratoriju za patologiju drveéa Zavoda za zaStitu Suma i lovno
gospodarenje na Sumarskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu u vremenskom periodu od 24 h
od vremena sakupljanja, pri ¢emu je koriStena djelomi¢no prilagodena metoda potapanja tla
(Slika 12) (Themann i Werres 1999). Uzorci su jos jednom dobro promijesani te je po 250 ml
svakog ravnomjerno rasporedeno u plasti¢ne posude dimenzija 23,5 x 15 x 5 cm i potopljeno
ultracistom vodom (0,055 puS/cm) volumena 500 ml, tako da je povrSina vode bila 1 do 2 cm
iznad povrsine tla. Nakon inkubacije tla u poklopljenim posudama na sobnoj temperaturi
(18 — 22 °C) u trajanju od tri dana (Vettraino i sur. 1999), na povrSinu vode su postavljeni
svjeze ubrani i razvijeni listovi rododendrona (Rhododendron catawbiense Michx.) i
lovorvi$nje (Prunus laurocerasus L.). Po uzorku tla je postavljeno 3 — 5 listova, koji su
prethodno oprani vodom iz slavine uz lagano ¢etkanje kako bi se uklonile ve¢e necistoce te
zatim kratko isprani u sterilnoj destiliranoj vodi i ostavljeni da se u potpunosti osuse unutar
laminarnog kabineta za rad u atmosferi Cistog zraka. Ovako pripremljene posude su lagano
zaklopljene ostavljane na sobnoj temperaturi i prirodnom rezimu svjetlosti 2 do 8 dana,
odnosno do pojave prvih simptoma infekcije gljivama slicnih organizama na lis¢u (kloroza 1

nekroza).
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Slika 12. Laboratorijska obrada uzoraka tla metodom potapanja

2.3.3 Izolacija gljivama sli¢nih organizama iz simptomati¢nih listova

Za izolacije gljivama sli¢nih organizama iz simptomati¢nih listova su pripremljene hranjive
podloge 10 % CJA (Carrot Juice Agar, sok mrkve iz bioloskog uzgoja, dmBIO Karottensaft,
Njemacka) te 10 % VJA (Vegetable Juice Agar, povrtni sok iz bioloskog uzgoja, Biotta
Breuss, SAD) s dodatkom antibiotika (streptomicin sulfat, 0,2 g/1 L, Sigma-Aldrich, SAD).
Za pripremu 1 litre navedenih podloga je u 100 ml soka dodan 1 g kalcijevog karbonata
(CaCOs3) uz stalno mijesanje na 150 °C u trajanju od 20 minuta, te zatim 900 ml destilirane
vode i 15 g agar-agara, uz stalno mijeSanje na 250 °C u trajanju od priblizno 30 minuta
(Jeffers 2007). Hranjive su podloge potom sterilizirane u autoklavu 20 minuta na 121 °C, te je
u njih dodan antibiotik nakon $to su ohladene na priblizno 55 °C. Za rast Cistih kultura su se
koristile hranjive podloge PDA (ThermoFisher Scientific, SAD) i MEA (ThermoFisher

Scientific, SAD) pripremljene prema uputama proizvodaca.
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Slika 13. Primjer lisnog tkiva iz kojeg je vr§ena izolacija gljivama sli¢nih organizama

Listovi s vidljivim simptomima infekcije su oprani vodom iz slavine, zatim povrSinski
sterilizirani uranjanjem u 0,04 % otopinu natrijevog hipoklorita (NaOCI) na dvije minute, te
tri puta isprani u sterilnoj vodi nakon ¢ega su ostavljeni da se u potpunosti osuSe unutar
laminarnog kabineta za rad u atmosferi Cistog zraka (Themann i Werres 1999). Komadi¢i
listova velic¢ine priblizno 3 x 3 mm sa rubova kloroticnog 1/ili nekroti¢nog tkiva su okomito
uronjeni u hranjive podloge tako da su ve¢im dijelom povrSine bili u dodiru s antibiotikom
¢ime se nastojao sprijeciti razvoj bakterija (Slika 13). Ovako pripremljene Petrijeve zdjelice
su stavljene na inkubaciju u komoru rasta u tamu na 21 °C. Rast micelija je pracen

svakodnevno tri tjedna uz redovito presadivanje kako bi se dobile ¢iste kulture.

2.3.4 Indukcija tvorbe sporangija

Kako dobivene Ciste kulture nisu samostalno razvile generativne morfoloske znacajke koje bi
omogucile potvrdu pripadnosti gljivama slicnim organizmima, na micelijima je inducirana
tvorba sporangija koriStenjem tri razliite nesterilne suspenzije tla (Slika 14). Kockice
hranjivih podloga zajedno s pripadaju¢im micelijem povriine priblizno 0,5 cm? su izrezane s
ruba kultura starih 4 do 7 dana te u sterilnim Petrijevim zdjelicama promjera 9 cm potopljene
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nesterilnom suspenzijom tla volumena 25 ml. Petrijeve zdjelice su zatvorene plasticnom
folijom te inkubirane 24 do 48 sati na sobnoj temperaturi i prirodnom rezimu svjetlosti, nakon
Cega se micelij promatrao i fotografirao pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX41 s
ugradenom digitalnom kamerom Moticam Pro 252A) pomocu rac¢unalnog programa Motic
Images Plus 2.0 ML. Za indukciju tvorbe sporangija su koristene nesterilne suspenzije tla
koncentracija 1 %, 1,5 % 1 5 %. Prve dvije suspenzije su dobivene mijeSanjem odgovarajuce
mase tla (10, odnosno 15 g) u 1 L ultraciste vode (0,055 pS/cm) na magnetskoj mijesalici u
trajanju od cetiri sata. Nakon dodatnih 12 h mirovanja tijekom kojih se tlo istalozilo, gornji
vodeni sloj je filtriran gravitacijskom metodom kroz filter papir (Grade 388, Boeco Germany)
(Jeffers i Aldwinckle 1987, Drenth i Sendall 2001). Za trecu je otopinu 50 g tla potopljeno
jednom litrom ultraciste vode te ostavljeno da odstoji 48 sati, nakon ¢ega je vodeni sloj bez
taloga filtriran gravitacijskom metodom kroz filter papir (Grade 388, Boeco Germany) (Jung i

sur. 1996). Suspenzije su ¢uvane u hladnjaku u tami na 4 °C.
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Slika 14. Indukcija tvorbe sporangija: nesterilne suspenzije tla razli¢itih koncntracija (lijevb) iko;kice hranjive
podloge s micelijem u nesterilnoj suspenziji tla (desno)

2.3.5 ldentifikacija vrsta molekularnim metodama

Za molekularne analize je odabrano Sest izolata morfoloSkih zna€ajki karakteristicnih za
gljivama slicne organizme, odnosno dva izolata sa svake istrazivane lokacije. Izolacija
genomske DNA je izvrSena prema veé opisanoj prilagodenoj fenol-kloroform metodi
(Allemann i sur. 1999) u Molekularno-bioloskom laboratoriju Zavoda za Sumarsku genetiku,
dendrologiju i botaniku na Sumarskom fakultetu Sveu¢ilista u Zagrebu, a kvaliteta i kvantiteta
dobivene DNA su provjerene na biofotometru (Eppendorf AG; Plus 6132) pri ¢emu je
pocetna DNA razrijedena 50 x u TE (Tris-EDTA, pH 8,0) puferu (5 pl pocetne otopine DNA
+ 245 ul TE pufera).
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Daljnja analiza dobivenih uzoraka DNA je izvrSena u laboratoriju tvrtke InovaGen d.o.o.
(Zagreb, Hrvatska), a obuhvacala je lancanu reakciju polimerazom (PCR) kako bi se umnozila
ciljana ITS regija te odredivanje slijeda nukleotida (sekvence) navedene regije radi
identifikacije vrsta. Pritom je za umnazanje ciljane sekvence koriSten par pocetnica 1TS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC3) i1 ITS6 (5'GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG3I))
(White i sur. 1990, Cooke i sur. 2000) te protokol usavrsen za vrste roda Phytophthora
(Griinwald 1 sur. 2011). Izolati su identificirani usporedbom dobivenih sekvenci s postoje¢ima
u bazi gena NCBI GenBank primjenom algoritma BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul i sur. 1990).
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3. REZULTATI

3.1 Identificirane taksonomske jedinice gljiva i gljivama sli¢nih
organizama u okolnom tlu i na stablima razli¢itog zdravstvenog stanja

3.1.1 UspjeSnost izolacije iz razlicitih uzoraka

Istrazivanjem je obuhvaéeno 90 uzoraka tla iz kojih je pripremljeno 270 Petrijevih zdjelica s
pocetnim materijalom na hranjivoj podlozi (primjena tri razliCite metode izolacije), 90
uzoraka korijena iz kojih je takoder pripremljeno 270 Petrijevih zdjelica (uzimanje tri
poduzorka tkiva na razli¢itim mjestima na korijenovoj zili) te 90 uzoraka donjeg dijela debla
iz kojih je pripremljeno 180 Petrijevih zdjelica (uzimanje uzoraka na suprotnim stranama
debla), to jest ukupno 720 Petrijevih zdjelica s po¢etnim materijalom na hranjivoj podlozi iz
kojih su potom presadivanjem dobivane ¢iste kulture micelija. 1z svih 90 uzoraka tla je
izolirana barem jedna Cista kultura micelija gljiva ili gljivama sli¢nih organizama. Od ukupno
270 poduzoraka tkiva korijena za izolaciju, iz njih 231, odnosno 86 %, je dobiven rast
micelija (Slika 15), dok je od ukupno 180 sakupljenih uzoraka debla na njih 153, odnosno 85
% zabiljezen rast micelija (Slika 16). Pritom je iz korijena i debla svakog stabla obuhvacenog

istraZivanjem izoliran micelij najmanje jednog taksona gljiva.

Zdrav. kat. 1 Dugo Selo
5% 5%

PRern Zdrav. kat. 2 Lipovljani

4% 4%

micelija
14 %

5%

\ Zdrav. kat. 3

Slika 15. Graficki prikaz postotnog udjela uzoraka korijena na kojima nije zabiljeZen rast micelija s obzirom na
kategorije zdravstvenog stanja stabala i geografske lokacije uzorkovanja
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz postotnog udjela uzoraka donjeg dijela debla na kojima nije zabiljeZzen rast micelija s
obzirom na kategorije zdravstvenog stanja stabala i geografske lokacije uzorkovanja

Tablica 10. Najmanji, najveéi i prosjecan broj izolata i taksona po stablu za razli¢ite kategorije uzorka, kategorije
zdravstvenog stanja i geografske lokacije uzorkovanja

Zdravstvena kategorija 1
(Dugo Selo/Lipovljani/Novska)
Izolati Taksoni
Min Max Prosjek Min Max Prosjek
Deblo 2/1/2 9/4/6 5/3/4 2/1/2 6/3/4 41213
Korijen 31213 9/10/11 5/6/6 2/2/2 71715 4/4/3
Tlo 4/3/3 10/12/10 71817 2/3/2 81717 5/5/4
Zdravstvena kategorija 2
(Dugo Selo/Lipovljani/Novska)
Izolati Taksoni
Min Max Prosjek Min Max Prosjek
Deblo 2/2/1 6/6/8 4/4/3 1in 4/6/4 31312
Korijen 21213 11/12/11 71617 2/1/2 6/5/5 4/3/4
Tlo 1/4/3 11/9/13 T 1/2/3 718/5 5/4/4
Zdravstvena kategorija 3
(Dugo Selo/Lipovljani/Novska)
Izolati Taksoni
Min Max Prosjek Min Max Prosjek
Deblo 2/2/1 6/6/8 4/4/3 1in 5/3/4 31312
Korijen 21213 11/12/11 71617 2/1/2 6/6/5 4/3/4
Tlo 1/4/3 11/9/13 T 1/2/3 6/6/6 4/4/4
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Iz uzoraka donjeg dijela debla su u prosjeku dobivena Cetiri izolata, odnosno tri taksona gljiva
po stablu, dok je najveci broj iznosio devet izolata te Sest taksona po stablu. Na uzorcima
korijena je u prosjeku izolirano Sest izolata, odnosno cetiri taksona po stablu, uz najveci
dobiveni broj izolata 12 te taksona sedam na jednom stablu. 1z uzoraka tla je u prosjeku
dobiveno sedam izolata te Cetiri taksona po stablu, a najve¢i je zabiljeZeni broj iznosio 13
izolata, odnosno osam taksona po uzorku tla sakupljenom oko pojedina¢nog stabla. Najmanji
dobiveni broj izolata i taksona je na svim uzorcima bio jedan, osim na korijenu gdje su
dobivena najmanje dva izolata po stablu. Broj dobivenih izolata i taksona po pojedinacnom
stablu nije pokazao veca odstupanja s obzirom na razliCite kategorije uzorka, zdravstveno

stanje stabala i geografsku lokaciju uzorkovanja (Tablica 10).

3.1.2 UspjeSnost primjene molekularnih metoda u identifikaciji ¢istih kultura micelija

Genomska DNA zadovoljavajuce koli¢ine 1 kakvoce je izolirana iz ukupno 99 ¢istih kultura
micelija (Tablica 11). Iako su neki uzorci pokazivali manje ili veée vrijednosti omjera oc¢itanja
apsorpcije (pokazatelja ¢isto¢e DNA) od optimalnih, veéina (83) ih je bila pogodne kakvoce
za lancanu reakciju polimerazom (Bruvo Madari¢ 2007). Od 83 uzorka DNA ¢ije su ciljane
sekvence uspjeSno umnozene prema prvotno zamisljenim uvjetima i komponentama PCR
reakcije, njih sedam je dalo PCR produkte niskih koncentracija zbog ¢ega su uzorci dodatno
obradeni te podvrgnuti PCR reakciji s promijenjenim uvjetima, zajedno s preostalih 16
uzoraka koji nisu rezultirali produktom ili su rezultirali nespecificnim produktom (poglavlje
2.2.4). U konacnici su iz svih 99 uzoraka genomske DNA dobiveni PCR produkti priblizne
duljine 660 — 1200 pb (Slika 17), iz kojih su potom dobiveni slijedovi nukleotida (sekvence)
duljine 513 — 933 pb nakon racunalne obrade.

Tablica 11. Podaci o koli¢ini i kakvoéi izolirane DNA

Nuzoraka = 99 Koncgrl‘\tlizc(iflag /Iflcl))l irane OD260/OD2g0™ OD760/OD530**
Prosjek 1507,8 2,1 2,1

Minimum 277,0 1,2 1,2

Maksimum 4109,7 2,2 2,8

*omjer ocitanja na 260 i 280 nm valne duljine, raspon vrijednosti za cistu DNA iznosi 1,8-2,0; <1,8 =

kontaminacija proteinima; >2,0 = kontaminacija s RNA

**omjer ocitanja na 260 i 230 nm valne duljine, vrijednost za cistu DNA je veca od 1,8; <1,8 = kontaminacija
proteinima, polifenolima i ugljikohidratima (Sambrook i Russel 2001)

47




Kranjec, J., 2017. Doktorski rad 3. REZULTATI

> <

33-1 33-2 33-5 34 36 38 NK M

48 49 50 51 52 53 NK M

|
Slika 17. Primjer dobivenih PCR produkata na agaroznim gelovima; NK = negativna kontrola; M = molekularni
marker; brojke oznacavaju uzorke DNA

3.1.3 Identificirani taksoni gljiva i gljivama sli¢nih organizama i njihova
kategorizacija prema nacinu Zivota i ishrane te sistematici

U istrazivanju je dobiveno ukupno 1497 izolata gljiva i gljivama sli¢nih organizama iz svih
prikupljenih uzoraka koji su nakon molekularnih analiza svrstani u 80 taksona (Prilog 2). Od
toga je njih 59 identificirano do razine vrste (Species), 18 do razine roda (Genus), jedan do
razine porodice (Familia), jedan do razine reda (Ordo), te jedan do razine pododjela
(Subphylum). Prvih 29 najées¢ih taksona obuhvaca ¢ak 89 % svih izolata, dok preostali 51
takson obuhvaca svega 11 % dobivenih izolata. Od toga je za 20 taksona izolacijom iz svih

uzoraka dobiven samo jedan izolat te za dodatnih devet samo dva izolata (Prilog 3).

Najveci broj taksona, njih 34, su kategorizirani kao endofiti, slijede ih 23 taksona koji
predstavljaju saprotrofe, dok kategorija parazita na biljnim vrstama (ukljuCujuéi i1
poljoprivredne kulture) broji 12 taksona (Tablica 12 — 14). Za 11 taksona nije bilo moguce
odrediti kategoriju prema dosad objavljenoj literaturi, ili zbog taksonomske razine
identifikacije kojom pojedini taksoni obuhvacaju viSe vrsta razli¢itih po nacinu zivota i
ishrane, ili zbog manjka dostupnih podataka (Tablica 15). Nijedan takson nije svrstan u

kategoriju mikoriznih gljiva.

Od ukupno 66 identificiranih vrsta u ovom istrazivanju (59 taksona identificiranh do razine
vrste + dvije vrste unutar taksona Trichoderma spp. + jedna vrsta unutar taksona Armillaria
spp. + Cetiri vrste unutar taksona Pythium/Phytopythium), njih 27 je prema dostupnoj literaturi

ranije utvrdeno u Republici Hrvatskoj (Tablica 16).
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Tablica 12. Identificirani taksoni kategorizirani kao paraziti te njihova ucestalost u pojedinim kategorijama
uzorka (broj stabala na kojima su utvrdeni / broj dobivenih izolata)

Cock, Bala, Robideau, A.M. Lodhi &
Lévesque

Naziv taksona Deblo Korijen Tlo Ukupno
Armillaria (Fr.) Staude 7/9 8/26 - 13*/35
Aspergillus ruber Thom & Church 6/8 2/3 4/4 12/15
o | | w | w |
oy | | s | | ko
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 10/12 31/72 14/17 44*/101
Fusarium sporotrichioides Sherb. 4/4 5/5 3/4 11*/13
Ganoderma adspersum (Schulzer) Donk 9/11 6/9 4/4 15*/24
Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw. 3/3 5/5 9/9 14*/17
Hymeno;zg:u;;;?;;ngu;(()'Is'é);owalskl) 213 6/21 i 8/24
Leucostoma persoonii (Nitschke) Hohn. - 1/1 - 11
Pholiota adiposa (Batsch) P. Kumm. 1/1 1/1 7/8 8*/10
Pythium Pringsh./Phytopythium Abad, De
- - 62/161 62/161

* ukupni broj stabala na kojima je takson utvrden nije jednak zbroju stabala na kojima je utvrden u pojedinim
kategorijama uzorka jer je na nekim stablima istovremeno zabiljezen u dvije ili sve tri kategorije

Tablica 13. Identificirani taksoni kategorizirani kao endofiti te njihova udestalost u pojedinim kategorijama
uzorka (broj stabala na kojima su utvrdeni / broj dobivenih izolata)

Naziv taksona Deblo Korijen Tlo Ukupno
Acremonium murorum (Corda) W. Gams 1/2 3/3 10/11 14/16
Alternaria Nees 10/10 4/4 5/5 15*/19
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 5/5 1/1 3/5 8*/11
Chaetomium funicola Cooke - 3/3 3/3 6/6
Cladosporium cladospor_|0|des (Fresen.) G.A. 12117 29/56 6/ 39%/81
de Vries
Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, .
Seifert & W. Gams 3/3 15/17 19/22 30%/42
Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & i 11 i 11
W.D. Moore
Epicoccum nigrum Link 5/5 4/4 4/4 11*/13
Gibberella baccata (Wallr.) Sacc. 1/1 - 1/1 2/2
Ilyonectria robusta (A.A. Hildebr.) A. Cabral 4/5 55/107 5/5 58%/117
& Crous
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Nastavak - Tablica 13. Identificirani taksoni kategorizirani kao endofiti te njihova ucestalost u pojedinim

kategorijama uzorka (broj stabala na kojima su utvrdeni / broj dobivenih izolata)

Naziv taksona Deblo Korijen Tlo Ukupno
Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. 2/ i i 2/
Gams
Metacordyceps chlamydosporia (H.C. Evans)
G.H. Sung, J.M. Sung, Hywel-Jones & - - 11 1/1
Spatafora
Metarhizium marquandii (Massee) Kepler, i i 5/9 5/9
S.A. Rehner & Humber
Metarhizi bertsii J.F. Bisch., S.A. Reh
etarhizium robertsii isch., S ehner i 1n m &5
& Humber
Microdiplodia Allesch. - 2/5 2/2 3*/7
Nectria flavoviridis (Fuckel) Wollenw. 1/1 - - 11
Nemania serpens (Pers.) Gray 4/7 1/1 - 5/8
Nemania Gray - 3/4 1/1 4/5
Neobulgaria Petr. - 1/2 - 1/2
Neonectria punicea (J.C. Schmidt) Castl. & 3/3 5/5 11 9/9
Rossman
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 1/1 - - 11
Penicillium ochrochloron Biourge 10/11 4/6 19/24 32*/41
Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom - - 1/1 11
Pezicula ericae (Sigler) P.R. Johnst. - 1/1 - 1/1
Pezicula melanigena (T. Kowalski &
Halmschl.) P.R. Johnst. i 12118 1 13/19
Pezicula Tul. & C. Tul. 11 - - 11
Pseudeurotium bakeri C. Booth 6/9 4/5 7111 17/25
Pseudopithomyces chartarum (Berk. & M.A.
Curtis) J.F. Li, Ariyawansa & K.D. Hyde n 2R 3/4
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa- i i 5/8 5/8
ard, Houbraken, Hywel-Jones & Samson
Talaromyces ucrainicus (Panas.) Udagawa 20/33 - - 20/33
Talaromyces verruculosus (Peyronel) Samson, .
N. Yilmaz, Frisvad & Seifert 19724 22 20%/26
Tolypocladium album (W. Gams) Quandt, 11 11 11 3/3
Kepler & Spatafora
Tolypocladium cylindrosporum W. Gams - 2/5 10/12 11*/17
Verticillium leptobactrum W. Gams - 1/1 - 11

* ukupni broj stabala na kojima je takson utvrden nije jednak zbroju stabala na kojima je utvrden u pojedinim

kategorijama uzorka jer je na nekim stablima istovremeno zabiljezen u dvije ili sve tri kategorije
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Tablica 14. Identificirani taksoni kategorizirani kao saprotrofi te njihova udestalost u pojedinim kategorijama
uzorka (broj stabala na kojima su utvrdeni / broj dobivenih izolata)

Hsieh, Lar.N. Vassiljeva & Akulov

Naziv taksona Deblo Korijen Tlo Ukupno
Absidia Tiegh. 9/10 10/11 53/88 62*/109
Clonostachys candelabrum (Bonord.) ) i 212 22
Schroers
Coprinellus disseminatus (Pers.) J.E. m 36 22 8%/12
Lange
Coprinellus micaceus (Bull.) Vilgalys, i
Hopple & Jacq. Johnson 3/3 10725 13/28
Coprinellus radians (Fr.) Vilgalys, ) )
Hopple & Jacq. Johnson 1 11
Dimorphospora foliicola Tubaki - 2/3 - 2/3
Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel & ) ) 22 22
Dal Vesco
Gongronella Ribaldi - 1/1 - 11
Hypoxylon perforatum (Schwein.) Fr. 1/1 - - 11
Metapochonia bulbillosa (W. Gams & i
Malla) Kepler, Rehner & Humber 1 1 212
Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K.
Voigt & P.M. Kirk ) i 3/6 3/6
Mucor Fresen - - 4/8 4/8
Paraphaeogph_aer_la neglecta Verkley, 22 11 11 3%/4
Riccioni & Stielow
Paraphaeosphaeria sporulosa (W. Gams 11 i i 11
& Domsch) Verkley, Goker & Stielow
Podospora Ces. 1/1 1/1 - 2/2
Psathyrella candolleana (Fr.) Maire - 4/10 2/2 6/12
Pseudogymnoascus Raillo - 1/1 2/2 3/3
Talaromyces purpureogenus Samson, N.
Yilmaz, Houbraken, Spierenb., Seifert, - 1/1 4/4 5/5
Peterson, Varga & Frisvad
Trametes versicolor (L.) Lloyd - 1/1 - 11
Trichoderma Pers. 47173 30/61 64/104 81*/238
Westerdykella purpurea (Cain) Arx - - 1/1 1/1
Xylaria polymorpha (Pers.) Grev. 1/1 1/1 - 2/2
Xylaria primorskensis Y.M. Ju, H.M. ) 11 i 11

* ukupni broj stabala na kojima je takson utvrden nije jednak zbroju stabala na kojima je utvrden u pojedinim

kategorijama uzorka jer je na nekim stablima istovremeno zabiljezen u dvije ili sve tri kategorije
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Tablica 15. Identificirani taksoni za koje nije bilo moguée odrediti kategoriju na¢ina zivota i ishrane na temelju
dostupne literature te njihova ucestalost U pojedinim kategorijama uzorka (broj stabala na kojima su utvrdeni /
broj dobivenih izolata)

Naziv taksona Deblo Korijen Tlo Ukupno
Amauroascus albicans (Apinis) ) ) 22 2/2
Arx
Cadophora Lagerb. & Melin - 2/9 - 2/9
Chaetosphaeriaceae Réblova,
M.E. Barr & Samuels i} 11 i 1
Daldinia pyrenaica M. Stadler &
Wollw. - 1/1 - 1/1
Fontanospora Dyko - 1/1 - 1/1
Nectria canadensis Ellis & Everh. - - 11 1/1
Neonectria Wollenw. 1/1 2/2 2/2 5/5
Penicillium atrosanguineum B.X. 45 ) 33 7/8
Dong
Penicillium Link (1) 8/9 1/1 1/1 10/11
Penicillium Link (2) 1/1 1/1 3/4 5/6
Pleosporales Luttr. ex M.E. Barr 1/1 212 - 2*/3

* ukupni broj stabala na kojima je takson utvrden nije jednak zbroju stabala na kojima je utvrden u pojedinim
kategorijama uzorka jer je na nekim stablima istovremeno zabiljezen u dvije ili sve tri kategorije

~ Oomycota
Zygomycotad "
Basidiomycota
8 %
paraziti
31 %

Slika 18. Udio dobivenih izolata prema kategorijama na¢ina zivota i ishrane (lijevo) te sistematskoj pripadnosti
odjelu (desno)

Najveci broj dobivenih izolata pripada taksonima kategoriziranim kao endofiti. Paraziti, iako
predstavljeni s manjim brojem taksona od saprotrofa, su zastupljeni s ve¢im brojem dobivenih
izolata. Prema sistematskom polozaju, 66 taksona pripada odjelu Ascomycota, osam odjelu

Basidiomycota, te pet odjelu Zygomycota. Gljivama slicni organizmi pripadaju odjelu
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Oomycota carstva Chromista (Straminipila). Najveéi broj dobivenih izolata takoder pripada

odjelu Ascomycota, a potom ga slijedi odjel Oomycota (Slika 18, Prilog 2).

Tablica 16. Popis vrsta utvrdenih u ovom istrazivanju koje su prema dostupnoj literaturi i ranije zabiljeZene u
Republici Hrvatskoj

Komentar i citat izvora literature
parazit ili saprotrof na panjevima listopadnog drveca

Naziv vrste

Armillaria cepistipes (unutar taksona Armillaria)

(Bozac 2005)

Aspergillus ruber

na tekstilu (Cukman 1990)

Beauveria bassiana

entomopatogen (Pernek 2007)

Cladosporium cladosporioides

uzro¢nik promjene boje drva, utvrdena pod nazivom
Hormodendrum cladosporioides (Badun 1960)

Clonostachys rosea

u tlu sastojina poljskoga jasena (Petra¢ 2016)

Colletotrichum truncatum

parazit na zrnima soje (Cosié i sur. 2008)

Coprinellus disseminatus

na panjevima i sruSenim stablima (Bozac 2005)

Coprinellus micaceus

na panjevima i mrtvim stablima (Bozac 2005)

Coprinellus radians

na otpalim granama i mrtvim stablima (Bozac 2005)

Diaporthe cotoneastri

na vinovoj lozi, utvrdena je pod nazivom Phomopsis
cotoneastri (Kaliterna i sur. 2012)

Epicoccum nigrum

u nekrotiziranom drvu topola (Populus spp.),
utvrdena je pod nazivom Epicoccum purpurascens
(Dimini¢ i sur. 2002)

Fusarium solani

u nekrotiziranom drvu topola (Populus spp.)
(Dimini¢ 2005)

Fusarium sporotrichioides

na korovu i biljnim ostacima (Ili¢ i sur. 2012)

Ganoderma adspersum

na viSe vrsta Cetinjaca i listac¢a (Tortri¢ 1970)

Gibberella fujikuroi

na plodu jabuke (Malus spp.), utvrdena je pod
nazivom Fusarium moniliforme (Ivi¢ i sur. 2006)

Hymenoscyphus fraxineus

na obi¢nom i poljskom jasenu (Bari¢ i Dimini¢ 2010,
Dimini¢ 2015)

Leucostoma persoonii

na vinovoj lozi (Lendari¢ 2016)

Nemania serpens

na mrtvim granama i stablima listopadnog drveca,
utvrdena pod nazivom Hypoxylon serpens (Bozac
2005)

Neonectria punicea

na mrtvom drvu johe, utvrdena je pod nazivom
Nectria punicea (Bozac 2005)

Penicillium simplicissimum

na zrnju kukuruza (Cvjetkovi¢ 2014)

Pholiota adiposa

na mrtvom drvu, najéesée na obi¢noj bukvi (Bozac
2005)

Psathyrella candolleana

u Sumskim stanistima i parkovima (Bozac 2005)

Pseudopithomyces chartarum

saprotrof na poko§enoj travi i slami pod nazivom
Pithomyces chartarum (Kosalec 2004)

Talaromyces purpureogenus

na tekstilu (Cukman 1990)

Trametes versicolor

na mrtvom drvu listopadnih vrsta, rjede cetinjaca
(Bozac 2005)

Trichoderma harzianum (unutar taksona
Trichoderma spp.)

parazit jestivih gljiva (Hatvani i sur. 2012)

Xylaria polymorpha

na otpalim granama obi¢ne bukve (Bozac 2005)
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3.1.4 Identificirani taksoni koji obuhvacéaju viSe razlicitih vrsta

Identificirani taksoni iznad taksonomskog ranga vrste se odnose na jednu vrstu gljive ili
gljivama sli¢nog organizma (npr. Neonectria sp., Absidia sp. itd.), osim u slucajevima
identificiranih rodova Armillaria, Trichoderma i Pythium/Phytopythium, gdje je zbog velike
brojnosti izolata te vrlo sli¢nih ili jednakih morfoloSkih svojstava razliCitih vrsta unutar
pojedinog roda u svaki od navedenih taksona uklju¢eno vise razliCitih vrsta, zbog Cega se

navode kao Armillaria spp., Trichoderma spp. te Pythium/Phytopythium spp.

U istrazivanju je ukupno dobiveno 35 izolata roda Armillaria na dvije lokacije (Dugo Selo i
Novska) od kojih je sa svake odabran po jedan izolat za molekularnu identifikaciju vrste. Za
izolat iz Novske je dobivena sekvenca duljine 577 parova baza koja je prema NCBI GenBank
bazi identificirana kao Armillaria cepistipes sa 99 %-tnom podudarnos$éu sekvence, dok je za
izolat iz Dugog Sela dobivena sekvenca duljine 581 parova baza koja je prema istoj bazi
pokazala 99 %-tnu podudarnost te jednak uspjeh pogotka (Score) vrijednosti 1059 za tri
razliCite vrste: A. sinapina, A. gallica i A. cepistipes, onemoguéujuci to¢nu identifikaciju. U
nedostatku dodatnih informacija kao $to su primjerice podaci o vegetativnoj kompatibilnosti
izolata, odluceno je kako se dobiveni izolati ne¢e smatrati jednom vrstom, ve¢ ¢e se u analizi

rezultata promatrati kao vise razlicitih vrsta roda Armillaria, odnosno navoditi kao Armillaria
spp.

Dobiveni miceliji koji su morfoloski grupirani u rod Trichoderma su ucestalo izolirani iz
uzoraka biljnog tkiva i tla na sve tri istrazivane lokacije i zdravstvene kategorije stabala. Od
ukupno dobivenih 238 izolata, Cetiri su odabrana za molekularnu identifikaciju vrste. Izolat
dobiven s donjeg dijela debla stabla jake osutosti kros$nje iz Novske je identificiran kao
Trichoderma harzianum (podudarnost sekvence 99 %, uspjeh pogotka 1101), izolat dobiven
iz donjeg dijela debla stabla jake osutosti krosnje iz Dugog Sela kao T. hamatum (podudarnost
sekvence 99 %, uspjeh pogotka 1061), izolat dobiven s korijena stabla umjerene osutosti
kro$nje iz Lipovljana je identificiran samo do razine roda zbog niske podudarnosti sekvence
iako je sekvenca vrlo srodna vrsti T. harzianum (podudarnost sekvence 96 %, uspjeh pogotka
972), dok je izolat dobiven s korijena stabla jake osutosti kro$nje iz Lipovljana pokazao
jednaku podudarnost sa sekvencama dviju vrsta, T. gamsii i T. koningiopsis (podudarnost
sekvence 99 %, uspjeh pogotka 1074), zbog Cega je takoder identificiran samo do razine roda.
Zbog nehomogenih rezultata te velikog broja izolata je odluceno kako ¢e se svi miceliji
navedenog roda svesti pod zajedni¢ki nazivnik te u analizi rezultata definirati kao

Trichoderma spp.

54



Kranjec, J., 2017. Doktorski rad 3. REZULTATI

Gljivama sli¢ni organizmi su izolirani iskljucivo iz uzoraka tla, pri ¢emu je iz 90 sakupljenih
uzoraka za vrijeme vegetacijskog razdoblja dobiven ukupno 161 izolat, a iz dodatnih 30
uzoraka tla sakupljenih u drugome dijelu istrazivanja ukupno 24 izolata, u oba slu¢aja na svim
lokacijama i zdravstvenim kategorijama stabala. Sest odabranih izolata je molekularnim
metodama identificirano kao cetiri razlicite vrste koje pripadaju dvama razli¢itim rodovima,
Pythium i Phytopythium. Kako su vrste roda Phytopythium dugo smatrane vrstama roda
Pythium, te se tek u novije vrijeme odvojile u poseban rod (Bala i sur. 2010, de Cock i sur.
2015), razlike u morfoloskim karakteristikama izmedu navedenih rodova nisu velike i ¢esto ih
je teSko razlikovati kao i same vrste unutar rodova. Zbog velikog broja izolata, izostanka
sporulacije u kulturama pri uobiCajenim uvjetima te nemogucénosti razvrstavanja u
morfotipove na temelju vegetativnih znacajki su se za potrebe analize rezultata svi izolati
kategorizirali samo kao gljivama slicni organizmi, odnosno navode se kao

Pythium/Phytopythium spp.

3.1.5 Distribucija identificiranih taksona s obzirom na kategoriju uzorka

Na uzorcima debla je zabiljezen rast 324 (21,64 %) izolata svrstanih u 45 taksona, na
uzorcima korijena 583 (38,95 %) izolata koji spadaju u 55 razlicitih taksona, a na uzorcima tla
590 (39,41 %) izolata koji su potom svrstani u 52 taksona (Prilog 3). Pritom krivulja
akumulacije vrsta (taksona) ne doseze asimptotsku vrijednost niti za jednu kategoriju uzorka
ukazujuéi na visoku raznolikost te mogucnost pronalaska novih vrsta (taksona) povecanjem

broja uzorkovanih stabala (Slika 19).
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Slika 19. Krivulje akumulacije vrsta (taksona) prema kategorijama uzorka
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Kvalitativni Serensenovi indeksi sli¢nosti su srednjih vrijednosti, dok su oni kvantitativni
relativno niskih vrijednosti (Tablica 17), upuéujuci na razlicitost zajednica gljiva i njima
sliénih organizama nadenih u deblu, korijenu 1 tlu. Veéina identificiranih taksona je utvrdena
na samo jednoj od tri kategorije uzorka iz kojih je vrSena izolacija dok je njih 25 nadeno na
svim kategorijama (Slika 20, Tablica 18). Dok su taksoni koji pripadaju carstvu gljiva bili
prisutni u svim kategorijama uzorka, gljivama sli¢ni organizmi su zabiljezeni samo u tlu gdje
su prevladavali u odnosu na sve ostale utvrdene taksone broje¢i ukupno 161 izolat. Osim
gljivama sli¢nih organizama, u tlu su se najbrojnijima pokazale vrste roda Trichoderma (104
izolata) te vrsta Absidia sp. (88 izolata). Iz uzoraka korijena su najucestalije izolirane
Ilyonectria robusta (107 izolata), Fusarium solani (72 izolata) te ponovno Trichoderma spp.
(61 izolat). Na uzorcima debla su u najve¢em broju utvrdene vrste roda Trichoderma (73
izolata), koje su ujedno i najceSce izolirane vrste na svim kategorijama uzoraka, te vrste

Talaromyces ucrainicus (33 izolata) i Talaromyces verruculosus (24 izolata).

1.7 5
/
{ 25
{
10
Korijen 1o
(= 55) Z 52)

Slika 20. Vennov dijagram zajednickih i nedijeljenih taksona s obzirom na kategoriju uzorka
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Tablica 17. Serensenovi indeksi sli¢nosti s obzirom na kategoriju uzorka

Deblo vs. Korijen

Deblo vs. Tlo

Korijen vs. Tlo

Serensenov kvantitativni

indeks sli¢nosti 043 0,32
S;arensenov k.\v/allta.tlvnl 0.64 065
indeks sli¢nosti

Tablica 18. Popis taksona koji su zabiljeZeni u samo jednoj od tri analizirane kategorije uzorka

Deblo

Korijen

Tlo

Coprinellus radians
Hypoxylon perforatum
Lecanicillium lecanii

Nectria flavoviridis

Paraphaeosphaeria sporulosa
Penicillium glabrum
Pezicula sp.

Talaromyces ucrainicus

Cadophora sp.
Chaetosphaeriaceae sp.
Colletotrichum truncatum
Daldinia pyrenaica
Dimorphospora foliicola
Fontanospora sp.
Gongronella sp.
Leucostoma persoonii

Neobulgaria sp.
Pezicula ericae
Trametes versicolor
Verticillium leptobactrum

Xylaria primorskensis

Amauroascus albicans
Clonostachys candelabrum
Gongronella butleri
Metacordyceps chlamydosporia
Metarhizium marquandii
Mortierellomycotina sp.

Mucor sp.

Nectria canadensis
Penicillium simplicissimum
Purpureocillium lilacinum
Pythium/Phytopythium spp.

Westerdykella purpurea

Legenda:

parazit endofit

saprotrof

NP (nije poznato)
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Tablica 19. Popis taksona koji su zabiljeZeni u dvije od tri analizirane kategorije uzorka
Deblo i korijen Debloi Tlo Korijen i tlo

Armillaria spp.
Coprinellus micaceus
Hymenoscyphus fraxineus
Nemania serpens

Pleosporales sp.

Gibberella baccata
Metapochonia bulbillosa
Penicillium atrosanguineum
Pseudopithomyces chartarum

Talaromyces verruculosus

Chaetomium funicola
Dactylonectria vitis
Metarhizium robertsii
Microdiplodia sp.

Nemania sp.

Podospora sp. Pezicula melanigena
Xylaria polymorpha Psathyrella candolleana
Pseudogymnoascus sp.
Talaromyces purpureogenus
Tolypocladium cylindrosporum
Legenda:
parazit endofit saprotrof NP (nije poznato)

Tablica 20. Popis taksona koji su zabiljeZeni u sve tri kategorije uzorka

Deblo, korijen i tlo

Absidia sp.
Acremonium murorum
Alternaria sp.
Aspergillus ruber
Beauveria bassiana
Cladosporium cladosporioides
Clonostachys rosea
Coprinellus disseminatus

Diaporthe cotoneastri

Epicoccum nigrum
Fusarium solani
Fusarium sporotrichioides
Ganoderma adspersum
Gibberella fujikuroi
Ilyonectria robusta
Neonectria punicea

Neonectria sp.

Paraphaeosphaeria neglecta
Penicillium ochrochloron
Penicillium sp. 1
Penicillium sp. 2
Pholiota adiposa
Pseudeurotium bakeri
Tolypocladium album

Trichoderma spp.

Legenda:

parazit endofit

saprotrof

NP (nije poznato)
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3.1.6 Distribucija identificiranih taksona s obzirom na kategoriju zdravstvenog stanja
stabala

Na stablima zdravstvene kategorije 1 je ukupno dobiven 491 (32,80 %) izolat, odnosno 62
taksona gljiva i njima slicnih organizama, na stablima druge zdravstvene kategorije 483
(32,26 %) izolata svrstana u 53 taksona, a na stablima tree zdravstvene kategorije 523
(34,94 %) izolata koji spadaju u 58 razlicitih taksona (Prilog 3). Krivulje akumulacije vrsta
(taksona) ne dosezu asimptotske vrijednosti Sto znaci da bi povecanjem broja uzorkovanih
stabala unutar svake kategorije zdravstvenog stanja bilo moguce otkriti jo$ prisutnih taksona
(Slika 21).
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Broj uzorkovanih stabala

Broj taksona

Slika 21. Krivulje akumulacije vrsta (taksona) prema kategorijama zdravstvenog stanja stabala

Relativno visoke vrijednosti kvantitativnh i kvalitativnih Serensenovih indeksa sli¢nosti
izmedu pojedinih kategorija zdravstvenog stanja stabala ukazuju na veci broj taksona koji se
javljaju podjednako u svim kategorijama (Tablica 21). Ukupno 37 taksona je zabiljezeno u
sve tri kategorije zdravstvenog stanja stabala, dok je njih 24 utvrdeno u samo jednoj kategoriji
(Slika 22, Tablica 22 — 24). U zdravstvenoj kategoriji 1 je najveci broj dobivenih izolata
pripadao gljivama sli¢nim organizmima (Pythium/Phytopythium, 62 izolata), zatim vrstama
roda Trichoderma (61) te vrsti llyonectria robusta (42). U zdravstvenoj kategoriji 2 je najvise
zabiljezeno izolata roda Trichoderma (83), a po brojnosti su ih slijedili vrsta Fusarium solani
(46) te taksonomska grupa Pythium/Phytopythium (40). U zdravstvenoj kategoriji 3 su
ponovno najceS¢e izolirane vrste roda Trichoderma (94), potom wvrste rodova
Pythium/Phytopythium (59) i vrsta Absidia sp. (42).
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Tablica 21. Serensenovi indeksi sli¢nosti s obzirom na kategorije zdravstvenog stanja stabala

Zdrav. kat. 1 vs. Zdrav. Zdrav. kat. 1 vs. Zdrav. Zdrav. kat. 2 vs. Zdrav.
kat. 2 kat. 3 kat. 3
Sarepsenov kyvantlta.ttlvm 0,72 0,74 0,76
indeks sli¢nosti
Sﬂre'nsenov k't/alltaFIan 0,71 0,77 0,77
indeks sli¢nosti

Zdrav. kat. 1

12
(= 62)
9
37
Zdrav. kat. 3 6L\
6
(= 58)

Zdrav. kat. 2

6
(= 53)

Slika 22. Vennov dijagram zajedni¢kih i nedijeljenih taksona s obzirom na kategoriju zdravstvenog stanja

60



Kranjec, J., 2017.

Doktorski rad

3. REZULTATI

Tablica 22. Popis taksona koji su zabiljezeni u samo jednoj od tri kategorije zdravstvenog stanja stabala

Zdravstvena kat. 1

Zdravstvena kat. 2

Zdravstvena kat. 3

Chaetosphaeriaceae sp.
Fontanospora sp.
Gongronella butleri
Gongronella sp.
Hypoxylon perforatum
Metapochonia bulbillosa
Penicillium glabrum
Penicillium simplicissimum
Pezicula sp.
Trametes versicolor
Verticillium leptobactrum

Xylaria primorskensis

Colletotrichum truncatum
Leucostoma persoonii
Metacordyceps chlamydosporia
Nectria canadensis
Paraphaeosphaeria sporulosa

Pezicula ericae

Clonostachys candelabrum
Coprinellus radians
Daldinia pyrenaica
Nectria flavoviridis

Neobulgaria sp.

Westerdykella purpurea

Legenda:

parazit endofit

saprotrof

NP (nije poznato)

Tablica 23. Popis taksona koji su zabiljezeni u dvije od tri kategorije zdravstvenog stanja stabala

Zdravstvena kat. 1i 2 Zdravstvena kat. 113 Zdravstvena kat. 2 3
Metarhizium robertsii Cadophora sp. Amauroascus albicans
Penicillium sp. 2 Gibberella baccata Dimorphospora foliicola
Pholiota adiposa Mortierellomycotina sp. Lecanicillium lecanii
Podospora sp. Nemania sp. Microdiplodia sp.
Paraphaeosphaeria neglecta Pseudopithomyces chartarum
Pleosporales sp. Purpureocillium lilacinum
Pseudogymnoascus sp.
Tolypocladium album
Xylaria polymorpha
Legenda:
parazit endofit saprotrof NP (nije poznato)
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Tablica 24. Taksoni koji su zabiljeZeni u sve tri kategorije zdravstvenog stanja stabala

Zdravstvena kategorija 1,21 3

Absidia sp.
Acremonium murorum
Alternaria sp.
Armillaria spp.
Aspergillus ruber
Beauveria bassiana
Chaetomium funicola
Cladosporium cladosporioides
Clonostachys rosea
Coprinellus disseminatus
Coprinellus micaceus
Dactylonectria vitis

Diaporthe cotoneastri

Epicoccum nigrum
Fusarium solani
Fusarium sporotrichioides
Ganoderma adspersum
Gibberella fujikuroi
Hymenoscyphus fraxineus
Ilyonectria robusta
Metarhizium marquandii
Mucor sp.
Nemania serpens
Neonectria punicea

Neonectria sp.

Penicillium atrosanguineum
Penicillium ochrochloron
Penicillium sp. 1
Pezicula melanigena
Psathyrella candolleana
Pseudeurotium bakeri
Pythium/Phytopythium spp.
Talaromyces purpureogenus
Talaromyces ucrainicus
Talaromyces verruculosus
Tolypocladium cylindrosporum

Trichoderma spp.

Legenda:

parazit endofit

saprotrof

NP (nije poznato)
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3.1.7 Distribucija identificiranih taksona s obzirom na geografsku lokaciju
uzorkovanja

Na stablima uzorkovanim u Dugom Selu je ukupno izolirano 515 (34,4 %) cistih kultura
micelija gljiva 1 gljivama slicnih organizama svrstanih u 61 takson, dok je na stablima
uzorkovanim u Lipovljanima te u Novskoj dobiven po 491 (32,8 %) izolat razvrstan u 49,
odnosno u 53 taksona (Prilog 3). Niti jedna od krivulja akumulacije vrsta (taksona) nije
dosegla asimptotsku vrijednost $to ukazuje na moguénost pronalazenja dodatnih taksona

ukoliko bi se uzorkovao veci broj stabala na svakoj geografskoj lokaciji (Slika 23).
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Slika 23. Krivulje akumulacije vrsta (taksona) prema geografskim lokacijama uzorkovanja

Kvalitativni i kvantitativni Serensenovi indeksi slinosti su pokazali relativno visoke
vrijednosti upucuju¢i na sli¢nost zajednica gljiva 1 gljivama slicnih organizama izmedu
geografskih lokacija uzorkovanja (Tablica 25). Na sve tri geografske lokacije su zabiljezena
34 taksona dok je 31 takson utvrden na samo jednoj od navedenih lokacija (Slika 24, Tablica
26 — 28). Osim vrsta roda Trichoderma, koje su bile najcesce izolirane na sve tri lokacije (DS
=57, LIP =97, NOV = 84 izolata), u Dugom Selu i Lipovljanima su se najbrojnijima pokazali
gljivama sli¢ni organizmi Pythium/Phytopythium (DS = 47, LIP = 57) te vrsta llyonectria
robusta (DS = 46, LIP = 38). U Novskoj su takoder medu najbrojnijim izolatima bili oni

gljivama sli¢nih organizama (57), a slijedila ih je vrsta Absidia sp. (46).
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Tablica 25. Serensenovi indeksi sli¢nosti s obzirom na geografske lokacije uzorkovanja

Dugo Selo vs. Lipovljani

Dugo Selo vs. Novska

Lipovljani vs. Novska

Serensenov kvantitativni

indeks sli¢nosti 0,68 0,69 0,71
DS
17
(= 61)
5
34
NOV LIP
9 5 S
(2 53) X (£49)

Slika 24. Vennov dijagram zajednickih i nedijeljenih taksona s obzirom na geografsku lokaciju uzorkovanja
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Tablica 26. Popis taksona koji su zabiljeZeni na samo jednoj od tri istraZivane geografske lokacije

Dugo Selo

Lipovljani

Novska

Chaetomium funicola
Chaetosphaeriaceae sp.
Dimorphospora foliicola

Fontanospora sp.
Gongronella sp.

Hypoxylon perforatum

Metapochonia bulbillosa
Nectria canadensis
Nemania serpens
Penicillium glabrum
Penicillium simplicissimum
Pezicula ericae
Pezicula sp.
Pleosporales sp.
Verticillium leptobactrum
Westerdykella purpurea

Xylaria polymorpha

Coprinellus radians
Neobulgaria sp.
Paraphaeosphaeria sporulosa
Pseudogymnoascus sp.

Trametes versicolor

Cadophora sp.
Colletotrichum truncatum
Daldinia pyrenaica
Leucostoma persoonii
Metacordyceps chlamydosporia
Nectria flavoviridist
Nemania sp.
Pseudopithomyces chartarum

Xylaria primorskensis

Legenda:

parazit

endofit

saprotrof

NP (nije poznato)
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Tablica 27. Popis taksona koji su zabiljeZeni na dvije od tri istraZivane lokacije

Dugo Selo i Lipovljani

Dugo Selo i Novska

Lipovljani i Novska

Hymenoscyphus fraxineus
Mortierellomycotina sp.
Penicillium atrosanguineum
Penicillium sp. 2

Podospora sp.

Armillaria spp.
Clonostachys candelabrum
Coprinellus disseminatus
Lecanicillium lecanii

Paraphaeosphaeria neglecta

Amauroascus albicans
Coprinellus micaceus
Gibberella baccata
Gongronella butleri

Mucor sp.

Legenda:

parazit endofit

saprotrof

NP (nije poznato)

Tablica 28. Popis taksona koji su zabiljeZeni na sve tri istrazivane geografske lokacije

Dugo Selo, Lipovljani, Novska

Absidia sp.
Acremonium murorum
Alternaria sp.
Aspergillus ruber
Beauveria bassiana
Cladosporium cladosporioides
Clonostachys rosea
Dactylonectria vitis
Diaporthe cotoneastri
Epicoccum nigrum
Fusarium solani

Fusarium sporotrichioides

Ganoderma adspersum
Gibberella fujikuroi
Ilyonectria robusta

Metarhizium marquandii
Metarhizium robertsii
Microdiplodia sp.
Neonectria punicea
Neonectria sp.
Penicillium ochrochloron
Penicillium sp. 1

Pezicula melanigena

Pholiota adiposa
Psathyrella candolleana
Pseudeurotium bakeri
Purpureocillium lilacinum
Pythium/Phytopythium spp.
Talaromyces purpureogenus
Talaromyces ucrainicus
Talaromyces verruculosus
Tolypocladium album
Tolypocladium cylindrosporum

Trichoderma spp.

Legenda:

parazit endofit

saprotrof

NP (nije poznato)
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3.1.8 Raznolikost zajednica gljiva i njima sli¢nih organizama

Na svakoj su od geografskih lokacija obuhvacenih istrazivanjem izracunati Shannonov indeks
raznolikosti vrsta (H) i indeks ujednacenosti brojnosti jedinki zabiljezenih taksona (Buzas and
Gibson's Evenness Index, E) za zajednice gljiva i njima sli¢nih organizama na razli¢itim

kategorijama uzorka (deblo, korijen, tlo) i zdravstvenog stanja stabala.

U GJ Crnovidak Sumarije Dugo Selo je najveéa raznolikost zabiljezena na deblima stabala
zdravstvene kategorije 1, dok najmanju raznolikost pokazuju debla stabala druge zdravstvene
kategorije. Indeks ujednacenosti je srednjih do visokih vrijednosti u razli¢itim zajednicama, s
najve¢om vrijednoS¢u na deblima stabala zdravstvene kategorije 3, a najmanjom u tlu
zdravstvene kategorije 1 (Tablica 29, Tablica 32). Primjenom Kruskal-Wallis testa nije
utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika u vrijednostima izmedu razli¢itih kategorija zdravstvenog

stanja stabala niti za jedan od navedenih indeksa (E (p = 0,837), H (p = 0,733)).

U GJ Josip Kozarac Sumarije Lipovljani je najveca raznolikost izmjerena za zajednice gljiva i
njima sliénih organizama u tlu oko stabala zdravstvene kategorije 1, dok je najmanja
vrijednost indeksa raznolikosti zabiljezena na deblima stabala zdravstvene kategorije 3.
Indeks ujednacenosti je pokazao najvecu vrijednost na deblima stabala zdravstvene kategorije
1, a najmanju u tlu oko stabala iste zdravstvene kategorije (Tablica 30, Tablica 33). Kruskal-
Wallis test je za oba indeksa pokazao kako nema statisti¢ki znacajne razlike u vrijednostima

izmedu razli¢itih kategorija zdravstvenog stanja stabala (E (p = 0,837), H (p = 0,061)).

U GJ Trstika Sumarije Novska je najveca raznolikost utvrdena na Kkorijenju stabala
zdravstvene kategorije 2, dok je najmanju raznolikost pokazala zajednica zabiljezena na
deblima stabala zdravstvene kategorije 3. Najveca vrijednost indeksa ujednacenosti je
zabiljezena na deblima stabala zdravstvene kategorije 2, a najmanja na deblima zdravstvene
kategorije 3 (Tablica 31, Tablica 34). Rezultati Kruskal-Wallis testa pokazuju kako nema
statisticki znaCajne razlike u vrijednostima oba indeksa izmedu razliCitih kategorija

zdravstvenog stanja (E (p = 0,301), H (p = 0,491)).
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Tablica 29. Vrijednosti indeksa ujednaéenosti i Shannonovog indeksa za zajednice gljiva i njima sli¢nih
organizama na razli¢itim kategorijama uzorka i zdravstvenog stanja stabala u GJ Crnovscak Sumarije Dugo Selo

GJ Crnovicak Zdravstveno stanje 1 Zdravstveno stanje 2 Zdravstveno stanje 3
Dugo Selo Deblo | Korijen | Tlo Deblo | Korijen Tlo Deblo | Korijen | Tlo
Indeks
ujednacenosti 0,807 0,627 0,552 0,680 0,707 0,613 0,827 0,643 0,617
(E)
shannonov |5 a77 | 2624 | 2402 | 2,386 | 2,697 | 2602 | 2755 | 2391 | 2,408
indeks (H)

Tablica 30. Vrijednosti indeksa ujednacenosti i Shannonovog indeksa za zajednice gljiva i njima sli¢nih
organizama na razli¢itim kategorijama uzorka i zdravstvenog stanja stabala u GJ Josip Kozarac Sumarije
Lipovljani

GJ Josip Zdravstveno stanje 1 Zdravstveno stanje 2 Zdravstveno stanje 3
Kozarac " " "
Lipovljani Deblo | Korijen Tlo Deblo | Korijen Tlo Deblo | Korijen Tlo
Indeks
ujednacenosti | 0,837 0,594 0,542 0,649 0,600 0,640 0,718 0,630 0,563
(E)

Shannonov 2,220 2,369 | 2,479 | 2,340 2,322 2,262 2,066 2,103 | 2,199
indeks (H)

Tablica 31. Vrijednosti indeksa ujednacenosti i Shannonovog indeksa za zajednice gljiva i njima sli¢nih
organizama na razli¢itim kategorijama uzorka i zdravstvenog stanja stabala u GJ Trstika Sumarije Novska

GJ Trstika Zdravstveno stanje 1 Zdravstveno stanje 2 Zdravstveno stanje 3
Novska Deblo | Korijen | Tlo Deblo | Korijen Tlo Deblo | Korijen | Tlo
Indeks

ujednacenosti 0,744 0,714 0,484 0,795 0,663 0,532 0,474 0,691 0,483
(E)

shannonov | 5 969 | 2,371 | 2,365 | 2,479 | 2584 | 2,009 | 1818 | 2402 | 2,044
indeks (H)
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Tablica 32. Popis taksona zabiljezenih u Dugom Selu prema kategoriji uzorka i zdravstvenog stanja stabala

Zdravstvena kategorija 1 Zdravstvena kategorija 2 Zdravstvena kategorija 3
Hypoxylon perforatum Beauveria bassiana
Nemania serpens Ganoderma adspersum
Neonectria punicea S Lecanicillium lecanii

— Armillaria spp. .

o |Penicillium glabrum ) L Nemania serpens
= . Fusarium sporotrichioides . .
) Pezicula sp. . Neonectria punicea
a . . Talaromyces ucrainicus -
Pseudeurotium bakeri Penicillium sp. 1
. Talaromyces verruculosus . .
Talaromyces ucrainicus Pseudeurotium bakeri
Talaromyces verruculosus Talaromyces ucrainicus
Xylaria polymorpha Tolypocladium album
Chaetosphaeriaceae sp.
Fontanospora sp. Coprinellus disseminatus Acremonium murorum
p p p
c Gongronella sp. Dimorphospora foliicola Dactylonectria vitis
;“E’. Pezicula melanigena Nemania serpens Dimorphospora foliicola
g  |Pleosporales sp. Pezicula ericae Ilyonectria robusta
Podospora sp. Pezicula melanigena Pezicula melanigena
Psathyrella candolleana Psathyrella candolleana Xylaria polymorpha
Verticillium leptobactrum
Acremonium murorum . .
Beauveria bassiana Chaetomium funicola
.. .. . . Clonostachys candelabrum
Metarhizium robertsii Epicoccum nigrum . . .
. . Coprinellus disseminatus
Neonectria sp. Hymenoscyphus fraxineus Metarhizium marauandii
o |Penicillium atrosanguineum Metarhizium marquandii Mortierellom cot?na s
= |Penicillium simplicissimum Nectria canadensis y P-

. . - Psathyrella candolleana
Pythium/Phytopythium spp. Penicillium sp. 2 Pvthium/Phvtopvthium s
Talaromyces purpureogenus Pholiota adiposa TZI ocla diﬁmpg lin drosp%rum

Purpureocillium lilacinum yp y P
: . Westerdykella purpurea
Pythium/Phytopythium spp.
- c Alternaria sp. Aspergillus ruber Armillaria spp.
% .2, |Beauveria bassiana Cladosporium cladosporioides  |Diaporthe cotoneastri
3 E Coprinellus disseminatus Diaporthe cotoneastri Hymenoscyphus fraxineus
Diaporthe cotoneastri Ganoderma adspersum Pleosporales sp.
o  |Absidia sp. -
2 A _”p b Absidia sp. Absidi
p pergillus ruber Neonectria sp sidia sp.
2 |Metapochonia bulbillosa - ) . Penicillium ochrocloron
A . Penicillium atrosanguineum
Penicillium ochrocloron
o |Chaetomium funicola Chaetomium funicola
Z  |Epicoccum nigrum Clonostachys rosea Fusarium sporotrichioides
:°C=J, Fusarium solani Gibberella fujikuroi Gibberella fujikuroi
E Gibberella fujikuroi Metarhizium robertsii Microdiplodia sp.
Ilyonectria robusta Tolypocladium cylindrosporum
o Cladosporium cladosporioides  |Alternaria sp. Cladosporium cladosporioides
< — |Clonostachys rosea Fusarium solani Clonostachvs rosea
2 & |Fusarium sporotrichioides Ilyonectria robusta . y :
;8= . - Fusarium solani
S |Paraphaeosphaeria neglecta Penicillium ochrocloron .
~ . . Trichoderma sp.
Trichoderma spp. Trichoderma sp.

Crvenom bojom su oznaceni taksoni kategorizirani kao paraziti.
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Tablica 33. Popis taksona zabiljezenih u Lipovljanima prema kategoriji uzorka i zdravstvenog stanja stabala

Zdravstvena kategorija 1 Zdravstvena kategorija 2 Zdravstvena kategorija 3
Gibberella fujikuroi
Hymenoscyphus fraxineus Beauveria bassiana . .
. . Coprinellus radians
o Ilyonectria robusta Paraphaeosphaeria sporulosa T .
5 - Penicillium atrosanguineum
© Penicillium sp. 1 Podospora sp. -
) . . - Talaromyces ucrainicus
Pezicula melanigena Talaromyces ucrainicus
. Talaromyces verruculosus
Talaromyces ucrainicus Talaromyces verruculosus
Talaromyces verruculosus
. . Cladosporium cladosporioides
Coprinellus micaceus . .
. . Coprinellus micaceus . -
Fusarium solani ) . Cladosporium cladosporioides
. o Diaporthe cotoneastri . .
S Fusarium sporotrichioides . Diaporthe cotoneastri
= . Hymenoscyphus fraxineus . .
p Penicillium sp. 2 . Fusarium solani
e Ilyonectria robusta .
X Pseudogymnoascus sp. . . Neobulgaria sp.
. Neonectria punicea . .
Tolypocladium album . Neonectria punicea
. Neonectria sp.
Trametes versicolor . .
Pezicula melanigena
Acremonium murorum
Dactylonectria vitis
Gibberella baccata
Gongronella butleri . Amauroascus albicans
.. . Acremonium murorum .
Metarhizium marquandii . - . Aspergillus ruber
.. . Gibberella fujikuroi
Metarhizium robertsii . . . Mucor sp.
o . . Microdiplodia sp.
= Mortierellomycotina sp. Mucor s Pseudogymnoascus sp.
Neonectria punicea - Purpureocillium lilacinum
. - Psathyrella candolleana . .
Pholiota adiposa . . Pythium/Phytopythium spp.
. . Pythium/Phytopythium spp. . .
Pseudeurotium bakeri Tolypocladium cylindrosporum
Pythium/Phytopythium spp.
Talaromyces purpureogenus
Tolypocladium cylindrosporum
- c Clonostachys rosea
o .2 . . Fusarium solani Coprinellus micaceus
2 c Diaporthe cotoneastri
]2 Ganoderma adspersum Ganoderma adspersum
Penicillium sp.1
o Penicillium atrosanguineum .
= - Acremonium murorum
= N Penicillium ochrocloron o
2 Penicillium ochrocloron — Penicillium sp. 1
2 Penicillium sp. 2 . .
] . . Pseudeurotium bakeri
Pholiota adiposa
— Absidia sp. Absidia sp.
E_a, o Aspergillus ruber Pseudeurotium bakeri Clonostachys rosea
E = Clonostachys rosea Tolypocladium cylindrosporum |llyonectria robusta
Ganoderma adspersum Penicillium ochrocloron
—_ Alternaria sp. -
S < . P .. Absidia sp. .
=30 Cladosporium cladosporioides . . Alternaria sp.
Q2= . . Epicoccum nigrum .
a s Epicoccum nigrum . Trichoderma spp.
~ . Trichoderma spp.
Trichoderma spp.

Crvenom bojom su oznaceni taksoni kategorizirani kao paraziti.
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Tablica 34. Popis taksona zabiljezenih u Novskoj prema kategoriji uzorka i zdravstvenog stanja stabala

Zdravstvena kategorija 1 Zdravstvena kategorija 2 Zdravstvena kategorija 3
. Aspergillus ruber
Aspergillus ruber p g .
. - S Epicoccum nigrum
o Alternaria sp. Fusarium sporotrichioides . L
= . . . - . Fusarium sporotrichioides
o) Gibberella fujikuroi Lecanicillium lecanii .
a L o Gibberella baccata
Talaromyces ucrainicus Penicillium sp. 1 . .
. Nectria flavoviridis
Talaromyces ucrainicus .
Paraphaeosphaeria neglecta
Clonostachys rosea
I . y Cadophora sp.
Armillaria spp. Colletotrichum truncatum L
. . . Dactylonectria vitis
Cadophora sp. Coprinellus disseminatus - .
. . L Daldinia pyrenaica
S Coprinellus micaceus Dactylonectria vitis .
= . . . llyonectria robusta
= Nemania sp. Diaporthe cotoneastri . .
v . . - Neonectria punicea
X Pezicula melanigena Leucostoma personii .
. . . Neonectria sp.
Psathyrella candolleana Microdiplodia sp. . .
C . . . Pezicula melanigena
Xylaria primorskensis Pholiota adiposa
Talaromyces purpureogenus
Psathyrella candolleana
Acremonium murorum Acremonium murorum
Gongronella butleri . Alternaria sp.
.. " Amauroascus albicans
Metarhizium marquandii Clonostachys candelabrum
.. - Ganoderma adspersum
Metarhizium robertsii . |Clonostachys rosea
o Metacordyceps chlamydosporia
o Mucor sp. . Ganoderma adspersum
. . Pseudopithomyces chartarum - L
Pholiota adiposa : . Purpureocillium lilacinum
. . Pythium/Phytopythium spp. : .
Pythium/Phytopythium spp. Pythium/Phytopythium spp.
Talaromyces purpureogenus .
Talaromyces purpureogenus Tolypocladium album
Tolypocladium cylindrosporum Tolypocladium cylindrosporum
Armillaria spp. I
= c . PP - Armillaria spp.
2 .2 . . Cladosporium cladosporioides . .
o 'C Cladosporium cladosporioides . . Coprinellus micaceus
] e Coprinellus micaceus . .
=~ . Diaporthe cotoneastri
Ilyonectria robusta
Aspergillus ruber
S Beauveria bassiana
= Coprinellus disseminatus Penicillium ochrocloron
2 Talaromyces verruculosus .
2 Ganoderma adspersum Pseudopithomyces chartarum
o Penicillium ochrocloron
Talaromyces verruculosus
— Absidia sp. . .
c . Fusarium solani
8 o |Clonostachys rosea Acremonium murorum .
T = . . . . Nemania sp.
S Fusarium solani Pezicula melanigena . .
¥ . . Pseudeurotium bakeri
Pseudeurotium bakeri
o Absidia sp.
= . . . .
- Diaporthe cotoneastri Fusarium solani -
2 c porth _ o Absidia sp.
2o Ilyonectria robusta Gibberella fujikuroi .
ol . - Trichoderma spp.
S Trichoderma spp. Penicillium ochrocloron
Trichoderma spp.

Crvenom bojom su oznaceni taksoni kategorizirani kao paraziti.
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3.1.9 Analiza utjecaja identificiranih taksona na zdravstveno stanje stabala

Za provjeru utjecaja identificiranih taksona na zdravstveno stanje stabala su postavljene

sljedece hipoteze:
Ho = Distribucija taksona n je jednaka u svim kategorijama zdravstvenog stanja stabala.
H, = Distribucija taksona n nije jednaka u svim kategorijama zdravstvenog stanja stabala.

Za testiranje hipoteza je koristen Fisherov egzaktni test a utvrdeni taksoni su testirani zasebno
za svaku kategoriju uzorka (deblo, korijen, tlo), pri ¢emu se u obzir uzimao broj izolata samo

onih taksona koji su u pojedinoj kategoriji utvrdeni na najmanje tri stabla.

Statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji je utvrdena za taksone Armillaria spp. i Coprinellus
disseminatus na deblima stabala razli¢itog zdravstvenog stanja, te za takson Cladosporium

cladosporioides u okolnom tlu stabala razli¢itog zdravstvenog stanja (Tablica 35).

Tablica 35. Izracunate p vrijednosti primjenom Fisherovog egzaktnog testa za taksone identificirane na deblu,
korijenu i okolnom tlu s obzirom na kategoriju zdravstvenog stanja stabala

Ident|ECé§Egakson o vrijednost Identggg??éﬁkson b vrijednost |dent|f|(3|ll|’_acn)l takson b vrijednost
Ilyonectria robusta 0,3182 Ilyonectria robusta 0,8933 Ilyonectria robusta 0,6125
Absidia sp. 0,4304 PEIEU 0,3953 Absidia sp. 0,8023
melanigena
Gibberella fujikuroi | 07702 Absidia sp. 1,0000 ah/peclacitim 0,7654
cylindrosporum
Clageriine 02803  |Gibberella fujikuroi | 0,6125  |Gibberella fujikuroi | 0,2838
cotoneastri
Neonectria punicea | 0,702 Psathyrella 0,062 (BMGIUEIEICHNERUNAN ) 77,
candolleana sp.
Clonostachys rosea 1,0000 Dlaporthe. 0,1270 Clonostachys rosea 1,0000
cotoneastri
Epicoccum nigrum 1,0000 Neonectria punicea 0,1220 Epicoccum nigrum 0,5403

Cladosporium Cladosporium

. 0,1807 Clonostachys rosea 0,5403 . 0,0105
cladosporioides cladosporioides
ity 0,2838 Epicoccum nigrum 0,3182 Pl 0,7586
ochrochloron ochrochloron
Beauveria bassiana | 0,6125 Clbgpeumn 0,5364 Purpureacillium 1 ;554
cladosporioides lilacinum
FTERoBE S 1,0000 e 0,3922  |Beauveria bassiana | 0,3258
fraxineus ochrochloron
Armillaria spp. 0,0327 Acremonium 0,702 UL LA 0,3182
murorum marquandii
Pseudeurqtlum 0,4083 Hymenc_)scyphus 0,0839 Acremonium 0,9052
bakeri fraxineus murorum
Ganoderma 0,4254 Armillaria spp. 0,2664 Metarhizium 0,3182
adspersum robertsii
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Nastavak — Tablica 35. IzraGunate p vrijednosti primjenom Fisherovog egzaktnog testa za taksone identificirane
na deblu, korijenu i okolnom tlu s obzirom na kategoriju zdravstvenog stanja stabala

Identificirani takson . Identificirani takson . Identificirani takson .
DEBLO p vrijednost KORIJEN p vrijednost TLO p vrijednost
Fusarium solani 0,0736 PEEU BT 0,702 PEBUETOU 0,6799
bakeri bakeri
Fuse_xru_Jm_ 1,0000 Ganoderma 0.8678 Ganoderma 1,0000
sporotrichioides adspersum adspersum
Penicillium sp. 1 0,6915 Fusarium solani 0,4425 Fusarium solani 0,8031
Aspergillus ruber 0,6900 Fusgnqm_ 0,3631 Pholiota adiposa 0,1179
sporotrichioides
Talaromyces Chaetomium Fusarium
ucrainicus 0,6687 funicola 0,7702 sporotrichioides 0,7702
Talaromyces 0,3927 C_:oprlr_1ellus 0,7702 Talaromyces 0,3182
verruculosus disseminatus purpureogenus
Pen|C|II!um 0,1037 Coprlnellus 0,7386 Chaet_omlum 1,0000
atrosanguineum micaceus funicola
dC_?oprlr)eIIus 0,0322 Dactylonectria vitis 0,7702 Aspergillus ruber 0,3182
isseminatus
Coprinellus . —
micaceus 0,7702 Nemania sp. 0,7702 Penicillium sp. 2 0,1037
Nemania serpens 0,6170 Alternaria sp. 1,0000 Pen|C|I|!um 0,7702
atrosanguineum
Alternaria sp. 0,1460 Trichoderma spp. 0,3780 Alternaria sp. 1,0000
Trichoderma spp. 0,2548 - - Trichoderma spp. 0,8101
- - - - Mucor sp. 1,0000
i i i i Pythium/Phytopythi
um spp. 0,4075
Legenda:
paraziti endofit saprotrof ‘ NP (nije poznato) ’

Armillaria spp. pridolazi iskljucivo na deblima stabala druge i tre¢e zdravstvene kategorije s

jednim do dva izolata po stablu, dok je Coprinellus disseminatus zabiljezen samo na deblima

stabala prve zdravstvene kategorije s jednim izolatom po stablu (Tablica 36).

Tablica 36. Broj stabala u svakoj od kategorija zdravstvenog stanja na kojima se takson javlja prema opazenim
frekvencijama (broju izolata) za Armillaria spp. i Coprinellus disseminatus

Opazena frekvencija
Armillaria spp.

Opazena frekvencija
Coprinellus
disseminatus

Broj stabala

S opazenom
frekvencijom

Broj stabala s opazenom
frekvencijom

Zdrav. kat. 1 0 0 Zdrav. kat. 1 4
Zdrav. kat. 2 4 0 Zdrav. kat. 2 0
Zdrav. kat. 3 1 2 Zdrav. kat. 3 0
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Row and Column Points
Symmetrical Normalization

@® Zdravstvena kategorija
O Identificirani takson

Hymenoscyphus fraxineus
()
Nemania serpens

Coprinellus micaceus
1 (@) Pseudeurotium bakeri

& 3 Neonectria punicea

Armillaria spp.O  Absidia sp.
ED (@) ! = AItegraria sp.

Trichoderma spp.O

Dimension 2

Talaromyces ucrainicus

0 Clonostachys roga
1 Aspergilhg ruber

. . Penicillium sp. 1
D Penicillium ochrocloron Cladosporium cladosporioides

Penicillium OGanoderma adspersum Eeauyeria o) 5 : :
atrosanguineum Talaromyces verruculosus °35S/ana CopE:)nellus disseminatus

2e O O Epicoccum nigrum
Fusarium sporotrichioides Diaporthe cotoneastri

=1 O Gibberella fujikuroi

llyonectria robusta

-2 T T T
2 -1 0 1 2 3
Dimension 1

Slika 25. Grafi¢ki prikaz relativne povezanosti utvrdenih taksona gljiva na deblu s kategorijama zdravstvenog
stanja stabala pomocu analize korespondencije

Analiza korespondencije takoder pokazuje relativno veéu povezanost taksona Armillaria spp.
na deblu sa stablima druge i tre¢e zdravstvene kategorije, te dodatno i jo§ nekih ucestalijih i/ili
parazitskih taksona poput Fusarium solani (sedam, odnosno pet izolata u drugoj te trecoj
zdravstvenoj kategoriji, a niti jedan u prvoj), Ganoderma adspersum (jedan izolat u prvoj, Sest
u drugoj te Cetiri u tre¢oj zdrav. kategoriji) i Trichoderma spp. (14 izolata u prvoj, 27 u drugoj
te 32 u trecoj zdrav. kat.), iako za njih nije utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji.
Takson Diaporthe cotoneastri relativno ¢eS¢e pridolazi na deblima stabala zdravstvenih
kategorija 1 i 2. Vidljiva je i relativno veca povezanost taksona Coprinellus disseminatus i
Cladosporium cladosporioides s deblima stabala prve zdravstvene kategorije u odnosu na
preostale dvije (Slika 25). ZabiljeZen je jedan izolat taksona Hymenoscyphus fraxineus na
deblu stabla zdravstvene kategorije 1 te dva izolata na deblu zdravstvene kategorije 3 (Prilog
3).

74



Kranjec, J., 2017. Doktorski rad 3. REZULTATI

Niti za jedan takson na korijenju stabala nije utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji
izmedu razli¢itih zdravstvenih kategorija, iako je na grafickom prikazu vidljiva relativno veca
povezanost odredenih taksona s nekom od zdravstvenih kategorija u odnosu na preostale
dvije. Tako od ucestalijih i/ili parazitskih taksona, Armillaria spp. i Hymenoscyphus fraxineus
relativno ¢esc¢e pridolaze na korijenu stabala tre¢e zdravstvene kategorije, Fusarium solani i
Ganoderma adspersum na korijenu stabala u drugoj te Diaporthe cotoneastri u prvoj

zdravstvenoj kategoriji (Slika 26, Prilog 3).

Row and Column Points
Symmetrical Normalization

2
@® Zdravstvena kategorija
= : QO Identificirani takson
picoccum nigrum
= Alternaria sp, Fusarium sporotrichioides
16P
Diaporthe cotoneastri O O Absidia sp.
N Pezicula melanigena O Cladosporium cladosporioides Nelgnia sp.
g llyonectria robusta O
) Clonostachys rosea
g 0— Coprinellus micaceus O Aémillar ia spp.
= Trichoderma spp. e3
E Chaetomium funicola O
O Pseudeurotium bakeri
.2 o
Fusarium solani N o 2
Ganoderma adspersum QO .O . . gonectria puices
ClLerRl e Dactylonectria vitis O
A O Psathyrella candolleana Hymenoscyphus fraxineus
O
Coprinellus disseminatus
O Acremonium murorum
O Penicillium ochrocloron
-2 T T !
2 -1 0 1 2

Dimension 1
Slika 26. Grafic¢ki prikaz relativne povezanosti utvrdenih taksona gljiva na korijenu s kategorijama zdravstvenog
stanja stabala pomocu analize korespondencije

Statisticki znacajna razlika u distribuciji taksona Cladosporium cladosporioides u okolnom
tlu stabala u razli¢itim kategorijama zdravstvenog stanja proizlazi iz odsutnosti taksona u
drugoj zdravstvenoj kategoriji (Tablica 37). Analiza korespondencije isto tako pokazuje
relativno vecu udaljenost taksona Cladosporium cladosporioides i druge zdravstvene
kategorije u odnosu na prvu i trecu. Od ucestalijih i/ili parazitskih taksona, Ganoderma
adspersum i Fusarium solani relativno ¢es¢e pridolaze u tlu oko stabala prve zdravstvene

kategorije, prva sa svega dva izolata u odnosu na po jedan izolat zabiljezen u okolnom tlu
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stabala preostale dvije kategorije zdravstvenog stanja, dok potonja s osam izolata u prvoj,
Cetiri u drugoj te pet u trecoj zdravstvenoj kategoriji. Taksoni Armillaria spp. i
Hymenoscyphus fraxineus nisu utvrdeni u tlu, dok je za Diaporthe cotoneastri zabiljezen
samo jedan izolat u tlu oko stabla zdravstvene kategorije 1, stoga nisu vidljivi na grafickom

prikazu analize korespondencije (Slika 27, Prilog 3).

Tablica 37. Broj stabala u svakoj od kategorija zdravstvenog stanja na kojima se takson javlja prema opaZenim
frekvencijama (broju izolata) za Cladosporium cladosporioides

Opazena frekvencija

Cladosporium cladosporioides 1 2

Broj stabala s opazenom frekvencijom

Zdrav. kat. 1 4 0
Zdrav. kat. 2 0 0
Zdrav. kat. 3 0 2

Row and Column Points
Symmetrical Normalization

3 5
@ Zdravstvena kategorija
O Identificirani takson
2 Purpureocilium lilacinum
14 Metarhizium marquan diiO Clgasporum cladosporioides
A : .
o~ Pseudeurotium bakeri
c Tolypocladium cylindrosporumQ Clonostachys rosea Aspergillus ruber
o] . X OPythium/Phytopylhium sp& . .
a Absidia sp.Tncho@ma spp. Fusarium sporotrich.
c 0 Alternaria sp.O o%:haetomi m funicola  Fusarium solani
Q Acremonium murorum () o1 - -
E o Mortierellomycotina sp.
= Mucor sp. Penicillium ochrocloron o
[m) ." derma adspersum llyonectria rob
Gibberella fujikuroi 2
-1 O Beauveria bassiana
O
Metarhizium robertsii Talaromyces purpureogenus
Pholiota adiposa
(@] Epicoccum nigrum
Penicillium atrosanguineum
-2
Penicillium sp. 2
-3 T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3

Dimension 1
Slika 27. Graficki prikaz relativne povezanosti utvrdenih taksona gljiva i gljivama sli¢nih organizama u tlu s
kategorijama zdravstvenog stanja stabala pomocu analize korespondencije
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3.1.10 Analiza povezanosti identificiranih taksona prisutnih u biljnom tkivu (korijen,
deblo) sa zdravstvenim stanjem stabala

Od 12 taksona identificiranih u ovom istrazivanju koji su kategorizirani kao paraziti, njih 11
je utvrdeno u biljnom tkivu korijena i baze debla poljskoga jasena s ukupno 257 izolata, pri
¢emu je u zdravstvenoj kategoriji 1 zabiljezen 61 izolat, u zdravstvenoj kategoriji 2 njih 103, a
u zdravstvenoj kategoriji 3 ukupno 93 izolata. Pritom 86 % izolata spada u pet dominantnih
taksona, dok je preostalih Sest taksona predstavljeno sa svega 14 % ukupnog broja izolata koji
pripadaju parazitima (Slika 28). Od pet dominantnih taksona, broj utvrdenih izolata
Hymenoscyphus fraxineus i Armillaria spp. u biljnom tkivu raste pogorSanjem zdravstvenog
stanja stabala, broj izolata taksona Fusarium solani i Ganoderma adspersum je najveéi u
zdravstvenoj kategoriji 2, dok se broj izolata taksona Diaporthe cotoneastri smanjuje

pogorsanjem zdravstvenog stanja stabala (Tablica 38).

U istrazivanju je u biljnom tkivu poljskoga jasena zabiljeZeno 18 taksona kategoriziranih kao
saprotrofi s ukupno 222 izolata. Od toga je u prvoj zdravstvenoj kategoriji utvrdeno 59
izolata, u drugoj 83, a u trecoj 80. Broj izolata nekih od najces¢e zabiljezenih saprotrofnih
taksona, kao §to su Absidia sp. i Trichoderma spp., se povecava pogorSanjem zdravstvenog
stanja stabala, dok je kod drugih, kao §to su Coprinellus micaceus i Psathyrella candolleana,

najvec¢i u drugoj zdravstvenoj kategoriji (Tablica 39).

Diaporthe cotoneastri
Hymenoscyphus fraxineus
® Armillaria spp.
Ganoderma adspersum
M Fusarium solani

M Ostali taksoni (6)

Slika 28. Udio izolata pojedinih taksona kategoriziranih kao paraziti u ukupnom broju izolata svih taksona
kategoriziranih kao paraziti u korijenu i donjem dijelu debla (u biljnom tkivu) stabala poljskoga jasena
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Tablica 38. Broj dobivenih izolata taksona kategoriziranih kao paraziti u biljnom tkivu (korijen, deblo) s obzirom
na kategorije zdravstvenog stanja stabala

Takson Zdrav. kat. 1 Zdrav. kat. 2 Zdrav. kat. 3
Armillaria spp. 5 8 22
Aspergillus ruber 5 4 2
Dactylonectria vitis 1 3
Diaporthe cotoneastri 26 20 13
Fusarium solani 15 42 27
Fusarium sporotrichioides 3 2 4
Ganoderma adspersum 3 12 5
Gibberella fujikuroi 3 4 1
Hymenoscyphus fraxineus 1 7 16
Leucostoma persoonii 0 1 0
Pholiota adiposa 0 2 0

Pythium/Phytopythium spp. - - -

Tablica 39. Broj dobivenih izolata taksona kategoriziranih kao saprotrofi u biljnom tkivu (korijen, deblo) s
obzirom na kategorije zdravstvenog stanja stabala

Takson Zdrav. kat. 1 Zdrav. kat. 2 Zdrav. kat. 3
Absidia sp.
Coprinellus disseminatus

o1~

[EEN
[EEN

Coprinellus micaceus

Coprinellus radians

Dimorphospora foliicola

Gongronella sp.
Hypoxylon perforatum

Metapochonia bulbilosa
Paraphaeosphaeria neglecta
Paraphaeosphaeria sporulosa

Podospora sp.
Psathyrella candolleana
Pseudogymnoascus sp.

Talaromyces purpurogenus
Trametes versicolor

PO, | NP IOIN|FP|IkP|IPIOO||01 O
O |OO|lO0O|0 |k |k |O|0O|lO0|O |~ |O
O |r|O|O|0O|O|Fk |OlOCO|ON|FP|O|O |

N
oo
I
(o]
al
\l

Trichoderma spp.

Xylaria polymorpha
Xylaria primorskensis

[EEN
o | o
[EEN

U ovom je istrazivanju u biljnom tkivu poljskoga jasena utvrdeno 30 taksona kategoriziranih
kao endofiti. Od ukupno 393 dobivena izolata, njih 153 je nadeno na stablima prve, 116 na
stablima druge te 124 na stablima treé¢e zdravstvene kategorije. Najcesce zabiljezeni endofit je

takson Ilyonectria robusta, ¢iji je broj izolata utvrden u biljnom tkivu gotovo jednak u sve tri

kategorije zdravstvenog stanja stabala. Za razliku od njega, broj izolata prisutnih u biljnom
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tkivu drugog najcesce zabiljezenog endofita, taksona Cladosporium cladosporioides, se

smanjuje pogorSanjem zdravstvenog stanja stabala (Tablica 40).

Tablica 40. Broj dobivenih izolata taksona kategoriziranih kao endofiti u biljnom tkivu (korijen, deblo) s
obzirom na kategorije zdravstvenog stanja stabala

Takson Zdrav. kat. 1 Zdrav. kat. 2 Zdrav. kat. 3
Acremonium murorum
Alternaria sp.

Beauveria bassiana

= | |00 | O
N~ (NN

3
4
1
0

Chaetomium funicola

Cladosporium cladosporioides 36 19 18
8

Clonostachys rosea
Colletotrichum truncatum

o | o
»

Epicoccum nigrum

Gibberella baccata
Ilyonectria robusta
Lecanicillium lecanii

o
o | Ww |-
[N

w
©
w
~
w
©

Metarhizium robertsii
Microdiplodia sp.

Nectria flavoviridis
Nemania serpens

Nemania sp.

Neobulgaria sp.

Neonectria punicea
Penicillium glabrum

Penicillium ochrochloron
Pezicula ericae

Pezicula melanigena

Pezicula sp.

Pseudeurotium bakeri
Pseudopithomyces chartarum

O |® |k, |00k, N O|Ikr|lWwo| OO0 |0

O ONO|0 | |0 O |k |O|0(Fk |0k ||k

[ERN
(]

Talaromyces ucrainicus

-
[N

Talaromyces verruculosus

Tolypocladium album
Tolypocladium cylindrosporum
Verticillium leptobactrum

o | O

O OOk OO/ dMfOjOIINW ||| OC|IF

ROk |~

Ukupni broj taksona utvrdenih u biljnom tkivu poljskoga jasena (korijen i deblo), bez
uzimanja u obzir kategorije nacina zivota i1 ishrane kojoj pripadaju, neznatno pada

pogorsanjem zdravstvenog stanja stabala, dok broj izolata raste (Slika 29).
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150 — broj izolata

100 —
47 44 45

Zdrav. kat. 1 Zdrav. kat. 2 Zdrav. kat. 3

Slika 29. Ukupni broj taksona i izolata zabiljezenih u biljnom tkivu poljskoga jasena (deblo i korijen) prema
kategorijama zdravstvenog stanja stabala

3.1.11 Analiza povezanosti identificiranih taksona s geografskim lokacijama
uzorkovanja

Kako bi se utvrdilo postoje li razlike u pridolasku pojedinih taksona na razli¢itim geografskim

lokacijama obuhvacenim istrazivanjem, postavljene su sljedece hipoteze:
Ho = Distribucija taksona n je jednaka na svim geografskim lokacijama sakupljanja uzoraka.
H, = Distribucija taksona n nije jednaka na svim geografskim lokacijama sakupljanja uzoraka.

Za testiranje hipoteza je koriSten Fisherov egzaktni test a utvrdeni taksoni su testirani zasebno
za svaku kategoriju uzorka (deblo, korijen, tlo), pri ¢emu se u obzir uzimao broj izolata samo

onih taksona koji su u pojedinoj kategoriji utvrdeni na najmanje tri stabla.

Statisticki znacajna razlika u distribuciji je utvrdena za taksone Diaporthe cotoneastri,
Penicillium sp. 1 te Nemania serpens na deblu, za taksone Absidia sp., Cladosporium
cladosporioides, Armillaria spp., Ganoderma adspersum, Coprinellus micaceus te
Trichoderma spp. na korijenovom sustavu, te za taksone Gibberella fujikuroi i Fusarium

solani u okolnom tlu stabala razli¢itih geografskih lokacija (Tablica 41).
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Tablica 41. Izratunate p vrijednosti primjenom Fisherovog egzaktnog testa za taksone identificirane na deblu,
korijenu i okolnom tlu s obzirom na geografsku lokaciju uzorkovanja

atrosanguineum

e . Identificirani Identificirani
Identlchlgﬂlotakson p vrijednost takson p vrijednost takson p vrijednost
KORIJEN TLO
llyonectria robusta 0,5403 Ilyonectria robusta 0,1286 llyonectria robusta 1,0000
Absidia sp. 0,1634 ezl 0,1335 Absidia sp. 0,8124
melanigena
Gibberella fujikuroi | 0,702 Absidia sp. 0,0229 elbeckelty 0,1665
cylindrosporum
Diaporthe 0,0467  |Gibberella fujikuroi | 0,1220  |Gibberella fujikuroi | 0,0169
cotoneastri
Neonectria punicea |  0,1037 FEEtiny el 06936 | Mortierellomycotina | 77,
candolleana sp.
Clonostachys rosea 0,7702 Dlaporthe_ 0,1349 Clonostachys rosea 0,1318
cotoneastri
Epicoccum nigrum 0,1220 Neonectria punicea 0,3631 Epicoccum nigrum 0,5403
Sl il 0,6586  |Clonostachys rosea | 0,1756 Cleelospai 0,1714
cladosporioides cladosporioides
PR LW 0,7631 Epicoccum nigrum 0,3182 P I 0,6450
ochrochloron ochrochloron
Beauveria bassiana 0,6125 Cladospo_nym 0,0200 Purpure_ocnllum 0,6900
cladosporioides lilacinum
Hymenc_)scyphus 1,0000 PG (1 1,0000 Beauveria bassiana 0,3258
fraxineus ochrochloron
Armillaria spp. 0,0938 AT 0,7702 G 1,0000
murorum marquandii
Pseudeuro_tlum 0,0520 Hymenqscyphus 0,4008 Acremonium 0,1819
bakeri fraxineus murorum
Ganoderma A Metarhizium
adspersum 0,1930 Armillaria spp. 0,0058 robertsii 1,0000
Fusarium solani 0,7654 PR EUTEL 0,1037 P EN IO 0,0038
bakeri bakeri
Fusarium Ganoderma Ganoderma
sporotrichioides 0,5403 adspersum 0,0097 adspersum 0,3182
Penicillium sp. 1 0,0151 Fusarium solani 0,1208 Fusarium solani 0,0177
Aspergillus ruber 0,2591 AT 0,1220 Pholiota adiposa 0,5213
sporotrichioides
Talargmyces 0,9235 Chaet_omlum 0,1037 Fusz_alrlL_lrr_l 0,1037
ucrainicus funicola sporotrichioides
Talaromyces 0,1020 C_oprmellus 0,3258 Talaromyces 1,0000
verruculosus disseminatus purpureogenus
Penlcnl!um 0,5403 Coprmellus 0,0016 Chaet_omlum 0,1037
atrosanguineum micaceus funicola
(;oprlr_]ellus 0,3182 Dactylonectria vitis 0,3258 Aspergillus ruber 1,0000
disseminatus
Coprmeli 0,702 Nemania sp. 0,037 | Penicilliumsp.2 | 07702
micaceus
Nemania serpens 0,0322 Alternaria sp. 0,5403 Penicillium 0,7702
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Nastavak — Tablica 41. Izraunate p vrijednosti primjenom Fisherovog egzaktnog testa za taksone
identificirane na deblu, korijenu i okolnom tlu s obzirom na geografsku lokaciju uzorkovanja

Identificirani takson Identificirani Identificirani
DEBLO p vrijednost takson p vrijednost takson p vrijednost
KORIJEN TLO
Alternaria sp. 0,5918 Trichoderma spp. 0,0079 Alternaria sp. 1,0000
Trichoderma spp. 0,6672 - - Trichoderma spp. 0,9230
- - - - Mucor sp. 0,3922
) i i i Pythium/Phytopythi 0,5972
um spp.
Legenda:
parazit endofit saprotrof ‘ NP (nije poznato) ‘

Takson Diaporthe cotoneastri je utvrden u deblu stabala na sve tri istrazivane geografske
lokacije, pri ¢emu je u Dugom Selu zabiljezen na najve¢em broju stabala, dok je Nemania
serpens utvrden isklju¢ivo na deblu stabala na navedenoj lokaciji (Tablica 42). Takson
Penicillium sp. 1 pridolazi na deblu veceg broja stabala u Lipovljanima u odnosu na ostale
dvije lokacije (Tablica 43). Graficki prikaz relativne povezanosti taksona na deblu s
geografskom lokacijom uzorkovanja potvrduje ¢es¢i pridolazak taksona za koje je dobivena
statisticki znacajna razlika u distribuciji na prethodno navedenim lokacijama. Vidljiva je i
relativno vecéa prisutnost taksona Armillaria spp. na deblima stabala u Novskoj, gdje je
zabiljezena na pet stabala u odnosu na dva stabla u Dugom Selu te niti jedno u Lipovljanima.
Ganoderma adspersum relativno ¢esSée pridolazi na deblima stabala u Dugom Selu, gdje je
zabiljezeno sedam izolata, za razliku od njih tri u Lipovljanima te jednog u Novskoj. Vrsta
Fusarium solani pokazuje relativno vecu povezanost S lokacijama u Dugom Selom i
Lipovljanima, gdje je utvrdeno Sest, odnosno Cetiri izolata, u usporedbi s Novskom gdje su
nadena dva. Dva, odnosno jedan izolat vrste Hymenoscyphus fraxineus su dobiveni iz debla

po jednog stabla samo na lokacijama u Dugom Selu i Lipovljanima (Slika 30, Prilog 3).

Tablica 42. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opazenim
frekvencijama (broju izolata) za Diaporthe cotoneastri i Nemania serpens

Opazena frekvencija
Nemania serpens

Opazena frekvencija

Diaporthe cotoneastri 1 2

Broj stabala s

. Broj stabala s opazenom
opaZenom

frekvencijom frekvencijom
Dugo Selo 4 3 Dugo Selo 2 1 1
Lipovljani 0 1 Lipovljani 0 0 0
Novska 4 0 Novska 0 0 0
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Tablica 43. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opaZenim

frekvencijama (broju izolata) za Penicillium sp.1

Opazena frekvencija Penicillium sp. 1

1 2

Broj stabala s opazenom frekvencijom

Dugo Selo 1

0

Lipovljani 6

0

Novska 0

1

Row and Column Points
Symmetrical Normalization

Dimension 2
o
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1 -
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Penicillium atrosanguineum

(©)

Epicoccum nigrum H;/menosc,)'/phus fraxineus
O Clonostachys rosea
Talaromyces verruculosu:

LIP

Ganoderma adspersum

Penicillium sp. 1 Alternaria sp.

o

: . Neonectria punicea
O Fusarium solani £ O

DS

Beauveria bassianaO @
O Absidia sp.

Cladosporium cladosporioides

Talaromyces ucrainicus O
Diaporthe cotoneastriQ

Trichoderma spp. O O Penicillium ochrocloron

Fusarium sporotrichioides
Coprinellus micaceus ® NOV (o) P

Gibberella fujikuroi -
llyonectria robusta

OAspergillus ruber
Armillaria spp.

O Coprinellus disseminatus

Pseudeurotium bakeri
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@® Lokacija
O Identificirani takson

-2

| T T
-1 0 1

Dimension 1

2

Slika 30. Graficki prikaz relativne povezanosti utvrdenih taksona gljiva na deblu s geografskim lokacijama
uzorkovanja pomocu analize korespondencije

Od taksona za koje je utvrdena statisticki znacajna razlika na korijenu, Trichoderma spp. i

Cladosporium cladosporioides pridolaze na svim obuhvac¢enim lokacijama, ali su najbrojniji

na stablima u Lipovljanima, iako je potonji prisutan na ve¢em broju stabala u Dugom Selu no

s manjim brojem izolata. Taksoni Absidia sp. i Coprinellus micaceus nisu zabiljeZeni u

Dugom Selu dok na ostale dvije lokacije pridolaze na korijenju manjeg ili ve€eg broja stabala.

Taksoni Armillaria sp. i Ganoderma adspersum su utvrdeni gotovo isklju¢ivo (s iznimkom

jednog stabla) u Novskoj, odnosno potonji u Lipovljanima (Tablica 44 — 47). Analiza
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korespondencije pokazuje relativno vecu povezanost za ovdje nabrojane taksone s lokacijama
na kojima su ukupno najbrojniji. Na grafickom prikazu je, iako nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u distribuciji, vidljiv relativno ¢e$¢i pridolazak Hymenoscyphus fraxineus na
korijenju stabala u Dugom Selu (17 izolata na cetiri stabala) u odnosu na lokaciju u
Lipovljanima (Cetiri izolata na dva stabala) te u Novskoj (nije utvrdena). Isto tako je vidljiva
relativno veca povezanost taksona Diaporthe cotoneastri i Fusarium solani s lokacijom u
Novskoj, gdje je dobiveno 20 izolata taksona Diaporthe cotoneastri na 14 stabala u usporedbi
s lokacijama u Dugom Selu i Lipovljanima gdje je zabiljeZzeno 12 izolata na osam stabala,
odnosno 11 izolata na sedam stabala. U Novskoj su utvrdena 34 izolata taksona Fusarium
solani na korijenu 10 stabala, za razliku od Dugog Sela i Lipovljana gdje je zabiljezeno 19

izolata na korijenu 10, odnosno 11 stabala (Slika 31, Prilog 3).

Tablica 44. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opazenim
frekvencijama (broju izolata) za Absidia sp. i Cladosporium cladosporioides

Opazen Opazena
pazena frekvencija
frekvencija 1 2 : 1 2 3 4 5 7
- Cladosporium
Absidia sp. -
cladosporioides
Broj stabala s
opazenom Broj stabala s opazenom frekvencijom
frekvencijom
Dugo Selo 0 0 Dugo Selo 10 3 0 0 0 0
Lipovljani 3 0 Lipovljani 3 1 4 1 0 1
Novska 6 1 Novska 4 0 1 0 1 0

Tablica 45. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opazenim
frekvencijama (broju izolata) za Armillaria spp. i Ganoderma adspersum

N Opazena

Opazena frekvencija

frekvencija 2 4 5 1 4
L Ganoderma

Armillaria spp.
adspersum
Broj stabala s opazenom Broj stabala s opazenom
frekvencijom frekvencijom

Dugo Selo 0 0 1 Dugo Selo 0 1

Lipovljani 0 0 0 Lipovljani 5 0

Novska 4 2 1 Novska 0 0
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Tablica 46. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opaZenim

frekvencijama (broju izolata) za Coprinellus micaceus

Coprinels micaceus 1 2 4 i 7
Broj stabala s opazenom frekvencijom

Dugo Selo 0 0 0 5 -

Lipovljani 5 0 1 5 .

Novska 0 5 0 . :

Tablica 47. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opaZenim

frekvencijama (broju izolata) za Trichoderma spp.

Opazena frekvencija
. 1 2 3 4 5 6 9
Trichoderma spp.
Broj stabala s opazenom frekvencijom
Dugo Selo 6 0 0 0 0 0 0
Lipovljani 10 1 1 1 1 1 1
Novska 2 4 2 0 0 0 0
Row and Column Points
Symmetrical Normalization
2
@® Lokacija
O Identificirani takson
Chaetomium funicola
Dactylonectria vitis o O
Acremonium murorum Gibberella fujikuroi
14 Nemania sp. Psathyrella candolleana
(©) Armillaria spp. Coprinellus disseminatus
Penicillium ochrocloron Hymenoscyphus fraxineus
@® Fusarium sporotrichioides
NOV Pezicula melanigena O DS
N [
< & Diaporthe i G o
i ys rosea
% A‘g'd'a SP- Fusarium solani
c 0 o
o Coprinellus micaceus llyonectria robusta
E
o ©) ’
i ; Alt .
Pseudeurotium bakeri Cladosporium cladosporioides (§ ML
Ganadce>rma adspersum
LIP
Neonectria punicea o
-14 Trichoderma spp.
o
Epicoccum nigrum
-2 T T T
-2 - 0 1 2

Dimension 1

Slika 31. Grafic¢ki prikaz relativne povezanosti utvrdenih taksona gljiva na korijenu s geografskim lokacijama

uzorkovanja pomocu analize korespondencije
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Od taksona prisutnih u tlu za koje je utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji,
Gibberella fujikuroi gotovo iskljuéivo pridolazi u Dugom Selu, s iznimkama po jednog stabla
na preostalim lokacijama, dok je Fusarium solani najbrojnija u Novskoj, a u Lipovljanima u
tlu uopée nije zabiljezena (Tablica 48). Analiza korespondencije potvrduje relativno vecu
povezanost ovih taksona s lokacijama u Dugom Selu, odnosno u Novskoj. Na grafickom je
prikazu isto tako vidljiva i relativno veca ucestalost taksona Ganoderma adspersum u
Novskoj, gdje su zabiljeZena tri izolata u tlu oko tri stabla, dok su u Lipovljanima i Dugom
Selu utvrdeni samo jedan, odnosno niti jedan izolat ove vrste u tlu (Slika 32). Taksoni
Armillaria spp. i Hymenoscyphus fraxineus nisu zabiljeZeni u tlu niti na jednoj od istrazivanih
lokacija, dok je Diaporthe cotoneastri utvrden u okolnom tlu samo jednog stabla u Novskoj,

stoga nisu obuhvaceni u grafickom prikazu analize korespondencije.

Row and Column Points
Symmetrical Normalization

3
@® Lokacija
QO Identificirani takson
24
Penicillium sp. 2 .
s { Epicoccum  pepjciflium atrosanguineum
Mortierellomycotina sp. nigrum O o) Chaetomium funicola
Cladosporium cladosporioides ©)
1 Mucor SP-O Pholiota adiposa p' . P . Fusarium sporotrichi.
o Se) Metarhizium marquandii
Purpureocilium lilacinum y - -
% . O Gibberella fujikuroi
o~ Tolypocladium cylindrosporumQ
phe LIPe Oaiternaria sp. O Clonostachys rosea
Acremonium murorum O =
o Aspergillus peg,‘cimumoMetarhizium marquandii
9 o ruber  ochrocloron
c Pseudeurotium bakeri O P Trichoderma spp.
QE" Pythium/Phytopythium spp.
= - O O liyonectria robusta
Absidia sp.
(=]
Q Talaromyces purpureogenus
NOV S _
-1 Fusarium solani
Ganoderma adspersum
]
Beauveria bassiana
-2
-3 T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3
Dimension 1

Slika 32. Graficki prikaz relativne povezanosti utvrdenih taksona gljiva i gljivama sliénih organizama u tlu s
geografskim lokacijama uzorkovanja pomocu analize korespondencije
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Tablica 48. Broj stabala na svakoj od geografskih lokacija na kojima se takson javlja prema opazenim
frekvencijama (broju izolata) za Gibberella fujikuroi i Fusarium solani

Opazena frekvencija 1 Opazena frekvencija
Gibberella fujikuroi Fusarium solani

Broj stabala s
opazenom
frekvencijom

Broj stabala s opazenom
frekvencijom

Dugo Selo 7 Dugo Selo 6 1
Lipovljani 1 Lipovljani 0 0
Novska 1 Novska 5 2

3.1.12 Analiza osutosti kro$nje kao pokazatelja zdravstvenog stanja stabla

Sakupljeni uzorci korijena i donjeg dijela debla stabala su kategorizirani prema pojavi
diskoloriranog i/ili nekroti¢nog tkiva u drvu u simptomati¢ne i asimptomati¢ne (Prilog 3).
Povrsinske ozljede kore se nisu uzimale u obzir kao simptom. Primjenom hi-kvadrat testa je

izvrSena provjera sljedecih hipoteza:

Ho = Ne postoji povezanost izmedu pojave simptoma na korijenu/deblu i kategorije

zdravstvenog stanja stabala.

H, = Postoji povezanost izmedu pojave simptoma na korijenu/deblu 1 kategorije zdravstvenog

stanja stabala.

Rezultati hi-kvadrat testa su pokazali kako postoji statisticki znacajna razlika u pojavi
simptoma i na korijenu (p < 0,0001) i na deblu (p < 0,0001) izmedu razli¢itih kategorija
zdravstvenog stanja, zbog Cega se prihvaca alternativna hipoteza kako postoji povezanost
izmedu prisutnih simptoma 1 zdravstvenog stanja stabala procijenjenog na temelju osutosti
kroSnje. Iz broja stabala s utvrdenim simptomima u pojedinim kategorijama zdravstvenog
stanja je vidljivo kako je najmanji broj simptoma zabiljezen na stablima prve, a najveci na

stablima tre¢e zdravstvene kategorije (Slika 33, Slika 34).
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Slika 33. Broj stabala sa zabiljezenim simptomima na donjem dijelu debla po kategorijama zdravstvenog stanja
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Slika 34. Broj stabala sa zabiljezenim simptomima na Korijenu po kategorijama zdravstvenog stanja
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3.2 Prisutnost potencijalno patogenih gljivama sli¢nih organizama u tlu
3.2.1 UspjesSnost izolacije gljivama sli¢nih organizama iz tla

Prvi su se simptomi na listovima postavljenim na uzorcima tla iz Dugog Sela razvili nakon
5 — 6 dana nakon potapanja tla na svim uzorcima. Simptomi su bili vidljivi u obliku okruglih i
nepravilnih kloroza i smedih 1 crnih nekroza na sredini 1 rubovima plojki te onih koje su se
Sirile od vrha ili baze uz srediSnju Zilu prema sredini plojke. Izolacijom iz simptomati¢nih
listova su dobivene kulture ¢istih micelija sa znaajkama karakteristicnim za GSO osim na
listovima uzoraka broj 18 i 27 koji su sakupljeni uz stabla prve i druge zdravstvene kategorije.

Tvorba sporangija je uspjes$no inducirana na svim dobivenim kulturama (Slika 35).

Na listovima postavljenima na uzorcima tla iz Lipovljana su se simptomi jednaki onima na
listovima uzoraka iz Dugog Sela pojavili nakon 4 do 5 dana na svim uzorcima osim kod tla
sakupljenog oko stabla broj 51 koje je na terenu procijenjeno kao stablo zdravstvene
kategorije 2. Miceliji karakteristiéni za gljivama sli¢ne organizme su izolirani iz osam od
devet uzoraka na kojima su razvijeni simptomi, odnosno nisu dobiveni jedino iz uzorka broj
56 (druga zdravstvena kategorija). Tvorba sporangija je uspje$no inducirana na svih osam

karakteristi¢nih micelija.

Gotovo svi listovi postavljeni na uzorke tla iz Novske su simptome razvili nakon Sest dana,
osim listova na uzorku broj 77, gdje su se simptomi pojavili nakon 10 dana. Simptomi su
razvijeni kod svih uzoraka te su bili jednaki onima primijeenim na listovima uzoraka tla s
prethodne dvije lokacije. Miceliji s vegetativnim morfoloskim znacajkama karakteristi¢nim za
gljivama sli¢ne organizme su se razvili kod listova gotovo svih uzoraka, s iznimkom uzoraka
broj 78 (zdravstvena kat. 3) i 89 (zdravstvena kat. 2). Od ukupno osam dobivenih Eistih
kultura karakteristicnih micelija, tvorba sporangija je uspjesno inducirana kod njih sedam.
Kod izolata vezanog uz uzorak broj 86 (zdravstvena kat. 1) nakon potapanja micelija
nesterilnom suspenzijom tla nisu primijec¢ene nikakve generativne tvorbe koje bi upuéivale na

gljivama sli¢an organizam (Tablica 49).
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Tablica 49. Pregled uzoraka tla, uspjes$nosti izolacije gljivama sli¢nih organizama te indukcije tvorbe sporangija
na dobivenim ¢istim kulturama micelija

Prisutni simptomi

Izoliran micelij

Oznaka R morfoloskih :
Lokacija stabla/uzorka tla pysia:\llslzgx;mana madajki | ndl;;lor?:r?gti\j/;)rba
(zdravstvena kat.) uzorak tla karakteristicnih za
GSO
4(3) DA DA DA
6 (3) DA DA DA
7(2) DA DA DA
8 (1) DA DA DA
Dugo Selo, GJ 16 (1) DA DA DA
Crnovscak, 16g 17 (1) DA DA DA
18 (1) DA NE NE
20 (2) DA DA DA
27 (2) DA NE NE
28 (1) DA DA DA
41(2) DA DA DA
42 (2) DA DA DA
Jo;g)&\gjzg;c%% 43 (3) DA DA DA
44 (3) DA DA DA
45 (3) DA DA DA
51 (2) NE NE NE
52 (1) DA DA DA
Josi Kosarao, 71d | 5@ DA DA DA
56 (2) DA NE NE
58 (3) DA DA DA
76 (1) DA DA DA
77 (2) DA DA DA
78 (3) DA NE NE
79 (1) DA DA DA
Novska, GJ 80 (2) DA DA DA
Trstika, 37b 86 (1) DA DA NE
87 (2) DA DA DA
88 (3) DA DA DA
89 (2) DA NE NE
90 (3) DA DA DA
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3.2.2 ldentificirane taksonomske jedinice gljivama sli¢nih organizama u tlu

Od Sest izolata odabranih za identifikaciju vrste molekularnim metodama, njih pet je bilo
uspje$no razvilo sporangije, dok je izolat uzorka broj 86 razvio micelij morfoloski
karakteristiCan za gljivama sli¢ne organizme, ali bez generativnih tvorbi, zbog cega je

posebno odabran za identifikaciju molekularnim metodama.

Iz svih odabranih ¢istih kultura micelija je izolirana DNA zadovoljavajuée koli¢ine i kakvoce.
U lancanoj reakciji polimerazom su za sve uzorke izolirane DNA dobiveni specifi¢ni produkti
veli¢ine priblizno 800 — 900 pb. Iako se odabrani par pocetnica pokazao odgovarajuéim za
umnazanje ciljane regije u PCR reakciji, sekvenciranje pocetnicom ITS6 nije rezultiralo
dovoljno kvalitetnim sekvencama pri istim uvjetima i s jednakim reakcijskim komponentama
kao sekvenciranje pocetnicom ITS4, zbog ¢ega su za identifikaciju vrsta koriStene dobivene
sekvence iz jednog smjera duljine 641 do 680 pb. Koristenjem inacice algoritma Megablast za
sekvence velike sli¢nosti (highly similar sequences) je za pet sekvenci pronadena podudarnost
s ve¢ postoje¢ima u NCBI GenBank bazi od 99 %, te za jednu od 95 %, zbog cega je konacna

identifikacija izvrSena na temelju morfoloskih karakteristika.

Tablica 50. Identificirane vrste gljivama sli¢nih organizama u tlu odumiruéih sastojina poljskoga jasena

Identifikaciiski Vrsta najvece Identifikacijski
Oznaka stabla/uzorka . . podudarnosti sekvence | broj podudarajuce Podudarnost

broj sekvence u .

tla prema BLAST sekvence u NCBI sekvenci %
NCBI GenBank .

algoritmu GenBank

4 KY708964 Phytopythium citrinum AY197328.1 99

6 KY708965 Phytopythium citrinum AY197328.1 99

43 KY708963 Phytopythium citrinum AY197328.1 99

54 KY708962 Phytopythium litorale KU961901.1 95

76 KY708961 Pythium lutarium KU209134.1 99

86 KY707823 Pythium anandrum AY598650.3 99

Rezultati nisu potvrdili prisutnost patogenih vrsta roda Phytophthora, ve¢ su pokazali da
identificirane vrste pripadaju rodovima Pythium i Phytopythium. Tri izolata dobivena iz tla
oko stabala trece zdravstvene kategorije su identificirana kao vrsta Phytopythium citrinum (B.
Paul) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque, dok su preostala tri koja su
izolirana iz tla oko stabala prve zdravstvene kategorije identificirana kao tri razli¢ite vrste:
Pythium anandrum Drechsler, Pythium lutarium Ali-Shtayeh i Phytopythium litorale
(Nechw.) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque (Tablica 50).
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4.1 Utvrdena raznolikost gljiva i njima sli¢nih organizama

U istrazivanju je na ¢ak 86 % uzoraka korijena, odnosno 85 % uzoraka debla te na svim
uzorcima tla potvrdena prisutnost gljiva i gljivama sli¢nih organizama, to jest, nije zabiljeZeno
niti jedno stablo u svim kategorijama zdravstvenog stanja na kojem ovi organizmi nisu bili

prisutni, i to prosjecno tri do Cetiri razli¢ita taksona po stablu, ovisno o kategoriji uzorka.

Unato¢ tome, krivulje akumulacije vrsta koje pokazuju odnos kumulativnog broja utvrdenih
taksona i broja uzorkovanih stabala niti u jednom sluc¢aju nisu dosegle asimptotsku vrijednost
Sto znaci da bi dodatnim uzorkovanjem zasigurno bilo otkriveno jos razliCitih vrsta (taksona),
iako vjerojatno zastupljenih s manjim brojem jedinki na S§to ukazuju i dobiveni podaci o
Sli¢no navode i Kowalski i Kehr (1992), koji su unato¢ velikoj raznolikosti utvrdenih vrsta
gljiva na granama razli¢itog vazdazelenog i listopadnog drveca, zabiljezili svega nekoliko
dominantnih vrsta, to jest, priblizno polovicu otkrivenih vrsta utvrdili na samo jednom ili dva
uzorka. Isto tako Kowalski i sur. (2016) iznose podatke o velikoj raznolikosti vrsta u
simptomati¢nim tkivima debla i grana obi¢nog jasena, od kojih je njih samo nekoliko
zastupljeno u ve¢em broju. U sli¢nim istraZivanjima na obi¢nom jasenu (Lygis i sur. 2005,
Bakys i sur. 2006, Bakys i sur. 2009b), te na obi¢noj smreci (Picea abies (L.) Karst.) i
obi¢nom boru (Pinus sylvestris L.) (Menkis i sur. 2006) primjenjenim intenzitetom
uzorkovanja takoder nije iscrpljena stvarna raznolikost vrsta, iako je ispitivan priblizno jednak
ili znacajno veéi broj uzoraka. Iz krivulja se takoder moze zakljuciti kako je stvarna
raznolikost gljiva 1 njima sli¢nih organizama u tlu i biljnom tkivu izrazito visoka, na §to
ukazuju i druga istrazivanja brojnosti gljiva u biljnom tkivu u kojima se navodi kako u samo
jednom tipu tkiva odredenih vrsta drve¢a moze pridolaziti vise od 100 razlicitih vrsta (Sieber
2007), odnosno istrazivanja tla u kojima je u samo nekoliko grama naden zapanjujuce velik
broj razlicitih vrsta na temelju kojeg se procjena njihove brojnosti u svijetu popela na ¢ak 5,1

milijuna (O'Brien i sur. 2005).

Na poljskom jasenu se veci broj identificiranih taksona pokazao specificnim za samo jednu od
tri kategorije uzorka (deblo, korijen, tlo), §to su potvrdile i izracunate vrijednosti
Serensenovog kvalitativnog 1 kvantitativnog indeksa sli¢nosti koje upucuju na razlike u
brojnosti i taksonomskoj kompoziciji utvrdenih zajednica gljiva i njima slicnih organizama,

posebice kada se usporeduje biljno tkivo (deblo ili korijen) sa tlom. Specijalizacija gljiva za
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pojedine biljne organe, odnosno tkiva, je viSe puta dokazana u istrazivanjima endofitskih
zajednica na razli¢itom drve¢u, poput Alnus rubra Bong. (Sieber i sur. 1991), Quercus
petraea (Matt.) Liebl. (Halmschlager i sur. 1993), Quercus robur L. (Kehr i Wulf 1993) i
Quercus cerris L. (Ragazzi i sur. 2001), te rjede u istrazivanjima na simptomati¢nom tkivu,

primjerice na obi¢nom jasenu (Davydenko i sur. 2013).

Na uzorcima korijena poljskoga jasena je zabiljezen veci broj izolata i taksona gljiva u
usporedbi s istrazivanjima na obi¢nom jasenu (Przybyt 2002b, Bakys i sur. 2006), dok je na
uzorcima debla zabiljezen veci broj izolata ali manji broj taksona u odnosu na istrazivanje
provedeno u Litvi takoder na obi¢nom jasenu, gdje je na svega 210 uzoraka nadeno 75
razlicitih vrsta, moguce zbog nacina sakupljanja uzoraka, odnosno uzimanja tkiva na samome
prijelazu debla u korijen (Lygis i sur. 2005). Osim mikrolokacije izolacije gljiva na stablu,
odnosno lokacije uzimanja uzoraka s obzirom na biljni organ i/ili tkivo koji mogu utjecati na
kompoziciju i brojnost vrsta (Kowalski i Kehr 1992), navedene razlike mogu biti posljedica
viSe razlicitih utjecajnih ¢imbenika, jer pridolazak i1 brojnost vrsta ne ovise samo o biljci
domacinu, ve¢ 1 okoliSnim uvjetima te metodama sakupljanja uzoraka i izolacije gljiva iz
tkiva (Sieber 2007). Upravo je zbog odabranih klasi¢nih metoda izolacije gljiva 1 njima
slicnih organizama iz tla (Soil dilution plate method, soil plate method, soil baiting method) u
ovome istrazivanju na navedenoj kategoriji uzorka dobiven najmanji broj taksona unatoc¢

¢injenici da bioraznolikost gljiva u tlu nadmasuje onu u biljnom tkivu (O'Brien i sur. 2005).

Za prikaz raznolikosti vrsta utvrdenih zajednica gljiva i njima sliénih organizama s obzirom
na razli¢ite kategorije uzorka, zdravstvenog stanja i geografske lokacije uzorkovanja su
odabrani Shannonov indeks raznolikosti (H) koji je cesto primjenjivan u sli€nim
istrazivanjima (Gennaro i sur. 2003, Richard 1 sur. 2005, Peter i sur. 2008, Hanackova i sur.
2017) te dodatno i1 indeks ujednacenosti (E). I raznolikost i ujednacenost vrsta su se pokazale
podjednakima za zajednice gljiva 1 GSO na deblu, korijenu 1 tlu izmedu razli¢itih kategorija
zdravstvenog stanja na svakoj od istrazivanih lokacija, odnosno nije utvrdena statisticki
znaajna razlika izmedu njihovih vrijednosti. Unato¢ tome je vidljivo kako se najvece
vrijednosti indeksa raznolikosti (H) na pojedinim lokacijama i kategorijama uzorka javljaju na
stablima zdravstvene kategorije 1 (DS, LIP) te zdravstvene kategorije 2 (NOV), dok se
najmanje vrijednosti javljaju na stablima zdravstvenih kategorija 2 (DS) i 3 (LIP, NOV).
Zanimljivo je da se unato¢ oslabljenim obrambenim mehanizmima stabala poljskoga jasena

narusenog zdravstvenog stanja raznolikost taksona u pripadaju¢im biljnim tkivima i okolnom
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tlu ne povecava, kao Sto je Cesto zabiljeZeno u drugim istrazivanjima (Ragazzi i sur. 2003,

Lygis i sur. 2005, Santamaria i Diez 2005, Giordano i sur. 2009).

U vecini promatranih kategorija su dobivene srednje vrijednosti indeksa ujednacenosti koje
ukazuju na manju razinu ravnomjerne distribucije jedinki po utvrdenim taksonima, odnosno
dominantnost pojedinih taksona. Najvece vrijednosti ovog indeksa su zabiljeZene za zajednice
gljiva 1 GSO na deblima stabala na sve tri geografske lokacije uzorkovanja, pri ¢emu nije
uocena njihova povezanost s kategorijom zdravstvenog stanja stabala. Najmanje vrijednosti
indeksa ujednacenosti su uglavnom dobivene za zajednice prisutne u tlu, osim u Novskoj,
gdje je najniza vrijednost zabiljezena na deblima stabala zdravstvene kategorije 3, uz
napomenu kako su zajednice u tlu stabala zdravstvenih kategorija 1 1 3 takoder pokazale
gotovo jednake vrijednosti navedenoj. Moglo bi se zakljuéiti kako su u zajednicama gljiva i
GSO u tlu prevladavali pojedini taksoni s obzirom na broj zabiljezenih jedinki. Ovakav
rezultat moze biti posljedica vece zastupljenosti odredenih rasirenih taksona u tlu, ali dijelom
I upotrebljenih metoda izolacije gljiva i GSO iz tla koje prednost daju brzorastué¢im vrstama
(soil plate method, soil dilution plate method) ili vrstama plivaju¢ih spora (soil baiting
method).

4.2 Identificirani taksoni gljiva i gljivama sli¢nih organizama i njihov
utjecaj na zdravstveno stanje stabala

S obzirom da su sli¢ni pokusaji identifikacije razli¢itih vrsta gljiva i njima sli¢nih organizama
u biljnom tkivu i tlu u Republici Hrvatskoj provodeni drugacijom metodologijom te s
razli¢itim ciljevima na Sumskim vrstama drveé¢a (Dimini¢ i sur. 2002, Pernek i sur. 2011,
Miloti¢ 1 sur. 2012, Zgrabli¢ 2015), pretpostavlja se kako je veci broj taksona identificiranih
ovim istrazivanjem prvi puta formalno zabiljezen za naSe podrucje. Kako u Republici
Hrvatskoj ne postoji jedinstvena javno dostupna baza identificiranih vrsta mikrogljiva i njima
sli¢énih organizama, tocan broj onih koje prije ovog istrazivanja nisu utvrdene je nemoguce
tocno odrediti, ali je pregledom baze na portalu znanstvenih ¢asopisa Republike Hrvatske
(http://hrcak.srce.hr/), digitalne arhive Hrvatskoga Sumarskog drustva
(http://sumlist.sumari.hr/goosl.asp), mreznih stranica Hrvatske znanstvene bibliografije
(https://bib.irb.hr/index.html) te Enciklopedije gljiva (Bozac 2005), utvrdeno kako je od 66
vrsta identificiranih na poljskom jasenu i u okolnom tlu, njih 27 dosad zabiljezeno u Republici
Hrvatskoj. lako su se za pretragu koristili svi poznati sinonimi za danu vrstu kako ih navodi
baza Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/), moguce je da su jo$ neke vrste ranije

utvrdene na podrucju Republike Hrvatske ukoliko se ne navode u nabrojanim bazama.
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Metodoloski sli¢na istrazivanja uloge gljiva i gljivama slicnih organizama u odumiranju
Sumskog drveca su provedena na nekoliko razlicitih listopadnih i1 vazdazelenih vrsta izvan
Republike Hrvatske, pri ¢emu u posljednjih nekoliko godina prednjace ona na obi¢nom jasenu
(Fraxinus excelsior L.), dok za poljski jasen (Fraxinus angustifolia Vahl) u navedenom
smislu osim ovog istrazivanja gotovo i nema dostupnih podataka, zbog cega se vecina
dobivenih rezultata usporeduje s onima dobivenim prvenstveno na obi¢nom jasenu ali dijelom

i nekim drugim vrstama.

Na poljskom je jasenu identificirano ukupno 80 razli¢itih taksonomskih jedinica, odnosno u
pojedinim slu¢ajevima grupa (Tablica 12 — 15, Prilog 2), od kojih su prisutnos¢u i brojem
jedinki najzastupljenije vrste odjela Ascomycota, uz svega nekoliko taksona odjela
Basidiomycota i Zygomycota, sli¢no kao i u biljnom tkivu obi¢nog jasena sa simptomima
odumiranja (Lygis i sur. 2005, Bakys i sur. 2006, Bakys i sur. 2009b, Bakys i sur. 2011,
Davydenko i sur. 2013, Kowalski i sur. 2016). U tlu sastojina poljskoga jasena su takoder u
velikom broju utvrdeni gljivama sli¢ni organizmi koji spadaju u odjel Oomycota carstva
Straminipila, koji su u ve¢oj mjeri zabiljezeni i u tlu odumirucih sastojina hrasta luznjaka na
manjem ili ve¢em dijelu stabala (Jung i sur. 2000, Balci 1 Halmschlager 2003b, a, Jonsson i
sur. 2003, Jankowiak i1 sur. 2015). Navedeni organizmi nisu utvrdeni u biljnom tkivu
poljskoga jasena u ovom istrazivanju, iako su odredene vrste zabiljezene na nekrozama
korijena i debla obi¢nog jasena u Poljskoj (Orlikowski i sur. 2011) te identificirane kao

uzro¢nici odumiranja poljskoga jasena u Turskoj (Akilli 1 sur. 2013b).

Na poljskom jasenu i okolnom tlu u istrazivanim sastojinama je utvrden priblizno jednak broj
izolata gljiva i njima sli¢nih organizama kategoriziranih kao endofiti, paraziti i saprotrofi,
iako je utvrdeni broj taksona parazita gotovo dva ili tri puta manji u odnosu na ostale dvije
kategorije. Veci broj izolata parazita u odnosu na broj taksona moZze biti posljedica
kompetitivne sposobnosti koju im omogucuju razli¢ite strategije koje su evolucijski morali
razviti kako bi savladali obrambene mehanizme biljke (Underwood 2012, Bisen i sur. 2015),
ili se moze raditi o odrazu opcenito narusenog zdravstvenog stanja stabala kojim Se stvaraju
pogodni uvjeti za Sirenje oportunistickih parazita (Desprez-Loustau i sur. 2006). Pritom
navedene kategorije treba shvacati uvjetno, jer velik broj taksona moze prelaziti s jednog na
drugi nacin zivota ovisno o raznim ¢imbenicima (Cooke i Whipps 1993, Carlile i Watkinson
1994, Redman 1 sur. 2001, Sieber 2007), a ovdje su kategorizirani prema prevladavaju¢em
nacinu Zivota i ishrane koji se navode u literaturi. Nijedan od taksona identificiranih u ovome

istrazivanju nije svrstan u ekto- ili endomikorizne gljive. Kako je cilj bio determinirati vrste
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gljiva i gljivama sli¢nih organizama dobivene izolacijom na umjetne hranjive podloge, a vrste
koje stvaraju arbuskularni tip mikorize se zbog obligatnog biotrofnog nacina zivota ne mogu
identificirati na ovaj nacin, rezultat od nula utvrdenih endomikoriznih gljiva je o¢ekivan. Isto
tako, unato¢ Cinjenici da vrste drveca koje su u istrazivanim sastojinama pridolazile zajedno
uz poljski jasen tvore i ektomikorizu uz arbuskularni tip mikorize (crna joha) (Silvie i sur.
1996) ili samo ektomikorizu (hrast luznjak) (Kubisch i sur. 2016), u periodu sakupljanja
uzoraka nisu primije¢ena plodista ektomikoriznih gljiva u krugu polumjera 1,5 m od debla

stabala poljskoga jasena.

Najveéi broj razli¢itih taksona je zabiljezen u biljnom tkivu i okolnom tlu zdravih stabala
(zdravstvena kategorija 1), Sto je djelomicno i razlog visokoj raznolikosti utvrdenoj u ovoj
kategoriji, dok je najveci broj izolata dobiven iz biljnog tkiva i okolnog tla odumiruéih stabala
(zdravstvena kategorija 3) (Slika 29, Prilog 3). Specijalizacija utvrdenih taksona s obzirom na
zdravstveno stanje stabala je manje izrazena kao posljedica znatno manjeg broja taksona
utvrdenih na stablima samo jedne kategorije zdravstvenog stanja (24) u odnosu na broj onih
koji se javljaju u sve tri kategorije (37). Na to ukazuju i visoke vrijednosti Serensenovih
indeksa sli¢nosti koje se kre¢u u rasponu od 0,71 do 0,77 izmedu pojedinih kategorija, a koje
su nesto vece ili se priblizno podudaraju s vrijednostima dobivenim za zajednice gljiva u
izbojcima obi¢nog jasena s razli¢itim stupnjem napretka simptoma (Bakys i sur. 2009b).
mrtvim granama Sumskog drveca, uz objasnjenje kako vrste prisutne u zdravom tkivu imaju
prednost u kolonizaciji tkiva koje odumire pred onim vrstama koje dolaze iz okolisa. Isto
tako, Hanackova i sur. (2017) utvrduju kako nema statisticki znacajne razlike izmedu
zajednica gljiva koje dolaze na stablima obicnog jasena zahvacenih odumiranjem i onima koja
su vizualno zdrava. Drugacije rezultate koji upucuju na razli¢itost taksonomske kompozicije
zajednica gljiva u simptomati¢nim 1 vizualno zdravim izbojcima obicnog jasena su dobili
Davydenko 1 sur. (2013) te Lygis i sur. (2005) za zajednice u deblima zdravih, odumiruéih i
mrtvih stabala takoder kod obi¢nog jasena. Autori pomak u kompoziciji vrsta objasnjavaju
promjenama u fiziologiji tkiva koje viSe odgovaraju novopridoslim specijaliziranim vrstama
koje potiskuju one postoje¢e. Medutim, takoder navode kako takav pomak do objave njihovih
rezultata nije zabiljeZen u Sumskoj patologiji te kako na pridolazak vrsta u istom tkivu osim
toga snazno utjeCu i okoli$ni ¢imbenici koji prevladavaju na pojedinoj geografskoj lokaciji te

koji mogu uzrokovati navedene razlike, $to potkrijepljuju cinjenicom da je sli¢nost
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taksonomske kompozicije zajednica gljiva koju su sami utvrdili te onih dobivenim u drugim

istrazivanjima na istim biljnim organima i domacinu izrazito niska.

To potvrduju i rezultati ovog istrazivanja iz kojih se usporedbom pronadenih zajednica gljiva i
GSO na simptomati¢nom poljskom i obi¢nom jasenu moze zakljuciti kako postoje odredene
podudarnosti u prisutnim vrstama, ali znatno manje u odnosu na razlike, §to se moze objasniti
ve¢ spomenutim razlikama u okoli$nim uvjetima ali i specijalizacijom pojedinih taksona koji
pridolaze samo na jednom ili nekoliko srodnih domacina, dok su neki taksoni sveprisutni,
odnosno mogu u razli¢itom intenzitetu do¢i na velikom broju domacina (Kowalski i Kehr

1992).

Ukupno 13 taksona (vrsta) utvrdenih na poljskom jasenu je takoder identificirano u sli¢nim
istrazivanjima prisutnih zajednica gljiva na obi¢nom jasenu sa simptomima odumiranja,
ukljucujuéi vrstu Coprinellus disseminatus na korijenu, deblu i izbojcima (Lygis i sur. 2005,
Bakys i sur. 2006, Bakys i sur. 2009b, Bakys i sur. 2011, Hanackova i sur. 2017),
Pseudeurotium bakeri na korijenu (Bakys i sur. 2011), Ganoderma adspersum, Psathyrella
candolleana i Metapochonia bulbillosa na prijelazu debla u korijen (Lygis i sur. 2005),
Nemania serpens i Gibberella baccata u izbojcima (Hanackova i sur. 2017), Armillaria spp.
na korijenu i deblu (Lygis i sur. 2005, Bakys i sur. 2006, Bakys i sur. 2011) te
Hymenoscyphus fraxineus u peteljkama, izbojcima, granama, deblu i korijenu (Kowalski
2006, Bakys i sur. 2009a, Bakys i sur. 2009b, Kowalski i Czekaj 2010, Davydenko i sur.
2013, Kowalski i sur. 2016).

Cetiri taksona nadena u ovom istrazivanju koji su zajedni¢ki simptomatiénom poljskom i
obi¢nom jasenu, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum, Fusarium lateritium i
Fusarium solani (Griffith i Boddy 1988, Przybyt 2002a, Przybyt 2002b, Kowalski i
Lukomska 2005, Lygis i sur. 2005, Pukacki i Przybyt 2005, Bakys 1 sur. 2006, Vasiliauskas i
sur. 2006, Bakys i sur. 2009a, Bakys i sur. 2009b, Kowalski i Czekaj 2010, Chen 2012,
Davydenko i sur. 2013, Kowalski i sur. 2016), su vrste Sirokog rasprostranjenja i niske razine
specijalizacije koje su uglavnom u svojstvu endofita takoder nadene i na drugim vrstama
drveca kao $to su Pinus sylvestris L. (Giordano i sur. 2009), Populus tremula L. (Santamaria i
Diez 2005) te vise vrsta roda Quercus (Ragazzi i sur. 2001, Gennaro i sur. 2003, Ragazzi i
sur. 2003, Moricca i sur. 2012).

Uzimajuéi u obzir samo one taksone identificirane do razine vrste, njih 53 zabiljeZenih na
poljskom jasenu nije utvrdeno i na obi¢nom jasenu, ali i obratno, vrste koje brojnoséu jedinki

prevladavaju na simptomati¢cnom obi¢nom jasenu poput Aureobasidium pullulans, Gibberella
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avenacea i Botrysphaeria stevensii (Pukacki i Przybyt 2005, Bakys i sur. 2009b, Kowalski i
Czekaj 2010, Davydenko 1 sur. 2013), nisu nadene na poljskom jasenu u ovom istrazivanju.
lako se radi o genetski srodnim vrstama (Gerard i sur. 2006) koje obje diljem Europe u
posljednje vrijeme pokazuju sve izrazeniji fenomen odumiranja, izgleda da gljive kao bioticki
¢imbenici koji sudjeluju u navedenom procesu za ove dvije vrste nisu potpuno jednaki, a Sto
je vrlo vjerojatno posljedica razli¢itih geografskih lokacija, odnosno okolisnih ¢imbenika koji
na njih utjeCu (Ragazzi i sur. 2003, Santamaria i Diez 2005, Bakys 1 sur. 2009b, Moricca i sur.

2012).

Iako je analiza distribucije broja jedinki taksona utvrdenih na poljskom jasenu u tri razlicite
kategorije zdravstvenog stanja pokazala statisticki znacajnu razliku za taksone Coprinellus
disseminatus i Armillaria spp. na deblu te Cladosporium cladosporioides u tlu, koji su ujedno
zabiljezeni i na obi¢nom jasenu u odumiru¢im sastojinama, Svi preostali taksoni u statisticki
jednakoj mjeri pridolaze na stablima razli¢itog zdravstvenog stanja. Iz navedenih rezultata
proizlazi kako su gljive 1 njima sli¢ni organizmi prisutni u prizemnim i podzemnim dijelovima
zdravih stabala poljskoga jasena istovremeno i primarni kolonizatori stabala narusenog
zdravstvenog stanja, nakon ¢ega nastavljaju biti prisutni i u odumirué¢em tkivu, to jest, vrste
koje ispoljavaju parazitski ili saprotrofni nacin zivota ¢ine to nakon promjene metabolizma
domacina ili pada njegova vitaliteta uzrokovanog nekim drugim biotickim ili vjerojatnije
abiotickim ¢imbenicima. Medutim, unato¢ rezultatima statistickog testa, iznimku zasigurno
¢ini fitopatogena vrsta Hymenoscyphus fraxineus, koja je u dosada$njim istrazivanjima vise
autora potvrdena kao uzro¢nik odumiranja stanica kore i drva jasena neovisno o fizioloSkom
statusu svog domacina (Krautler i Kirisits 2012, Gross i sur. 2014, Hauptman i sur. 2016,
Dimini¢ i sur. 2017). Kao posljedica dolazi do postupnog odumiranja dijelova zaraZena stabla
te u konacnici Cesto i do odumiranja Citavog stabla. Ispoljava li koja od ostalih utvrdenih
gljiva 1 GSO u ovom istrazivanju svoja patogena svojstva na slican nacin je potrebno potvrditi
u budu¢im istrazivanjima. Od taksona koji su u literaturi potvrdeni kao paraziti, u ovom su
istrazivanju ucestalo izolirani Fusarium solani, Diaporthe cotoneastri, Ganoderma
adspersum i Armillaria spp., za koje se shodno njihovoj biologiji, brojnosti te distribuciji u
biljnom tkivu stabala razlicitih kategorija zdravstvenog stanja (Tablica 38) moze pretpostaviti
kako nakon endofitske faze u zdravom tkivu poljskoga jasena ispoljavaju parazitski nacin
zivota na stablima narusenog zdravstvenog stanja. Za taksone koji su prema dostupnoj
literaturi kategorizirani kao endofiti, odnosno za koje nije poznato ispoljavaju li u biljnom

tkivu saprotrofni i/ili parazitski na¢in zivota, se na temelju dobivene distribucije u biljnom
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tkivu stabala razlicitih kategorija zdravstvenog stanja mogu iznijeti pretpostavke o njihovoj
ulozi u odumiranju poljskoga jasena (Tablica 40), ali bez dodatnih istrazivanja njihov utjecaj
na zdravstveno stanje stabala ostaje nepoznat. Taksoni zabiljezeni u ovom istrazivanju Koji su
u literaturi potvrdeni kao saprotrofi, u biljnom tkivu poljskoga jasena ¢es¢e pridolaze u drugoj
1 tre¢oj kategoriji zdravstvenog stanja, gdje imaju ulogu razlaganja odumiruéeg i mrtvog
tkiva, a njih 14 je utvrdeno i na stablima prve zdravstvene kategorije, $to znaci da u tkivu

poljskoga jasena mogu biti prisutni kao endofiti (Tablica 39).

Slican je fenomen sekundarne i tercijarne uloge gljiva u odumiranju do danas zabiljeZen na
vise razli¢itih vrsta Sumskog drvecéa, ukljucujuéi hrast crniku i plutnjak (Brasier 1992), hrast
luznjak (Kehr 1 Wulf 1993), obicni jasen (Bakys i sur. 2009b), obi¢nu smreku (Schulze i sur.
2012) 1 obi¢nu bukvu (Luchi i sur. 2016). Potkrijepljuje ga i ranije razvijeni konceptualni
model odumiranja Suma prema kojem je potrebno vremensko preklapanje djelovanja tri grupe
¢imbenika kako bi do odumiranja doSlo: 1) predisponirajuc¢i ¢imbenici koji djeluju dulje
vremensko razdoblje uzrokujuéi fizioloSko slabljenje stabala; 2) iniciraju¢i ¢imbenici koji
pokre¢u proces odumiranja uzrokujuci kratkorocni stres te; 3) pridonoseci ¢imbenici,
prvenstveno oportunisticki organizmi, koji na oslabljenim stablima povecavaju ili ubrzavaju
intenzitet odumiranja i smrtnosti (Manion 1981). Opisani bi se model na temelju prethodnih
iskustava s odumiranjem jo§ jedne nizinske vrste, hrasta luznjaka (Vajda 1948, Harapin i
Androi¢ 1996, Vukeli¢ i sur. 1997), mogao tako primijeniti i na proces koji se odvija u
sastojinama poljskoga jasena, gdje bi abioticki ¢imbenici poput poremecaja vodnog rezima,
klimatskih promjena i antropogenog utjecaja mogli imati predisponirajuéu ulogu, patogeni
organizmi poput Hymenoscyphus fraxineus inicirajuéu ulogu, a oportunisticke vrste poput

Armillaria spp. i drugih organizama pridonositi odumiranju.

U sljedec¢im se poglavljima opisuje potencijalna uloga 12 taksona kategoriziranih kao paraziti
redoslijedom utemeljenim na ukupnom broju dobivenih izolata, te dodatno za pet najcesce
izoliranih taksona u ovom istrazivanju koji na biljnim vrstama ispoljavaju drugacije nacine

Zivota i ishrane.

4.2.1 Uloga gljivama sli¢nih organizama rodova Pythium i Phytopythium

Na poljskom jasenu su u sve tri kategorije zdravstvenog stanja odmah nakon vrsta roda
Trichoderma najzastupljeniji gljivama sli¢ni organizmi rodova Pythium i Phytopythium koji
su zabiljeZeni samo u tlu. Identificirani rodovi gljivama sli¢nih organizama Su prvenstveno

poznati kao saprotrofi koji koloniziraju svjeZe biljne ostatke u tlu te u nekim slu¢ajevima i kao
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patogeni sitnog korijenja i drugog biljnog tkiva (Deacon 2013), ali kako su u statisticki
jednakoj mjeri pronadeni u tlu oko stabala svih zdravstvenih kategorija, pri ¢emu relativno
¢esce pridolaze u okolnom tlu stabala prve zdravstvene kategorije (62 izolata) u usporedbi s
preostale dvije (40, odnosno 59 izolata) te nisu izolirani iz biljnog tkiva (Prilog 3),
pretpostavlja se kako nemaju neposredan utjecaj na odumiranje poljskoga jasena na

istrazivanim lokacijama.

4.2.2 Uloga gljive Fusarium solani

Takson Fusarium solani je u istrazivanim sastojinama utvrden U simptomati¢nom i vizualno
zdravom tkivu poljskoga jasena s 12 izolata u deblu, 72 u korijenu te 17 u okolnom tlu, na
ukupno 14 stabala u prvoj, 17 u drugoj te 13 u tre¢oj zdravstvenoj kategoriji (Prilog 3). Ova se
gljiva takoder navodi i u simptomati¢nim tkivima izbojaka (Przybyt 2002a, Pukacki i Przybyt
2005, Kowalski i sur. 2016), bazi debla (Lygis i sur. 2005) te sitnom korijenju (Przybyt
2002b) obicnog jasena narusenog zdravstvenog stanja, gdje se ujedno u testovima patogenosti
pokazalo da mozZe prouzrokovati hipersenzitivnu reakciju ali ne i razvoj bolesti na zdravim
mladim biljkama. Ova gljiva je poznata kao patogen poljoprivrednih kultura (Coleman 2016)
ali i kao uzro¢nik trulezZi korijena i raka debla viSe vrsta drveca, gdje dolazi kao parazit rana
i/ili slabosti (Demirci i Maden 2006). U Republici Hrvatskoj je takoder utvrdena kao uzro¢nik
odumiranja kore grana odraslih stabala topola (Populus spp.) posljedicom koje je doslo do
odumiranja kro$nji (Dimini¢ 2005), tako da se, uz Cinjenicu da na poljskom jasenu u
statisticki jednakoj mjeri pridolazi u razli¢itim kategorijama zdravstvenog stanja, pri ¢emu se
relativno ¢es¢e javlja u biljnim tkivima stabala druge zdravstvene kategorije (Tablica 38,
Slika 25, Slika 26), ukazuje na moguc¢nost njenog djelovanja u svojstvu slabog parazita na

stablima promijenjenog metabolizma i/ili narusenog vitaliteta.

4.2.3 Uloga gljive Diaporthe cotoneastri

Jo§ jedan od ucestalih i parazitskih taksona, Diaporthe cotoneastri, je gotovo iskljucivo
izoliran iz biljnog tkiva poljskoga jasena (uz iznimku jednog izolata u tlu), gdje je utvrden u
vizualno zdravom i simptomati¢nom tkivu korijena (43 izolata) i debla (16 izolata) na 18
stabala prve, 13 stabala druge te devet stabala trece zdravstvene kategorije (Prilog 3). Prema
Udayanga i sur. (2014) je naziv Diaporthe cotoneastri sinonim za takson Diaporthe eres,
zbog Cega se u istrazivanjima drugih autora ova dva taksona Cesto izjednacavaju, iako baza
Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp) u kojoj se navode

trenutacno prihvaceni puni znanstveni nazivi vrsta 1 viSih taksonomskih jedinica odvaja
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Diaporthe cotoneastri i Diaporthe eres kao dvije zasebne vrste. Unato¢ tome, oba se taksona,
bez obzira razmatraju li se kao jedna ili dvije vrste, u trenutno dostupnoj literaturi navode kao
patogeni drvenastog bilja koji mogu uzrokovati nekroti¢ne lezije, odnosno rak debla te
odumiranje izbojaka i mladih biljaka drvenastih vrsta (Abreo i sur. 2012, Kaliterna i sur.
2012, Thomidis i Michailides 2009). S druge strane, patogenost Diaporthe eres na obi¢nom
jasenu nije potvrdena unato¢ Cestim izolacijama s ruba nekroticnog tkiva (Kowalski 1 sur.
2017). U ovom istrazivanju je utvrdeno kako vrsta statisticki jednako dolazi u deblu, korijenu
i okolnom tlu stabala razli¢itog zdravstvenog stanja §to znaci da postoji moguénost kako u
tkivu u kojem je ve¢ prisutna nastavlja Zivjeti parazitski nakon utjecaja nekog od stresnih
¢imbenika, vjerojatno u manjem broju te uglavnom u ranijim fazama odumiranja poSto

relativno ¢eSce pridolazi na stablima prve i druge zdravstvene kategorije u odnosu na tre¢u

(Tablica 38).

4.2.4 Uloga vrsta roda Armillaria

Vrste roda Armillaria se generalno smatraju oportunistiCkim patogenima koji inficiraju
domacine oslabljene odredenim stresnim ¢imbenicima (Wargo 1977, Singh 1983, Entry 1 sur.
1986). U ovom su istrazivanju jedinke navedenog roda nadene na dvije lokacije, isklju¢ivo u
simptomaticnom tkivu poljskoga jasena, na korijenu u sve tri zdravstvene kategorije stabala,
dok na deblu samo na stablima znac¢ajno osute krosnje (zdrav. kat. 2 i 3). Kako se veéina
infekcija vrstama roda Armillaria ostvaruje putem korijena, logi¢no je da se u fazi kada gljiva
uznapreduje do donjeg dijela debla njena prisutnost moze statisticki znacajno povezati s
pogorsanim zdravstvenim stanjem stabala, odnosno ve¢om osutosc¢u krosnje kao Sto su
pokazali rezultati statistickih analiza distribucije te analize korespondencije (Tablica 35, Slika
25).

Molekularnim metodama je potvrdena jedino vrsta Armillaria cepistipes na uzorku debla
stabla druge zdravstvene kategorije iz Novske, $to ne isklju¢uje mogucnost pridolaska i
drugih vrsta ovog roda, posebice na drugoj lokaciji gdje je potvrdena njihova prisutnost na
deblu (tri izolata) dva stabla druge i trece te korijenu (pet izolata) jednog stabla trece
zdravstvene kategorije (Dugo Selo), ali se to ne moZe sa sigurno$¢u tvrditi poSto su
molekularnom identifikacijom jednog uzorka micelija iz korijena stabla tre¢e zdravstvene
kategorije dobiveni viSeznaéni rezultati (A. sinapina/A. cepistipes/A. gallica). Za to¢nu bi
identifikaciju trebalo provesti dodatne molekularne analize s pocetnicama specificnim za
odjel Basydiomycota ili ¢ak sam rod. Na poljskom jasenu u klonskoj plantazi zahvaéenoj

odumiranjem u Sloveniji su izolacijom iz debla takoder dobiveni nejednoznacni rezultati
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(A. cepistipes/A. gallica) ali je pritom utvrdena i vrsta izrazenijih parazitskih sposobnosti,
A. mellea (Hauptman i sur. 2016) koja u ovom istraZivanju nije nadena. Sli¢na istrazivanja u
plantazama i sastojinama obi¢nog jasena takoder identificiraju vrste Armillaria gallica na
deblima stabala osStec¢ene krosnje (Thomsen i Skovsgaard 2007, Skovsgaard i sur. 2010) te
Armillaria cepistipes na nekrozama korijena i donjeg dijela debla u svim zdravstvenim
kategorijama stabala, ¢ak 1 na onima koja su s obzirom na osutost kroSnje vizualno zdrava
(Lygis 1 sur. 2005, Bakys 1 sur. 2006, Bakys 1 sur. 2011). Ovako $iroka prisutnost vrsta roda
Armillaria utvrdena u nekoliko razli¢itih istraZivanja je pomalo neuobicajeni rezultat s
obzirom da se u starijim ekstenzivnim istrazivanjima ovih gljiva rod Fraxinus ne spominje

kao domacin (Sokolov 1964).

Unato€ pronalasku gljive na vizualno zdravim stablima, nalazi nekih od prethodno navedenih
istrazivanja upucuju na njenu dugotrajnu prisutnost u svojstvu saprotrofa u jasenovim
sastojinama prije pocetka odumiranja, pri ¢emu je prijelazak na parazitski nacin Zivota
vjerojatno uvjetovan odredenim predisponirajué¢im ¢imbenicima od kojih se kao najvazniji
navode gljivicne infekcije u kroSnjama stabala, prvenstveno one uzrokovane patogenom
gljivom Hymenoscyphus fraxineus (Thomsen i Skovsgaard 2007, Skovsgaard i sur. 2010).
Sekundarnu ulogu Armillaria spp. potvrduju i Husson i sur. (2012), koji navode da infekcije
ovim vrstama na obi¢nom jasenu nisu utvrdene na istraZivanim plohama bez prisutnosti
Hymenoscyphus fraxineus u krosnji, dok je primjerice obrnuta situacija zabiljezena na jednoj
plohi. Chandelier i sur. (2016) ¢ak navode kako se u gotovo svim nekrozama (98 %) debla
obi¢nog jasena u kojima je prisutna Armillaria spp. takoder javlja i Hymenoscyphus fraxineus.
Na poljskome jasenu na istrazivanim lokacijama u Posavini nije utvrdena istovremena
prisutnost obje gljive na bazi debla i/ili korijenu, iako su u Dugom Selu i jedna i druga nadene
unutar istog odsjeka, dok u Novskoj H. fraxineus uopce nije utvrdena §to moze znaditi kako se
na vedini stabala radi o starijim nekrozama u kojima je Armillaria spp. kao sekundarni

patogen sukcesivno zamijenila primarno prisutnu vrstu (Enderle i sur. 2017).

Medutim, vrste roda Armillaria bi mogle imati i izrazeniju ulogu u odumiranju, kako se i
pokazalo na primjeru njihove interakcije s vrstama roda Phytophthora te drugim stresnim
¢imbenicima na stablima roda Quercus, sto je rezultiralo ve¢im nastalim Stetama nego kada su
navedeni ¢imbenici djelovali sami (Margais 1 Bréda 2006, Margais 1 sur. 2011). Hauptman 1
sur. (2016) takoder navode kako vrste roda Armillaria mogu uzrokovati izrazene nekroze na
deblima poljskoga jasena bez simptoma odumiranja u krosnji. Isto tako postoji moguénost da

prisutnost vrsta roda Armillaria ali i drugih parazitskih gljiva u tkivu omogucava i/ili ubrzava
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Sirenje  Hymenoscyphus fraxineus te napredak simptoma odumiranja na rodu Fraxinus
(Husson 1 sur. 2012, Enderle 1 sur. 2013, Hanackova i sur. 2017), Sto potkrijepljuju rezultati
istrazivanja Margais 1 sur. (2016) koji pokazuju da, iako je na obi¢nom jasenu vecina nekroza
debla povezana s H. fraxineus, na njihov intenzitet primarno utjecu vrste roda Armillaria.
Enderle i sur. (2017) naglaSavaju kako su unato¢ primarnim infekcijama patogene gljive
H. fraxineus, upravo gljive roda Armillaria odgovorne za Sirenje nekroza te naposljetku i
prstenovanje kambija na korijenovom vratu, odnosno u prvoj fazi uzrokuju znacajno
smanjenje prirasta te potom i smrt stabla u roku od nekoliko godina. Ova je pojava, iako nije
detaljno dokumentirana, primijecena i na lokaciji uzorkovanja u Novskoj, gdje je zabiljeZzeno
27 jedinki Armillaria spp. u odnosu na njih osam u Dugom Selu te shodno tome i izvaljena

jasenova stabla znac¢ajno oste¢enog korijenovog sustava.

4.2.5 Uloga gljive Hymenoscyphus fraxineus

Na poljskom jasenu u Republici Hrvatskoj je u prethodnim istrazivanjima patogena gljiva
Hymenoscyphus fraxineus potvrdena na deblu i kro$nji veceg broja stabala sa simptomima
odumiranja na vise razliCitih lokacija ukljucujuéi 1 one u Posavini (Dimini¢ 2015, Miloti¢ 1
sur. 2016), a u ovom je istrazivanju nadena iskljuc¢ivo na simptomati¢énom tkivu korijena i
donjeg dijela debla svega osam stabala, od ¢ega sedam umjerene i jake osutosti kroSanja
(zdrav. kat. 2 1 3) s iznimkom jednog izolata koji je dobiven iz korijena stabla osutosti krosnje
manje od 25 % (zdrav. kat. 1) u Lipovljanima, medutim takoder iz simptomaticnog tkiva. lako
nije utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji ove gljive na stablima razli¢itog
zdravstvenog stanja, analiza korespondencije taksona na korijenu, gdje je H. fraxineus
uglavnom i1 nadena, ukazuje na njen relativno ¢e$¢i pridolazak na stablima trece zdravstvene
kategorije Sto je u skladu s njenim statusom patogena na poljskom jasenu (Kirisits 1 sur.
2010). Ovako malen udio stabala na kojima je gljiva prisutna u odnosu na njihov ukupni broj
obuhvaden istrazivanjem potvrduje tezu kako se radi o uzrocniku odumiranja koji se, iako
moze biti prisutan u donjim dijelovima debla i na korijenu (Kowalski 2006, Husson 1 sur.
2012), uglavnom povezuje sa simptomima u Krosnji te gornjim dijelovima debla (Skovsgaard
1 sur. 2010) ili moze oznacCavati raniji stadij Sirenja patogena u kojem jo$§ nije postignut

dovoljan infekcijski inokulum za zaraze baze debla (Margais i sur. 2016, Enderle i sur. 2017).

Medutim, na stablima na kojima Hymenoscyphus fraxineus uzrokuje simptome odumiranja,
iako ve¢im dijelom u gornjim dijelovima stabala, postoji veca vjerojatnost pridolaska drugih
patogena, prvenstveno uslijed smanjene obrambene sposobnosti stabala Sto moze takoder

uzrokovati prijelaz odredenih vrsta prisutnih u tkivu s endofitskog na parazitski na¢in zivota
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(Sieber 2007). Shodno tome, Kowalski i sur. (2016) biljeze veéi broj odredenih vrsta gljiva u
simptomaticnom tkivu obi¢nog jasena u usporedbi s istrazivanjima provedenim u ranim

fazama odumiranja kada ovaj patogen joS nije bio u tolikoj mjeri prisutan u sastojinama.

Prisutnost patogena i uzrokovane nekroze na korijenu i donjem dijelu debla poljskoga jasena,
te simptomi u gornjim dijelovima stabala su vrlo vjerojatno posljedica odvojenih infekcijskih
procesa, Sto se moZe potkrijepiti ¢injenicom da lenticele na vratu korijena predstavljaju
pogodna mjesta infekcije putem kojih spore patogena mogu napasti domacina (Garbelotto
2004, Jung i Blaschke 2004), pri ¢emu poplave mogu utjecati na povecanje broja lenticela na
deblu (Fink 1999), a visoka vlaga tla moze pogodovati prezivljavanju gljive na peteljkama u
listincu 1 proizvodnji askospora, odnosno povecanju infekcijskog inokuluma (Husson i sur.
2012). Chandelier i sur. (2016) potvrduju prizemne infekcije ovog patogena putem kore na
donjem dijelu debla obi¢nog jasena navode¢i kako su podlozna stabla razlicite dobi,

ukljucujuéi i ona promjera veceg od 25 cm.

4.2.6 Uloga gljive Ganoderma adspersum

Takson Ganoderma adspersum je u ovom istrazivanju utvrden u vizualno zdravom i
simptomaticnom biljnom tkivu poljskoga jasena, na deblu (11 izolata), korijenu (devet
izolata) te okolnom tlu (Cetiri izolata) stabala, pri ¢emu je relativno ceS¢e zabiljeZen u drugoj
kategoriji zdravstvenog stanja (osam stabala) u usporedbi s preostale dvije (tri, odnosno Cetiri
stabla u prvoj i tre¢oj kategoriji) (Tablica 38, Prilog 3). De Simone i Annesi (2012) ovu vrstu
opisuju kao uzro¢nika bijele trulezi i patogena korijena i baze debla zivih stabala koji svoj rast
moze nastaviti kao saprotrof na mrtvom tkivu, pri ¢emu navode kako progresiji gljive
pogoduju odredeni predisponiraju¢i c¢imbenici, poput rana ili stresa uzrokovanog
poremecajem vodnog rezima. Gljiva je utvrdena na korijenovu vratu simptomati¢nih stabala
obi¢nog jasena u odumiruc¢im sastojinama u Litvi (Lygis i sur. 2005), te takoder i u Republici
Hrvatskoj gdje je u proslosti zabiljezena na vrstama roda Fraxinus, ali bez detaljnih zapisa o
njenoj patogenosti za domacine (Torti¢ 1970). Na temelju dosadasnjih spoznaja o biologiji
gljive iz dostupne literature te distribucije izolata dobivenih ovim istrazivanjem, moze se
pretpostaviti kako Ganoderma adspersum na stablima naruSenog zdravstvenog stanja moze
ovisno o fizioloskom statusu tkiva ispoljavati i parazitski i saprotrofni nacin zivota, pri cemu

je ili ve¢ ranije prisutna u zdravom tkivu kao endofit, ili u stabla ulazi putem rana na kori.
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4.2.7 Uloga gljive Gibberella fujikuroi

U ovom istrazivanju su na poljskom jasenu zabiljezena tri izolata taksona Gibberella fujikuroi
na deblu, pet izolata na korijenu te njih devet u okolnom tlu stabala, u vizualno zdravom i
simptomaticnom tkivu, relativno ¢e$¢e u drugoj zdravstvenoj kategoriji (osam stabala) u
odnosu na preostale dvije (po tri stabla u svakoj) (Tablica 38, Prilog 3). lako se ova gljiva u
literaturi navodi kao parazit koji na biljke utjee lu¢enjem hormona rasta giberelina, dosad je
njena patogenost potvrdena samo na poljoprivrednim kulturama poput rize i kukuruza (Hsuan
i sur. 2011), stoga ostaje nepoznato ispoljava li parazitski ili saprotrofni na¢in zivota nakon

endofitske faze u tkivu poljskoga jasena.

4.2.8 Uloga gljive Aspergillus ruber

U istrazivanju je utvrdeno ukupno 15 izolata taksona Aspergillus ruber (osam na deblu, tri na
korijenu i Cetiri u okolnom tlu) u vizualno zdravom i simptomati¢cnom biljnom tkivu u sve tri
kategorije zdravstvenog stanja stabala (pet u prvoj, Cetiri u drugoj te dva u trecoj) (Prilog 3,
Tablica 38). Sli¢no kao i kod taksona Gibberella fujikuroi, patogenost ove gljive je dosad
potvrdena samo na poljoprivrednim kulturama, gdje uzrokuje propadanje skladiStenog
sjemena i plodova, poput graska (Pisum sativum L.) i soje (Glycine max (L.) Merrill) (Harman
i Granett 1972, Dhingra i sur. 2001), stoga se ne moze sa sigurno$¢u znati prelazi li nakon
endofitske faze u vizualno zdravom tkivu poljskoga jasena na parazitski ili saprotrofni nacin

Zivota.

4.2.9 Uloga gljive Fusarium sporotrichioides

Ovaj se takson u literaturi navodi kao patogen na vrstama roda Pinus, gdje uzrokuje trulez
korijena i rak na stabljikama sadnica te odumiranje iglica odraslih stabala (Ivanova i sur.
2016). Kako je u ovom istrazivanju na poljskom jasenu utvrden relativno mali broj izolata
(Cetiri na deblu, pet na korijenu, ¢etiri u okolnom tlu) koji su u biljnom tkivu gotovo jednako
distribuirani u sve tri kategorije zdravstvenog stanja stabala (Tablica 38, Prilog 3),

pretpostavka je kako nema dominantnu ulogu u odumiranju poljskoga jasena.

4.2.10 Uloga gljive Pholiota adiposa

Takson Pholiota adiposa je na poljskom jasenu utvrden uglavnom u okolnom tlu stabala
(osam izolata) dok su svega dva izolata dobivena iz biljnog tkiva, jedan iz vizualno zdravog
tkiva debla te jedan iz simptomati¢nog tkiva korijena, oba na stablima druge zdravstvene

kategorije (Prilog 3, Tablica 38). Kako je ovaj takson u literaturi zabiljezen na obi¢noj bukvi
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kao slabi parazit koji ispoljava i saprotrofni na¢in zivota (Noordeloos i sur. 1999), a u ovom je
istrazivanju utvrden relativno mali broj izolata, vrlo vjerojatno nema izraZzenu patogenu ulogu

u odumiranju poljskog jasena.

4.2.11 Uloga gljive Dactylonectria vitis

lako se takson Dactylonectria vitis u literaturi navodi kao jedan od kompleksa taksona koji
uzrokuju nekroti¢ne lezije na korijenu vinove loze te naposljetku i odumiranje Citavih biljaka
(Cabral i sur. 2012), na poljskom jasenu je utvrdeno svega pet izolata (Cetiri u
simptomati¢nom tkivu Korijena i jedan u tlu) na Cetiri stabla (dva u tre¢oj te po jedno u prvoj i
drugoj zdravstvenoj kategoriji), zbog ¢ega njegova uloga u odumiranju nije istaknuta iako u

tkivu moze ispoljavati parazitski nacin zivota.

4.2.12 Uloga gljive Leucostoma persoonii

U ovom je istrazivanju dobiven svega jedan izolat taksona Leucostoma persoonii iz
simptomaticnog tkiva korijena stabla druge zdravstvene kategorije, stoga se ne moze govoriti
0 njegovoj izrazenoj ulozi u odumiranju jasena, iako je u literaturi poznat kao parazit koji
uzrokuje odumiranje izbojaka i grana, rak kore i odumiranje ¢itavih stabala vrsta roda Prunus

(Romanazzi i sur. 2011).

4.2.13 Uloga ostalih ¢esto izoliranih taksona gljiva i gljivama sli¢nih organizama

Na poljskom jasenu su u sve tri kategorije zdravstvenog stanja medu najzastupljenijim
taksonima s obzirom na broj jedinki bile prisutne vrste roda Trichoderma nadene i na biljnom
tkivu (korijen, deblo) i u tlu. Vrste roda Trichoderma su Siroko rasprostranjeni saprotrofni
kolonizatori tla i biljnog tkiva, ali su takoder opisane i kao endofiti u biljkama (Evans i sur.
2003). Poznate su i kao antagonisti patogenih gljiva koji se ¢esto upotrebljavaju u bioloskoj
kontroli biljnih bolesti (Vincekovi¢ i sur. 2016), pri c¢emu koristi koje biljka moZze ostvariti
ukljucuju povecanje otpornosti na bolesti, poboljSanje rasta, te otpornost na stres uzrokovan
abiotickim ¢imbenicima (Harman i sur. 2004, Bae i sur. 2009). Vrste roda Trichoderma su u
ovom istrazivanju, osim iz tla, izolirane i1 iz vizualno zdravog i simptomati¢nog tkiva
poljskoga jasena. Od vrsta prisutnih u tkivu su molekularnim metodama potvrdene T.
hamatum, koja je poznata kao antagonist patogenih gljiva i njima sli¢nih organizama na
poljoprivrednim kulturama, uklju¢ujuc¢i Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Swingle (El-Hassan
i sur. 2013) i Pythium spp. (Harman i sur. 1981), te T. harzianum, u literaturi takoder opisana

kao sredstvo bioloske kontrole protiv patogenih gljiva i GSO u tlu (Elad i sur. 1982), ali 1 kao
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uzrocnik reduciranog rasta gljiva koje stvaraju arbuskularnu mikorizu (Green i sur. 1999).
Usporedbom distribucije jedinki taksona Trichoderma spp. u razli¢itim Kkategorijama
zdravstvenog stanja poljskoga jasena nije dobivena statisticki znacajna razlika niti u jednoj
kategoriji uzorka, iako analize korespondencije pokazuju njihovu relativno ve¢u povezanost s
biljnim tkivom stabala druge i tre¢e zdravstvene kategorije. Medutim, bez dodatnih
istrazivanja je teSko zakljuciti je li njihov utjecaj na stabla negativan, kao Sto se pokazalo
primjerice na sadnicama crnog bora (Pinus nigra Arnold) u Italiji (Li Destri Nicosia i sur.
2014), ili pozitivan, kao Sto se navodi u istrazivanjima njihove ucinkovitosti u svojstvu
bioloske kontrole biljnih bolesti (Harman 2000). Kako bi se s vecom to¢nos¢u mogla
procijeniti njihova potencijalna uloga u povecanju otpornosti poljskoga jasena na uzro¢nike
odumiranja, odnosno utvrditi mogu li usporiti navedeni proces, u budu¢im bi istrazivanjima
trebalo usporediti njihovu brojnost u tlu 1 biljnom tkivu stabala izmedu zdravih 1 odumirucih

sastojina ili sastojina u kojima proces tece razli¢itom brzinom.

Jedna od najéesce izoliranih je i vrsta llyonectria robusta, utvrdena u vizualno zdravom i
simptomati¢nom tkivu, gotovo uvijek na korijenu. Iako se navodi kao patogen korijena vinove
loze (Vitis labrusca L.) (dos Santos i sur. 2013) te azijskog ginsenga (Panax ginseng CA
Meyer) (Lu 1 sur. 2014), na korijenju Sumskog drveca se smatra endofitom (izvor:
http://genome.jgi.doe.gov/llyrob1/llyrobl.home.html). Na poljskom je jasenu bila statisticki
jednako distribuirana u sve tri kategorije zdravstvenog stanja, tako da postoji moguénost da
promjenom metabolizma i/ili padom vitaliteta stabala prelazi s endofitskog na parazitski nacin

zivota, pri cemu bi zbog brojnosti mogla imati ve¢u ulogu u ubrzavanju procesa odumiranja.

Absidia sp. je u najve¢em broju izolirana iz okolnog tla stabala gdje prema analizi
korespondencije relativno podjednako pridolazi u sve tri zdravstvene kategorije, te u znatno
manjoj mjeri i iz vizualno zdravog i asimptomati¢nog biljnog tkiva. Vrste ovog roda su
poznate kao saprotrofi rasireni u tlu (Deacon 2013), Sto je u kombinaciji s upotrebljenim
metodama izolacije rezultiralo njihovom visokom brojnos¢u dobivenom u ovom istrazivanju,

oc¢ekivano bez statisticki znacajne povezanosti sa zdravstvenim stanjem poljskoga jasena.

Jedini takson za koji se pokazalo kako postoji statisticki znacajna razlika njegove distribucije
u okolnom tlu stabala tri kategorije zdravstvenog stanja (p = 0,0105), je vrsta Cladosporium
cladosporioides koja je poznata kao endofit u zdravom te primarni kolonizator u odumiru¢em
tkivu razli¢itih biljnih organa na viSe vrsta domacina (Kowalski i Kehr 1992, Ragazzi i sur.
2001, Przybyt 2002a, Gennaro i sur. 2003, Ragazzi i sur. 2003, Pukacki i Przybyt 2005,
Bakys i sur. 2009a, Giordano i sur. 2009, Moricca i sur. 2012, Davydenko i sur. 2013,
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Kowalski i sur. 2016). Na poljskom je jasenu takoder ¢esto utvrdena na vizualno zdravim i
simptomati¢nim tkivima u svim zdravstvenim kategorijama stabala, $to takoder upucuje na
njenu ulogu ranog kolonizatora tkiva smanjenog vitaliteta, iako u manjoj mjeri jer se prema
analizama korespondencije relativno ceS¢e veze uz biljna tkiva stabala prve zdravstvene
kategorije. Kako je u tlu primarno poznata kao uobicajeni, kozmopolitski saprotrof (Bensch i
sur. 2010), a u ovom je istrazivanju u navedenom supstratu zabiljeZen vrlo malen broj izolata,
posebice u usporedbi s njihovim brojem u biljnom tkivu, ne moze se zakljuciti kako prisutnost
ove vrste u tlu ima znacajan utjecaj na zdravstveno stanje poljskoga jasena unato¢ rezultatima

statistickog testa.

Jedan od svega dva taksona gljiva za koje je Fisherov egzaktni test pokazao statisticki
znacajnu razliku u distribuciji na deblima stabala razli¢itog zdravstvenog stanja (p = 0,0322),
je Coprinellus disseminatus. Vrsta je primarno poznata kao saprotrof (Gaperova i sur. 2015),
ali je zabiljeZena 1 na simptomati¢nom korijenu te izbojcima obi¢nog jasena (Bakys i sur.
2006, Bakys i sur. 2009b), te takoder kao endofit u zdravom tkivu izbojaka ove vrste
(Hanackova i sur. 2017). Potonje je potvrdeno i u ovom istrazivanju, gdje je C. disseminatus
na deblu utvrdena isklju¢ivo na vizualno zdravom tkivu stabala prve zdravstvene kategorije,
Sto je 1 utjecalo na dobivanje statisticki znacajne razlike u distribuciji. Kako je uz to vrsta
nadena i u zdravom i simptomati¢nom tkivu korijena te tlu u svim kategorijama zdravstvenog
stanja te je u istrazivanju generalno utvrdena u malom broju, ne moZze se govoriti 0 njenoj
izrazenoj ulozi u odumiranju poljskoga jasena, iako nakon pada vitaliteta stabala nastavlja biti

prisutna u tkivu.

lako se ovdje na temelju istrazivanja na drugim vrstama drveca za prethodno nabrojane
taksone gljiva i njima sli¢nih organizama donose pretpostavke o njihovom parazitskom ili
saprotrofnom nacinu Zzivota u tkivima stabala narusenog zdravstvenog stanja, navedene se
mogucnosti svakako trebaju dodatno ispitati kako bi se mogle davati pouzdane tvrdnje. Ostali
identificirani taksoni gljiva, iako zasigurno na odredeni nacin takoder sudjeluju u procesu
odumiranja poljskoga jasena, tesko da pritom imaju kljuénu ulogu zbog male brojnosti,
statistiCki jednake zastupljenosti u razli¢itim kategorijama zdravstvenog stanja te primarnog

endofitskog ili saprotrofnog nacina Zivota opisanog u literaturi.
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4.3 Povezanost identificiranih taksona s geografskim lokacijama
uzorkovanja

Iako su rezultati ovog istrazivanja otkrili relativno visoku sli¢nost taksonomske kompozicije

zajednica gljiva 1 njima slicnih organizama te pokazali kako je vec¢ina identificiranih taksona

statistiCki jednako distribuirana u pojedinoj kategoriji uzorka (deblo, korijen, tlo) na sve tri

obuhvacene lokacije, §to bi se moglo objasniti slicnim staniSnim i klimatskim prilikama,

statisticki znacajna razlika u distribuciji je utvrdena za znatno ve¢i broj taksona s obzirom na

geografsku lokaciju nego s obzirom na kategoriju zdravstvenog stanja stabala.

Za svega se dva taksona, Cladosporium cladosporioides i Trichoderma spp., moze re¢i kako
razlika u njihovoj distribuciji utvrdena na korijenju stabala proizlazi iz razli¢itog broja izolata
kojim su zastupljeni u navedenoj kategoriji uzorka na svakoj od tri obuhvacene lokacije. Za
vecinu taksona statisticki znacajna razlika u distribuciji proizlazi iz njihove odsutnosti u
jednoj od kategorija uzorka na pojedinim lokacijama, pri ¢emu su odredeni taksoni zabiljezeni
iskljucivo ili gotovo iskljuéivo3 na jednoj ili na dvije od tri obuhvacene lokacije. Medutim, ne
moze se govoriti o njithovoj potpunoj odsutnosti jer su obi¢no u preostale dvije kategorije
uzorka prisutni na svim lokacijama, uz iznimke taksona Nemania serpens koji je utvrden
isklju¢ivo u Dugom Selu te Coprinellus micaceus i Armillaria spp. koji nisu zabiljezeni samo

u Dugom Selu, odnosno u Lipovljanima.

Na temelju navedenog se moze pretpostaviti kako slicni generalni klimatski i stani$ni uvjeti
dovode do pojave priblizno istih taksona u podjednakom broju na istrazivanim lokacijama, pri
¢emu bi zabiljeZzene razlike u pridolasku ili brojnosti dijela taksona na razini pojedine
kategorije uzorka mogle biti uvjetovane razlikama u mikrostaniSnim 1 mikroklimatskim
uvjetima koji vladaju u biljnom tkivu debla i korijena ili u tlu na razli¢itim lokacijama (Talley
i sur. 2002, Pouska i sur. 2016), ili uocenim razlikama u biljnim zajednicama na obuhvacenim
lokacijama (Kowalski i Kehr 1992), posebice u sloju prizemnog ras¢a i grmlja koje mogu

ujecati na mikroklimu (Coates 1987, Chandelier i sur. 2016).

Unatoc sli¢nosti klimatskih i staniSnih uvjeta, lokacija u Dugom Selu se u odredenoj manjoj
mjeri razlikuje od Lipovljana 1 Novske, gdje su prosje€ne mjesecne vrijednosti klimatskih
parametara jednake zbog njihove medusobne geografske blizine, §to je moglo dovesti do
razlike u pojavi vrsta Nemania serpens i Coprinellus micaceus izmedu Dugog Sela s jedne te

Lipovljana i Novske s druge strane. Navedeni podatak objasnjava i rezultat od ¢ak 17 taksona

® Pojam gotovo iskljugivo na jednoj ili dvije lokacije se odnosi na one taksone koji su na ostale dvije ili jednoj
lokaciji u istoj kategoriji uzorka zabiljeZeni samo na jednom stablu.
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koji se bez obzira na kategoriju uzorka pojavljuju samo u Dugom Selu, u usporedbi s njih
svega pet, odnosno devet u Lipovljanima i Novskoj, iako se ve¢inom radi o taksonima
zastupljenim s vrlo malim brojem izolata zbog Cega za njih niti nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike u distribuciji unutar pojedinih kategorija uzorka na razli¢itim lokacijama.

Pojavu taksona Armillaria spp. na dvije od tri obuhvacene lokacije je teze povezati s
generalnim stani$nim i klimatskim ¢imbenicima, jer ne pridolazi na obje lokacije gdje
prevladavaju jednaki klimatski uvjeti. Njena Cesc¢a prisutnost u Novskoj, rjede pridolazenje u
Dugom Selu te potpuni izostanak u Lipovljanima bi mogli biti posljedica mikrostani$nih i
mikroklimatskih uvjeta u tlu (Rishbeth 1978) ili odraz razlicitih sukcesijskih faza odumiranja
poljskoga jasena posto se radi o znacajnim sekundarnim patogenima koji dolaze na fizioloski
oslabljenim stablima. lako samo na dva stabla, u Lipovljanima su zabiljezene rizomorfe vrsta
roda Armillaria na korijenu $§to znaci da je gljiva tamo prisutna ali se zasad nije uspjela
znaajno rairiti niti ostvariti infekcije, moguce zbog premalog broja infekcijskih hifa i
rizomorfi ili jer su u odnosu na ostale dvije lokacije stabla kra¢e vremensko razdoblje
izloZena primarnim uzro¢nicima odumiranja. Sli¢ne teze su iznijete u istrazivanjima nekroza
baze debla obi¢nog jasena uzrokovanih primarno patogenom Hymenoscyphus fraxineus i
potom vrstama roda Armillaria, gdje autori navode kako njihov razvoj moze biti uvjetovan
staniSnim 1 klimatskim prilikama, ali 1 kako je nakon pocetka odumiranja kro$nji potrebno
odredeno vrijeme mjereno u godinama za njihov nastanak i Sirenje, odnosno ulazak i
napredak njihovih uzro¢nika u tkivu, gdje s vremenom sekundarna vrsta zamijeni primarnu
(Husson i sur. 2012, Chandelier i sur. 2016, Margais i sur. 2016, Enderle i sur. 2017). Shodno
tome se i na poljskom jasenu u ovom istrazivanju pridolazak Hymenoscyphus fraxineus na
deblu i korijenu prema analizama korespondencije moze relativno vise povezati Sa stablima u
Lipovljanima te posebice u Dugom Selu gdje Armillaria spp. nije utvrdena ili dolazi na
manjem broju stabala, dok u Novskoj gdje relativno ¢esSée pridolazi, Hymenoscyphus

fraxineus uopce nije zabiljezen.

Pretpostavkom o razli¢itim sukcesijskim fazama odumiranja na obuhvaéenim lokacijama bi se
mogla objasniti 1 statistiCki znaCajno razliCita distribucija ostalih ovdje navedenih taksona,
medutim bez dodatnih istrazivanja se ne moze sa sigurnos¢u tvrditi jesu li utvrdene razlike
posljedica stani$nih i klimatskih uvjeta, faze odumiranja u kojoj se sastojina nalazi ili

kombinacije jednog i drugog.
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4.4 Osutost kroSanja kao pokazatelj zdravstvenog stanja stabala

Pri motrenju osSte¢enosti Sumskih ekosustava, koje se provodi u sklopu medunarodnog
programa ICP Forests, procjenjuje se osutost kroSanja stabala kao jedan od glavnih
pokazatelja oSte¢enosti. Osim toga, U Republici Hrvatskoj je oSte¢enost (osutost) krosanja
klju¢ni kriterij po kojem se odumiruéa stabla doznacuju za sjecu, pri ¢emu se odumiru¢im
stablima smatraju ona osutosti krosnje vece od 80 % (NN 17/2015), odnosno opcenito
gledajuci, ona koja su pala ispod granice nepovratnog oStec¢enja 1 kod kojih je smrt neminovna
kroz odredeno vremensko razdoblje (Prpi¢ 1992, Dobbertin i Brang 2001). Zbog navedenog
je za potrebe ovog istrazivanja osutost krosanja uzorkovanih stabala (procijenjena metodom
prilagodenom prema ICP Forests programu) uzeta kao indikator cjelokupnog zdravstvenog
stanja stabala, uklju¢ujuéi prizemni i podzemni dio, §to je naposljetku i opravdano dobivenim
rezultatima koji su pokazali kako postoji povezanost izmedu pojave nekroza na korijenu i
deblu i1 zdravstvene kategorije stabala odredene na temelju osutosti kro$nje. Navedeni
rezultati su u skladu s istrazivanjima koje su proveli Husson i sur. (2012) na obi¢nom jasenu,
gdje je utvrdena statisticki znacajna korelacija statusa krosnje i intenziteta nekroza baze debla,

ali iskljucivo u sastojinama s jace izrazenim simptomima odumiranja.

Na manjem broju individualno promatranih stabala poljskoga jasena nije utvrdena povezanost
stanja kroSnje 1 simptoma u korijenu i deblu. U slucaju izostanka nekroza na stablima
umjerene 1 jake osutosti, navedeno moze biti posljedica nacina uzorkovanja, kojim nisu
obuhvaéeni ¢itavi korijenov sustav niti donji dio debla, tako da postoji moguénost kako
simptomati¢no tkivo nije zahvaceno prilikom uzimanja uzoraka unato¢ tome $to je
uzorkovanje vrS§eno na onoj strani svijeta na kojoj se nalazio i oSte¢eni dio kro$nje. Druga je
mogucnost da je osutost kroSnje nastupila kao posljedica privremenog djelovanja odredenih
abiotskih ili biotskih ¢imbenika, nakon Cega bi se stabla teoretski mogla ponovno oporaviti.
Dubravac i sur. (2011) takoder navode kako je potrebno razlikovati povecanje osutosti
krosanja kroz odredeni vremenski period kao prvi vidljivi simptom odumiranja stabala, te ono
koje nastaje privremenim djelovanjem odredenih ¢imbenika, posebice kod starijih stabala. U
obrnutom slucaju, kada su unato¢ zdravom izgledu krosnje pronadene nekroze u korijenu ili
deblu, je vrlo vjerojatno slucaj o ranom razvoju simptoma koji se jo$ nije odrazio na kro$nji.
Cinjenica da je na jednome od takvih stabala izolirana patogena gljiva Hymenoscyphus
fraxineus potkrijepljuje tezu koju navode Husson i sur. (2012), da se infekcije baze debla i

kro$nje odvijaju odvojeno.
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4.5 Gljivama sli¢ni organizmi prisutni u tlu sastojina poljskog jasena sa
simptomima odumiranja

Iako u prvom dijelu istrazivanja koje je obuhvatilo 90 uzoraka tla u odumiru¢im sastojinama
poljskoga jasena nije potvrden utjecaj gljivama sli¢nih organizama na zdravstveno stanje
stabala unatoC njihovoj visokoj zastupljenosti, dodatni uzorci su sakupljeni s ciljem detekcije
patogenih vrsta roda Phytophthora koje se smatraju jednim od glavnih uzro¢nika odumiranja
Sumskog drve¢a u Europi (Jung i sur. 2013, Jankowiak i sur. 2014). Dosadasnja istrazivanja
gljivama sli¢nih organizama u Republici Hrvatskoj su takoder potvrdila prisutnost nekoliko
vrsta roda Phytophthora u tlu i biljnom tkivu Sumskih vrsta drveéa naruSenog zdravstvenog
stanja (Zupani¢ 2004, Bakran i sur. 2009, Pernek i sur. 2011, Tomi¢ i Ivi¢ 2013), a neki ih
autori smatraju jednim od ¢imbenika koji utjeCu na odumiranje obi¢nog jasena (Orlikowski 1
sur. 2011) te ¢ak i primarnim uzro¢nikom odumiranja poljskoga jasena (Akilli i sur. 2013b)

na odredenim lokacijama.

Iako su preliminarna istrazivanja na uzorcima tla pomocu terenskih dijagnostickih testova
(eng. Pocket diagnostic test, Abingdon Health Ltd., UK) provedena u srpnju 2016. godine
ukazala na prisutnost vrsta roda Phytophthora (Hegol 2016) u sastojinama poljskoga jasena,
indirektne metode izolacije kombinirane s molekularnim metodama identifikacije vrste nisu
potvrdile njihovu prisutnost (Kranjec i sur. 2017). Navedena ¢injenica ne umanjuje nuzno
vjerodostojnost terenskih testera, koji se i dalje mogu koristiti kao inicijalni pokazatelji
prisutnosti vrsta roda Phytophthora, ve¢ moze biti i posljedica manje zastupljenosti vrsta
navedenog roda u tlu u odnosu na druge predstavnike gljivama sli¢nih organizama koji u
kulturama micelija uzgojenim in vitro pokazuju brzi rast te mogu znatno otezati identifikaciju
sporije rastucih vrsta (Balci i Halmschlager 2003b). Unato¢ prethodno navedenim iznimkama
(Orlikowski 1 sur. 2011), ve¢ina je sli¢nih istrazivanja na obi¢nom jasenu pokazala iste
rezultate (Bakys i sur. 2009a, Schumacher i sur. 2010, Husson i sur. 2012), izostavljajuéi vrste
roda Phytophthora kao biotske ¢imbenike koji bi mogli sudjelovati u procesu odumiranja
obi¢nog jasena u Europi te shodno tome i poljskoga jasena u nizinskim Sumama Republike

Hrvatske, iako kod potonjih postoje stani$ni preduvjeti za njihovo Sirenje.

Od ostalih gljivama sli¢nih organizama koje su u prvom i drugom dijelu istrazivanja izolirane
iz 69 % i 80 % analiziranih uzoraka tla, su na svega Sest uzoraka identificirane Cetiri razlicite
vrste dvaju rodova, Pythium i Phytopythium. Dobiveni rezultati upucuju na njihovu visoku
zastupljenost 1 raznolikost u ovoj ekoloskoj nisi, Sto ne iznenaduje s obzirom na ¢injenicu da

se gljivama sli¢ni organizmi uglavnom Sire zoosporama pokretljivim u vodi, a istrazivane
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lokacije obuhvacaju Cesto plavljena staniSta. Pretpostavka je kako je zbog ogranic¢enog broja
uzoraka stvarna bioraznolikost gljivama sli¢nih organizama u tlu sastojina poljskoga jasena

veca od dobivene ovim istrazivanjem (Kranjec i sur. 2017).

Tri odabrana izolata dobivena iz uzoraka tla sakupljenih oko odumiru¢ih stabala su
identificirana kao Phytopythium citrinum, koja je do uspostave ovog novog roda (Bala i sur.
2010, de Cock i sur. 2015) bila poznata kao Pythium citrinum B. Paul, a pokazala se
ucestalom 1 u tlima sastojina hrasta luznjaka narusenog zdravstvenog stanja te rijeCnim
tokovima u Poljskoj (Jankowiak i sur. 2015, Matsiakh i sur. 2016). Vrste Pythium lutarium
Ali-Shtayeh te Phytopythium litorale (Nechw.) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi &
Lévesque, prije poznata kao Pythium litorale Nechw., koje su izolirane iz uzoraka tla
sakupljenog oko zdravih stabala, dosad nisu potvrdene u tlima Sumskih sastojina u sli¢nim
istrazivanjima provedenim u drugim europskim drzavama, ve¢ jedino u vodenim tokovima u
Poljskoj (Matsiakh i sur. 2016). S obzirom da su ostala istrazivanja obuhvatila isklju¢ivo
sastojine hrasta luznjaka, moze Se pretpostaviti kako wvrste posjeduju sklonost prema
odredenim staniStima i/ili Sumskim zajednicama, iako su za potvrdu takvog zakljucka
potrebni dodatni dokazi, odnosno ispitivanja na ve¢em broju uzoraka (Kranjec 1 sur. 2017).
Vrsta Pythium anandrum Drechsler koja je potvrdena u uzorku tla sakupljenom oko zdravog
stabla poljskog jasena se u veéini europskih istrazivanja provedenih u luZnjakovim
sastojinama opisuje kao najobilnija vrsta roda Pythium u tlu s visokom ucestalo$¢u izolacije
(Jung i sur. 2000, Balci i Halmschlager 2003b, a, Jonsson i sur. 2003, Jankowiak i sur. 2015),
a navodi se i kao moguci patogen hrasta kitnjaka (Quercus petraea (Matt.) Liebl.) u Turskoj
na temelju visoke zastupljenosti u tlima odumiruc¢ih sastojina i razvoja nekroza u testovima
patogenosti provedenim na trogodiSnjim sadnicama (Akilli i sur. 2013a), te kao uzro¢nik
odumiranja korijena na sadnicama obi¢ne smreke (Picea abies L. Karst) u rasadnicima u
Norveskoj (Berja 1 sur. 2015).

Unato¢ tome S$to su vrste rodova Pythium i Phytopythium vrlo Ceste u tlima odumiruc¢ih
sastojina zajedno s vrstama roda Phytophthora (Jankowiak i sur. 2015) te su poznati patogeni
odredenih poljoprivrednih kultura i Sumskih sadnica u rasadnicima (Weber 1 sur. 2004,
Lévesque i sur. 2010), zasad nema sigurne potvrde o njihovoj povezanosti sa zdravstvenim
stanjem Sumskih sastojina, ukljuc¢ujuci 1 one poljskoga jasena. Veca je vjerojatnost kako su u
tlima odumiruc¢ih sastojina prisutne u velikom broju kao saprotrofi kojima odgovaraju stani$ni

uvjeti nizinskih Suma.
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5. ZAKLJUCCI

= Metodoloski sli¢no istrazivanje zajednica gljiva 1 njima sli¢nih organizama u biljnom
tkivu stabala i tlu odumiruéih sastojina poljskoga jasena dosad nije provedeno izvan
Republike Hrvatske, stoga ovo istrazivanje daje dosad najekstenzivniji pregled taksona

gljiva i gljivama sli¢nih organizama na poljskom jasenu u Europi.

= Na korijenovom sustavu i bazi debla te okolnom tlu u odumiru¢im sastojinama
poljskoga jasena u Gornjoj Posavini zabiljeZzena je znakovita bioraznolikost gljiva i
gljivama sli¢nih organizama. Utvrdeno je 80 taksona medu kojima je 59 identificirano
do razine vrste. Postoji visoka zastupljenost i raznolikost vrsta, pri ¢emu brojnoséu
jedinki prevladava manji broj dominantnih taksona, poput Trichoderma spp.,
Pythium/Phytopythium spp., llyonectria robusta, Absidia sp., Fusarium solani,
Cladosporium cladosporioides, Diaporthe cotoneastri, Clonostachys rosea, Penicillium
ochrocloron, Armillaria spp., Talaromyces ucrainicus, Coprinellus micaceus,
Talaromyces verruculosus, Ganoderma adspersum i Hymenoscyphus fraxineus, dok su

preostali taksoni zastupljeni s manjim brojem jedinki.

= U tlu te na korijenovom sustavu i bazi debla stabala poljskoga jasena u odumiru¢im
sastojinama na istrazivanim lokacijama je utvrdeno 39 vrsta za koje se prema dostupnoj
literaturi moZe pretpostaviti kako su prvi put zabiljeZene u Republici Hrvatskoj te 21
takson koji je identificiran do taksonomske razine roda, porodice, reda ili pododjela te

potencijalno predstavlja nove vrste za znanost.

= U odumiru¢im sastojinama poljskoga jasena su, ukupno gledaju¢i, po broju jedinki
podjednako zastupljeni taksoni gljiva i gljivama slicnih organizama koji prema nacinu
zivota 1 ishrane pripadaju endofitima, saprotrofima i parazitima. Vrste mikoriznih gljiva
vrlo vjerojatno nisu utvrdene zbog primijenjenih metoda uzorkovanja, izolacije i
identifikacije.

= Distribucija utvrdenih taksona gljiva i njima sli¢nih organizama s obzirom na razlicite
kategorije uzorka ukazuje na specijalizaciju veéeg broja taksona za odredeni tip biljnog
tkiva ili supstrata, primjerice taksona Armillaria spp., Hymenoscyphus fraxineus i
Coprinellus micaceus za tkivo debla i korijena te taksona Pythium/Phytopythium spp.,
Purpureocillium lilacinum i Metarhizium marquandii za tlo, dok na stablima razli¢itog

zdravstvenog stanja te na razliitim geografskim lokacijama uzorkovanja dolaze
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zajednice relativno sli¢ne taksonomske kompozicije na §to ukazuju dobivene vrijednosti

Serensenovih indeksa sli¢nosti.

= Raznolikost, odnosno bogatstvo vrsta zajednica gljiva i njima sli¢nih organizama u
pojedinim kategorijama uzorka (deblo, korijen, tlo) se statisticki zna¢ajno ne mijenja

promjenom zdravstvenog stanja stabla na svim istrazivanim lokacijama.

= lako se i na poljskom i na obi¢nom jasenu javljaju zajednicke vrste gljiva od kojih neke
mogu imati vaznu ili ¢ak i presudnu ulogu u njihovom odumiranju (Hymenoscyphus
fraxineus, Armillaria spp., Ganoderma adspersum, Psathyrella candolleana,
Metapochonia bulbillosa, Pseudeurotium bakeri, Coprinellus disseminatus, Nemania
serpens, Gibberella baccata, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum,
Fusarium lateritium i Fusarium solani), 53 vrste utvrdene u ovom istrazivanju nisu
dosad potvrdene i na obi¢nom jasenu, ukazujuci na to da vrste gljiva i njima sli¢nih
organizama koji kao bioti¢ki ¢imbenici sudjeluju u navedenom procesu nisu potpuno
jednake za navedene biljne vrste, odnosno postoje razlike u ¢imbenicima koji utjeCu na

odumiranje poljskog i obi¢nog jasena.

= Osim taksona Armillaria spp. i Coprinellus disseminatus u deblu te Cladosporium
cladoporioides u tlu, distribucija preostalih 77 taksona gljiva i njima sli¢nih organizama
u tlu te korijenu i bazi debla stabala razli¢itog zdravstvenog stanja je statisticki jednaka,
odnosno taksoni prisutni u prizemnim i podzemnim dijelovima zdravih stabala
poljskoga jasena su u pravilu ujedno i primarni kolonizatori stabala narusenog
zdravstvenog stanja i/ili odumirucih stabala. Pritom uloga taksona kategoriziranih kao
endofiti ostaje nerazjasnjena jer nije poznato ispoljavaju li nakon promjene metabolizma
1/ili pada vitaliteta domacina saprotrofni i/ili parazitski nacin zivota, dok se za taksone
koji su u literaturi kategorizirani kao saprotrofi pretpostavlja da i na poljskom jasenu
imaju ulogu razlaganja mrtvog tkiva u odumiruc¢im i stablima narusenog zdravstvenog

stanja.

= Jedanaest taksona utvrdenih u korijenu i deblu poljskoga jasena prema dostupnoj
literaturi moZe ispoljavati parazitski nacin Zivota, pri ¢emu pet najucestalijih u
kumulativnom 1 sinergijskom djelovanju znaéajnije utjeCu na odumiranje stabala u
svojstvu  patogena za ¢iju infekciju nije potrebna predispozicija domacina
(Hymenoscyphus fraxineus) ili oportunistickih patogena koji parazitski naéin zivota

razvijaju nakon promjene metabolizma i/ili pada vitaliteta domac¢ina (Fusarium solani,
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Diaporthe cotoneastri, Armillaria spp., Ganoderma adspersum), dok preostalih Sest
taksona, iako mogu zivjeti parazitski, zbog male brojnosti i/ili poznate biologije,
najvjerojatnije nemaju znacajnu ulogu u odumiranju poljskoga jasena na istrazivanima

lokacijama.

= Gljivama sli¢ni organizmi rodova Pythium i Phytopythium, u literaturi opisani kao
paraziti odredenih poljoprivrednih kultura i Sumskih sadnica u rasadnicima, Su u
statisticki jednakoj mjeri pronadeni u tlu oko stabala svih zdravstvenih kategorija te nisu
izolirani iz biljnog tkiva, stoga nemaju neposredan utjecaj na odumiranje poljskoga

jasena na istrazivanim lokacijama.

= Gljiva Fusarium solani, poznata kao parazit rana i/ili slabosti koji kod vise vrsta drveca
moze uzrokovati trulez korijena, rak debla i odumiranje krosnji, na stablima poljskoga
jasena u statisticki jednakoj mjeri pridolazi u razli¢itim kategorijama zdravstvenog
stanja, pri ¢emu je u Korijenu i deblu stabala druge zdravstvene kategorije (umjerene
osutosti krosnje) zastupljena s relativnho ve¢im brojem izolata u odnosu na preostale
dvije. Iz navedenog proizlazi moguénost njenog sudjelovanja u odumiranju poljskoga
jasena u svojstvu slabog parazita na stablima promijenjenog metabolizma i/ili

naruSenog vitaliteta.

= Gljiva Diaporthe cotoneastri, koja se prema nekim autorima moze poistovjetiti s vrstom
Diaporthe eres, u odumiranju poljskoga jasena vrlo vjerojatno sudjeluje kao slabi
oportunisti¢ki parazit u ranijim fazama odumiranja te u manjem broju u odnosu na
ostale ¢esto utvrdene parazitske taksone, jer iako se u literaturi navodi kao uzro¢nik
nekroti¢nih lezija, raka debla i odumiranja izbojaka i mladih biljaka drvenastih vrsta te
je i na poljskom jasenu utvrdena u simptomati¢nom tkivu korijena i debla, njena se

ucestalost smanjuje pogorSanjem zdravstvenog stanja stabala.

= Vrste roda Armillaria, od kojih je molekularnim metodama potvrdena Armillaria
cepistipes u Novskoj, su zabiljezene isklju¢ivo u simptomati¢nom biljnom tkivu te,
osim jedne iznimke, na stablima znacajne osutosti krosnje (>25 %). Na lokacijama u
Novskoj i Dugom Selu sudjeluju u odumiranju poljskoga jasena kao sekundarni

¢imbenici koji inficiraju korijen i donji dio debla stabala narusena vitaliteta.

= Patogena gljiva Hymenoscyphus fraxineus je, osim u kro$nji i gornjem dijelu debla, $to
je potvrdeno ranijim istrazivanjima, prisutna i na korijenovom sustavu i bazi debla

manjeg broja stabala poljskoga jasena na lokacijama u Lipovljanima i Dugom Selu, pri
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¢emu uglavnom dolazi na stablima znacajne osutosti kroSnje (>25 %) te iskljucivo u
simptomaticnom tkivu, S§to potvrduje njenu vaznu patogenu ulogu u odumiranju

poljskoga jasena.

= Gljiva Ganoderma adspersum je u odumiru¢im sastojinama poljskoga jasena u
statisticki jednakoj mjeri prisutna u deblu, korijenu i okolnom tlu stabala razli¢itih
kategorija zdravstvenog stanja, ali relativno ¢eS¢e pridolazi u biljnom tkivu stabala
umjerene osutosti kro$nje (druga zdravstvena kategorija). Na temelju navedene
distribucije te ¢injenice kako je u literaturi opisana kao fakultativni parazit i uzro¢nik
bijele truleZzi korijena 1 baze debla zivih stabala ¢ijoj progresiji pogoduju odredeni
predisponiraju¢i Cimbenici, moze se pretpostaviti kako Ganoderma adspersum na
stablima naruSenog zdravstvenog stanja moze ovisno o fizioloSkom statusu tkiva

ispoljavati 1 parazitski 1 saprotrofni nacin Zivota.

= Unato¢ rezultatima Fisherovog egzaktnog testa koji ukazuju na statisti¢ki znacajno
razli¢itu distribuciju vrste Cladosporium cladosporioides u okolnom tlu stabala
razlicitih zdravstvenih kategorija, zbog primarno saprotrofne uloge opisane u literaturi
te malog broja jedinki utvrdenih u navedenom supstratu se ne moze zakljuciti kako

prisutnost ove vrste u tlu ima znaéajan utjecaj na zdravstveno stanje poljskoga jasena.

= Statisticki znacajna razlika u distribuciji vrste Coprinellus disseminatus na deblima
stabala razli¢itih kategorija zdravstvenog stanja je odraz svega Cetiri izolata dobivenih iz
debla, koji su nadeni isklju¢ivo na vizualno zdravom tkivu ¢etiri stabla prve zdravstvene

kategorije, stoga ne upucuje na njenu izrazenu ulogu u odumiranju poljskoga jasena.

= Unato¢ relativno visokim indeksima sli¢nosti taksonomske kompozicije zajednica gljiva
1 njima sli¢nih organizama izmedu razlicitih geografskih lokacija uzorkovanja, postoji
statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji taksona Diaporthe cotoneastri, Penicillium sp.
1 i Nemania serpens u deblu, taksona Absidia sp., Cladosporium cladosporioides,
Armillaria spp., Ganoderma adspersum, Coprinellus micaceus i Trichoderma spp. u
korijenu, te taksona Gibberella fujikuroi i Fusarium solani u okolnom tlu stabala
izmedu tri lokacije obuhvacene istrazivanjem. Navedeno moze biti posljedica razli¢itih
mikrostani$nih i mikroklimatskih uvjeta koji vladaju u biljnom tkivu debla i korijena ili
u tlu na razli¢itim lokacijama ili oznacavati razliCite sukcesijske faze odumiranja u

kojima se sastojine nalaze.
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= Postoji statisticki znacajna povezanost izmedu pojave simptoma (diskoloracije i
nekroze) na korijenu i deblu i zdravstvene kategorije stabala odredene na temelju
osutosti krosnje, odnosno broj stabala s prisutnim simptomima raste povecanjem
osutosti krosnje, s 13 stabala u prvoj, na njih 49 u drugoj te 55 u trec¢oj zdravstvenoj
kategoriji, dakle navedeni se parametar moze Kkoristiti kao dobar pokazatelj
zdravstvenog stanja prizemnih i podzemnih dijelova stabala poljskoga jasena

zahvacenog odumiranjem.

= Na biljnom tkivu poljskoga jasena nisu utvrdeni gljivama sli¢ni organizmi, te
identifikacijom vrsta u tlu odumirucih sastojina na istrazivanim lokacijama nije
potvrdena prisutnost roda Phytophthora, zbog ¢ega se do daljnjih istraZivanja ove vrste
mogu iskljuciti kao jedan od mogucih ¢imbenika u kumulativnom 1 sinergijskom

djelovanju na odumiranje poljskoga jasena.

= Provedenim istrazivanjem u sastojinama poljskog jasena sa simptomima odumiranja od
ukupno izoliranih taksona 31 % pripada parazitskim vrstama. Medu njima dominantno
(86 %) prisutno je pet vrsta: Hymenoscyphus fraxineus, Fusarium solani, Diaporthe
cotoneastri, Armillaria spp. i Ganoderma adspersum. Navedeni patogeni organizmi
utvrdeni su u svim zdravstvenim kategorijama i njihovi nalazi upucéuju na zakljucak da
u procesima odumiranja poljskog jasena imaju znaéajan utjecaj na zdravstveno stanje
stabala, pretpostavljeno u sinergiji s drugim abiotickim i/ili bioti¢kim ¢imbenicima.
Uloga taksona kategoriziranih kao endofiti ostaje jo$ nerazjasnjena s obzirom da nije
poznato ispoljavaju li nakon promjene metabolizma i/ili pada vitaliteta jasenovih stabla
saprotrofni 1/ili parazitski nacin Zivota. Buduca istrazivanja trebala bi razjasniti i njihovu

ulogu u fenomenu odumiranja poljskoga jasena u Republici Hrvatskoj.
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PRILOZI
Prilog 1. Popis uzorkovanih stabala s podacima o zdravstvenom stanju, prisutnosti simptoma na korijenu i deblu, promjeru i to¢noj lokaciji
Lokacija Stablo (broj/oznaka) Kategorija zd_r avstvenog Nekr_qze na Nekraze na Promijer (cm) Koordinate
stanja korijenu deblu

1 3 DA DA 14,8 45.757346, 16.303511

2 3 DA NE 13,7 45.757016, 16.303338

3 1 NE NE 25,1 45.756699, 16.303317

4 3 DA DA 17,4 45.757286, 16.302558

) 1 NE NE 14,5 45.757500, 16.303114

6 3 DA DA 10,7 45.757225, 16.302153

7 2 NE NE 12,8 45.757220, 16.302084

8 1 NE NE 11,7 45.757386, 16.302138

9 2 DA DA 16,4 45,757154, 16.302279

10 3 DA NE 19,3 45.757181, 16.302933

11 3 DA NE 18,1 45.757486, 16.302981

12 1 NE NE 18,2 45.757061, 16.302042

13 3 DA DA 13,1 45.757192, 16.302431

14 2 DA DA 12,6 45757481, 16.302794

G?égr?osvzlgak 15 2 DA DA 11,9 45.757194, 16.302619
16g 16 1 NE NE 18,5 45.757261, 16.302788
17 1 NE NE 30,2 45.757360, 16.302718

18 1 NE NE 12,9 45.757335, 16.302524

19 1 NE NE 12,5 45.757325, 16.302467

20 2 DA DA 26,0 45.757391, 16.302442

21 1 NE DA 11,0 45.757269, 16.303093

22 3 DA DA 13,3 45.757386, 16.303249

23 3 DA DA 15,4 45.757407, 16.303404

24 3 DA DA 13,3 45.757398, 16.303634

25 2 DA DA 22,9 45.757264, 16.304550

26 2 DA DA 19,8 45.757416, 16.304310

27 2 DA DA 13,9 45.757383, 16.304251

28 1 NE NE 20,5 45.757304, 16.304050

29 2 DA DA 17,3 45.757591, 16.304306

30 2 DA DA 13,6 45.757376, 16.303929
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Lokacija Stablo (broj/oznaka) 7 dra\z?\tlza?)gjgtanja NE';:;;ﬁuna Nekroze na deblu Promjer (cm) Koordinate
31 1 NE NE 20,5 45.399944, 16.799439
Lipovljani 32 1 DA NE 30,5 45.400143, 16.799003
GJ J.Kozarac 33 1 DA NE 25,9 45.400354, 16.798511
74a 34 1 DA NE 26,7 45.400374, 16.798894
35 1 NE DA 12,4 45.400524, 16.798547
36 2 NE DA 14,2 45.402268, 16.796528
Lipovljani 37 1 DA NE 16,4 45.402219, 16.796343
GJ J.Kozarac 38 1 DA NE 14,1 45.402412, 16.796316
74b 39 2 DA DA 15,1 45.402486, 16.796554
40 3 DA DA 14,4 45.402432, 16.796760
41 2 DA NE 16,7 45.397746, 16.800999
Lipovljani 42 2 DA DA 27,6 45.398011, 16.801119
GJ J.Kozarac 43 3 DA NE 28,6 45.398169, 16.801102
80a 44 3 DA DA 22,4 45.397967, 16.801408
45 3 DA DA 16,9 45.397792, 16.801387
46 2 DA DA 27,6 45.393203, 16.780236
47 3 DA DA 25,2 45.392964, 16.780088
48 3 DA DA 21,4 45.392620, 16.780119
49 3 DA DA 26,2 45.392477, 16.780080
50 2 DA DA 25,0 45.392533, 16.779864
51 2 DA NE 27,9 45.392873, 16.780551
Lipovljani 52 1 NE NE 34,0 45.392775, 16.780403
GJ J.Kozarac 53 g DA DA 26,0 45.392548, 16.780155
71d 54 1 NE NE 28,5 45.392493, 16.779964
55 g DA DA 31,8 45.392460, 16.780077
56 2 NE NE 28,6 45.392267, 16.780211
57 1 NE NE 31,7 45.392277, 16.780253
58 g DA DA 31,7 45.392595, 16.780203
59 2 DA DA 36,5 45.392476, 16.780179
60 2 DA DA 36,0 45.392565, 16.780292
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Lokacija Stablo (broj/oznaka) ; dra\llé?\t/i?lzrguztanja Nﬁg:gzﬁuna Nekroze na deblu Promjer (cm) Koordinate
61 3 DA DA 25,2 45.312767, 16.927337
62 3 DA DA 20,1 45.312820, 16.927435
63 3 DA DA 18,6 45.312667, 16.927424
64 2 NE NE 20,9 45.312596, 16.927787
65 1 DA NE 23,0 45.312728, 16.927636
66 2 DA NE 20,3 45.313112, 16.927476
67 1 NE NE 22,4 45.313140, 16.927574
68 1 DA NE 20,7 45.313237, 16.927272
69 3 DA DA 16,4 45.313514, 16.927756
70 1 NE DA 19,9 45.313619, 16.927427
71 2 DA NE 22,4 45.313588, 16.927853
72 1 NE NE 25,3 45.313849, 16.927740
73 2 DA DA 19,8 45.313983, 16.927658
K 74 1 NE NE 26,3 45.313841, 16.927682
G’}“}‘gtiaka 75 3 DA NE 16,6 45.313410, 16.927850
37b 76 1 NE NE 19,9 45.312550, 16.927841
77 2 DA DA 31,7 45.312986, 16.928079
78 3 DA DA 29,5 45.312739, 16.928232
79 1 DA NE 21,7 45.312923, 16.928330
80 2 DA DA 21,8 45.312883, 16.928197
81 3 DA DA 20,2 45.312811, 16.927774
82 3 DA DA 22,5 45.313028, 16.927970
83 2 DA DA 17,1 45.312877, 16.927989
84 2 DA DA 21,6 45.312929, 16.927937
85 1 DA NE 22,5 45.313062, 16.927796
86 1 NE DA 33,1 45.312554, 16.928517
87 2 DA DA 27,7 45.312452, 16.928408
88 3 DA DA 24,6 45.312598, 16.928470
89 2 DA DA 17,8 45.312685, 16.928672
90 8 DA DA 28,4 45.312600, 16.928305
Legenda:
Stabla zdravstvene kategorije 1 | Stabla zdravstvene kategorije 2 | Stabla zdravstvene kategorije 3
osutost krosnje <25 % osutost krosnje 26-60 % osutost krosnje 61-99 %
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Prilog 2. Popis identificiranih taksona kategoriziranih prema sistematskoj pripadnosti odjelu te kategoriji nacina Zivota i ishrane

Identifikacijski
- e ., . broj .
Idepnﬂkacush Vrsta najvec¢e podudarnosti podudarajuée | Podudarnost Sls_tematska Kategorija nagina Komentar
broj sekvence u | - sekvence prema BLAST sekvence u sekvenci pripadnost zivota i ishrane (citat izvora literature)
NCBI GenBank algoritmu NCBI odjelu v
GenBank
KY977569 Absidia sp. JN205822.1 95% Zygomycota saprotrof (Deacon 2013)
KY977531 Acremonium murorum AB540543.1 99% Ascomycota endofit (Moricca i sur. 2012)
KY977546 Alternaria sp. KX768144.1 100% Ascomycota endofit (Martin-Garcia i sur. 2011)
KY977555 Amauroascus albicans NR_111883.1 99% Ascomycota NP -
KY977587 Armillaria spp. GU934598.1 99% Basidiomycota parazit (Lygis i sur. 2005)
. . na sjemenu soje
KY977532 Aspergillus ruber DQ778909.1 99% Ascomycota arazit
Perg Q ’ y P (Dhingra i sur. 2001)
entomopatogena
KY977586 Beauveria bassiana LN808999.1 100% Ascomycota endofit . patog
(Vega i sur. 2008)
vrste ovog roda dolaze na trulom drvu, u tlu ili u
KY977578 Cadophora sp. L.C133830.1 99% Ascomycota NP biljkama, na vinovoj lozi mogu biti patogeni
(Gramaje i sur. 2011)
KY977574 Chaetomium funicola KM979902.1 99% Ascomycota endofit (Eshel i Beeckman 2013)
KY977547 Chaetosphaeriaceae sp. GU327452.1 98% Ascomycota NP -
KY977538 Cladosporium KX4630509.1 99% Ascomycota endofit (Kowalski i Kehr 1992)

cladosporioides
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Identifikacijski
et e g ., . broj .
Identifikacijski | Vrsta najvece podudarnosti . Sistematska o
broj sekvence u | sekvence prema BLAST podudarajuce Podudarnqst pripadnost ‘??teg"r.‘la nacina __ Komentar
. sekvence u sekvenci . zivota i ishrane (citat izvora literature)
NCBI GenBank algoritmu NCBI odjelu
GenBank
KY977560 Clonostachys candelabrum | LT635436.1 99% Ascomycota saprotrof (Schroers i sur. 1999)
. entomopatogena
KY977607 Clonostachys rosea KT215192.1 99% Ascomycota endofit .
(Vega i sur. 2008)
zdrave peteljke obi¢nog jasena, inace patogen na
KY977567 Colletotrichum truncatum | KU516448.1 100% Ascomycota endofit poljoprivrednim kulturama
(Davydenko i sur. 2013)
KY977599 Coprinellus disseminatus GU934591.1 99% Basidiomycota saprotrof (Géaperova i sur. 2015)
KY977600 Coprinellus micaceus HQ604762.1 99% Basidiomycota saprotrof (Géaperova i sur. 2015)
KY977552 Coprinellus radians FJ185160.1 99% Basidiomycota saprotrof (Liers isur. 2011)
KY977595 Dactylonectria vitis JF735303.1 99% Ascomycota arazit na vinovoj lozi
. 0
y y P (Cabral i sur. 2012)
KY977577 Daldinia pyrenaica KY610413.1 99% Ascomycota NP -
KY977583 Diaporthe cotoneastri KC145903.1 99% Ascomycota parazit (Abreo i sur. 2012)
KY977582 Dimorphospora foliicola KT184712.1 98% Ascomycota saprotrof (Gonezol i Révay 2003)
KY977575 Epicoccum nigrum JN689342.1 100% Ascomycota endofit (Kowalski i Kehr 1992)
KY977554 Fontanospora sp. KP234355.1 96% Ascomycota NP -
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Identifikacijski
e . . broj .
Identifikacijski | Vrsta najvece podudarnosti . Sistematska o
broj sekvence u | sekvence prema BLAST podudarajuce Podudarnqst pripadnost ‘??teg"r.‘la nacina __ Komentar
. sekvence u sekvenci . zivota i ishrane (citat izvora literature)
NCBI GenBank algoritmu NCBI odjelu
GenBank
KY977568 Fusarium solani KT336512.1 99% Ascomycota parazit (Rajput i sur. 2008)
KY977588 Fusarium sporotrichioides | KU516465.1 99% Ascomycota parazit (Ivanova i sur. 2016)
KY977553 Ganoderma adspersum AM906057.1 99% Basidiomycota parazit (Schwarze i Ferner 2003)
KY977533 Gibberella baccata AF310980.1 99% Ascomycota endofit (Griffith i Boddy 1990)
. .. . . na poljoprivrednim kulturama, pretezno riza
KY977579 Gibberella fujikuroi JX915249.1 99% Ascomycota parazit )
(Hsuan i sur. 2011)
KY977589 Gongronella butleri GU966508.1 99% Zygomycota saprotrof (Tsuneo 2002)
KY977585 Gongronella sp. KC462739.1 97% Zygomycota saprotrof (Tsuneo 2002)
KY977559 Hymenoscyphus fraxineus | KX255648.1 99% Ascomycota parazit (Kowalski i Holdenrieder 2009)
KY977593 Hypoxylon perforatum KY610391.1 99% Ascomycota saprotrof (Ju i Rogers 1996)
. 0 . endofit korijena, oportunisti¢ki patogen
KY977528 Ilyonectria robusta KX438333.1 99% Ascomycota endofit http://genome. jgi.doe.gov/llyrobl/llyrobl.home.html
KY977592 Lecanicillium lecanii KM678344.1 99% Ascomycota endofit (Giordano i sur. 2009)
odumiranje izbojaka i grana, rak kore i odumiranje
KY977535 Leucostoma persoonii HM061319.1 99% Ascomycota parazit stabala koStuniCavog voca (Prunus spp.)

(Romanazzi i sur. 2012)
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Identifike_lcijski
Hemifacisi | Vrsta mjueie pOdLANOSt | o e | podudamost| ST | oo i " Komentar
NCBI GenBank algoritmu selT\\I/érg:Ie u sekvenci odjelu zivota i ishrane (citat izvora literature)
GenBank

KY977543 C“gf;;‘:y%rgg’rfgﬁ; AB214654.1 100% Ascomycota endofit (EshZTrszten:kmn?;zd;B)
KY977566 Metapochonia bulbillosa DQ132810.1 99% Ascomycota saprotrof (Girlanda i sur. 1995)
KY977596 Metarhizium marquandii AB099511.1 99% Ascomycota endofit (Lu isur. 2012)
KY977597 Metarhizium robertsii KU983799.1 99% Ascomycota endofit (Ramanpreet 2012)
KY977605 Microdiplodia sp. EU273508.1 96% Ascomycota endofit (Pirttild i Frank 2011)
KY977563 Mortierellomycotina sp. KF624810.1 99% Zygomycota saprotrof (Wagner i sur. 2013)
KY977571 Mucor sp. KU556552.1 99% Zygomycota saprotrof (Voriskova i sur. 2014)
KY977561 Nectria canadensis GQ280556.1 99% Ascomycota NP -
KY977550 Nectria flavoviridis HQ897791.1 99% Ascomycota endofit (Banik i sur. 2012)
KY977591 Nemania serpens KU141386.1 99% Ascomycota endofit (Hanackova i sur. 2017)
KY977540 Nemania sp. AF201720.2 97% Ascomycota endofit (Stone i sur. 2004)
KY977602 Neobulgaria sp.. KR072504.1 99% Ascomycota endofit (Beug i sur. 2014)
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et e g ., . broj .
Identifikacijski | Vrsta najvece podudarnosti . Sistematska N
broj sekveng; e u sekveng;\é preﬁ\a BLAST podudaraju¢e | Podudarnost oripadnost Kategorija nacina Komentar
. sekvence u sekvenci . zivota i ishrane (citat izvora literature)
NCBI GenBank algoritmu NCBI odjelu
GenBank
KY977529 Neonectria punicea KX620770.1 99% Ascomycota endofit (Ginting i sur. 2013)
KY977537 Neonectria sp. HG936819.1 99% Ascomycota NP -
i oportunisticki pat
KY977541 Paraphaeosphaeria I1X496037.1 99% Ascomycota saprotrof POTTINISHIEE! pIOSEn
neglecta (Verkley i sur. 2014)
i rasi i Gesta u tl
KY977581 Paraphaeosphaeria IX496084.1 100% Ascomycota saprotrof astrenia 1 cesta i Hu
sporulosa (Verkley i sur. 2014)
KY977551 Penicillium IN617662.1 99% Ascomycota NP -
atrosanguineum
KY977558 Penicillium glabrum GU565126.1 100% Ascomycota endofit (Nicoletti i sur. 2014)
KY977590 Penicillium ochrochloron AY213675.1 100% Ascomycota endofit (Nicoletti i sur. 2014)
KY977603 Slgg“';g;:mm KF906546.1 99% Ascomycota endofit (Nicoletti i sur. 2014)
KY977530 Penicillium sp.1 FN868482.1 97% Ascomycota NP -
KY977557 Penicillium sp.2 JN942850.1 96% Ascomycota NP
KY977576 Pezicula ericae KR859174.1 100% Ascomycota endofit (Chen i sur. 2016)
KY977594 Pezicula melanigena KR859211.1 99% Ascomycota endofit na korijenu Quercus petraea u Austriji
(Kowalski i sur. 1998)
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et e g ., . broj .
Identifikacijski | Vrsta najvece podudarnosti . Sistematska o
broj sekvence u | sekvence prema BLAST podudarajuce Podudarnqst pripadnost Iﬁategoru? nacina __ Komentar
. sekvence u sekvenci . zivota i ishrane (citat izvora literature)
NCBI GenBank algoritmu NCBI odjelu
GenBank
KY977580 Pezicula sp. AF141181.1 97% Ascomycota endofit (Stone i sur. 2004)
KY977544 Pholiota adiposa AB470888.1 99% Basidiomycota parazit (Noordeloos i sur. 1999)
KY977606 Pleosporales sp. JN835208.1 99% Ascomycota NP -
KY977549 Podospora sp. EU273519.1 100% Ascomycota saprotrof (Melo i sur. 2015)
KY977573 Psathyrella candolleana FN396114.1 99% Basidiomycota saprotrof (Menkis i sur. 2006)
KY977542 Pseudeurotium bakeri KP055601.1 99% Ascomycota endofit (Tejesvi i sur. 2011)
KY977601 Pseudogymnoascus sp. KF039897.1 100% Ascomycota saprotrof (Rice i Currah 2006)
i debla vizualno zdravih sivih joha (Alnus incana
KY977536 Pseudopithomyces KM979510.1 100% Ascomycota endofit avih sivih jona ( )
chartarum (Arhipova i sur. 2011)
- T . patogen na nematodama
KY977565 Purpureocillium lilacinum | HQ607867.1 99% Ascomycota endofit . .
(Castillo Lopez i sur. 2014)
KY708964 AY197328.1 99%
KY708965 AY197328.1 99% (OBwald i sur. 2001)
KY708963 Pythium/Phytopythium AY197328.1 99% . o
KY'708962 Spp. KU961901 1 95% Oomycota parazit (Jank(?V\{lz_ak i sur. 2015)
KY708961 KU209134.1 99% (Akilli i sur. 2013a)
KY707823 AY598650.1 99%
KY977598 Talaromyces AB872822.1 99% Ascomycota saprotrof (Crawford i sur. 1990)

purpureogenus
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Identifike_lcijski
Hemifacisi | Vrsta mjueie pOdLANOSt | o e | podudamost| ST | oo i " Komentar
NCBI GenBank algoritmu selT\\I/érg:Ie u sekvenci odjelu zivota i ishrane (citat izvora literature)
GenBank

KY977604 Talaromyces ucrainicus JN899355.1 99% Ascomycota endofit (Sanchez Marquez i sur. 2007)
KY977539 Talaromyces verruculosus | HQ608025.1 99% Ascomycota endofit (Yu isur. 2016)
KY977572 Tolypocladium album KU516596.1 99% Ascomycota endofit (Gazis i sur. 2014)
KY977548 ;/‘I’:zgfg;zg'rm AB208110.1 98% Ascomycota endofit (Herrefgtzr:;‘;?;oig:;: 2013)
KY977556 Trametes versicolor KR261581.1 100% Basidiomycota saprotrof (Boddy i sur. 2007)
.
KY977545 Verticillium leptobactrum LN808852.1 99% Ascomycota endofit (Pacioni i sur. 2007)
KY977570 Westerdykella purpurea FJ624258.1 99% Ascomycota saprotrof (Ebead i sur. 2012)
KY977564 Xylaria polymorpha KY610408.1 99% Ascomycota saprotrof (Boddy i sur. 2007)
KY977584 Xylaria primorskensis JX160062.1 99% Ascomycota saprotrof (Ju i sur. 2009)
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Prilog 3. Broj izolata identificiranih taksona s obzirom na kategoriju uzorka, kategoriju zdravstvenog stanja stabla i geografsku lokaciju uzorkovanja
Dugo Selo Lipovljani Novska
Naziv identificiranog : s Ukupan
taksona Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 broj
plk|T|o[k|[T|o[k[T|[o[k[T|o[k|[T|o[k[To[x][T|o[c][T|[D][«]T][ ke
llyonectria robusta 0122121211028/ 00|60} 0O|8|0]JO|23|2|j2|202})2(10](0|0]|8/ 0 117
Pezicula melanigena |0 | 5|/ 00| 4|0]J0O|212|O0|jO0O|2|0}J0|2|0JO0O|O0O|O}O|2]|]O0O}JO0O]2]1]0]1]0O0 19
Neonectria sp. o(o0o|1J2,0f(2j0)0}j0)Jo0}0}{0}j0O{2|]0j0|0|]0O}fO|0O]jO]JO]jJO|JO]JO|1]|O 5
Absidia sp. 1,0|8|2|0|12/4|0|8J}lO0O|212 |72 (1|00 2 |7Y)fO|4 102 |2]|7]|121]|2]19 109
Tolypocladium ololololas|2flolo|3llolo|z|ofal2folo|2fojolz]olo]ofolo]|s]
cylindrosporum
Gibberella fujikuroi 0({1/12]1]0|2(3|J0|12|3)fy2j0|0}joO0f(O}|2jO|O|Of}fr|0]0O]212]|2|12]|]0]0]|0O 17
Mort'ere's'smyco““a ololololo|lo]Jo|o|1llolo|s]o|o]lo]Jo|o|olJlolo|o|lo|o|oflo|o]oO 6
Psathyrella ol1/ofolajofolo|1ffolofofofol2]oflo|lofjol2z|ofo|la|ofo]o|o] 12
candolleana
Diaporthecotoneastri {2 | 3 (0|7 |7 |0} 1|2 |0fJfl2,8(0J0(2|0}JO0O|2|002|9|12]J0|5|]0]2]|6]0 60
Neonectria punicea 2,0(0J]0)0|0}2|O0|OHO|O}|2]0O0}2|0)0|2|0lJO|O0C|O]JO|O|O0O]JO]2]0O0 9
Clonostachys rosea 1/1|6]0|3|5}]12/6|3)}j0}3|212}j212,2|0}J0}2|3J0j2|2}J0]2]|0]0|0]S3 42
Epicoccum nigrum o(12;11J0(0}1Jj0,0}0H2y12|1}2|2|2}J]0j0|0})JjO}jO0O|OJO0O]0O]0Of2]|]0/ 0 13
Cladosporium a8 |21lalofl2lalall7|2|2]0la|o0o]of2|ofl2|3]o|lz]|9o|oflo]o|of st
cladosporioides
Podospora sp. o({12/0J]0/0(O0O}JO|O|O0O})Jo0}0O|{0}j2(0|0jO|O0O|]O}fO|0O]jO]JO]jJO|O]JO|O]|O 2
Cadophora sp. o(oj0jo0oj0(0O}jO|O0O|O0O})Jo0O}O0O|0}jO|O|OjO|O|]O}fO|1L|O]J]O]|J]O|O]JO]|8]|O 9
Penicillium olol2lels|2]2]o|sllelo|aflalolaflolz|aflzlole]zl2|3flelo]2f «
ochrochloron
Purpureocillium —fl 5 1 5 | g 1 g | o |1|o|o|olfojo|olololo]ololsfololoflolololo]o]|1] s
lilacinum
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Dugo Selo Lipovljani Novska
Naziv identificiranog = PO ’ Ukup_an
taksona Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 _ broj
plk|T|olk|T|o|[k|[Tllolkl[T o[tk To|[k|[T|D[k]|[T|D][K][T] ™"
Beauveria bassiana 2/11}0J0}02}j1|0|0f}O|O|JO}2]|]0|0)J]0O|]0O|]O0N2|0]4J]0]0O0|0O0]JO]O]O 11
Metarhizium ololololo|1]lo|lo|sflojlo|2]lolo]lo]lo|loloffo|lo|1]lo|o|oflo|lo]|oO 9
marquandii
Acremoniummurorum | O | O | O ] O | O i1]J]o0o|j1|o0QJjojo0o|2j10j0212|0|30/|O0 1101 2 11010 1 16
Hymenoscyphus olo|olo|3|o|2|1a|o]fz/o|oflola|o]lo|o|lolffo[o|o]Jo|lo|o|o|o0]oO 24
fraxineus
Armillaria spp. ojo0;0j12/0}02|5/040y0|0}J0|0O0|O0O}JOjO|O})JjO}B5 |03 [4]0|3]|12|0 35
Metarhizium robertsii | 0 |1 0 | 1}J0}2|1}J0(0|O}JO|O0O|2})O0O|O0O|]O0O]JO|O|O})JO|O|2]|J]O|O|O}]JO]O]O 5
Pseudeurotiumbakeri f 5| 0 | 0]JO0O|O0O|O0O)]3|0|]O0JJO|O|5)J0|2|12]1|0|1N§0|2|1]J]O0|O0O]|]O0]JO]2]3 25
Ganoderma olo|oflalalo|l3|o|olffol2]2l2|2|0o]2al2lollzlo|1]lolo|l1]o]o]|1]l 24
adspersum
Fusarium solani 0 3|4 1 (11 2 515 2 0| 4 0 4 9 0 0 6 0 0| 8 412 |15]| 2 0 11 3 101
Pholiota adiposa o(ojojojoj2J]ojo0jo0opHgoyjo0/3 1,0 2]J]0]0|0}JJO]|] O 1101120001 O 10
Fusarium 111/3]l1|o]loflo|3|2)lolz|o]lofo|o]lo|o|offjolo|o]1|o|ofz1]|0]oO 13
sporotrichioides
Talaromyces olo|1]lololoflo|o|olfolo|a]lolo]lo]o|lo|lolffo|o|21]o|lo|2|o|1]oO 5
purpureogenus
Xylaria polymorpha i1/0|j0]J]O0jOj|jO}JO}2|0)}jO}O0O|O}JOIO|O}JO]j]O|OO|]O]JO}JO]j]O]j]O]JO|O]O 2
Chaetomium funicola jJj o /12 (10,2 |1}J0|0|1fJj0|0|O0O)JO|O}|O}JO|JO|O}JOjJO|JO]J]O]O]O]JO|O]O 6
Penicillium sp. 1 o(ojojojojojJ1|j0j0H3;0/|0 1 i1/1012|0j1Q0,0]0}2|0(0]J]O0O]O0]0O0 11
Aspergillus ruber 2,0(1}12,240}J0jO0|OHO|2|2}]0}0|0)0|0|1}}Jj2)0|1)2,0|02]0]0O0 15
Penicillium sp. 2 0|l 0|O0]JO]|O 1]1]0|]0]JO0O}HO| 1 0 i1,0(3]J]0j0|O0O})JO|jO]O0O)JO|O|OfJO|O]|O 6
Talaromyces 71o0|lofl1]|olo]l2lo|off2]|oflo]l3|o|o]ls|o|oflolofo]l2|o0o|o0oflo|lo]|oO 33
ucrainicus
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Dugo Selo Lipovljani Novska
Naziv identificiranog = PO ’ Ukup_an
taksona Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 _ broj
plk|T|p|[klTlolkl[Tllo[klTlolk[Tlolk[Tllolk[T|o[k]|[T|D]|K]|T]| e
Talaromyces 2lolol1]lolololo|oll3|oflofl7|o]ole|ololfza|o|1]3|0|2|0|0]o0 26
verruculosus
Xylaria primorskensis {0 f 0| 0|JO0O|0O0|O0O]JO|/O|O}JO|O|O}JO|]O|O0O]JO|O|O})JO]|j2|0]JO]O|O]JO]O0O]O 1
Microdiplodia sp. olo|loflolo|oflo|4a|1)lo|o|o|Jo|o|1]lo|o|offlo|o|o]Jo|1|/0]0]|O0]oO 7
Hypoxylon perforatum|l 2 {0 00O }0O0O O0O}j0O|O0O|O}JjO}]O| O}JO0O|O0O|O]JO|O]OJJO|O|O]JO|O]|]O|O|O]|O 1
Paraphaeosphaeria - 4 | 1 | o [ o o lo|o|oflo]|o|oflolololo|o|offolo]lofolololz]o]o 4
neglecta
Penicillium olol1|l2lo0l1]lololollolofol1s]ol1|l2|olollo|lo|o]o|o|oflo|o]o 8
atrosangumeum
Coprinellus radians o(o0;0jo0(0}0jO0O|O0O}|OHHO|O|O}JO|O|O}J2|O0O|]O})JjO}jO|OJO]O]OfO]O]|O 1
Nectria flavoviridis Jlo | ol o|lo|o|o]lo|o|o]Jfo|o|o]lo|o|o|Jo|o|offo|o|o]Jo|o|o|1]|0]oO 1
Gibberellabaccata [Jo | o |o|lo|o|oflo|o|ojlo|o|1]lo|lo|o]lo|o|offlolo|o]Jo|o|o|1]0]o0O 2
Pezicula sp. 1/0/o0]lojlo|lolo|lo|offo|o|o]Jo|o|olo|o|oJfolo|o|lo|o|o]Jo|O]oO 1
Metacordyceps olo|lolo|o|o]lo|o|lofo|o|o]lo|o|o]lo|o|offo|o|o]Jo|o|1|lo0o|0]oO 1
chlamydosporia
Fontanospora sp. o(1240]J]0,0}0})0O|(0O|0yO}0}0}jJO|O}O}J]O|jO|]OO}O|O0O)JO]j]O}j]O]J]O]|O0O]O 1
Tolypocladiumalbum [f o | o oo | o |of2|o|o]fo|2|0flo|o|loflo|o|olffo|o|ofo|o|o0o|O]|oO]1 3
Clonostachys olololo|olo|lo|o|1]lolo|oflolo|o|o|o|lolffo|o|o]Jo|o|o|o|o0]1 2
candelabrum
Dimorphospora olololo|zs]|o]lol2|oflolo|o|lo|o|o]lo|o|offolo|lo|lo|o|lo|lo|lo]oO 3
foliicola
Gongronella butleri oj,o0;0yJ0(0}0j0O0,0O}]0HO|O0C|2}J]0|0O0|0O0O}JO}O|O})JO}O|2}JO0O]O0O]0OfO]O]|O 2
Coprinellus 1/1]o0lol1]oflolo|1llolofoflololo]lo|oloffslo]|1]o|aloflololof 12
disseminatus
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Dugo Selo Lipovljani Novska
Naziv identificiranog = POV ’ Ukup_an
taksona Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 _ broj
plk|T|p|[klTlolkl[Tllo[klTlolk[Tlolk[Tllolk[T|o[k]|[T|D]|K]|T]| e
Coprinellus micaceus |0 /0| 0|JO0O|O0|O0O}JO|O|O0O})JO|2|0}JO0O|3 |02 |5|O0fO|7 |02 |7 |0]1]|2]|0 28
Verticillium ol1/o0lololololololflo|lo|o]lo|o|o]lo|lo|loflo|lo|o]lo|o|o|lo|o]|o 1
leptobactrum
Amauroascus albicans{f 0 | 0| o0}Jofojojojojojfojojojojofjojojof1jffojojojojo|a1fjofloy|o 2
Gongronella sp. ol1/o0flolo|o]lo|lo|olffo|lo|oflo|o|oflo|o|loJJlo|o|o|lo|o|o]|]o|oO]oO 1
Metapochonia 1|ol1lolo|o]lo|lo|oflo|o|lolo|olo|lo|o|oJJolo|oflo|o|o|lo]|oO]|oO 2
bulbillosa
Dactylonectria vitis ojo0;0yJ0(0}0}J012}j0H01O0(2J]0(0|0}JO}O0O|O})JO}O|OJO]LT|]OfO]121, 0 5
Pleosporales sp. o(f12,0J0(0}0f2y2/0f40)0|0}J0O0|0O0|0O}jO}O|O})JO}O|OJO]|]0O]|]0OfO]O]|O0 3
Nemania sp. olo|lolololo]lo|o|loflo|o|o]lo|o|o]lo|o|offo|2|o]lo|o|oflo|3]|1 5
Pseudopithomyces 1| o | 5 | o [ oo |olo|o|o]flolo|oflolo|oflo]|o|oflololo]olo|2f1]0]1 4
chartarum
Neobulgaria sp. olojoflolo|o]lo|o|olffo|o|oflo|o|oflo|2|oJlo|o|o|lo|o|o]|o|oO]oO 2
Lecanicillium lecanii ofo|jojojojo}ja2j0|jo0gojojojgojofojojojoffofojofjr|ojojojoi]o 2
Chaews";gae”aceae ol1/o0|lolololo|lo|olfo|o|o]lolo|olo|o|offolo|oflo|o|oflo|o]o 1
Nectria canadensis olojojojo|jx12y0j0(0gfojo|o0ojo;ojojojojongo|ojojojo|jotoyjoj]o 1
Westerdykella ololololololo|lol1llo|lo|o]lo|o|o]lo|lo|loflo|lo|o]lo|o|o|lo|lo]|o 1
purpurea
Paraphaeosphaeria f o | 5 | o | o | o |o]olo|offolololzlo]olololoflolo|oflo|ololo]|o]o 1
sporulosa
Nemania serpens 3(0o;0yJ0(12,0j4,0}0go0y0|0J0O0|0|0JjO}O0O|O})JO}O|OJO|]0O]|]0OfO]|O]|O 8
Pseudogymnoascussp. |0 | 0 f0O]JO|O|O}JO|O|OJ}fjO|2|0|JO|O|JO}JO|]O|2§O0O(0O]|O0O}JO|j]O]O0O]JO]O]O 3

157




Kranjec, J., 2017. Doktorski rad PRILOZI
Dugo Selo Lipovljani Novska
Naziv identificiranog = POV ’ Ukup_an
taksona Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 || Zdrav. kat. 1 | Zdrav. kat. 2 | Zdrav. kat. 3 _ broj
plk|T|olk|[T|o|[k|[Tllo[k|t|o[k[T|olk|[To[k|[T|o[x[T|[D][x]|T]| ™=k
Penicillium olo/1]ololoflololoflolo|oflo|olo]lo|lo|lollololo]o|lo|lo]lo|o|of 1
S|mpI|C|SS|mum
Daldinia pyrenaica [0 |0 |o0o]Jo|o0|0]Jo|o0o|oO|jo|o|O0]JoOo|Oo|O]JO|O|OJfo|jOo|O|O|O|O]JO|1]|O 1
Leucostoma persoonii {0 | 0 00,00} 0O}j0O|0O}}JO|O|jO}JO]|]O|]O)JO|O0O]O})JO|JO|OJO|2|0O]JO]O0O]O 1
Colletotrichum olo|oflo|o|o|lo|o|olfo|o|o]lolo|olo|o|offolo|oflo|1]oflo|lo]o 1
truncatum
Penicilliumglabrum |[f2 [0 | O0]JO0| 0|00 |0 |O|jOo|O|O0O]JOo|O|O]JO|]O|OJJOo|O|O|JO|O|O]O|O]|O 1
Pezicula ericae o/lo|loJo|1]|oflo|o|o)lo|o|olo|o|]o]lo|o|olffo|o|O]JOo|Oo|O|O]|]O]oO 1
Alternaria sp. 2/1/02y2,2J0|j0|O0}2|2|2]J]0}0|0})3|12|1}J2)/0|0JO0O,0|0|0]0]12 19
Trametes versicolor 0 0 0 0] 0 0 0|0 01l 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0] O 0] O 0 0 0 0 0 1
Trichoderma spp. 4 | 3109|185 |2 |15{/3 |6 |14|11|20(10]9 |13 |11)y7 |5 | 9|7 |1 |16]18 |10 |11 238
Mucor sp. ololo]Jo|lo|o]Jo|lo|offo|o|O]Jo|O|4)o|]oOo|3lJolo|1]l]0|lO]|]O]O|O]|O 8
Pythium/ zggmpyth'“m olol19lo]ol12lo|olwllolo|21lo|ol1alolo|2)lo|o|22l0|0]1a]0]0]|21] 161
Legenda:

Zdrav. kat. 1 — stabla osutosti krosnje < 25 %; Zdrav. Kat. 2 — stabla osutosti krosnje 26-60 %; Zdrav. kat. 3 — stabla osutosti krosnje 61-99 %

D — deblo, K — korijen, T —tlo

- takson dolazi samo u vizualno zdravom tkivu

- takson dolazi samo u simptomaticnom tkivu

- takson dolazi i u vizualno zdravom i u simptomaticnom tkivu
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Tijekom trogodisnjeg doktorskog studija kao autorica ili suautorica objavljuje dva znanstvena

rada i sudjeluje na tri medunarodne i Sest domacih konferencija i radionica.

Kao suradnica sudjeluje na domacéim znanstvenim projektima Ministarstva poljoprivrede pod
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Aktivno se sluzi engleskim te pasivno njemackim jezikom.

Clanica je Hrvatskog Sumarskog drustva ogranak Zagreb te Hrvatskog drustva biljne zastite.
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