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Sazetak

Jelin valjkasti sréikar (Treptoplatypus oxyurus) je jedan od dvije
palearktiCke vrste srcikara koji obitava u Hrvatskoj dok u susjednim
zemljama nije otkriven. Biologija kukca nije dovoljno istrazena u
Hrvatskoj, ali 1 u svijetu stoga je vazno nastaviti pratiti i istrazivati biologiju
1 uvjete pridolaska vrste. Pripada redu kornjasa koji napada i ostecuje drvo
jele (obicne i gréke) u kojem buSi hodnike. Sva istrazivanja koja su
provedena ukazuju na obligatni odnos jelinog valjkastog sr¢ikara s gljivama
stoga je napravljena mikobioloska obrada uzoraka drva uzetih sa zarazene
jele. Unutar istrazene zajednice gljiva koje dolaze u hodni¢nom sustavu
kukca, najzastupljenija je skupina kvasaca (Candida sp.) 1 vrsta
crvenorubna guba (Fomitopsis pinicola).

Abstract

Ambrosia beetle (Treptoplatypus oxyurus) is one of the two Palearctic
species of wood-boring weevils which inhabit forests of Croatia, while it
has not been detected in adjoining countries. Biology of ambrosia beetles
has not been sufficiently researched in Croatia nor in the world, so it is
important to continue monitoring and researching biology and habitat
conditions of the species. It is classified in the genus of beetles that attack
and damage fir wood (specifically of silver and black mountain fir) in which
it bores galleries. All research to date indicates symbiosis between ambrosia
beetle and fungi, therefore mycobiological processing of infected fir wood
specimens was performed. Within researched fungal community that
appears in the galleries of the insect, the most common are yeasts (Candida
sp.) and the red-belted bracket (Fomitopsis pinicola).
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1. UVOD

Jelin valjkasti sr¢ikar (7Treptoplatypus oxyurus Dufour, 1843) pripada redu kornjasa (Coleoptera),
podredu Polyphaga, porodici sréikara (Platypodidae), potporodici Platypodinae 1 rodu
Treptoplatypus (Beaver, 1998, prema: Wood, 1993).

T. oxyurus razmjerno je recentno otkrivena Palearktic¢ki autohtona vrsta sr¢ikara za Hrvatsku. Prvi
muzjak vrste (Slika 1) ulovljen je pomocéu feromonske klopke slu¢ajno u Nacionalnom parku
Sjeverni Velebit 2010. godine, a zarazeni jelovi trupci otkriveni su u Sumariji Krasno ujesen 2011.
godine. U dva zarazena trupca uoceni su spolno zreli oblici s gusto naseljenim li¢inkama. 7.
oxyurus je kornja§ koji je svojom biologijom vezan iskljucivo za drvo obi¢ne i grcke jele.
Pretpostavlja se da pridolazi samo u jelovim sastojinama praSumske strukture. Fragmentarno je
rasprostranjen u Palearkti¢koj regiji (Slika 2) nastaloj u geoloskom razdoblju paleogena koja
obuhvaca podru¢je Europe, Sredozemlja, sjeverne Afrike 1 Azije. Na podrucju Europe zabiljezen
je u Pirenejima, Korzici, jugu Italije i Grcke, u Slovackoj i odnedavna, u Hrvatskoj. Za sada, u
susjednim zemljama, Sloveniji i Bosni 1 Hercegovini, njegov pridolazak nije zabiljeZen. Takoder,
nije zabiljezen niti u Sirem okruzenju Hrvatske iako sastojine jele prirodno dolaze na tim
podrudjima, npr. Austrija, Svicarska, Ceska, Poljska, Rumunjska, Bugarska, Albanija, Makedonija

(Hrasovec i Franjevi¢, 2011).



Slika 1. Muzjak jelinog valjkastog sr¢ikara (Hrasovec, 2011)

=

Slika 2. Rasprostranjenost jelinog valjkastog sr¢ikara palearkticke ekozone (oznaceno crvenom bojom),

rasprostranjenost obicne i grcke jele (oznaceno zelenom bojom)



U Hrvatskoj je 7. oxyurus otkriven u bukovo - jelovim sastojinama nacionalnih parkova (NP
Sjeverni Velebit, NP Risnjak i NP Plitvicka jezera) u kojima formira dugacke, nepravilne 1 vijugave
hodnike u drvu obi¢ne jele. U hodnicima su pronadeni odrasli ljetvicari, Zenke koje polazu jaja
mutno bijele boje i mnostvo li¢inki blijedo Zute boje (Slika 3). Kao i svaki pripadnik Platypodinae,
obligatni je ksilomicetofag (u simbiozi s gljivama) i opcéenito, smatra se rijetkom i ugrozenom
vrstom. Hrpice bijele nitaste piljevine na jelovim deblima u kasno ljeto i jesen predstavljaju jedan
od pouzdanih diferencijalnih simptoma napada. Jelin valjkasti sr¢ikar je nova vrsta u Hrvatskoj i
nedovoljno istrazena, stoga dosadasnja istrazivanja biologije i eventualne Sire rasprostranjenosti

treba intenzivirati 1 svakako nastaviti (Hrasovec, 2011).

Slika 3. Lic¢inka jelinog valjkastog sr¢ikara u hodni¢nom sustavu (foto: HraSovec)

Unutar reda Coleoptera, prema Stetnosti 1 uspjeSnosti nastanjivanja stabala, isti¢u se dvije skupine
ksilofaga 1 ksilomicetofaga: Scolytinae 1 Platypodinae. Unutar podporodice sréikara, u Hrvatskoj
uz T. oxyurus, pridolazi jo§ samo jedna autohtona palearkticka vrsta, Platypus cylindrus (Fabricius,
1792) - hrastov valjkasti sr¢ikar. P. cylindrus polifagni je kornja$ koji napada hrastove, bukvu,
jasen, lipu, pitomi kesten 1 treSnju. Odrasle jedinke su smede boje, produzenog, valjkastog tijela
pokrivenog rijetkim Zzuckastim dla¢icama. Adulti se roje pocetkom ljeta. Oste¢uje drvo u kojem
izgriza dugacke i zavojite hodnike. Zenka u hodnicima odlaZe jaja, a muZjak izbacuje preostalu
piljevinu. Li¢inke nakon hranjenja i dosizanja posljednjeg stadija izgrizaju kratak hodnik sa zipkom

u kojoj se kukulje krajem jeseni. Ima jednu generaciju godisnje.



Oba kukca, jelin i hrastov valjkasti sr¢ikar, su u obligatnom odnosu s Ambrosia gljivama koje
prenose pomocu specijaliziranog organa — mikangija ili micetangija (mycangia) (Slika 4) koji se
kod ovih vrsta nalazi na lednoj strani vratnog S§tita (Cassier i sur., 1995; Hrasovec i Franjevic,

2011).

100um . 20um

Slika 4. Mikangij hrastovog valjkastog sréikara: (a) mikangij Zenke, (b) mikrofotografija mikangija Zenke,
(c-d) mikangij muZzjaka, (d) pokrovne jamice mikangija unutar kojih su guste mreze spora Ambrosia

gljiva, (e) micelij Ambrosia gljiva probio na povrSinu vratnog Stita uginulog kukca (Inacio i sur., 2021)

Usporedba mikangija jelinog i hrastovog valjkastog sr¢ikara ukazuje na neke sli¢nosti i razlike.
Mikangij kod hrastovog valjkastog sréikara jajolika je oblika, smjeSten na zaravnjenoj sredini
gornjeg dijela vratnog Stita. ZabiljeZen je kod oba spola. Dimenzijom je ve¢i kod Zenki (460 x 530
um), nego kod muzjaka (140 x 140 um). Sastoji se od sferoidnih Supljina koje su ispunjene
okruglim sporama (obligatna simbioza kukca i gljive). Kutikularna povrSina izmedu Supljina je
relativno glatka i ispunjena zlijezdama $to ukazuje na prostornu odvojenost mikangijalnih Supljina
1 osjetilnih ¢vorova. Anatomska grada i detaljna struktura mikangija ukazuje na evolucijski

najrazvijeniju formu mutualizma potkornjaka i gljiva (Cassier 1 sur., 1995).

Mikangij 7. oxyurus slian je gornjem opisu, a najjasnija razlika u odnosu na P. cylindrus ogleda

se u srcolikom obliku mikangija na vratnom §titu Zenke (Slika 5).



Slika 5. Mikangij zenke jelinog valjkastog srcikara (foto: Hrasovec)

1.1. Simbioza potkornjaka i gljiva

Simbioza u varijanti mutualizma oblik je uzajamne interakcije dvaju razli¢itih vrsta organizama
kod kojih jedna vrsta u ovom meduodnosu ,,pruza uslugu‘ koju druga vrsta ne moze uopce izvesti
ili u tom smislu ima poteSko¢a (Wikipedia). ,,Usluge* koje razmjenjuju gljive 1 potkornjaci u
uzajamnoj interakciji su: prehrana, zastita i Sirenje. U ektosimbiozi, kukci ¢esto konzumiraju gljive
dok gljive mogu razgraditi biljne polimere ili obrambene spojeve ¢ime supstrat uc¢ine dostupan
potkornjacima za konzumaciju. Takoder, gljive mogu pruziti zastitu od okoliSnih ¢imbenika i
proizvesti spojeve Stetne za druge (antagonisticke) mikroorganizme. Potkornjaci raznose gljive u
hodnicima u deblu ¢ime olakSavaju i ubrzavaju njihovu disperziju, osiguravaju supstrat za rast
gljiva 1 zaStitu. Mutualizam gljiva 1 potkornjaka moze prijeci iz fakultativnog u obligatni pri ¢emu
oba organizma viSe nisu sposobna prezivljavati samostalno. Obligatni mutualizam rezultira
razvojem morfoloskih prilagodbi kod kukaca i gljiva, razvojem socijalnog ponasSanja u pojedinim

skupinama i gubitkom spolnosti kod pojedinih mutualisti¢kih gljiva.

Pojedini potkornjaci prenose gljivicne simbionte i spore iz svog legla u novog domacina - stablo,
u visoko selektivnim organima, mikangijima. Gljive dodatno pridonose prehrani potkornjaka

dusikom i sterolima. (Biedermann i Vega, 2020).



Potkornjaci iz roda Dendroctonus vrlo ¢esto su u simbiotskom odnosu sa gljivama i bakterijama.
Najces¢e gljive koje dolaze u hodnicima Dendroctonus spp. su kvasci — Candida spp.,
Cyberlindnera spp. Popis gljiva koje su zabiljezene u hodnicima potkornjaka iz roda
Dendroctonus: Acanthophysium cerussatum/Stereum gausapatum, Candida piceae, druge
neindentificirane vrste Candida, Cyberlindnera americana, Hypocrea muroiana/Trichoderma
viride, Penicillium charlesii/P. pulvis, Penicillium chrysogenum, Penicillium corylophilum,
Penicillium decumbens, Penicillium purpurogenum, Talaromyces purpurogenus 1 druge
neidentificirane vrste, poput Penicillium sp., Talaromyces radicus, T. variabilis, Pichia

bispora/Yeast sp. (Dohet 1 sur., 2016).

Kao primjer mutualizma potkornjaka drvaSa i nekih Ambrosia gljiva moze posluZziti vrsta
Xylosandrus crassiusculus. To je recentna invazivna vrsta potkornjaka drvasa koji se Siri Europom,
a koji je u simbiotskom odnosu s ambrozija gljivama (Ambrosia spp.) 1 njegove se li¢inke hrane
micelijem ovih gljiva. Gljive iz roda Ambrosia su vrlo agresivne, invazivne i1 patogene te rade
velike Stete biljci. Prodiru u ksilem gdje crpe hranjive tvari i nakupljaju ih na povrs$ini hodnika za

ishranu potkornjacima.

1.1.1. Simbioza Ambrosia gljiva i pripadnika potporodice Platypodinae

Ovaj se oblik simbioze sastoji od tzv. ambrozija kukaca (kornjasa) koji su specijalizirani za
izgrizanje drvne tvari i1 zajednice gljiva od kojih su najznacajnije iz roda Ambrosia. Gljive se do
hodnika u drvu stabla (domacina) transportiraju u specijaliziranim strukturnim depresijama

mikangijima ili micetangijima smjeStenima na podrucju vratnog Stita.

Ambrosia gljive su dimorfne i mogu rasti u dva oblika: ambrozijskom (poput kvasaca) i/ili kao
micelij. Smatra se da je ambrozijska forma nastala kao rezultat prilagodbe gljiva na kontakt sa
adultima 1 li¢inkama. Specijalizirane su i prilagodene odredenim vrstama kukaca i staniSnim

uvjetima.

U hodni¢nim sustavima kukaca, uz Ambrosia gljive pridolaze i drugi rodovi gljiva (npr. saprofiti)
te se pretpostavlja da zajednicki pospjesuju napad i kolonizaciju pojedine vrste kukca. Podijeljene

su na primarne i pomocne.



Primarne su usko vezane uz kukce simbiozom i transportom te njihova raspodjela ovisi o
simbiontu. Dominantne su u hodni¢nim sustavima kukca s kojim su u simbiozi i vrlo ¢esto sluze
kao hrana mladim li¢inkama. Kukac im pruza zastitu izolacijom i transportom u mikangiju do
drugog potencijalnog domadina. Primarne ambrozijske gljive su obligatni simbionti i vrlo su
osjetljive na susu te ih je teSko pronaci izvan hodni¢nih sustava potkornjaka ili mikangija. Pomoc¢ne
Ambrosia gljive su privremene, prolazne 1 nisu specijalizirane potrebama simbionta, a mogu se
nastaniti i nakon razvoja jedne generacije kukca. Nisu obligatne li¢inkama i ne transportiraju se u
mikangijima, nego imaju sluzave spore pomocu kojih se prenose na vanjskim dijelovima tijela
razli¢itih organizama ukljucujuci i kukce. Oportunisticke su gljive 1 ve¢inu vrsta se lako uzgaja u
laboratoriju, ali su Ceste zamjene sa primarnim vrstama Ambrosia gljiva. Taksonomski su
ambrozija gljive podijeljene unutar Cetiri roda: Ambrosiella, Raffaellea, Monacrosporium i
Phialophoropsis. Znacajni su i rodovi: Fusarium, Acremonium, Candida 1 Graphium te rodovi

kvasaca Ascoidea 1 Endomycopsis (Batra, 1985; Henriques 1 sur., 2006).

Potporodica Platypodinae (Wood & Bright 1993) obuhvaca vise od 1400 vrsta unutar 34 roda
podijeljenih u 4 plemena: Tesserocerini, Platypodini, Mecopelmini i Schedlariini. Areal
potporodice je ogranien i mozaican, tj. fragmentarno je rasprostranjena s rodovima koji nastanjuju
samo jedan kontinent ili ¢ak samo jedan otok (npr. Madagaskar). Samo osam rodova je pronadeno
na vise od jednog kontinenta. Veéina pripadnika potporodice obitava u tropskoj i suptropskoj regiji.
Osam vrsta iz potporodice pridolazi ili je otkriveno u juznom SAD-u, dvije vrste u juznoj Europi i
nesto viSe u Argentini i juznoj Africi. Platypodinae obuhvacaju veliki broj endema. Vecina vrsta
iz potporodice kultivira ambrozija gljive zbog hrane u svojim galerijama duboko u srzi drva te
njihov rast i razvoj ovise o njima. Vrste su uglavnom monogamne i muzjak ostaje u hodnicima
drva do zavr$nog razvojnog stadija li¢inke. Ulaz u novi hodni¢ni sustav je uvijek napravljen od
strane muzjaka $to ukazuje na jednu zenku u galeriji. Kopulacija se odvija na pocetku hodni¢nog
sustava te Zenka nakon oplodnje nastavlja izgrizati hodnike 1 na kraju glavnog hodnika odlaze jaja
u skupinama. Li¢inke se hrane ambrozija gljivama, a kukulje se u kolijevkama iskopanima okomito
na glavni hodnik. Tijekom razvojnog ciklusa, muzjak pomaze Zenki u ¢iS¢enju hodnika od grizotina
i ekskremenata te cuva ulazni hodnik od predatora i parazitoida. Razvojni ciklus legla moze trajati
1 do nekoliko godina zbog ¢ega dolazi do preklapanja vise razli¢itih generacija u zajednice koje

ukazuju na slozenost socijalnog ponasanja i razlicitost uloga.



Kompleksno drustveno ponasanje posebno se istice kod australske vrste Platypus incompertus u
¢ijim hodnicima neoplodene kéeri preuzimaju ulogu muzjaka koji ne ostaje u leglu i pomazu zenki

zasStiti 1 bolje rasporediti jaja (Jordal, 2014).

Molekularnom filogenezom 1 biogeografijom potporodice Platypodinae istrazeni su najznacajniji
rodovi, njihova brojnost i korelacija. Utvrdena je povezanost plemena Tesserocerini s Notoplatypus
kao sestrinskom grupom. Austroplatypus je formirao sestrinske grupe s vrstama iz plemena

Platypodini (Jordal, 2015).

Vecina rodova iz potporodice Platypodinae nastanjuju oslabljene i umiru¢e drvenaste vrste, dok
pojedine vrste iz roda Platypus koloniziraju drvo zdravih stabala, naj¢eSc¢e hrasta i topole. Mikangij
je sitan s manjim jamama, brazdama i Supljinama, a u hodni¢nim sustavima i mikangiju uoceno je

vise rodova i vrsta gljiva (Tablica 1). Zajednice bakterija nisu istrazene (Joseph i Keyhani, 2021).

Tablica 1. Zajednica gljiva u hodni¢nom sustavu pripadnika potporodice Platypodinae (Joseph i Keyhani,

2021)
Platypodinae
Zajednica gljiva
Zajednica bakterija
ROD FITOPATOGENA VRSTA
Raffaelea (Ophiostomatales), Raffaelea quercus-mongolicae,
Ambrosiozyma, Candida Raffaelea quercivora, Raffaelea Nije istraZzena
(Saccharomycetales) santoroi

Henriques 1 sur. (2006), izolirali su nekoliko gljiva iz Zenskih i muskih mikangija, crijeva i
egzoskeleta hrastovog valjkastog src¢ikara te iz hodni¢nih sustava u drvu hrasta plutnjaka (Tablica
2). Posebna pozornost posvecena je izoliranoj ambrozija gljivi Raffaelea kao primarnom simbiontu

P. cylindrus.



Tablica 2. Zajednica gljiva u asocijaciji s hrastovim valjkastim sréikarom (Henriques i sur., 2006)

Gljiva Hodni¢ni sustav Mikangij Crijevo kukca Egzoskelet
Acremonium sp. X X X
Aspergillus spp. X X X X

Fusarium sp. X
Gliocladium spp. X X X X
Mucorales X X
Nodulisporium sp. X X
Paecilomyces sp. X X
Penicillium spp. X X X X
Raffaelea spp. X X X X
Trichoderma spp. X X X X

X - otkriveno




2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Treptoplatypus oxyurus rijetka je i razmjerno slabo istrazena vrsta, stoga je postavljen cilj u Zelji
za dodatnim istrazivanjem njegove biologije i uvjeta pridolaska. Jedan od ciljeva istrazivanja je bio
potvrditi 1 dodatno istraziti obligatni mutualizam ovog srcikara 1 nepoznatog sastava simbiotskih
gljiva. U tom smislu Zeljelo se istraziti povezanost Ambrosia gljiva i ovog rijetkog sr¢ikara. Glavni
cilj istrazivanja bio je utvrditi o kojim se gljivama radi, barem do razine roda ili eventualno vrste.
Nadalje, htjelo se prouciti determiniranu zajednicu gljiva i uCestalost pojedinih rodova ili vrsta. Uz
pretpostavku je da su unutar hodnic¢nog sustava razliCite grupacije gljiva s obzirom na udaljenost
od ulaza u hodnik. Metodoloski se to htjelo potvrditi pazljivim uzimanjem uzoraka. Po mogu¢nosti
zeljelo se utvrditi 1 sli¢nost mikoflore hodnika i samih mikangija jelinog valjkastog srcikara pa je i

taj aspekt bio metodoloski obuhvacen u laboratorijskom uzimanju uzoraka..
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3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA

Koristeni su uzorci debla obicne jele (4bies alba Mill.) koja je sruSena pocetkom studenog 2020.
godine i uzorkovana 16. 3. 2021. godine u Nacionalnom parku Plitvicka jezera. Zarazeni uzorak
debla jele dopremljen je na daljnju obradu u Entomoloski laboratorij Zavoda za zastitu Suma i
lovnog gospodarenja na Fakultetu Sumarstva 1 drvne tehnologije SveuciliSta u Zagrebu. U
entomoloskom laboratoriju je uzorak debla cijepan na manje komade 29. 3. 2021. (Slika 6).
Cijepanje je obavljeno pazljivo zbog ocuvanja hodni¢nih sustava jelinog valjkastog sréikara.
Dobiveni komadi debla i pripadajuéi uzorci hodnika su prema dubini uzorkovanja, promatrajuci od
srzi prema kori jelinog debla, svrstavani u kategorije D1, D2 ili D3. Dubina D1 se odnosila na prvih
8 cm debla od srzi prema kori, dubina D2 na 8 do 16 cm, a dubina D3 na 16 do 34 cm od srZi prema

kori.

Slika 6. Uzorak debla zarazene jele prije cijepanja i mikoloSke obrade
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Dobiveni komadi debla sa hodnicima su odmah po cijepanju transportirani u laminarni kabinet za
rad u atmosferi Cistog zraka (u daljnjem tekstu: laminar) zbog sprjeCavanja kontaminacije tijekom

mikoloske obrade (Slika 7).

Slika 7. Pocetak mikoloske obrade uzoraka jele u laminarnom kabinetu

3.1. Izolacija gljiva na hranjive podloge

Postupak izolacije je proveden 29. 3. 2021. godine u laminaru radi sprjeCavanja kontaminacije. Od
alata koristeni su skalpel, pinceta, igla i daska za rezanje. Alat je steriliziran prije 1 poslije upotrebe,
te izmedu svakog uzorka hodnika. Sterilizacija je obavljena uranjanjem alata u 96 % etanol i
kratkim izlaganjem alata plamenu. Za izolaciju su koriStena dva tipa hranjivih podloga: MEA
obogacena streptomicinom (malt ekstrakt agar napravljen od jeCmenog slada i antibiotik koji
sprjeCava razvoj bakterija) i MEA obogacéena cikloheksimidom i streptomicinom (uz antibiotik
koristen je 1 fungicid / fungistatik koji sprjecava razvoj plijesni 1 pojedinih brzorastu¢ih gljiva)

(Slika 8).
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a) . b)

Slika 8. Pomo¢ne tvari koristene za obogacivanje MEA hranjive podloge: (a) streptomicin — antibiotik, (b)

cikloheksimid — fungicid / fungistatik

Za izolaciju su birani hodnici bez prisutnosti plavkastog obojenja okolnog ksilema. Za svaki
odabrani hodnik su skalpelom uzeta dva komadica stijenki hodnika u obliku sitnih ¢etverokuta koji
su nali¢jem poloZeni na hranjivu podlogu u Petrijevim zdjelicama te dva brisa unutra$njosti
hodnika iglom (igla je umetnuta i protrljana po stijenkama hodnika te zatim lagano po povrsini
hranjive podloge). Na dubini D1 je uzorkovano devet hodnika (H1-H9) ¢iji su komadic¢i ili brisevi
unutrasnjosti postavljeni u 18 Petrijevih zdjelica (9 Petrijevih zdjelica na jednom i 9 na drugom
tipu hranjive podloge). Na dubinama D2 1 D3 su uzorkovana po tri hodnika (H10-H12 na D2 te
H13-H15 na D3) ¢iji su komadi¢i ili brisevi unutrasnjosti postavljeni u 6 Petrijevih zdjelica za
svaku dubinu (3 na jednom tipu hranjive podloge i 3 na drugom). Dodatna dva uzorka kraja hodnika
te jedan uzorak bijelog valjkastog micelija su postavljeni u zasebne tri Petrijeve zdjelice manjeg
promjera (55 mm). Petrijeve zdjelice su ispisane simbolima koji oznacavaju broj uzorkovane jele,
dubinu uzorka i broj hodnika (Slika 9). Nakon izolacije uzorci su skladiSteni u plasti¢nu vrecicu

koja je prebacena u komoru rasta u tamu na temperaturu od 22 °C.
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Slika 9. Izolirani miceliji gljiva u Petrijevim zdjelicama na hranjivoj podlozi

Prva provjera dobivenih micelija je obavljena 1. 4. 2021. godine te su dva micelija iz Petrijevih
zdjelica, J2 D1 H3 1J2 D1 H9, presadena zbog kontaminacije na MEA hranjivu podlogu. Miceliji

su presadeni radi sprjeCavanja Sirenja plijesni na uzorak.

3.2. Presadivanje gljiva u Ciste kulture

Presadivanje dobivenih micelija u Ciste kulture je obavljeno prvi put 1. 4. 2021. i drugi put 6. 4.
2021. godine u laminaru. U zasebne Petrijeve zdjelice je presadeno ukupno 40 micelija gljiva, 37
1z vecih Petrijevih zdjelica i tri iz manjih. Prednost je dana presadivanju micelija nastalih iz briseva
iglom jer su to miceliji koji zasigurno potje€u iz unutraSnjosti hodnika, a ne okolnog tkiva.
Presadivanje je obavljeno sterilnim skalpelom kojim je uzet komadi¢ hranjive podloge sa micelijem

u obliku Cetverokuta, pozeljno na rubu micelija zbog najintenzivnijeg rasta.
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Uzeti komadi¢ presaden je u novu Petrijevu zdjelicu sa MEA hranjivom podlogom tako da je
micelij polozen na povrSinu podloge. Presadeni miceliji su skladiSteni u plasticne vrecice i

prebaceni u komoru rasta u kontrolirane uvjete (22 °C u tami).

Provjera micelija je obavljena 16. 4. 2021. godine i presadeno je dodatnih osam micelija u Ciste

kulture. Provjerom je uoceno da se radi o osam razli¢itih vrsta gljiva.

3.3. Grupiranje micelija u morfotipove

Grupiranje Cistih kultura micelija u morfotipove je obavljeno 18. 5. 2021. godine. Miceliji su
grupirani na temelju medusobne morfoloske slicnosti. Promatrane morfoloske karakteristike su bile
boja, tekstura micelija, obojenje hranjive podloge i brzina rasta. Za svaki utvrdeni morfotip je
odabran jedan reprezentativni uzorak micelija za molekularnu identifikaciju vrste. Presadeno je 26
pretpostavljenih morfotipova u 26 mikroepruveta s ME (Malt Extract) teku¢om hranjivom

podlogom. Morfotipovi su obiljezeni oznakama od M1 do M26 (Slika 10).
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Slika 10. Grupiranje micelija u morfotipove
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3.4. Izolacija DNK

Izolacija DNK je odradena 27. 5. 2021. godine u Molekularno-bioloSkom laboratoriju Zavoda za
Sumarsku genetiku, dendrologiju i botaniku na Fakultetu Sumarstva i drvne tehnologije Sveucilista
u Zagrebu. Za izolaciju DNK su koristeni miceliji uzgajani devet dana u ME (Malt Extract) tekucoj
hranjivoj podlozi u mikroepruvetama od 2 ml. Miceliji koji su se drzali za stijenku epruvete su
odvojeni sterilnim nastavkom pipete. Epruvete su centrifugirane 4 min na 17 000 rpm (okretaja u
minuti), na 20 °C, nakon ¢ega je pipetom uklonjena tekuca hranjiva podloga. U svaku epruvetu je
dodano 300 pl pufera za lizu (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 % SDS, pH 8,0) i

jedna sterilna ¢eli¢na kuglica.

Miceliji su podvrgnuti homogenizaciji, odnosno epruvete sa micelijima izloZene treS$nji od 30 Hz

u trajanju od 3 min u homogenizatoru, uredaju TissueLyser II (Slika 11).

Slika 11. Uredaj Tissue Lyser za homogenizaciju micelija u epruvetama
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Zatim je u epruvete dodan natrijev acetat (3 M NaAc, pH 5,2) te su inkubirane na -20 °C u trajanju
od 10 min. Epruvete su nakon toga centrifugirane na 13 000 rpm 5 minuta. Nakon centrifugiranja,
nastali supernatant (vodena otopina DNK) je ispipetiran u nove epruvete (Slika 12) u koje je potom
dodan jednak volumen izopropanola (250 pl). Epruvete su inkubirane 5 min na 4 °C (u hladnjaku)
te potom podvrgnute centrifugiranju na 4 °C i na 15 000 rpm u trajanju od 20 minuta. Izopropanol
je pazljivo odliven iz epruveta u koje je dodan ledeno-hladni apsolutni etanol (500 pl). Epruvete
su ponovno podvrgnute centrifugiranju, na 4 °C i na 20 000 rpm u trajanju od 3 min. Nakon toga
je etanol ispipetiran iz epruveta koje su stavljene u termoblok na 38 °C u trajanju od 5 do 10 min
kako bi se DNK osusila (Slika 13). Na kraju je u epruvete dodano po 50 ul TE pufera (10 mM Tris,
I mM EDTA, pH 8,0) kako bi se DNK u njemu otopila i sacuvala. Otopljena DNK je u epruvetama
pohranjena u hladnjak na 4 °C.

Slika 12. Mikroepruvete sa uzorcima DNK
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Slika 13. Postupak suSenja DNK u termobloku

3.5. PCR i elektroforeza

U lancanoj reakciji polimerazom (PCR) je umnaZana ITS regija izolirane DNK koriStenjem
pocetnica ITSI-F 1 ITS4 (10-15 pb). Uz pocetnice su u smjesu dodani sastojci: enzim Taq
polimeraza, PCR pufer (pH 8.0), nukleotidi (ANTP), magnezijev klorid kao kofaktor i sterilna voda
(Tablica 3). U svaku jaZicu napravljenu u agaroznom gelu dodano je 1 pl PCR produkta, a uvjeti

reakcije su uniformni i unaprijed definirani (Tablica 4, Slika 14).
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Tablica 3.

Vrijednosti volumena pojedinih sastojaka smjese za PCR
Sastojak Volumen za 26 reakcija (ul)
Taq 8.4
ITS1-F 36.4
1TS4 36.4
dNTP 36.4
MgCly 200.2
PCR pufer 182
HyO 1219.4
DMSO 72.8

Tablica 4. Uvjeti lanCane reakcije polimerazom (PCR)

35 ciklusa
Pocetna Zavrsno
Denaturacija Nalijeganje Produljivanje
5 min na 95 °C 30sna95 °C 30 sna55°C 30sna72°C 7 min na 72 °C

Specificnost, duljina 1 priblizna koncentracija dobivenih PCR produkata su provjereni

elektroforezomu 1,5 % agaroznom gelu pri naponu od 55 V i trajanju 90 minuta. U gel je prethodno

dodana boja za vizualizaciju nukleinskih kiselina. Nakon zavrSene elektroforeze su PCR produkti

vizualizirani na gelu i fotografirani pomoc¢u UV transiluminatora s kamerom i raCunalnog programa

GelCapture.
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Slika 14. Uredaj za PCR sa ukupno 27 uzoraka: 26 uzoraka DNK i jednim kontrolnim

Dobiveni PCR produkti su slani u tvrtku Macrogen (Nizozemska) na sekvenciranje. Nakon
sekvenciranja su u racunalnom programu BioEdit obradeni dobiveni kromatogrami. Zatim su
provjerene i usporedene dobivene sekvence s postoje¢ima iz baze gena (NCBI GenBank)
primjenom algoritma BLAST. Za identifikaciju gljive potrebna je podudarnost sekvence od

najmanje 98 %, poZeljno je 99 - 100 %, na najmanje 80 % duljine sekvence.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

U postupku izolacije micelija iz hodnika jelinog valjkastog srcikara pripremljene su 33 Petrijeve
zdjelice sa ukupno 60 komadica tkiva hodnika 1 60 briseva njihove unutraSnjosti, dva komadica
tkiva s kraja hodnika te jednog uzorka valjkastog bijelog micelija koji se nalazio na ulazu u
hodni¢ni sustav. Od ukupno 33 Petrijevke, u 18 se nalazila hranjiva podloga MEA obogacéena
streptomicinom (plavo obiljezene), a u 15 MEA obogacena streptomicinom i cikloheksimidom

(crveno obiljezene).

U komori za rast uzgojeno je ukupno 48 micelija iz triju razli¢itih dubina hodnika (D1 — D3). Na

dubini D1 je izraslo 26 micelija, na dubini D2 njih 14, a na dubini D3 ukupno 8 micelija (Grafikon
1).

Miceliji po dubinama

=Dl =D2 =D3

Grafikon 1. Broj izoliranih micelija prema dubini polozaja hodnika promatrano od srzi prema kori jelinog

debla

Presadivanjem micelija u Ciste kulture je dobiveno ukupno 48 izolata, 45 iz veéih i1 3 iz manjih
Petrijevih zdjelica. Grupiranjem cistih kultura u morfotipove je dobiveno ukupno 26 morfotipova

oznacenih simbolom M 1 brojem od 1 do 26.
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Najvise micelija/izolata je pripalo morfotipu 1, njih sedam. Morfotip 2 je obuhvatio pet izolata,
dok su morfotipovi 3 i 4 bili zastupljeni sa po tri izolata. Zatim, morfotipovima od 5 do 12 je
pridruzeno po dva izolata, a morfotipovima M13 do M26 po jedan (Tablica 5). Od ukupno 26
razlic¢itih morfotipova, 23 izolata uzeta za molekularne analize su bila uzgajana na MEA hranjivoj
podlozi obogacenoj streptomicinom, a tri izolata (M2 — J2D1H9, M3 —J2D1H1 1 M12 — J2D1H6)

na MEA podlozi obogacéenoj streptomicinom i cikloheksimidom.

Tablica 5. Uzorci micelija obuhvaceni pojedinim morfotipom

Morfotip Uzorci micelija
M1 J2D1H3 J2D1HS | J2DI1HS8 | J2DI1HS8 | J2D2H1 | J2D3H3 | J2D3H3
M2 J2D1H2 | J2D1H9 | J2D1H9 | J2D1H9 | J2D1H9
M3 J2DIH1 | J2D1H1 | J2D1H1
M4 J2D1H6 | J2D1H6 | J2D1H7
M5 J2D2H1 | J2D2H1
M6 J2D3H1 | J2D3H3
M7 J2D1H2 | J2D1H5
M8 J2D2H4 | J2D2H4
M9 J2D1H7 | J2D2H4
M10 J2D2H3 | J2D2H4
Mi11 J2D1H3 | J2D3H2
M12 J2D1H6 | J2D1H6
M13 J2DI'KH'

M14 J2D1H9
M15 J2D3H2
M16 J2D3H1
M17 J2D1H7
M18 J2D2H4
M19 J2D2H3
M20 J2D1H5
M21 J2D2H1
M22 J2D1H6
M23 J2D2H2
M24 J2D3H2
M25 J2D2H2
M26 J2D2H3
J - jela; D - dubina; H - hodnik; KH - kraj hodnika
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DNK je uspjesno izolirana iz svih 26 morfotipova, a lancana reakcija polimerazom je uspjela za
njih 25. PCR morfotipa 19 nije uspio — ostao je prazan. Takoder, kod morfotipova 25 i 26 su
umnozene dvije regije DNK (Slika 15).

i Ve Vo Bl s kB TS
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Slika 15. Elektroforetska analiza PCR produkata na agaroznom gelu (foto: Kranjec Orlovi¢)

4.1. Zajednica gljiva u hodni¢nom sustavu potkornjaka 7. oxyurus

Od ukupno 25 PCR produkata koji su poslani na sekvenciranje, njih 12 je uspjesno obradeno i

identificirano s podudarnos¢u sekvence od 96,01 do 100 % (Tablica 6).
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Tablica 6. Popis dobivenih vrsta gljiva

Oznaka Po.(“:etnica Du.lj ina Najsrodnija vrsta prema Pristupni b.roj Pokrivenost Podudarnost
uzorka koriftenaza | dobivene BLAST algoritmu sekvence najvete sekvence (%) | sekvence (%)
sekvenciranje | sekvence podudarnosti

2 ITS1-F 419 Candida sp. FJ873583.1 80 98,82

3 ITS1-F 162 Fomitopsis pinicola MHS855987.1 82 99,25

4 ITS1-F 631 Graphilbum fragrans MH283082.1 95 99,83

5 ITS1-F 682 Fomitopsis pinicola MH931272.1 95 99,85

9 ITS1-F 636 Graphilbum fragrans MH283082.1 94 99,83

10 ITS1-F 406 Candida sp. FJ873583.1 80 99,39

11 ITS1-F 408 Candida sp. FJ873583.1 80 99,39

13 ITS1-F 589 Sugiyamaella chiloensis KY105565.1 94 100

14 ITS1-F 691 Mortierella sp. MN905914.1 93 96,01

15 ITS1-F 100 Fomitopsis pinicola MH855987.1 71 100

16 ITS1-F 132 Fomitopsis pinicola MHO086782.1 78 98,08

26 ITS1-F 302 Candida sp. FJ873583.1 90 100

Cetiri morfotipa (od 26) su povezana sa taksonom Candida sp. kao najsrodnijim prema BLAST

algoritmu sa podudarnos¢u sekvence od 98,82 do 100 %. Radilo se o morfotipovima broj 2

(oznake: J2 D1 H9), broj 10 (J2 D2 H3), broj 11 (J2 D1 H3) i broj 26 (J2 D2 H3) (Slika 16).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ873583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D87T5RB2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855987.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=DP6EH7FF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH283082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D87W9HDG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH931272.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D6W14TFF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ873583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8983TWU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ873583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D71HX4JA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY105565.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D89SC519016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN905914.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D8A2XMYY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855987.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=DP6TCVRY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH086782.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DP7BW4YM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ873583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8B5PXMT01R

Slika 16. Kulture gljive Candida sp. (oznaceno crnim obrubom)

Cetiri morfotipa (M3, M5, M15 i M16) su identificirana kao vrsta Fomitopsis pinicola sa
podudarnosé¢u sekvence od najmanje 98,08 % dok se pokrivenost sekvence kretala od 71 do 95 %

(Slika 17).
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Slika 17. Ciste kulture morfotipova identificiranih kao Fomitopsis pinicola

Morfotip 13 je prema BLAST algoritmu pokazao 100 %-tnu podudarnost sa vrstom Sugiyamaella
chiloensis uz pokrivenost sekvence 94 % (Slika 18). Morfotip 13 je uzorkovan s kraja hodnika na

dubini D1.

Slika 18. Cista kultura Sugiyammaella chiloensis (obiljeZeno crvenim obrubom)
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Obradom kromatograma sekvenci pojedinih morfotipova i provjerom u NCBI banci gena

pretpostavljene su najsrodnije vrste prema BLAST algoritmu, ali zbog niske podudarnosti i

pokrivenosti sekvenci nisu pouzdano utvrdene (Tablica 7).

Tablica 7. Morfotipovi i pretpostavljene najsrodnije vrste niskih podudarnosti i pokrivenosti sekvenci

Pocetnica

Oznaka Korittena za Najsrodnija vrsta prema Pristupni broj sekvence Pokrivenost Podudarnost
morfotipa BLAST algoritmu najvecée podudarnosti sekvence (%) | sekvence (%)
sekvenciranje
1 ITS1-F Acrodontium simplex MH857128.1 95 86,64
6 ITS1-F Ophiostoma ainoae MH144076.1 93 717,78
7 ITS1-F Ophiostoma canum GQ423532.1 83 81,48
8 ITS1-F Sporothrix inflata MT360679.1 81 84,12
12 ITS1-F Ophiostoma piceae MH740937.1 95 89,92
20 ITS1-F Sporothrix/Ophiostoma | LC228657.1 / NR 158859.1 67/15 75.28/93.14
21 ITS1-F Trigonopsis vinaria NR_154535. 92 83,76

PCR produkti pojedinih morfotipova nisu uspjesno sekvencirani, odnosno dobiveni kromatogrami

sekvenci nisu bili pouzdani, stoga srodne vrste odredene prema BLAST algoritmu nisu prihvac¢ene

kao to¢ne (Tablica 8).

Tablica 8. Popis morfotipova ¢iji PCR produkti nisu uspjesno sekvencirani

Oznaka Najsrodnija vrsta prema Pristupni broj sekvence Pokrivenost | Podudarnost
morfotipa BLAST algoritmu najvecée podudarnosti sekvence (%) | sekvence (%)
6 Ophiostoma ainoae MH144076.1 93 77,78
7 Ophiostoma canum GQ423532.1 83 81,48
8 Sporothrix inflata MT360679.1 81 84,12
12 Ophiostoma piceae MH740937.1 95 89,92

20 Sporothrix/Ophiostoma LC228657.1 / NR_158859.1 67/15 75.28/93.14
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH857128.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D87ND6CU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH144076.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D885XM3H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ423532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D889TPSD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT360679.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D891H4VM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH740937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D89DZ6PC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC228657.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8AD55GR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_154535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8APT8H0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH144076.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D885XM3H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ423532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D889TPSD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT360679.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D891H4VM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH740937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D89DZ6PC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC228657.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8AD55GR016

Od ukupnog broja morfotipova njih 13 nije uspjeSno identificirano zbog malog postotka
podudarnosti i pokrivenosti sekvence ili zbog neuspjesnog sekvenciranja. Shodno tome, uspjesnost

identifikacije gljiva je iznosila svega 48 %.

Iz uzoraka hodnika su takoder izolirani miceliji gljiva koje se kategoriziraju kao plijesni i najcesce
predstavljaju kontaminaciju. Ciste kulture su presadene iz uzoraka hodnika J2 D1 H3 i J2 D1 H9
(Slika 19), a do razvoja plijesni je doslo u ukupno sedam Petrijevih zdjelica. Plijesan je uocena 1
na jednom od uzoraka uzetih sa kraja hodnika. U ovom istrazivanju plijesni nisu podvrgnute

postupku identifikacije molekularnim metodama.

Slika 19. Ciste kulture plijesni dobivenih iz uzoraka hodnika
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5. RASPRAVA

Treptoplatypus oxyurus smatra se rijetkom vrstom vrlo disjunktnog areala. Poznat je tek na
nekoliko lokacija u Europi. U Hrvatskoj je otkriven 2010. godine na rubu i neposrednoj okolici
Nacionalnog parka Sjeverni Velebit. U susjednim zemljama Hrvatske nije otkriven, a ni u veéini
zemalja Europe u kojoj se obicna jela javlja u Sumskim zajednicama. Ta ¢injenica je neobi¢na jer
je realno za pretpostaviti, da je povrSina sli¢nog flornog sastava, Sumskih zajednica i stani$nih

uvjeta daleko veca od one na kojoj je danas poznat pridolazak ove slabo poznate vrste.

Unatoc Cinjenici da neke europske zemlje imaju velike povrsine prirodnih jelovo i bukovo-jelovih
Suma, 7. oxyurus do danas u vecini nije pronaden. Pretpostavlja se da klimatski i staniS$ni uvjeti
utjeCu na pojavu i ucestalost jelinog valjkastog srcikara, ali i cijele potporodice Platypodinae.
Uglavnom vecina pripadnika potporodice obitava u tropskoj i1 suptropskoj klimi palearkti¢kog
podrucja. T. oxyurus je obligatni ksilomicetofag zbog Cega je njegova rasprostranjenost vezana za
podrucja obitavanja simbiotskih gljiva. Jedna od mogucénosti njegova limitiranog podrucja
pridolaska je eventualna povezanost s mikoloskim kompleksom, odnosno moguénost da su

simbiotske gljive jedan od uzroka uske rasprostranjenosti kukca.

U Hrvatskoj su danas poznate dvije autohtone palearkticke vrste 7. oxyurus i P. cylindrus. U
morfoloskom, ali i bioloSkom smislu imaju mnogo sli¢nosti. Jelin i hrastov valjkasti sr¢ikar su
obligatni ksilomicetofagi sa razvijenim micetangijima koje koriste za transport simbiontskih gljiva.
Oba src¢ikara izgrizaju hodnike u drvu biljke domacéina i lijezu jaja iz kojih se razvijaju micetofagne
li¢inke. Unutar hodni¢nih sustava P. cylindrus uoCeno je kompleksno socijalno ponasSanje i
ustrojstvo. Tijekom razvojnog ciklusa muzjak pomaze Zenki Cistiti piljevinu iz hodnika i1 pruza
zastitu od ulaska predatora i parazitoida (Jordal, 2014). Pretpostavlja se da je razvojni ciklus jelinog
valjkastog sr¢ikara sli¢an. Prilagodbom kukaca, razvojem mikangija je gljivama pruzena zastita od

vanjskih opasnosti i omogucen transport do domacina.
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5.1. Identificirane vrste gljiva

U hodni¢nom sustavu potkornjaka 7. oxyurus, uzorkovanjem i analizom DNK je utvrdena najveca
prisutnost gljiva iz roda Candida. Njihova identifikacija je uspjela samo do razine roda jer se radi
o kvascima kod kojih je tesko utvrditi vrstu samo na temelju ITS regije DNK, radi visoke sli¢nosti
1 podudarnosti tog dijela sekvence izmedu razli¢itih vrsta. Za utvrdivanje vrste bi u daljnjim
istrazivanjima trebalo ispitati i druge regije DNK i podvrgnuti ih filogenetskoj obradi. Vrste iz roda
Candida Ceste suu hodni¢nim sustavima, crijevima i egzoskeletu potkornjaka. Smatra se da ishrana
1 staniSte kukca najviSe utjeCu na ucestalost kvasaca. Kemijske tvari koje proizvode kvasci imaju
biokativnu ulogu kod ¢lankonoSaca. Male koncentracije kvasaca privlace potkornjake, a velike
odbijaju (Davis, 2014). Brojna istrazivanja potvrduju identifikaciju razli¢itih vrsta Candida u
hodnicima razli¢itih vrsta kornjasa, poput: Ips spp., Dendroctonus spp., Platypus spp. (Leufven i
sur., 1984; Hernandez-Martinez i sur., 2016). Kvasci odjela Ascomycota, kod kojih spolni ciklus
nije poznat, se obi¢no ne mogu identificirati na razini vrste. TeSko je utvrditi vrstu kvasca, a malo
se paznje posvecuje potencijalnom polimorfizmu u sekvencama DNK. Smatra se da je analiza
viSestrukih, samostalnih izolata posebno vazna kada se radi o nespolnim formama. Poznate 1 do
sad istrazivane vrste Candida su: Candida apicola, C. parazyma, C. azymoides, C. azyma, C.

drosophilae, C. vanderwaltii (Lachance i sur., 2009).

Zanimljiva je identifikacija (morfotip broj Cetiri) vrste srodne kvascima — Sugivamaella chiloensis.
Sugiyamaella spp. pripadaju redu Saccharomycetales 1 porodici Trichomonascaceae. Pripadnici
roda izolirani su direktno iz zarazenog drva u asocijaciji s kukcima ili iz uobicajenih staniSta
kukaca. Pridolaze na trulom i mrtvom drvu. Vecina vrsta je prijavljena kao potencijalni proizvodaci
enzima ksilanaze. S. chiloensis uglavnom ne proizvodi askospore. Cetiri ispitana soja S. chiloensis

opisana su kao anamorfni stadij Candida spp. 1 varijetet chiloensis (Kurtzman, 2007; Shi, 2021).

Mortierella sp. su gljive koje obitavaju u tlu (saprotrofi), a ovome rodu po provedenoj identifikaciji
pripada morfotip 14. Saprotrofi su organizmi koji se hrane mrtvim organskim tvarima i razgraduju
ih pomoc¢u enzima. Neobi¢no, ali zanimljivo je prisustvo ovog roda u hodni¢nom sustavu vrste 7.
oxyurus. Cetiri morfotipa su identificirana kao jo§ jedan saprotrof, Fomitopsis pinicola ili
crvenorubna guba, koja u drvu uzrokuje smedu trulez i parazit je rana. Crvenorubna guba je

uglavnom sekundarni Stetnik koji napada oslabljena stabla.
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Jedan od morfotipova je identificiran kao vrsta Graphilbum fragrans koja pripada redu
Ophiostomatales 1 odjelu Ascomycota, kojem pripadaju i kvasci. Svi primjerci vrsta Graphilbum
su pronadeni u hodnicima potkornjaka u drvu cetinjata. Medusobno su slicne morfologije 1

vec¢inom aseksualni. Pretpostavlja se da obitavaju u simbiozi s kukcima (Jankowiak 1 sur., 2020).

Prema istrazivanju koje su proveli Henriques 1 sur. (2006), P. cylindrus je povezan sa nesto
drugacijom zajednicom gljiva u odnosu na vrstu 7. oxyurus. U hodni¢nom sustavu vrste P.
cylindrus znaCajne su ambrozija gljive Raffaelea spp., koje u hodniku vrste 7. oxyurus nisu
utvrdene. Znacajni su i1 rodovi Aspergillus 1 Fusarium u galerijama P. cylindrus. UoCena je
prisutnost plijesni u oba hodni¢na sustava. U hodnicima vrste P. cylindrus radi se o Penicillum spp.
Penicillium spp. je vrlo poznata i1 Siroko rasprostranjena skupina gljiva koju pronalazimo na
razli¢itim staniStima od tla, vegetacije, zraka do prehrambenih proizvoda. Glavna funkcija ove
skupine gljiva u prirodi je razgradnja organske materije na nacin da vrste razli¢itim mikotoksinima
uzrokuju trulez i raspadanje. Iako je rod Penicillium vrlo Cest i taksonomski dobro definiran,
problem predstavlja identifikacija vrsta zbog zastarjelog popisa prihvacenih vrsta i nepotpunih
genskih banaka. Znacajnije vrste su: P. candidum, P. glaucum, P. expansum. ldentifikacija vrsta
ukazuje na sli¢nosti rodova Penicillium 1 Aspergillus. Pojedine vrste iz roda Penicillium imaju
konidiofore identi¢ne vrstama roda Aspergillus, npr. Penicillium paradoxum (Visagie i sur., 2014).
Takoder, unutar plijesni istice se i rod Aspergillus ¢iji pripadnici uzrokuju trulez drva i raspadanje

drvne tvari. Najznacajnija vrsta je Aspergillus niger - nitasta askomicetna gljiva (Hamed, 2013).

5.2. Slaba uspjeSnost identifikacije taksona gljiva

Uspjesnost identifikacije 26 morfotipova na temelju ITS regije DNK je u ovom istraZivanju
iznosila svega 48 %. Postoji mogucnost da su u lancanoj reakciji polimerazom pocetnice nalijegale
na nekoliko razli¢itih sekvenci, odnosno da nisu bile dovoljno specifi¢ne za istrazivane vrste gljiva
ili je temperatura nalijeganja bila preniska, $to je moglo dovesti do umnazanja vise regija DNK
(iako navedeno nije bilo vidljivo na agaroznom gelu, osim kod morfotipova 25 i 26), Sto u

konacnici rezultira dobivanjem necitljivih kromatograma u postupku sekvenciranja.
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Osim toga, izgledno je da ITS regija nije dovoljno specifi¢na za identifikaciju vrsta gljiva vezanih
uz potkornjake 1 bolji rezultati bi zasigurno bili dobiveni koristenjem dodatnih regija DNK, kao §to
su LSU (ribosomal large subunit), TUB (pratial beta-tubulin) ili TEF (translation elongation
factor) (Nel 1 sur., 2021). Slaba uspjesnost identifikacije moze biti i posljedica pronalazenja novih
taksona gljiva koji jo§ dosad nisu opisani, odnosno njihove sekvence nisu unijete u GenBank bazu

gena koja je u ovome istrazivanju koristena kao referentna baza za usporedbu.
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6. ZAKLJUCAK

Jelin valjkasti sr¢ikar (Treptoplatypus oxyurus) je jedan od dvije palearktiCke vrste sréikara koji
obitavaju u Hrvatskoj. U susjednim zemljama, ali 1 u vecini zemalja Europe u kojima pridolazi
njegov glavni domacin, obi¢na jela, nije identificiran. Ta ¢injenica je neobi¢na jer zemlje Europe
imaju slican florni sastav i velike povrSine, barem donekle prirodnih zajednica u kojima pridolazi
obic¢na jela. Pretpostavlja se da klimatski 1 stani$ni uvjeti utjeCu na njegovu rasprostranjenost, ali i
postojanje 1 dostupnost simbiotskih gljiva. Biologija kukca je nedovoljno istrazena u Hrvatskoj, ali
1 u malom broju zemalja u kojima je poznat pa stoga je vazno nastaviti istrazivati biologiju i
moguce razloge njegovog ogranicenog pridolaska. S obzirom na simbiozu 7. oxyurus i gljiva
napravljena je mikobioloSka obrada 26 uzoraka drva. Izolacijom DNK 1 lananom reakcijom
polimeraze je utvrdena potencijalna zajednica gljiva u hodni¢nom sustavu 7. oxyurus.
Identificirano je 12 micelija na bazi roda i vrste s 48 % uspjeSnosti. U dobivenoj zajednici gljiva
isticu se: kvasci (Candida sp.) 1 vrste srodne kvascima (Sugiyamaella chiloensis), Fomitopsis
pinicola u Cetiri uzorka, te plijesni (Penicillium 1 Aspergillus). Slaba uspjeSnost identifikacije
ukazuje na nedovoljnu specificnost ITS regije, ali 1 posljedica je pronalazenja potencijalno novih

neopisanih taksona gljiva ¢ije sekvence jos§ uvijek nisu unesene u GenBank bazu gena.
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