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Narrowsleaved ash HKraxinus angustifolia Vahl), ecologically anc
economicallyvery important species in lowland forests of the Republic
Croatia, has been showing more prominent symptoms of dieback. Accc
to the craovn defoliation monitoring data as a part of the ICP Forests proc
narrowleaved ash is currently the most dayed forest tree species in tl
Republic of Croatia, with more than 70% of trees with significantly defoli
crown in 2016. Although has the pathogenic fungymenoscyphus fraxinet
(T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya been determined in the crowr
diseased trees in several locations, it has still not been confirmed
primary cause of narroeaved ash dieback in the lowland forests and
rather considered to be one of the multiple factors affecting the process
of this research was tovastigate the role of other fungi and fundike
organisms present in the adjacent soil, tree roots and stem collars

decline of this tree species.



Research has been conducted at three different locations in the natural
affected by dieback dung the growth period in 2016. Trees were categori
according to the crown defoliation in three different categories of h
condition: 1) healthy with crown defoliation < 25%; 2) with impaired heal
status- crown defoliation 2660%; 3) declining crown defoliation 6199%.
From total of 90 trees, 30 in each health category, samples of adjacet
root and stem collar were taken for the isolation of fungi and fuhlgeis
organisms using conventional plating on artificial media method for thm

tissue and three different methods for the soil (soil dilution plate, soil

and soil baiting method). Isolated mycelia were sorted into morpho
according to their morphological characteristics. From each morphotyp
to four representative @ates were chosen for the molecular identificatior
the species. In the second part of the research, 30 extra soil sample
taken from the vicinity of the part of already examined trees in order to ¢
the presence of pathogeritbytophthoraspecies using the soil baiting meth
and molecular methods for the species identification.

All of the soil samples, 86% of root and 85% of stem samples gave f
growth. In average, three or four different taxa were found per tree, depe
on the typeof the sample. Research has resulted with total of 1497 isc
sorted into 80 taxa, of which 59 were identified to the species level. Ider
taxa were categorized according to their known ecology noted in the v
literature into endophytes, saprophs and parasites. Most of the taxa w
found in just one sample type, indicating their specialization for diffe
substrates. In contrast, most of the taxa were identified in all three |
categories and sampling locations. Species diversitifierent sample types
shown by Shannon diversity and Evenness indices, did not significantly
among different health categories in observed locations. For the most
there was no statistically significant difference in their distribution ifeiht
health categories. Analysis of taxa distribution among different sam
locations revealed significant difference for 11 taxa, three on stems, ¢
roots and two in soil, which can indicate different habitat condition:
temporal phases of thiieback process in the observed localities. In orde
evaluate does crown defoliation reflect the health status of tree root



stems, connection between health category and presence of necroses
tissue was tested and the results justifiedisis for this purposes. Results
the second part of the research did not confirm the presence of path
Phytophthoraspecies in soils of declining stands, excluding them so far a

contributing factor to the decline.

Results of this research poimdut several conclusions. There is hi
abundance and diversity of taxa of fungi and fuAges organisms in the
soil, tree roots and tree stems in the declining nateawved ash stands, whe
number of them are officially reported for the first time I tRepublic of
Croatia, and some of them could be completely new to science since
were not identified to the species level. In general, approximately ¢
numbers of isolates appointed to endophytes, saprotrophs and paras|
present in soil andrees. Communities of fungi and funglilee organisms
differ more among different sample types, since larger number of taxa
to be specialized for specific substrate, whereas community compositic
different health categories and sampling locaiiee relatively similar. Thi
fact that there was no significant difference in distribution of the most ta
different health categories indicates that taxa present in healthy tissues"
be primary colonizers of the tissue of impaired health dusotoe othel
factors. Although some of the taxa can be considered as opportt
pathogens based on their equal frequency in tissues of different

categories and assertions found in literature, this assumptions have
further investigated in oet to confirm themAmongthe identified taxa, one
with the most prominent role in the narrd®aved ash decline in the roots a
stems of the trees are considered tdHgeenoscyphus fraxinguarmillaria

spp, Ganoderma adspersum, Fusarium solandDiaporthe cotoneastri
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Kranjec,J., 2017. Doktorski rad 1.UvOD

1. UvOD

1.1 Znal a|j pol jskoga jasena kao gumske
Hrvatskoj

U RepubliciHrvatskoj je poljski jasenHraxinus angustifoliavahl) prvi puta detaljno opisan
pedesetih godina dvadesetog stoljeia (Fukarce
gire podrulje njegova rasprostranjenkaa navooc
zapadna Azija te donose prvi $likad)aPoljskijasennj e g o v
u dolinama velikih rijeka i amgnskérmohatehu tepr i t o
Balkanutvorik ont i nui rane | vel e kompl ek sstibucija zi ns k:
vrste u medi t dragmensr&na mredugrand maumanjeu izoliranije populacije

na sugim stanigtima na wbarskinmo d a d (RRAXEBEN m Vvi s
2005, Bogdan i sur . 2007, Temunovi i [ sur .
poljskoga |Jjasena najvelim dijelom rasprost
pokupske zaval e, bj el ov ankempkeksimawgarhjg Posavil®,0odr av
gdj e uspij ev ajasenovihsasiojipgh An i8I0 20 01) . Opti mal na
polj skoga |jasena | e pr e deutoi@brdxipetum angugtiioiae k o m z
Gl av. 1959, t o | est , snjudnjermovcem koja sekrasprestirg s e n a

glinenim aluvijalnim terenima od Siska do Sty
lugu i velem dijelu Pokuplja, s najvelim i r
gumama te kod Jaseadbvd®59, NRaslge 106I17) . Osi m
kao karakteristilna vrsta asocijaciije prid:
gut i | &Genisto platag@uercetunroborigtehr ast a | ugnj ak@arpino obi | n

betuli-Quercetum roboris(Anil 1996 ) .

Prema prvoj naci onal noj i nventur i guma Repul
temel jnice uzorkovani h stabala wutvrlLeno kak

3,06 % ukupne obrasle povrgine ¢gaém, ¢t oukgapr

uz hr astQuercusgrobura k) (| i ni naj zastupljenijom vr
nNi zinskim gumama. Suvisla povrgina koju zau
Posavini I Zznosi gotovo 28.000 ha (Anil 2001,
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Slikal. Areal poljskoga jasena u jugoistolnoj Europi (Fu
Pol j ski jasen je u nizini znal ajan kao pion
prijelazne vrste), koja uspijeva u rasponu
prema mol var.i do svjegih mikr outzsvobzsomma (gr e
ni zi nski nanoreljef, mi kroreljef [ mezor el |

l ugnj aka Genismoealptadduercetum roborisuslijed promjena u biotopu, poljski
jasen te dijelom i crna johaAlhus glutinosa(L.) Gaertn.) premmaju glavnu ulogu u
bi ol ogko]j sanaciji stanigta, odnosno dok se
ponovni pridolazak kli matogene vrste (Matil

kako sepoljski jasent a k optikezeo izvisnom gt om za pogumljavanje

ritova( Mayer i Helimovii 2008).
Pol jski jasen je osim toga cijenjena i trage
postige cijenu kao i hrast lugnjak (asenkel i
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sa girokom uporabom u kol arstvu, tokarstvu

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

Uz gospodarske, gume poljskoga jasena prugaj
hidrol ogku, vodozagtitnu, protuerozijsku, Kk
rekreacijsku, turistil| ku, g g nue t skkauo ii fuil zoigoel a
bi oraznoli kost. i zagtiti prirode. Procjenju

gume poljskoga jasena iznosi 6.395.820.000 H

1.2 Odumiranje poljskoga jasena u Republici Hrvatskoj kroz vrijeme

Oodumiranju poljskoga jJjasena u progl osti u
Prvo vele zabiljegeno odumiranje se dogodil
uglavnom u srednjedobnim sastojinama {50 0 godi na) (Spail 1955,
pojedinim | okacijama (gumarij e Stroginci,

odumiranja koji su se giril:i s vrha na |it
stabal a. Aut or poj avu objagnj ava vr emensKk,]

intenzivnijom defolijacijom uzrokovanom jasenovom pipdatefeonychus fraxiideg), zbog
| ega je dolazilo do prekida stupaca vode u
transpirirati vigak vode iz tIl a. Kaom bi ot s
sudjeluju u odumiranju se spominju i veliki i mali jasenov potkornjdill¢sinus crenatus

Fab. iHylesinus fraxinPanz.).

U Republici Hr vat skoj se od 1987. godine p
Melunar odnozgprecierugmotrenjmt j ecaj a zralnog(CBnel i gl
Forests), gdj e se, uz ostale glavne vrste ¢
Prvim provedenim monitoringom je utvrlLeno Kk
osut osti gums ki% svtrashtaal ad rzvred laajsmo 3c6sut e kr og
drugo osmatrano stablo na podrulju UGP Vink
stabala na podrulju UGP Bjelovar (22 %) i UG

Daljnjim je prlgieenmj ismanystngreo udj el a stabal

osut osti kiro@,n9® %)1,0, 8K se i dal je navodio
nNi zi nskih g uma uz hr ast l ugnj ak (Prpil [ S
naj i ntenzievnpqglej sskuoggekan j asena u Europi zabil ]
(Harapin 1991). Pojava se smatrala posl jedic
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su autori isticali klimatske promjene, hidromelioracijske zahvate te gradaciju populacije

jasenove pipe.

Prema podacima od 2006. godine pa do danas,
se uglavnom kretao od pribligno 10 do 20 %,
te u 2016. raste na | ak 72,fRomb drlvienled i nagja
zdravstvenog stanja u Republici Hrvatskdjablica 1) (Potol il [ sur . 20
nekoli ko | okacija u Repulhl isdiabtarl vaa tpsoK g js kw gk i
(Fraxinus excelsior. . ) ut vr L ena Hymenoscyplus maxingy3] Kowadski)

Baral, Queloz & Hosoya (Diminil 2015, Milot
pri marni uzrolni k edamiur annjza np &l jms kjougrea mjaa sv e

jednim od ki geialbl whliiillnmkbtieimhi ka koj i sudj el uju

Tablical. Udio stabala poljskoga jasena u rkozakdodlieodi m kat
2006. do 2016. godine (Potol il i sur. 2017)
Godina Kategorije osutosti, % Znal aj ng
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
| zvan podrulja Republike Hr vat ske postoji
poljskoga jasena. Navodi se kako je u umjetr
rijeke March u istol noj Austrijisapriizmiajgeelneir
Ssimptomima u krogdgnji, kao gto su nekroze iz
kor i (Kirisits i sur . 2010) . Si mpt omi odumi

stabala u Turskoj na 490 ha nizinske kulture stare 100 go@inaga 100 ha mlade kulture
(Akilli i sur. 2013b).
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1.3 Ul oga gl jiva i gljivama slilnih orge
drvel a
Odumiranje guma je obilno posljedi ®da okumkl &t i
abi otliilmbiemi ka (Kozarac 1897, Kovalevil 1928,
1975) , ukl jul ujuli promjene kIl i me i stanigta,
Dombois 1986), pri |l emu gl jive i gl j ikaama s/
patogeni organi z mi koj i uzrokuju biljne bol est
u krugenju tvari u prirodi [ odrgavanju ravno
bi omasu u organski m sl o] enoliliraeij, upasuns tkamsigkacii | a , S
nutrijenata (Steiner [ sur . 2002) te mogu do
biljaka na odrelene patogene (Saldajeno i sur.
131 Pojam gljivama slilnih organizama u oVo0me
Gl jivamar gdnilznmi U najgirem smislu obuhval a

stvaraju pokretljive zoospore te koji su kroz povijest smatrani gljivama, a za koje je danas na
temel ju odrelenih jedinstvenih karateristik

Deacon (2013) u gljivama slilne organizme u

Y odjel OomycotacarstvaStraminipila(Stramenopilg,

Ystanil|l ne sl uz a v Acrapidmydota Biatyostelomyicatgz nj al e ) (
Y plazmodijalne sluzave plijesniiyxomycot},

Y plazmodioforide Plasmodiophoromycoja

Navedena skupina organi zama do danas nij e
sistemat skoj podj el i givog svijeta, te se |
njegova naziva, pa ih tako neki autori ubrajaju u car€ivmmista(Hawksworth i sur. 1995)

dok i h drugi sStramenipita Djcku2001l) clojseée vee jog | esto
Stramenopila(Patterson i Sogin 1992 | i t er at ur i se za gl jivama
smislu takolLer mo g ua rariailodjela Heterdkdnta (Dicki 200d)a z i v i
Pseudofung{CavalierSmith i Chao 2006)i OomycotaDeacon 2013, Beakes i sur. 2014).

Novija istragivanja velinu gljivama slilnit
supercarstv&@traminipila/Alveolata/Rizariai | i skraleno SAR (AdI [ S 1
2017), unutar carstv&traminipila koje se prema Anderson i Cavalemi t h (201 2) n

i z] e d nodj¢lomtHeterokonta.Prema ovoj klasifikaciji carstv&traminipilau k1 j ul uj e
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jedanvelik i iznimnov a gadjel, Oomycota te dva manjadjelg Hyphochytridiomycota

LabyrinthulomycotgDeacon 2013, Beakes i sur. 2014).

Za potrebe izrade ovog doktorskog rada Ie se
te Marano i sur. (2017), a obuhvatiti Ie se

odnosi naodjel Oomycotajeronu k| j ul uj e ekonotnes ks inanivlmgai y

ul ogama u mnogim okolignim procesi ma. Poj edi
biljnih patogena,PhyloghthoraQ tt pr clunivaist @d umidraanj a
vr st a Rythiure(luaz)r,ol ni ci p o | umgkiengasadpicanafpemmospra u ¢
(pepelnice) Albugo( r L e ) i dr . (Cooke i sur . 2000, Dr e

neki od brojnih rodova zastupljenih unutaljelaOomycotaTablica2) (Beakes i sur. 2014).

Tablica2. Saget pregl e ddelaOmngcotdBedkesesurj2014unut ar

Odjel Oomycota

Redoviincertaesedig Eurychasmales, Haptoglossales, Olpidiopsidalést, Haliphthorales

Razred Saprolegniomycetes Redovi Atkinsiellales, Leptomitaleslat.** , Saprolegniales

Razred Peronosporomycetes Redovi Rhipidiales, Albuginales, Peronosporatelat.

Red Rhipidiales Porodica RhipidiaceagSapromycesdr.)

Red Albuginales Porodica AlbuginaceadAlbugo, Pustula, Wilson)a

Red Peronosporales.lat. |Porodice Salisapiliaceae, Pythiaceaelat, Peronosporaceag lat

Salisapiliaceae Salisapilia

Pythiaceaes.lat. Pythiumi dr.

Peronosporaceas.lat. |Phytopythium, Phytophthora, Peronospora, Brenda
*odnosi se na takson il grupu taksona J|ija je
**l atinski sensu |l ato, odnosno u girem smislu

Pripadniciodjela Oomycotasu dugo smatrani gljivama te bili i ostali predmes t r a gi vanj

mi kol oga, iako su danas prepoznat. kao zasel
se od njih razlikujuTablica3) ( Ros s man i Palm 2006) . Ovi su
gotovo istovjetan gl jivama, ukl julujuli api |l
enzi ma koji razgraluju stanil|lnu stijenku. Mn

koje diele s pravim gljivama (carstvéung) su nastale konvergentnom evolucijom
primjerice tvorba micelija, unos hranjivin tvari apsorpcijom te mehanizmi infekcije,
prvenstveno zahval jujuli horizontal nom prij e
vrsta) (Richards i sur. 2006, Meng i sur. 2009).

'Razvoj slilnih osobina i slilnih organa s istim funk:¢
dolazi tijekom evolucije kao pos.ljedica prilagolavanij

6
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Tablica3. Zajednil ka

j edi nsthurgh edjelaQomyjcatalRusamap irPalm 2006h i k a

Oomyota

Zajednil ka s

Fungi

spolnim razmno(
oosporenakon oplodnje oosfera
anteridijima

vegetativnimicelij diploidan

hife neseptirane

betaglukaniceluloza st a

stijenci

heterokontni tiflagele, jedna
bilasta i smje
dokjedruga r epavi |
smjegtena an

mitohondriji stubularnm kristama

- stvaranjemicelija ili

jednostaniln
- ishrana psorpcijomhranjivih

tvari

spol nim
nastaju
ili bazidiospore

razmnd
zigos, pskor

vegetativnimicelij haploidan ili

dikariotski
hife kod velin
hitin u stanil
celuloza)

ukoliko je prisutna, flagela je
posteriornab i | ast a

mitohondriji splosnaim kristama

Gl ji vama

sli]n

organi zmi

kao eukariotski osmotrdfik o j i

1997), a

upravo | e

asimilaciju

prilagodba

Ssu nastavi rau
hranjivih

na takayv

pravim

Oomycota (Albugo s pp . )

gl jivama,

gt o

[ ur edos éungi.sla

S e

bit

C

a

tvar i

nall

mo gleo gviijdg e liodjglaeil i ha

razumijevanje evolucijskin odnosa ovih skupina organizama zasigurno doprinijeti razvoju

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

1.32 Nal i ni

givota i i

gumskim ekosustavi ma

shrane

gl jiva i

n

r

brutdau i nas st va e

gl ji vama

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

paraziti (patogeni), endofiti, epifiti i mikorizne gljive (RasAlfaro i Bayman 2011). Kako se

prema drugim autorima epifiti smatraju polifiletskom skupinom organizama koja obitava na

povrgini
ovome se

Reynolds 2002, 2005).

Prema najgiroj

gi vih

i stragtiivakng a

biljnih

podj el i,

nutrijente uzimaju iz mrtvog tkiva, dok se oni koji se hranjivima snabdijevagu ¢gi vi h t

Het erotrofni
putem osmoze

organi z mi

koji

organa, a koji mogu i
znaesl eeb maa zkmeatterggor i j a nal
saprotrofima se smat

K |

wplianeotganske teari iz okotime s nabdi j e
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kategoriziraju kao parazitski, mutualistil ki
i Watkinson 1994)Pod poj mom si mbioze se u najgirem
organiama r azl i(IDd iBarvy sX¥&79) ,i Pptriil Ke maul jsiuv emuit uc
biljkama domalinima prugaju neke koristi, d
negati van ut j ecaj na biljku domalina. U ko
organizam ima korist od takvog odnosa dok na drugonnangeau nisu vidljivi ni pozitivni ni

negati vni efekti (Redman i sur . 2001) . Razl i
na oba organizma je grafil]ki pri kazao Brund
kvadranta, gdje vodoravna os gledasdd i j eva na desno predstavlj
korisnih posljedica za biljku, dok okomita os predstavlja to isto za gljivu promatrano od dna

prema vrhu $lika 2).

+ FUNGAL A BENEFIT +
- +
m
|
o
< =
< = .-
A = -
% w e
& — -
= H B
< =
== @
IE ﬂ.ntagumsn'i- A g E
= of plant - =T,
=l E r -
o B Myco- 2 =
S o heterotrophic =
o= L& Ll
&S Associations
<5
i Y Y,
FUNGALYHHHM
Slika 2. Dijagram moguliih odnosa izmelu gljiva i biljaka
2004)
Gl jive i GSO saprotrofi su kIl jul ni regul at
zahval jujuldi razvijenim mregama hifa u sl oj

hranjive tvari (Crowther i sur. 2012). Saprotrofi proizvode niz enzima kojpimo gul uj u

razgradnju slogenih polimera tako da, osim ¢
j e najzastupljeniji prirodni pol i mer na Zem
mogul nost razgradnj e naj s Ipapgtedrva [Deacon RO13).ni f i ¢
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Smatra se kako su saprotrofi fizil ki odvojen
j er razgraluju mrtvu organsku tvar (Cooke
saprotrofni [ bi otr of niiskilajlulni vgaitvio tjae dnaen ndorru
potencijalnu moguinost pojedinih gljiva i

okolnostima (Cooke i Whipps 1993). Primjerice, vrste rddmillaria (Fr.) Staudemogu

formirat.i or hi de | kao saprdtrgfi ili tikeio patogeanizna stablima (mith j e t i
Read 1997). Vrstadeterobasidion annosur(Fr.) Bref.t ak oL e r u svom givot
prel azi iz parazitskog u saprotrofni nal i n

| ega nast aavtlij ai kroal zognriazliirv at i mrtvu organsku f
i sur . (2007) imnossdokazek a jsit ma ¢ sEoEoiNpdl saprotrofnih

gljiva razgralivala drva da ¢give u slaju riz
|l etinjala u terenskim wuvjetima. elUegatvevedeno
posliedicepobi | j k e, za razliku od n gdeijhkolenizaciani h p

korjegnar ezul ti ral a smanjenim r ast oadaiGurR 2d0I).lUe 197

l'iteratur.i se gljive i GSO koje mogu prelaz
obrnuto | esto nazivaju I fakultativnim para
Weber 2007).

Velik broj gljiva i GSO se prilagodiogor azi t skom nalinu ¢givota na
|l esto specijalizirani za jednu vrstu domali
bi otrofni paraziti koji s e hrane ¢givim sta
nekrotrofni koji kao dio poesa i shrane wusmriuju stanice |
proizvodel i toksine il enzime za razgradnj
biljkama mogu wuzrokovat.i razli|lite posljedioc

sve do smrti (Réman i sur. 2001).

Dok pojam paraziti obuhvaia sve gljive i GS
pritomuzrokuj ul i neki vid negativnih posl jedic:
gtetne wulinke na domal i nse nazimjd patogenima (Gazlittd | ni ¢
Wat ki nson 1994) . Pat ogene gl jive [ GSO mo
bi oraznoli kost. guma te prostornoj di stribuc
2003), jer mogu utj dcecatoimorga | wg pjieh jodr eslugn e
(Westover i Bever 2001) , il mogu uzrokovat
konkurencije te omogul ujuldi njenu zamjenu t
Peters 1997). Ove dafniorsier gtei ,| ejsedro itretgekr ak ci |




Kranjec,J., 2017. Doktorski rad 1.UvOD

organi zmi ma te prelazak na drugaliji nal in ¢
okolignim | imbenicima (Smith i Read 1997).
nekrotrofni paraztbo dnosno patogeni mogu i mat.i biotro
saprotrofni nalin givota nakon potpune smrti
biljkom domalinom pod odrelenim uvjetima raz

Smatra se kako gotovo svijie vrste u prirodnim ekosustavima razvijaju simbiotske odnose

S mikoriznim gljivama i/ il. endofitima (Petr
korijen te rastu u rizosferi, dok se éd@andofi't
korijen, debl o [ i st i zvan kojih rastu S
domalina (Sherwood i Carrol |l 1974, Carroll 1
Endofiti, definirani kao one vrste koje obi
vidl jive simptome bol est]i u odrelenom vremenu
biljne vrste podvrgnute istragivanju (Stone
od epifita, jer dosadagnj.i dons tmap mi sdo K amdistu
zajednica gljiva koje obitavaju unutar bil |
Suryanarayanan 2004, Santamar 2a | Bay man 2

(Sinclair i Cerkauskas 1996) specijalizirani za zauzimanje| o koj e ekol ogke

biljke domalina il:i oni specijalizirani Za
interstanilno, Zzauzi mat i samo nadzemne il
takolLer [ kao epi fsiatmio, ode ebémnom pdomalgiot e n i
specijalizaciju s obzirom na domalina (Schul

Pojam endofita je bio predmetom brojnih rasprava (Wilson i Faeth 2001), jer se ne odnosi
samo na prave endofite, v e | , Shikkamen i dum 20840t ne p

Sieber (2007) navodi kako endofiti drvenastog bilja mogu biti potencijalni patogeni koji

postaju aktivni wuslijed promjene okolignih wu
nepovoljni za biljku. Nadalje navodi kako see k i endof i ti mogu smatr
Simbiontima jer djeluju antagonistil ki na h.
| ak mogu ispoljavati oba nalina ¢givot a: mu t
drugim. Prisutnost endofitatik i vu domalina prema nekim istr
povel ane otpornosti na bolesti, pobol jganog
zahval jujuli sintezi sekundarni h metabolita

strane, istrgi vanja ukazuju kako neke poznate pato

|l atentnu fazu u biljkama kao endofiti te bo

10
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ogtelenja domalina ili njegova oplienitog fi:
2002, Slippers i Wingfield 2007kaoida endof i t i koj i su prethod
odnosu naspram domalina mogu postat.i pat ogen

2000, Jumpponen 2001). | drugi autori opisuju endofite kao skupineipagaan koji mogu

bi ti |l atentni patogeni , mutualistil ki si mb
pozitivnog iinkd na hilgkw(Bréemann Rogdriguez 1993, Sinclair i Cerkauskas
1996).

Brundrett (2004) opisuje mikorizu kao simbiotski odnos esencijalan za jednog ili oba

partner a, i zmelu gljiva specijaliziranih za
(i nekog drugog organa u dodisrnutrijesata,tal o m) ,
ukl juluje blizak kontakt organizama koji pr o

i stragivanja upuluje na korisne aspekte mik

hranjivi ma I vodom zahvalg ugwtidm phiifsa uip up rveeti
nutrijenata u jednostavne spojeve, zagtitu o
vista konkurentskih biljaka, smanjenje konk

alokacijom vode i hranjiva na pefona mjesta te ostale koristi koje proizlaze iz nabrojanih
(Brundrett i Abbott 2002, Brundrett i Cairney 2002)rste roda Fraxinus stvaraju
arbuskul arni tip mikorize Kkoji u girem smis
Lang i sur. 2011, Kubischsur. 2015), a karakterizira ga ulazak hifa u stanice korijena gdje

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

Schul z i Boyle (2005) =zakljuluju kako u odn
interakcija, v i shod odnosa ovi si O ravnotegi ant acg
postoj i odreleni, makar i naj manj i stupanj |
omogulava kolonizaciju biljnagdugksiranka k ® Ipeg i s
biljka uvijek pokrenuti odrelenu obrambenu r
t ki vu. Ovakav mutualisti]l ki antagoni zam mo¢
primjerice do stvaranja hl anuktdr gjipeolr GSO u | i ne
biljnom tkiwvu. Promjenjivost prirode odnosa
promjenjivost:i svake indvidue, koja se pril:
postojelim uvjetimagekohizbha|l naokbpgpagiraama 8
i Read (1997), navodel i kako u simbiotskim
uvijek postoji konfl i kt interesa, te Redman
gl jivi |l not prsodarsimbiotskagaodnosa ovise o biljci, odnosno o sposobnosti

11
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biljke da reagira na ulinke gljive il O r a

reakcije biljke.

133 Ul oga patogeni h gl j i v aRPngtopbkthoial ni h or gani za

Gl ji vamar gsanilznmi i makjauo vsaagpnruo tu lod g wodenirk r ug e nj
kopnenimekosustavima e i h Sincl ai r i Cerkauskas (1996)
Su prvenstvenopoznat i i i stragivani kao patogeni

najdestruktiwijin biljnih bolesti. Red Peronosporales koji je poznat po nekim od
najopasnijih biljnih patogena, takolLer ukl ju
Halophytophthora Salisapiliat e o d r e L e n @hytopythitnePhytophthorg a goi r o k

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

Gl ji vama sl i | nRhytophthggasudjelzgjunio duonda anj u neki h od
vista gumskog (Jdngvsul 2013)t e Ewsreopnij i hova prisutnc
ekosist ava smatra vagnim biotskim |imbenikom o
i sur . 2014) . Unos i girenje alohtonih wvrs
zahval jujuldi rastu melLunarodne trgovine bil
drvele jer mogu uzrokovati znalajne gtete (B
korijena, al i neke mogu, posebice na drvel u,

se raspoznaju tri osnovne skupine s obzirom na tip patogehe¥este vodenih ekosustava
koje su oportunistilKki patogeni ; 2) pat ogen
prisutni u tlu (Hansen 2015).

Razl i | it &hywophthdrae addlkaoj i h je za njih nekoliko
izvaneuropg i h zemal j a, sudjeluju u odumiranju gum
kontinenta. Tako seekolikor az | i | iti h vrsta povezuje S PpPOV¢

vrsta hrastovaPhytophthora lateralisT u c k e r & Mil brath smatra od
Lawsonovog pChamaeoyparie kwasoni@ngA. Murray) Parl.) u Francuskoj,
Nizozemskoj i Velikoj Britaniji,P. ramorumWe r r e s |, De Cock & Man in

j apans k bagx kaempfagiaL aimb . ) Car r i r eP. cinnamdidRbndk o j Br
za odumiranje hrasta plutnjak@yercus subelL..), hrasta crnikeQuercus ilexL.) i pitomog

kestena Castanea sativdi | | . ) u j ugn o P. cambivom(Petrgd Busjpan Eur o p i
druge vrste za odumiranje piet ovoge kreaszleinlai tui
odumiranj e Ieabus $ylnaticd ) diljlerm EEeuroe (Brasier i Jung 2004, Jung i sur.

2013, Hansen 2015).

12
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U istragi vanRhytaplthorasrus tlae srtoodau vel em broju pr
rodovaPythiumi Phytopythum, zbog | ega neki autor i nagalaj
odrelenu ulogu u odumiranju ( AkrstérbdePythiums ur . 2
poznatesuk ao kozmopolitske vrste sveprisutne u t
biljni pat o ge ni Koj i mo g u uzrokovat. polijeganje
korijena i debla gumski h vr qGampbel i sue 19392, pr ver
Jankowiak i sur. 2015Vrste rodaPythiumkoje su pripadale kladi K L®Ve s que i de

2004)su u novije vrijeme zbog Rhptephtteojaskrstankkw j e di
novi rod Phytopythium(Bala i sur. 2010, de Cock i sur. 201%) autori navode kako i u
ostalimkladama (Al ) mo ge dol i do slilnih preomjosaaadinsi

podjele dok se ne nalu (dedCgaxivsarr2@lp)ui i fil ogene

U Republici Hr vat skoj j e d @mlywmphthoppn @ n g L ena & o me
drvel u sa si mpt ®myiophthora ccambirorgr @ n jpa .v i pemga a pri
2008. godine na b i | n o jFaghsusklwaticaL.Y nap o d u Bjélgvara (Bakran i sur.
2009)a2011j e potvrlLen poziti vannanaduarzo awpeasaalnkoi nm a
(Populusx euroamericangaiu kulturamanap o d r u | j {Per@ek i spre2kld). U istom je

i stragivanju na topolama na kojima su prvi :
Phytophthora gonapodyidg$l.E. Petersen) Buisman. Na crnoj joilrfus glutinosa(L.)

Gaertn.) je tijiekom 2012. godine na tri lokap e u Kekpriigwernviall kkoo j - i Bj e
bil ogor skoj g PhytaphthoraialnBzraabs il § re §& nR. A. Kirk (To
postoje i pretpostavke o prisutnosti vrBtieytophthora quercind. Jung na hrastovima, iako

bez opisanih detaljaitaor at ori j ske potvrde nalaza (Gupani

Tijekom 2016. godine swa uzorcima tlaiz o d u minh sastbjina poljskog jasena na

podr ul| j uproveslenv iemé mi narna testiranja pomol u t
(eng.Pocket diagnostic tesfbingdon Health Ltd., UK) za dokazivanje prisutnosti vrsta roda
Phytophthorau biljnom tkivu.Od 15 kori gteni h dijagnosti | kil
pozitivan rezultat $lika 3) za prisutnost vrsta rod&hytophthorau listovima koji su
postavl jeni kao ma mc i na povrginu vode i zn
MelLutim, akakiensurezul tat.i oplenitog karaktel
vrstama za ®iznanja o potencijalnoj ulozi ovih organizama u odumiranju poljskoga jasena u

Republ i ci Hr vat skoj je potrebno provest:i dod

13
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Slika 3. Terenski dijagnosti] ki t est k o] fodaPpPhytephtotaj e pozi t
ispitivanom tkivu

134 Napredak u istragivanju gljiva i gl jivama
molekularnih metoda

lako gljive | ine iznimno vagnu skupinu orge
100.000 (Kirk i sur. 2008) ogrocijenjenog broja vrsta od 1,5 milijuna (Hawksworth 1991,
Hawksworth 2001), gto ih |ini jednim od na
Zeml ji . |l ako postoje istragivanja koja ovu
br o] v r @G0t0G0 (ScHmit gMuellér 2007), dok drugi autori procjenjuju kako bi broj
vrista mogao iznositd.i |l ak 5,1 milijuna (O"Br|

100.000 poznatih vrsta predstavlja samo malen udio u njihovoj ukupnoj bioraznolikosti
Hbbett i Gl otzer 2011) . S obzirom na sadagnj
godine te postojele procjene njihove raznol
godina kako bi se sve opisale (Blackwell 2011).

Osim potegkolibar ouj ao dwresltiav agnljjui va, vrl o je teg
od ostalih eukariotskih organi zama, stoga sSeEe
i skl julivanju pojedinih grupa iz car stva (
suprotstavia j u t aksonomi st koj i podr gavaju fil oge
sekvencama odabrani h segmenata DNA te oni k
gljivama sve organizme koji dijele syvke il |
(Webster [ Weber 2007) . Tako su filogenet sk
Nucleariidia (amebe s filamentoznim pseudopodima) sestrinska grupa carstva gljiva (Medina

[ sur. 2003), dok su organi z mitosiatezinte $sluzaveo k o n t |
plijesni izdvojenii z car stva (Al exopoul os i sur . 1996

proul avanju ovih organizama mogu dovest:i i

14
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carstva, unat ol t ome gt o jihowojdasifikexip, papsetakbi g n ut
Za taksone Vi ge razine koriste razli|lita
Basidiomycetesazivaju Hymenomycetede razredAscomycetes z j e d n potlodj¢lam s
PezizomycotinéHibbett i sur. 2007)

Navederkeoipotueg stragivanju gl jiva i gl jivama
da su velina vrsta mikroorganizmi, te da i
givota provedu u obliku micelija skrijwenog
dodatno otegavaju postojanje velikog broj a
varijabil nost znal aj ki unutar vrste s obzir
uzgoja |istih kultura micelija Ilaboratodjsgkimoj a p |
uvjetima te dimorfni i pl eomor fni givotni C
jednostanilnih oblika u formu micelija. Sve
Ssu za pronalazak i i dent ivd gekomnske DNA, odmosnb e n u

primjena molekularnih metoda (Seifert 2009).

Mol ekul arna revolucija u identifikaci]j.i [ S i
devedesetih godina proglog stoljela analizor
reakciji poli merazom (White i sur . 1990) ¢te

NCBI GenBank u koju je odmah pohranjeno pri.l

2010). Od tog su perioda molekularne informacije postale nezamjenjiv alat za brzu

del imitaciju i identifikaciju taksona te oc
sveza izmelu organi zama.
Kao standardni barkod (crtilni kod) za i den

ribosomske RNA (18S rRNA ITS17 5.8 rRNAT ITS21 28S rRNA), za koju se smatra da
zadovoljava potrebe veline istragivanja gl |
organizme poputlorophytai biljaka te vrstaodjelaOomycota(Schoch i sur. 2012). Primjena

mol ekul arni h met odiaj ekoragtiadrejneamf i R &cirjeug ot \

i stragivanja bioraznoli kosti gl jiva i nj i ma

istragenim supstratima (O' Brien i sur . 2005)
vremenske distribucj e i mi gracije uzrolnika biljnih bc
U odnosu na prijagnje morfologke, anat omske,

se primjenjivali u identifikaciji, molekularne metode su objektivhe, brze i jednastavn
(Brasier 1996, Crous i sur. 2007).
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14 Pregled dosadagnjih istragivanja ulc
organizama u odumiranju jasena Fraxinus spp.)

Kao primarni uzr ol ni kFraxidus excetsiatn) dilem Buoope kojeo g | a s

jeprviputazabl j egeno u Pol jskoj devedeseti h godi n:

gljiva Hymenoscyphus fraxine$. Kowalski) Baral, Queloz & HosoygBaral i sur. 2014),

prvotno definirana u anamorfnom obliku k&balara fraxineal. Kowalski(Kowalski 2006).

U velini europskih drgava je pauodNgremal Xof
(Schumacher i sur. 20Q7) L e(dakkoysky i Holdenrieder 20Q9%loveniji (Hauptman i
sur. 2012) Austriji i MalLar skoj ( Ki r iltdiji {(Montegéchio,susmem 2010

pri opl enjiagpoljkom jaseni e prisutnim simptomima odumiranja u rasadnicima,

kulturama i prirodnim sastojinama.

U RepubliciHrvatskojj e navedeni patogen prvi puta zab
jasenu u Gorskom kotaru (Baril i Diminil 201

Uu prirodnim sastojinama u kojima pridol azi

izoliran 2QL 1 . godine u podruljima dodira areal a
Hrvatskoj( Pi sar ovi nski l ugovi , J as tte 20b5a godineiu | ugo
Posavini gdje se nalaze najvel.i kompl eksi p
2015, Mil otil i sur . Hyr@ebh®dgyphus lfraxikesmadrdjurje@mm a ut o
od primarni h wuzrol ni ka jaseha ukurop (Bapkgs i sub 20D9a,0 g i
Krautl er [ Kirisits 2012, Gr oss i sur . 2014
pri marni uzrolnik odumiranja poljskoga Jjasen

Kako u odumiranju ¢unssnkoi hg umras toap [ dernvietioa, soud j
abiotibl &t hil Wwbédni ka, |l esto se provode kompl ek
gljivama slilnih organizama na simptomati /|l
utvrLlLivanja njeishuov eGouloowgpe swapricsda ragi vanj a t
Fraxiinussu i zvr gdgena na obilnom jasenu. Tako Gri
odumirulim i odumrl im granama obil nog j ase
razlikovati gljive primarni kolorzatori koje su prisutne u kori zdravih grana a drvo inficiraju
nakon poletka procesa odumiranja te sekund
pasivnim putem postepeno zamjenjuju primarne.

Przybyg (2002b) na uzorcim@aagenaj sngrimlsadinl
sitnog korijenja istraguje pridolazeie zajec

kasnije umjetnom inokulacijom u testovima patogenosti mogla odrediti ulogu pojedinih vrsta
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u uzrokovanju trul eigi . vrNsatjav e loit k rbirwg maa z Ik io |
jednogodi gnj i h stabal a, t e ut vr L ufusariurk a k o n

oxysporumE.F. Sm. & Swinglellyonectria destructangZinssm.) Rossman, L. Lombard &

Crous Fusarium solani(Mart.) Saco.mogu &z r okovat i smelLe diskolor
i nokuliranim sadni cama. | z k or i Phetoplathorbad k o L e r
ne provodi dal jnja ispitivanja patogenost.

i zboj ci maseonba |snagsijmpt omi ma tamnosmeli h nekr
di skol oracija i venula listova kako bi ut v
simpt oma ( Pr zy b yHBotry@phaetiaa StevensErmemakenmavodi da ima

ulogu u formiranjunekroza kore na deblu jer opisane simptome uzrokuje na inokuliranim
sadnicama, dok vrsfausariumsolanu zr ok uj e smelu di skol oraciiju

razmjera (1 mm oko mjesta inokulacije).

Pukacki [ Przybyd ( 20 Origlglazeina nekr@izjranjnypupgvims tee g | |
nekrozama ©prisutnim na deblu obilnog | asen:
oplenito niskim temperatur ama, navodel i kako

za pridolazak nekih vrsta gljiva koje potosndjeluju u procesu odumiranja. Na oba biljna
organa najl egl e iAteméaria alterjata(Fr3 Kejss. Gibberella baccata e :

(Wallr.) Saccte Phomopsis scobind® h n .

Lygi s i sur . (2005) wusporelujsu abrad tae odli jl invva
razlilitog zdravstvenog stanja procijenjenoc
pokazuju simptome odumiranja kako bi ot kri |l i

svih zdravstvenih kategorija otkrivaju prisuthagste Armillaria cepistipesVelen. koja se

smatra patogenom slabosti te pretpostavljaju kako zasigurno doprinosi odumiranju te ubrzava
proces u istragivanim sastojinama. Na korij e
jasena Boeremia exigugDesm.) Aveskamp, Gruyter & Verklgpotryosphaeria stevensii

Fusarium solanillyonectria destructarsiako u manjoj mjeri te bez vidljive povezanosti sa

zdravstvenim stanjem stabala. TakolLer ukazuj
odumirulih i mrtvih stabal a, koja i1iako se |
zabiljegena.

Bakysi sur . (2006) istraguju vrste gljiva na
razlilitim fazama odumiranja te na 1 zbojci m:
UtvrLuju kako postoj i pozitivna kogteéilaen¢at i

korijenovog sustava te kako je na korijenju najzastupljeAimillaria sp. pritom je ne
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smatrajuli primarnim uzrolnikom odumiranja.

Alternaria alternata Fusariumspp. teEpicoccum nigruntink.

Nastavno na prethodna istragivanj a, Bakys i
bi otskih | imbenika koji utjelu na odumiranj
koje pridolaze na zdravim te siewmpatrazvijenibhi | ni m
nekroza. Pritom ne wutvrLuju znalajne razl i ke
razl il itih kategorija simptoma al. navode

uzrokuju pojavu nekroza korsnailterkagarditearnata na s
Epicoccum nigrumHymenoscyphus fraxineus?homopsis p . ) , iako je velin
sadnica ostala vizualno zdrava, dok s druge strane za neke poznate patogene vrste poput
Gibberella avenaceaR.J. Cook, Botryosphaeria steveii, Phoma spp. te Botryotinia
fuckeliana( de Bary) Whet zel Il zvj egtavaju kako nis

jasenovim biljkama.

U i stragi van jHumenaestyphgse fraxineus t eodumi r anj u obil n
provedenom iste godine (BakysisBro 0 9a) , aut or i dio istragivar
zajednica gljiva koje nastanjuju I|igle i i
utvrLlivanju prisutnost. pat og e Rhytophthggdy i v .a ma
Simpt omat i | noum Ditektnimi maekulariink ianalizama biljnog tkiva bez

prethodne izolacije prisut niPhytophtherdaai velikej ut vr L
mjeri pronalaze vrsteCryptococcus foliicolaQ.M. Wang & F.Y. Bai, Hymenoscyphus

fraxineus Didymella molériana (G. Winter) Q. Chen & L. CaiBoeremia exiguai
Cladosporium cladosporioide@-resen.) G.A. de Vries. Autori navode kako se, iako se sve
nabrojane vrste osimHymenoscyphus fraxineus mat r aj u ragirenim sa

endofitima, njihov doprinosbu mi r anj u do odrelene mjere ne m

Osim na nadzemnim biljnim organi ma, Bakys

obilnog jasena nastoje identificirat:i pri su
razli|l i tog stdngagwast voedinoogs n o osut osti krognj e
odumiranju. Kao i u istragivanju provedenom
i zmelu stupnja ogtelenosti krognje i kol il i
i dent iifviste Armilmia cepistpesk ao naj | egli e prisutnu te Kk
trul egi i sekundarnog | i mbenika u procesu o
vrste rodovaCoprinus Phanerochaete Pholiota a od drugi h skupi na

izoliraju vrste Cylindrocarponsp., Pseudeurotium bakerC. Booth, llyonectria radicicola
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(Gerlach & L. Nilsson) P. Chaverri & Salgadacytalidium lignicolaPesante, dvije vrste roda
Xylaria te plijesni rodov&enicilliumi Trichoderma pr i t o no bnjea gnnujdeenljie z a

ulogu u odumiranju.

Osim u Europi, slilna su istragivanja na ot
(Chen 2012) kako bi se identificirale zajednice gljiva koje se nalaze u kori, drvu i pupovima

zdravi h stabal paspri $ytemosuttivriatvagmeni h vr st :

biljnim materijalom s obzirom da obil ni j as
uvozi . Odreleni br oj vrsta izoliranih gl ji
i stragivanjijmah a@autnoerk en aovdo dn i kao potenci|j

Colletotrichum acutatund.H. SimmondsEpicoccum nigrumFusarium lateritium Boeremia
exiguai Venturia fraxiniAder h. , Koj i bi Ssimptome mogl i

pogorganj akuuvj eta za bil

U istol noj Ukrajini Ssu vrgena istragivanja
vizualno zdravim izbojcima te I|lisnim petel]
naleni h zajednica otkril:@ pot eneé&adijsu.l2008). uzr ol
Patogena gljivaHymenoscyphus fraxineyse rj el e i zolirana iz S

brojnogl u s u | €&picataurd migrgm Mewrturiav fradni €olletotrichum

truncatum Aureobasidium pullulané d e Bar y & L ° weAliernaria alternata, Ar na
Alternaria sp. i Lophiostoma corticolgdFuckel) E.C.Y. Liew, Aptroot & K.D. Hyde. Autori
navode kako velina pronalenih vrsta pripada
izmelu vrsta gljiva kojtwa.se javljaju te tipa

Kowal s ki [ sur . (2016) proulavaju zajednice
obzirom na dva stadija razvoja simptoma. | z ¢
mrtvih vrgnih dijelova s icialbwsfeikdeabi neovighodin| i c a

nakon infekcije gljivomHymenoscyphus fraxineuasogle sudjelovati u procesu odumiranja te

one vrste koje sporuliraju na mrtvom tkivu
nekroza naj | egHymenobyphnd fiaxineyste potomAltérnaria alternata

Phomopsis velatéSacc.) Traversdotryosphaeria stevensisibberella avenaceR.J. Cook

Fusarium lateritiumi Phomopsisspp, dok u mrtvom t kPhomopsisaj | eg
velata Botryosphaeria steveii, Lophiostoma corticolaPhomopsisspp., Sirodothissp. te

Valsa cypri( Tul . ) Tul . & C. Tul . l denti ficirane v
patogene te saprotrofe |iju je ulogu u odum

i stragivanij
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Kako bi razjasnili potencijalnu ulogu vrsta gljiva koje su Hgmenoscyphus fraxineus
najlegie izolirane iz simptomati|lnih stablji
i sur. (2017) ispituju njihovu patogenost u testovima inokulacije mlaaBlerjovih biljaka.

Rezul tati i stragivanja su pokazal:] statisti/l
| e mu Hymenoscyphus fraxineus r st a najvel e patogenosti,
Botryosphaeria stevensiiValsa cyprik 0j e s u p o kogenastl ueodnese hawstaea t

vriste obuhval e&/rste Fusasumrageitiumi Busgriennsolanisu uzrokovale

Ssimptome statistilki slilne onima nastali ma
Osim istragivanja pr i dimltlavenk asa swrhant etkrivanja s i mp
potencijalnih patogena, provode se istragiv:
razlilitog zdravstvenog stanja kako bi se ut
vitalnost.i st ab ad dau nkiorj aan jnei ns u( Haakh8v| aki cevn§a i sur
kako su saprotrofne vrste gljiva legle izoli

TakolLer utvrLlLuju da je broj pronalLenih wvrst

vrste rodaDiaporthesu  vel em broju izolirane iz zdravih
nema statistilKki znal ajne razlike izmelLu z
zahvalienim odumiranjem i onima koja su Vvizua
Di o provedeni h i sitaiagddwulmijraa mjaa pa oibll reama ti p o

na potencijalnu ulogu patogenih vrsta rdélaytophthora U pokusi ma mogul nc
vrste Phytophthora ramorum z r asadni ka na ostala stabl a |
jasena osjetliivo na inkeiju, 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 Nechwat al ( 2 00 8 Phytophthawa gallica n n a |
T. Jung &Ne c hw. na obilnom jasenu, zak!l julujuli
ot pornosti na infekcije. Do slilnih rezulta-
ot porna na infekcije dolaze i Mr 8 z k oka 8 i s

jasenovih sadnica na vrsihytophthora multivoraP.M. Scott & T. Jung Phytophthora
plurivoraT. Jung & T.l. BurgesseDur «es (2015) u pokusima ino

biljaka te tla u kojem su rasle vrstamhytophthora plurivorae Phytophthora alni

S druge strane, Orl i kowski [ sur . (2011) u |
rodaPhytophthoray t | u odumirul i h sastojina obilnog |
korijenu i donjem dijelu debla jasenovih stahadd kojih tri poznateR. cactorum(Lebert &

Cohn) J .P. pfugvara, P.tgonapodyidgste jednu nepoznatu vrstu imenovanu kao
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Phytophthoratakson salixsoilOd nabrojanih vrsta tri su pokazale patogenBstc&ctorum

P. plurivorai P. taxon salixeil) nak or i j enu, debl u i l i st ovi ma
inokul acije samih biljaka te na sitnom kori|j
aut or i zakl juluju kako ovi gljivama sl il ni o}
jasera , mogul e kao predisponirajul iHynlenosoypeus i ¢ i z
fraxineus

| stragi vanj e Phytbphtgoeau adunsranp poljs@ogiaajasena provode Akilli i

sur. (2013b) u Turskoj u sastojinama sa simptomima odumiranja kajink ar akt er i st i
infekciju patogenonHymenoscyphus fraxineus | zol aci jama 1z tla utyv
Phytophthorat ak son sal i xsoi | te potvrLuju njenu p
sadnica poljskoga jasena, ninlhkaodeiuimi j &@njkaaoi s

jasenovih sastojina.

Osim u jasenovim sastojinamaFuwur opi j e dosad provedeno neko
na identifikaciju gl j iimjinoruapotentijaliu mlogh u procesa ni z a
odumiranjai u drugim nz i ns ki m ¢ ums k i hako gek osastojgrane \hiastea

l ugnjaka razlilitog z dluvssrt20@)fadjigVetrainm nspra u  Nj
2002) Gv g dIs®knosjs on ,Austgjiy Bal 260 3) Hal nisrskbjl Balec 3 2i0 0
Halmschlager 2003a) Poljskoj (Jankowiak i sur. 20144t vr Leno kako posto
povezanost p r o nPaytophthordu tlw ir zdravstvenog slatusa stabala. Dio
dosad provedeni h i stragivanj a usmjerenih !
Phybphthorgt ak oL er opi suj e PythiusmuPhytapgthiumw r gu ras kriond o
tlima, ali bez potvrde njihovog utjecaja na zdravstveno stanje stahhla n g i sur. 200
Hal mschl ager 2003b, a, J ° n s s @sm utlu, ssterodova2 0 0 3 ,
Phytophthorai Pythiums u i denti ficirane u rijelnim toko
podrul ja u PdMaisiskkisyr.2016)Ukr aj i ni
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15 Ciljevi i hipoteze istragivanj a

S obzirom da je odumiranje gumskihbivosthkidh\
biotlilkwmbéani ka koj i na zdravstveno stanje st
izmjenjuju, svrha ovog i strjagviavmaan jsa ijlenibhi loar

odumiranju poljskoga Jjasena koje je posljedn

Republici Hr vat skoj . Pritom je istragivanje
gl jiva i nji ma sl imtn tema korjegoxamisastavaa donjemalilelo | n o
debla jasenovih stabala kako bi se uz prij at
nadzemne dijelove stabal a, poglavito krognj
skupina organizama u oduraim j u . Kako se najveli kompl eksi
nalaze ugo r nj o | Posavini, za 1istragivanje su odze
podrul ju. S obzirom na podatke i rezul tate

poglavljima, uovomeg adu su postibevil] j kaji stpedelbbzcrom

zami gl jene dodatno progireni tijekom napretk
Yutvrditi taksonomske jJjedinice gljiva i g
korijenovom sustavu i donjem dijeldebla poljskoga jasera te okolnom tlu u
sastojinama s problemom odumiranja kori st
identifikacije,

Y kategorizirati identificirane taksonomske

<

usporediti raznolikost skupgn ut vr Leni h t a k sdmosmomghoMvu h | e d
distribuciju s obzirom na zdravstveno stanje stapkégegoriju uzorka (mikrolokaciju
izolacije) te geografsku lokaciju uzorkovanja,

Y odrediti postoj i i povezanostesimgomaillu pri
stupnj a osut osti krognj e, odnosno nar ug :
zdravstveno stanje poljskagasena,

Y odrediti postoji li povezanost identificiranih taksonomskih jedinica s geografskim

lokacijama uzorkovanja,

Y utvrditi je li osute t krognje dobar pokazatel ] zdr av

dijela debla poljskoga jasena u sastojinama s problemom odumiranja,

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

patogene vrste rod@hytophthora
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Uskl adu s postavljenim ciljevima rada, ol e

hipoteze:

Y U tlu, na korijenovom sustavu i donjem dijelu debla poljskagena postoji velik broj
neidentificiranih i/ili uRepubliciHr v at s k o] d o s a d nomskih pedinich | e g e n
koje pripadaju gljivama i njima slilnim or

YVeli k br o] gl jiva i njima slilnih organiz
pripadajusimbiotskimgljivama, saprotrofima parazitima patogenima

Y Postoji razlika u raznoliksti skupina taksonomskih jedinicaodnosno njihovoj

distribuciji s obzirom na zdravstveno stanje stab&itegoriju uzorkamikrolokaciju

izolacije) te geografsku lokaciju uzorkovanja.

YPostoji povezanost i zmelLu pri suitstupnfa t ak s

osut osti krognje, odnosno omjasenat j el u na 2z

Y Postoji povezanost identificiranih taksonomskih jedinica s geografskim lokacijama

uzorkovanja.

Y Osut ost krognje je dobar pokazdielatepla zdr av

poljskoga jasena u sastojinama s problemom odumiranja.

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

rodaPhytophthora
Kako gljive i njima slilni organi zmastame@ gu mi
u kojem se nal aze, okoligne | imbenike te s
ogranileno samo na poznate patogene, vel 1Ie
datom vremenu i mj estu, k a k ecajma zdravstvedocstanjeo u v i
stabal a, | ime e se ujedno postaviti t emel |
ukoli ko se to pokage potrebnim. Osim gljiva
nNji hove sve izragegnuimsekithl oegkeo sw sd cawmi. r dJegji uma j

da je dosad poznat malen broj vrsta navedenih organizama u odnosu na procijenjeno stanje

brojnosti, ol eki vani rezul tat i stragivanj a
rasprostranjenosti gliiva gl ji vama sl il nih organizama u ¢
Hrvatske.
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2. MATERIJALI | METODE RADA
21 Podrul je istragivanj a

|l stragivanje |je provedeno u prirodnim sastoc
pol jskoga | agomjg Bosavimk apkood rgual jduef i niraju Gkoril
sur . (1995) te Anil (2001) , jer se tamo nal
Republici Hr v a Lakdcife juzorkoanja $u oulivaile \GJ Josip Kozarac na

podr ul j uLipgviamé UiGPe Z,ag@&k b)r novgl ak na podrul ju
(UGP Zagr &PB) Trstika na pod&R| Nov g.uQma sednji g ki &)

podaci o hidrografskim i klimatskim prilika
trenutnovg el i h osnova gospodarenja za svaku od n:
Sve tri obuhvalene gospodarske jedinice su
regul acije prirodnih vodotoka. GJ Lrnovgl ak
rjeke Saveinj eni h pritoka Lrnec, Zel i na i Lonj a k
nasi pa, produbl jenjem i progirenjem korita
meandriranja zbog | ega danas potoci Lrnec i
pirodni h t okova. Na podrulju GJ je takoler r
prokopana mrega kanala koji se spajaju na p

gumKlanpl ekse (Osnova gospodarenja za 6J ALr:i
ne dotil|le sastojine GJ Josip Kozarac, smatr
prostora putem podzemnih i popl avni h voda te
odrelLene regulacije (Osnova gospododiarerpamzé&
Trstika je takolLer pod velikim utjecajem ri|j
prokopavanjem drugih kanala za odvodnju dog

gospodarenja za GJ ATrstikad, 2011).

Pregled prdsjositmni mswoivini h parametara kil i me |
GJ Lrnovglak korigteni kKl i mat ski podac.i met e
1961:1 990 . godi ne, dok su za GJ Josip Kozarac
postge Lipovljani za isto razdobljeSlika 4, Slika 5).
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Slika6. Lokacije uzimanja uzoraka (D9ugo Selo odsk 16g; LIP 14 - Lipovljani odsjeci 74a, 74b, 80a, 71d;
NOV - Novska odsjek 37b)

Na podruljima gumarija Dugo Sel o i Novska | e
u kojima su provedena sva uzorkovanijrame dok
| etiri sastojine, melusobno smjegtene u necg
jedinice Slika6).

Na podrul ju gumarije Dugo Selo su uzorci sak
crne johe Alnus glutinosa(L.) Gaertn.), s udjelom poljskoga jasena u drvnoj zalihi od
35,46%, te u kojoj je jasen nastao iz sjemegagoha iz panjaTablica4). Stabla crne johe

ni su narugenog zdravstvenog stamj a, vzed erma zblric
pokazuju simptome odumiranja. Zbog |egiih pr
kupina Rubus fruticosuagg.).

Na podrulju kojim gospodari gumarija Lipovl]j
80a te 71d u gospodarskpje di ni c i Josip Kozarac. |l ako | e
hrast a Quergus jjoaukLd s fhanjim udjelom poljskoga jasena (udio u ukupnoj

drvnoj zalihi = 16,11 %), mjestimice se u odsjeku nalaze depresije u kojima se dulji

viemenski parvodazadbdgg |l ega tu u velim skurg
j asen, koj i j e u trenut ku provolLenj a i str e
susjednom odsjeku 74b, star oj sastojini hr a
drvnoj zalihi=3 3, 94 %) , na jugnom dijelu pridolazi

uglavnom narugenog zdravstvenog stanja. U na
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stablima poljskoga jasena koj a i ne a@pi
Preostala dva odsjeka na podrulju gumariije
i 71d, su |iste srednjedobne sastojine polijs

primijeleni

grmlja slabije razvijerte u

sl oju

drijemovac [eucojum aestivurh.).

prizemnog

Si mpt o miTablcad) idinavedenjmaje sastojin@ sl@g b | i ma

ragla u |

Tablica 4. Osnovni podaci 0O sastojinama koji ma
gospodarenja
Lokacua_ Urelajn Fitocenoza Star.ost Bonitet Tip tla
uzorkovanja (godine)
Dugo Selo, GJ | Poljski jasen iz G uma po | Mo | va r
L 0 . jasena s kasnim 30 I glejno (euglej)
_Lrnovgl ¢ sjemena o SO
drijemovcem - epiglej
Lipovljani, GJ Hr ast | Guma hr Mol var
Josip Kozarac, : lugnj ak 24 Il glejno (euglej)
sjemena . LU
74a obil nogaq - epiglej
Lipovljani, GJ Hrast | Guma hr Mol var
Josip Kozarac, . lugnj aka 137 Il glejno (euglej)
sjemena . . P
74b gutilov - epiglej
Lipovijani, GJ | o iotiincan iz Guma pol Mo | var
Josip Kozarac, 15K jasena s kasnim 45 I glejno (euglej)
sjemena - v
80a drijemovcem - epiglej
Lipovijani, GJ | o iotiiocan iz Guma pol Mo | var
Josip Kozarac, 15K jasena s kasnim 40 I glejno (euglej)
sjemena - Vs
71d drijemovcem - epiglej
Novska, GJ Poljski jasen iz 'Ga:errgas kagn(i)ni 25 I Iév'l n(z) (!el;/ |Z')r
Trstika, 37b sjemena jase glejno(eugie)
drijemovcem - amfiglej
Na podrulju gumarije Novska su wuzorkovanj a

Trsti ka

pridol aze

u | isto]j

stabl a

drugi h

s ast dablicm4) ,

paol jkof g a sjaarsoe npa

Vvr st a

drvel a

kao

pri dol aziAmdérpha fruticosfl.qa Padjski (asen je, kao i na prethodnim lokacijama,

u vrijeme sakupljanja uzorakalazivao simptome odumiranja.
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22 1l stragivanje pridolaska gl jiva i gl j
t 1l u i na stablima razlilitog zdravst
Kako su neki od ciljeva ovog istragivanja

gl jivamaorglainl miama s obzirom na njihov proi

zdravstvenog stanja te odreditd.@ postoj i [
osutosti krognje, na svakoj je od prethodno
odébranopo3 0 st abala razlilitog zdravstvenog sta

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

Zapotr ebe o0V ojgkao iwikatoa Zgiawstaengg atangabalaodabrana osutost
krog(nBrepi I 1992, Do b bloja tse na terenu Borogemjiyala i@rfal )
pril agolLenoj met odol ogi j i Me Lunar odzmoag nprgo g r
oneliglienja na gume,(Lo&koodsarnogsulrCP 2Madrde s tFs
Stabla su na temelju osutosti procijenjenednosu na teoretsko referentno stablo (najbolje
stablo odrelene vrste dr vel dobstabiaima)jswstanauu ob z
tri kat egor i j &ablicab)yddmosno iri kakegodje) zmnavisteenof stargaka

7, pri | emu su se stabla u zdravstvenoj k at
stablima narugenog zdravstvenog stanj a, a
odnosno onima koja imaju pav e | i rizi k odumiranja (Dubravac

osutogliu krognje od 100 % se nisu wuzimala u
kako bi se izuzela ona stabla |ija je osuto:

(npr. Sereonychusraxini Deg.).

Tablicab. Kategorije osutosti kroganja, odnosno zdravstve
Klhasa, stupanj osutosti kI Kategoriazdrav. stanja, stupanjosutosti
prema Pravimot kenjoanadt elugkrognje te postot ak
ekosustava (NN 76/2013, 122/2014) ovom istragivanju
0 nema osutosti 0-10 % il
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 % - - -

28



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

Slika 7. Kategorije zdravstvenog stanja 1, 2 i 3 stabala poljskoga jasena (g#ijiara)

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 uzortta u njihovoj neposrednoj blizirfPrilog 1).

Poduzorci tla su uzimani na | etiri melLusobnoc

tlo, odnosno na udalenest od 0,5 do 1 m od baze debl a,

promatranog stablaS(ika 8) . Dubi na uzi manj a poduzor aka
sastojinskim priikama (viknost tl a, prisutnost i struktura
iznosila 10 do 20 c¢m. Poduzorci tla su odmat
pribligno dvije litre za svako stablo (Akil/
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Slika8. Uzi manje poduzoraka tla na |Jetiri melLusobno nasu
Na svakom je wuzorkovanom stablu iskopana | e
pol evagi od baze debl a, zaj edno myBakyssiistarni m b«
2011) . Uzorci donjeg dijela debla su wuzi man
mm) , na dvije melLusobno nasuprotne strane d
postojali wvidljiwvi si mpt o mkrozap kaga su uzouci ugirkamiu | a ,
na prijelazu simptomatil|lnog u zdravo tkivo

debla je vrgeno na najmanjoj moguloj visini
iznosilo 20 cm, a sakupljenizvrci su bilipr omj era pri bligno 0,5 cm 1

ovisno o promjeru donj e@lkad).j el a debla te gus

Sav alat korigten naj et ealeinqul ezna tuez i sntaenrjiel iuzziorr
(CoHsOH, 7 0 %) prije uzorkovanja svakog sljedele
spreml jeni u zasebne zatvorene plastilne wvr
naj kasnije s lrirandne Daljnjudleradw t Labe®p at or i | za ©pat
Zavoda za zagtitu ¢ uGuama m&kdeuSo eqd 90 d djd rae ruj & a
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