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Zavod za gozdove, OE Murska Sobota

Vet vzorcev skorje érne jel$e (Alnus glutinosa), nabranih na dveh

terenskih dneh 3. 11. 2015 in 29. 9. 2015 (Crni log)

- Micelijske pahljacice Armillaria sp., ki so bile odvzete pod skorjo

¢rne jel$e na terenskem pregledu v Crnem logu dne 25. 9. 2015

2.2.2016

25.9.20151in 3. 11. 2015
28.9.2015-20. 1. 2016

ugotavljanje povzrociteljev odmiranja ¢rne jelSe:

- Phytopthora sp.
- Armillaria sp.
Vzorec Metoda Rezultat Opomba
Dva (2) vzorca LVG Molekularna analiza - | Vrsta iz kompleksa Armillaria
micelijskih Glive gallica / Armillaria cepistipes
pahljacic
Sest (6) izolatov LVG Molekularna analiza | Phytopthora alni subsp.
Phytopthora sp., — Glive (Phytopthora alni) | multiformis
pridobljenih iz

Sestih (6) razli¢nih
vzorcev skorje

Sest (6) izolatov
Phytopthora sp.

LVG Morfoloska analiza —
Glive

Phytopthora spp.

Phytopthora alni ali
P. cambivora

Analizni izvid opravili:
dr. Barbara Piskur, dr. Nikica Ogris

Tehni¢no odgovornost prevzema:

prof. dr. Dusan Jurc

Rezultati diagnosti¢ne preiskave se nanasajo izklju¢no na primerke, ki so bili preiskani.
Porocilo se brez pisnega pristanka laboratorija ne sme reproducirati, razen v celoti.

Stran 1 od 10




Laboratorij za varstvo gozdov
" Vecéna pot 2, 1000 Ljubljana, Slovenija
GOZDARSKI INSTITUT SLOVENUE (0] 1 386 01 200 78 00 / fax: + 386 01 257 35 89

DODATEK K ANALIZNEMU IZVIDU ST.: U2016-004

1) VZORCENJE, IZOLACIJA CISTIH KULTUR, MOLEKULARNE IN MORFOLOSKE
ANALIZE

Dne 25. 9. 2015 in 3. 11. 2015 smo si skupaj s predstavniki ZGS, OE Murska Sobota in
Gozdarske inSpekcije ter raziskovalko iz Avstrije dr. Tamaro Corcobado Sanchez (3. 11. 2015)
ogledali sestoj ¢rne jelse (Alnus glutinosa) v Crnem Logu (odsek 01 024-C). Pri obeh terenskih
dneh smo odvzeli ve¢ vzorcev skorje ¢rne jelSe (odmiranje, suSenje, izcejanje iz skorje), ki smo
jih shranili v destilirani vodi v steklenih kozarcih. Po prenosu v laboratorij LVG smo izolirali
¢iste kulture iz nabranih vzorcev na selektivno gojis¢e PsARPH, ki smo jih kasneje precepili na
agar V8. V nadaljnje molekularne postopke smo izbrali izolate, ki so izrasli iz vzorcev z
oznakami: »vzorec #2«, »vzorec #3«, »vzorec #4«, »vzorec #5« in dva vzorca »3.1« ter »3.2.«.

Na prvem terenskem ogledu (25. 9. 2015) smo na jelSah pod skorjo opazili tudi prisotnost
micelijskih pahljacic, znacilnih za razrast Storovk (Armillaria sp.). Odvzeli smo dva vzorca za
nadaljnjo analizo.

Za ekstrakcijo genomske DNA iz cistih kultur in iz micelijskih pahljacic smo uporabili
komercialni kit Nucleospin Plant Kit (MAcherey-Nagel, Nemcija).

Za pomnozevanje regije ITS smo uporabili zacetna oligonukleotida ITS1 in ITS4, pomnoZeno
regijo smo nato tudi sekvenirali in s filogenetsko primerjavo umestili vzorce do vrste.

Za Phytophthora sp. smo dodatno uporabili specificne zacetne oligonukleotide, ki so jih razvili
Ioos et al. (2005) in ki omogocajo razlikovanje med podvrstami vrste Phytopthora alni.

Podatki o analizah in uporabljenih kemikalijah so zavedeni v evidenc¢nih listih izvedenih analiz,
ki so shranjeni v arhivu Laboratorija za varstvo gozdov GIS.

Analiza Oznaka

Ekstrakcija DNA LVGE15/13in LVG E15/22

PCR LVG A15/24,LVG A15/36, LVG A15/38, LVG A16/5
Ciscenje in sekveniranje P15/7

Na osnovi analiziranih vzorcev in izvedenih analiz sklepamo, da so vzorci micelijskih pahljacic
vrsta Storovk iz kompleksa Armillaria gallica / A. cepistipes (Slika 1). Vzorci Phytopthora sp.
pa so glede na primerjavo sekvenc (nukleotidnih zaporedij) vrsta P. alni (Slika 2), podvrsta pa
je glede na rezultate s specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi P. alni subsp. multiformis (Slika
3).
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Z morfolosko analizo ¢istih kultur smo pri vseh vzorcih ugotovili prisotnost oospor z znacilno
razbrazdano (mehurjasto) celi¢no steno, ki je znacilna za P. alni in P. cambivora. Oospore so
bile brezbarvne, okrogle, s premerom 32,4-47,0 (41,3) um.

2) RAZPRAVA IN PREDLOGI ZA UKREPANIJE

JelSeva fitoftora P. alni ima tri podvrste: P. alni subsp. alni (Paa), P. alni subsp. uniformis (Pau)
in P. alni subsp. multiformis (Pam) (Brasier in sod. 2004). Virulentnost in patogenost podvrst
se razlikuje. Najbolj agresivna in patogena je podvrsta P. alni subsp. alni (Paa). Ostali dve
podvrsti sta bistveno manj agresivni, vendar Se vedno patogeni za jelSo. Raziskovalci so
dokazali, da je podvrsta Paa nastala s hibridizacijo ostalih dveh vrst Pau in Pam (Ioos in sod.
2006). JelSeva fitoftora se Siri s pomoc€jo zoospor na povrsini voda in povzroc¢a bolezen, ki smo
jo poimenovali »jelSeva suSica«. Drevo navadno okuzi skozi skorjo na koreninskem vratu
(Webber in sod., 2004).

Strnadova in sod. (2010) so z raziskavo ugotovili, da jelSeva fitoftora povzroci znacilno vec
Skode na jelSah, ki so pod vplivom poplav. Poplave povzroc¢ijo zmanj$ano odpornost jelSe,
zmanjSa se prenos duSika in drugih hranil iz korenin, onemogocena je rast korenin, kar se
posledi¢no odraza v hitrejSem napredovanju bolezni, ki jo povzroc¢a P. alni. JelSeva fitoftora
povzroca odmiranje kambija in vseh zivih tkiv skorje in lesa v deblu in koreninah (slika 5).
JelSevi sestoji na vi§jih lokacijah, so bili redkeje okuzeni z jelSevo fitoftoro, ker so bili pod
manjSim vplivom visokega vodostaja (Schumacher in sod., 2006).

Menimo, da je v Crnem logu prislo do enakega pojava, kot ga omenjajo raziskovalci iz drugih
drzav: dolgotrajna poplava je zmanjSala odpornost jel§ in P. alni subsp. multiformis je tako
lahko hitro povzrocila velikopovrSinske poskodbe jels. Fitoftora okuzi jelSo z zoosporami, ki
imajo dva bic¢ka in v vodi aktivno plavajo, gostitelja najdejo s kemotaksijo. So obligatno
biotrofni organizmi. JelSeva fitoftora je posebnost v tem, da ne oblikuje trajnih trosov
(klamidospor) in obcutljiva je na mraz, tako, da mrzlo vreme pozimi predstavlja veliko
redukcijo v njenem infekcijskem potencialu. Nova obmocja okuzenosti lahko zavzame le ob
poplavah ali z vnosom okuZenih sadik jelse. Glede na dejstvo, da je susenje jels v Crnem logu
povzrocila manj patogena podvrsta jelSeve fitoftore (Pam) in predvsem dolgotrajna poplava,
lahko podamo naslednja priporocila:

- Cim hitrej$i posek poskodovanih jel3. Znagilno znamenje bolezni, t.j. iztekanja érnega ali
oranznega izcedka iz okuZene skorje, ni edini simptom okuZenosti drevesa (sliki 6 in 7).
Okuzba se kaze tudi v manjsih listih (v kolikor obsezno odmirajo korenine), redko olistani
kros$nji, prezgodnjem odpadanju listja in v€asih v rumenenju listja v vegetacijski dobi (slika
8). Domnevamo, da je okuzba sestojev, ki smo jih pregledali, izjemno moc¢na in vecina
dreves, ki morda ne kazejo o€itnih znamenj okuzbe, so v veliki meri okuzena — v dni§¢ih
dreves z nejasnimi simptomi poSkodb smo tudi opazili odmirajoce (temne) predele v
kambiju in skorji.

-V primeru, da domnevate, da bodo dogodki dolgotrajnih poplav redki (npr. 1% na 30 let),
priporo¢amo, da ponovno posadite ¢rno jelso. Obstajajo dokazi, da so nekatere populacije
jels na Ceskem (razliéne provenience) bolj odporne na jelievo susico kot druge, vendar
take raziskave pri nas Se niso bile opravljene. Zato ne moremo priporociti provenience
semena jelSe, iz katere naj bodo vzgojene sadike.

- v primeru, da domnevate, da bodo dolgotrajne poplave pogostejSe, priporoamo, da
zasnujete nekoliko bolj meSano drevesno sestavo: poudarek naj bo Se vedno na ¢rni jelsi,
ki pa ji primeSate vrbo, dob, poljski brest, vez in cremso. MeSani sestoji z ve¢ drevesnimi
vrstami bodo po nasem mnenju bolje uspevali v neznani prihodnosti tega poplavnega
obmocja.
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V odvzetih vzorcih smo ugotovili tudi vrsto, ki pripada ali rumenovenéni mraznici (Armillaria
gallica) ali pa ¢ebulasti mraznici (A. cepistipes). A. gallica je sekundaren parazit korenin, A.
cepistipes pa saprofit. Zato zaradi prisotnosti te glive ni potrebno ukrepati, verjetno je gliva
okuzila jelSo po odmiranju skorje in korenin zaradi jelSeve susSice.

V prispevku ne obravnavamo problema suSenja jelSe v Prekmurju celostno in predvsem ne
podajamo pregleda vseh objavljenih podatkov, mnenj in priporocil, ki nakazujejo strokovne
reSitve problema hitrega odmiranja jel$ v vsej Evropi. Za tak$no delo bi morali odvzeti mnogo
ve¢ vzorcev, da bi dobili vpogled v dejansko vrstno (in podvrstno) sestavo patogenov v
propadajocih jelSevih sestojih in pridobiti obsezno publicirano gradivo, ki nam v tem trenutku
ni dostopno. Edino delo v zvezi s jelSevo suSico v Prekmurju so objavili Munda in sod. (2006),
kjer porocajo o identifikaciji P. alni ssp. uniformis, kar potrjuje nujnost podrobnejSega vpogleda
v podvrstno sestavo jelSeve fitoftore pri nas. Ker dobiva velikost pojava odmiranja jel$ pri nas
velike razseznosti, smo predlagali posebno raziskavo v zvezi s fitoftorami v slovenskih
gozdovih (predlog CRP projektov). Nadejamo se, da nam bo omogoceno poglobljeno delo s
tem izjemno Skodljivim rodom glivolikih alg.
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3) DOKUMENTACIJA S FOTOGRAFIJAMI

® Mew|Seqd P15 5

Mew|KF020710 Armillaria sp Hrascica LS1

® Mew|Seq7 P15 5

MNew|KF020708 Armillaria sp Hrascica vz2

MNew|KF020705 Armillaria gallica isolate A2

MNew|KF020704 Armillaria gallica isolate A1

Mew|GU934598 Armillaria cepistipes

MNewlAYT87665 Armillaria cepistipes

— JNB57453 Armillaria gallica E6

— JNB57454 Armillaria gallica HY1
HQ232289 Armillaria ostoyae C5

~{JN65?462 Armillaria ostoyae HpAg1
JNB5T463 Armillaria ostoyae D20

HQ232291 Armillaria gallica ES

JMB5T445 Armillaria cepistipes B3

JMB5T449 Armillaria cepistipes Y16AE

JMB5T451 Armillaria cepistipes S11AE

JMB5T452 Armillaria gallica E4

JMB5TA5T Armillaria gallica Y11DS1

JMB5T459 Armillaria ostoyae C2

JMB5T460 Armillaria ostoyae C4

JNBETABT Armillaria borealis A1l

JNB5T468 Armillaria borealis A5

JNB5T469 Armillaria borealis AG18

HQ232288 Armillaria cepistipes B2

HQ232287 Armillaria borealis A2

EU257718 Armillaria gallica BRNMT06835

EU257717 Armillaria ostoyae BRNM706815

EU257715 Armillaria cepistipes BRMNM706514

r EU257713 Armillaria borealis BRNMG99842
JMNB5T446 Armillaria cepistipes BS

<|JN657448 Armillaria cepistipes C19AS2

HQ232292 Armillaria tabescens HAt155

— HQ232294 Armillaria tabescens HAt5S3

HQ232290 Armillaria mellea D4

JNB5T464 Armillaria mellea D1

JNB5T465 Armillaria mellea D5

JNB5T466 Armillaria mellea HY'3

New|KF020706 Armillaria mellea isolate 17 7 9

AY916746 Moniliophthora roreri

—
0.02

Slikal: Filogenetsko drevo; vzorci nabrani v Crnem logu so oznaceni z ®.

PAM AYB89136

_{F’hy'tophthora cambivora AF139369
Phytophthora fragariae var rubi AF266761

_{ Phytophthora fragariae var fragariae AF266762

PAM AF139368

PAU AYB39134

PAU AF139367

PAA AYEB9131

PAA AF139366

@ 4 fitoftora 2015

@ & fitoftora 2015

@ 2 fitoftora 2015

@ 1 fitoftora 2015

1 3 fitoftora 2015

Phytophthora cinnamomi AF266764

0.005

Slika 2: Filogenetsko drevo, vzorci nabrani v Crnem logu so oznaceni z e®.
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PAM-F/R

PAU-R/F

Slika 3: Locba produktov reakcije PCR pri temperaturi naleganja 58 °C s specifi¢nimi zacetnimi
oligonukleotidi PA-F/R (pricakovan pomnozek velikosti 450 bp pri vseh podvrstah P. alni),
PAM-F/R (pri¢akovan pomnozek velikosti 590 bp pri podvrstah P. alni subsp. alni in P. alni
subsp. multiformis) ter PAU-R/F (pri¢akovan pomnozek velikosti 750 bp pri podvrstah P. alni
subsp. alni in P. alni subsp. uniformis). Vzorci DNA: 1-6 (Ciste kulture, pridobljene iz vzorcev
skorje ¢rne jelSe), 7 (negativna kontrola PCR), M (lestvica DNA).
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Slika 4: Oogoniji Phytophthora alni z zna¢ilno razbrazdano celi¢no steno (A) in dvoceli¢nim
amfiginimi anteridijem (B) — nastajanje oospor (foto N. Ogris)
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Slika 5: Rjave lise v skorji so odmrla tkiva, ki jih je povzrocila jelSeva suSica (foto
D. Jurc)
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Slika 6: Crn izcedek iz nekrotizirane skorje Slika 7: Izcedek iz skrje je lahko najprej
(foto: D. Jurc)F oranzen, kasneje pocrni (foto: D. Jurc)

*. H ol ¥ - &
Slika 8: Moc¢no susenje jelSevega sestoja, kjer je bila ugotovljena jelSeva suSica: vecini dreves
je listje prezgodaj odpadlo, vitalna drevesa so Se olistana (3. 11. 2015) (foto: D. Jurc)
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