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1 UvOoD

1.1  VZROK ZA RAZISKAVO

Jesenov ozig, ki ga povzroCa gliva Chalara fraxinea, je bolezen, ki resno ogroza jesene,
predvsem veliki in ozkolistni jesen na obmocju Evrope. EPPO, medvladna organizacija, ki
je odgovorna za evropsko sodelovanje na podro¢ju varstva rastlin v Evropi in v
Mediteranu, je uvrstila glivo Chalara fraxinea na EPPO alarmni seznam (EPPO alert list).
Namen EPPO alarmnega seznama je, da obveS¢a drZzave c¢lanice EPPO o Skodljivih
organizmih, ki predstavljajo potencialno nevarnost. Gliva C. fraxinea je na seznamu od

leta 2007 (EPPO, 2011).

Rod jesenov (Fraxinus) spada v druZino oljkovk (Oleaceae), v red oljkovcev (Oleales). V
Sloveniji so avtohtone tri vrste jesena. Veliki jesen (Fraxinus excelsior L.), mali jesen
(Fraxinus ornus L.) in poljski ali ostroplodni jesen (Fraxinus angustifolia Vahl). Predvsem
veliki jesen je gospodarsko pomembna vrsta, ¢eprav koli¢ina njegovega lesa ni velika.
Spada med plemenite listavce. Je znacilna evropska vrsta in je naravno razsirjen skoraj po
vsej Evropi (Brus, 2004). Prav tako je bolezen jesenov ozig, ki jo povzroca gliva C.

fraxinea, razSirjena po vec€ini evropskih drzav, kjer je prisoten jesen.

OgroZena sta predvsem veliki jesen (Fraxinus excelsior) in poljski jesen (F. angustifolia),
ki ju bolezen mocno prizadene. Mali jesen (F. ornus) pa je po prvih opaZanjih zelo
odporen na bolezen in v naravnih sestojih ni prizadet (Kirisits in sod., 2009a). OgroZeni so
jeseni vseh starosti. Mortaliteta je velika predvsem med drevesi mlajSih razvojnih faz,

onemogocena je tudi pridelava zdravih sadik v drevesnicah (Hauptman in sod., 2010).

Najbolj pogost simptom jesenovega oziga je venenje listov in susenje poganjkov (slika 1).
Odraslim drevesom odmirajo veje. Na okuzenih poganjkih je mogoce opaziti tudi vzdolZne

rjavkaste nekroze in rake, ki jih povzroci gliva C. fraxinea (Ogris, 2008).
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Slika 1: Simptomi bolezni na velikem jesenu (Fraxinus excelsior) (Foto: Gal Fidej)

Z raziskavami glive so leta 2008 ugotovili, da je gliva Chalara fraxinea anamorf Ze dolgo
znane vrste glive Hymenoscyphus albidus, ki ni patogena in je razSirjena po celotni Evropi.
Kasneje se je izkazalo, da je gliva Hymenoscyphus albidus pravzaprav kripti¢na vrsta, zato
so opisali novo vrsto z imenom Hymenoscyphus pseudoalbidus V. Queloz, C. R. Grunig,

R. Brndt, T. Kowalski, T. N. Sieber & O. Holdenrieder (Queloz in sod., 2010).

Razvojni krog glive H. pseudoalbidus se ne razlikuje od razvojnega kroga H. albidus.
Potem ko gliva prezimi v okuZenem odpadlem listju, v zaCetku poletja oblikuje trosiS€a na
delno razkrojenih listnih pecljih. TrosiS¢a so apoteciji belkaste barve. V apotecijih
nastajajo aski z askosporami, ki jih razSirja veter. Veter askospore raznese na zdravo
jesenovo listje, kjer vzkalijo, listje okuZijo in tvorijo micelij, ki se razraste v notranjost
lista. Gliva se nato verjetno skozi pecelj razraste do poganjka in se razra$€¢a v njem. Ko
listje jeseni odpade in obleZi na tleh, se razvojni krog glive ponovno za¢ne (Queloz in sod.,

2010).
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Pojav nove bolezni, ki jo je povzrocila vrsta Hymenoscyphus pseudoalbidus (anamorf
Chalara fraxinea), je tezko pojasniti. Potrebna so nadaljnja raziskovanja za boljSe in

popolnejSe razumevanje taksonomije in biologije te patogene glive.

1.2 NAMEN RAZISKAVE

O ekoloskih in fizioloskih znacilnostih glive Chalara fraxinea Se vedno ni znanega veliko.
njihovo rast, barvo, strukturo micelija ter odziv glive na sestavo gojiS€a. S tovrstnimi
raziskavami lahko pridemo do zakljuckov, ki nam utegnejo koristiti tudi v praksi.
Kowalski navaja (Kowalski, 2006), da je velikost premera glivnih kolonij na sladnem
agarju po treh tednih (21 dni) rasti pri temperaturi 20 °C in v temi znaSala od 9 mm do 28
mm, po 30 dneh pa od 18 mm do 45 mm. Sicer se v literaturi veckrat omenja, da je rast
kolonij glive C. fraxinea relativno pocCasna. (Kowalski in Holdenrieder, 2009a; Kowalski
in Bartnik, 2010). Omenjene ugotovitve se nanasajo na gojenje glive na sladnem agarju.
Kowalski in Bartnik (2010) ugotavljata tudi, da so med posameznimi izolati statisti¢no
znacCilne razlike v hitrosti rasti. Namen naloge je bil ugotoviti razlike v rasti glivnih kolonij
razli¢nih izolatov glive C. fraxinea, primerjati izsledke z Ze znanimi podatki iz literature in
vkljucili tudi poljske izolate, katere nam je poslal prof. T. Kowalski, ki je glivo C. fraxinea

tudi prvi opisal.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Prva hipoteza je bila povezana z vplivom lastnosti gojiS¢a na rast glive. Predpostavili smo,

da na rast glive Chalara fraxinea vpliva sestava gojisc.

Z. drugo hipotezo smo predvidevali, da so razlike v rasti med posameznimi izolati glive

Chalara fraxinea statisti¢no znacilne.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 POJAV BOLEZNI IN NJENA RAZSIRJENOST

Odmiranje jesenov so prvi¢ opazili in zabeleZili v zacetku 90. let v Litvi in na Poljskem.
Do novembra 2010 so bolezen zabeleZili Ze v 22 evropskih drzavah (Timmermann in sod.,
2011). Na sliki 2 je prikazan zemljevid Evrope, ki kaZe razSirjenost velikega jesena
(Fraxinus excelsior) (EUFORGEN, 2009), in leto, v katerem so v dolo¢enih drZavah prvic¢

opazili simptome jesenovega oziga (Timmermann in sod., 2009).
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7 ! ’*{g*cmhu by Thomas Kirisits, based on lterature récords and personal
~ "\, communications from experts, as part of the EU-funded project “FORTHREATS"
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Slika 2: Zemljevid Evrope, ki kaZe razsirjenost velikega jesena (Fraxinus excelsior) (EUFORGEN,
2009), in leto v katerem so v dolocenih drZavah prvi¢ opazili simptome jesenovega oZiga
(Timmermann in sod., 2009)

2.1.1 RazSirjenost v Evropi

Na Poljskem opazajo intenzivno odmiranje velikega jesena (Fraxinus excelsior) Ze zadnjih
15 let. Na zacetku je bilo odmiranje prisotno le v severozahodnem delu drZave, kasneje pa

se je pojav razsiril ez celo drzavo (Kowalski, 2006). Tudi na CeSkem opazujejo
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propadanje jesena na veC lokacijah Ze od konca 90. let prejSnjega stoletja (Jankovsky in
Holdenrieder, 2009). V istem Casu se je odmiranje pojavilo tudi v Latviji. V Litvi je od
zacetka 90. let in do zdaj odmrlo ve¢ kot 60 % jesenovih sestojev. V nekaterih delih drzave

sta ostala le Se 2 % navidez zdravih dreves velikega jesena (Bakys in sod., 2009).

V Auvstriji so odmiranje velikega jesena opazili med letoma 2003 in 2005, od leta 2006 pa
je stanje kriticno, saj je bolezen razsirjena po vec delih drzave (Kirisits in sod., 2008).
Podobno so tudi na Danskem opazili odmiranje velikega jesena med letoma 2003 in 2004,
ki se je nato med 2005 in 2007 Se bolj razsirilo (Bakys in sod., 2009). V Nemc¢iji in na
Svedskem so lokalno opazili pojav leta 2002. Na Svedskem so o vegji razgirjenosti bolezni
po vsem obmodju, kjer je prisoten veliki jesen, poro¢ali leta 2004. Sirjenje bolezni je tukaj
potekalo od jugo-vzhoda in juga proti zahodnim in centralnim delom drzave (Bakys in

sod., 2009).

O pojavu glive Chalara fraxinea so poroéali $e iz Svice, Italije, Francije, Belgije, Estonije,
MadzZarske, Slovaske, Romunije, Belorusije, Rusije, Norveske, Finske, Hrvaske in

Slovenije.(Timmermann in sod., 2011).

2.1.2 RazSirjenost v Sloveniji

Jesenov oZig so najprej ugotovili v severovzhodnem in severnem predelu Slovenije, leta
2006. V letu 2008 so ga opazali Ze po vsej drzavi. Intenziteta pojava se razlikuje od predela
do predela. Leta 2008 je Gozdarski inStitut Slovenije odvzel vzorce s 23 lokacij z 11
gozdnogospodarskih obmocij. Na vecini lokacij je bila prisotnost glive C. fraxinea potrjena

z izolacijo v Cisto kulturo (Ogris, 2008).
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2.2  GLIVA, POVZROCITELJICA JESENOVEGA OZIGA

2.2.1 OdKritje nove vrste

Gliva Chalara fraxinea je bila opisana Sele leta 2006, opisal pa jo je T. Kowalski
(Kowalski, 2006). Gliva spada v anamorfni rod Chalara. 1zolirali so jo iz poganjkov in vej
ter celo iz korenin odmirajocCih jesenov (Fraxinus excelsior). Od predhodno opisanih vrst
iz rodu Chalara se razlikuje po majhnih, kratkih fialokonidijih cilindri¢ne oblike. Konidiji
se pojavljajo v verigah ali pa v sluzastih kapljicah. Prvi nastali konidiji se morfolosko

razlikujejo od ostalih in so vec¢ji od kasneje nastalih konidijev.

Takrat so postavili tri hipoteze o vzrokih za pojav jesenovega oziga in naglo propadanje
jesenov. Po prvi naj bi bilo propadanje posledica sprememb v okolju, predvsem
vremenskih ekstremov. Glive, ki so prisotne v propadajoCih tkivih, so slabo patogene.
Druga hipoteza govori o glivi C. fraxinea kot o avtohtoni glivi, ki v obi¢ajnih razmerah ni
Skodljiva. Zaradi podnebnih sprememb in morda v sodelovanju z drugimi glivami pa naj bi
postala povzrociteljica propadanja jesenov. Po tretji hipotezi je gliva C. fraxinea
obravnavana kot tujerodna, invazivna vrsta glive, ki je bila od neznano kod prinesena v
Evropo in je mocno patogena (Jurc, 2009). Danes velja, da je najverjetnejSa tretja hipoteza,
da je torej gliva C. fraxinea tujerodna, invazivna gliva, ki je bila vnesena v Evropo od

drugod (Kirisits in Cech, 2011).

Bakys in sod. (2009) so preucevali, katere glive so prisotne v odmirajoc¢ih kroSnjah
velikega jesena in kaksSna je njihova vloga pri odmiranju jesenov. Poganjke iz odmirajocih
kroSenj so nabrali na 3tirih razli¢nih lokacijah v centralnem delu Svedske in jih razdelili v
Stiri kategorije glede na intenziteto simptomov (nekroz), od navidezno zdravih do takih z
odmrlimi vrhovi. Iz vseh poganjkov skupaj so izolirali glive iz 48 razli¢nih rodov. Z
glivami, ki so se pojavljale najpogosteje, so naredili test patogenosti, ki je pokazal, da je

med vsemi prisotnimi najbolj patogena gliva ravno C. fraxinea.
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2.2.2 Teleomorf glive Chalara fraxinea

Leta 2009 so objavili prve izsledke o teleomorfu glive Chalara fraxinea. (Kowalski in
Holdenrieder, 2009b). Teleomorf naj bi bil gliva Hymenoscypuhus albidus, katere
slovensko ime je belkasta pecljevka (Jurc, 2009). Ta gliva je v Evropi sploSno razSirjena,
najdemo pa jo na trohnecih listnih pecljih jesenov. Najdena ni bila na nobenem drugem
gostitelju, razen na jesenu (Kowalski in Holdenrieder, 2009b). Opravili so molekularne
analize, ki so pokazale, da ima gliva C. fraxinea enako nukleotidno zaporedje v delu
genoma (ITS regija) kot gliva Hymenoscypuhus albidus. Te prve ugotovitve so pokazale,
da jesenov ozig povzroca vrsta glive, ki oblikuje dve vrsti trosov: nespolne konidije, ki jih
oblikuje anamorf z imenom C. fraxinea in spolne askospore, ki jih oblikuje teleomorf z

imenom H. albidus (Kowalski in Holdenrieder, 2009b).

Vecinoma imajo anamorfi iz rodu Chalara teleomorfe uvrScene v rod Ceratocystis, vse te
glive pa imajo trosisc¢a v obliki peritecijev. Gliva C. fraxinea je tukaj izjema, saj ima

teleomorf v obliki apotecijev (Jurc, 2009).

Gliva H. albidus je v Evropi naravno razsirjena in znana Ze od njenega opisa leta 1851,
zato si je bilo nenaden pojav bolezni, ki naj bi jo povzrocala prav ta gliva, tezZko razlagati.
Norveski raziskovalci so primerjali apotecije nabrane na okuZenih obmocjih, z apoteciji
nabranimi v popolnoma zdravih jesenovih sestojih. Rezultati so pokazali, da obstajajo

razlike med glivama na molekularni ravni (Hauptman in sod., 2010, cit. po Solheim, 2009).

Kasneje so Queloz in sod. (2010) ugotovili, da morfolosko identi¢ni izolati vrste H. albidus
ne predstavljajo le ene vrste glive, temvec€ se razvrstijo v dve skupini, ki nista posledica
hibridizacije. Gliva H. albidus je kriptiCna vrsta, v kateri sta bili skriti dve morfoloSko
enaki a genetsko razli¢ni vrsti gliv, in sicer Ze opisana vrsta H. albidus, ter nova vrsta
Hymenoscyphus pseudoalbidus. Raziskave z molekularnimi tehnikami so pokazale, da
povzroca jesenov ozig tudi v Sloveniji gliva H. pseudoalbidus, predlagano slovensko ime
za glivo pa je neprava pecljevka (PiSkur, 2010). Na sliki 3 so prikazani apoteciji neprave

pecljevke (H. pseudoalbidus) na listnem peclju jesena.
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Slika 3: Apotecija neprave pecljevke (Hymenoscyphus pseudoalbidus) na jesenovem
listnem peclju (Foto: Tine Hauptman)

2.2.3 Sirjenje bolezni

Preden so odkrili glivo Hymenoscyphus pseudoalbidus, teleomorf glive Chalara fraxinea,
Se ni bilo jasno, kako je izjemno hitro Sirjenje glive po Evropi sploh mogoce. Sedaj je
najverjetneje, da igrajo glavno vlogo v Zivljenjskem krogu patogena apoteciji in askspore,
ki jih veter lahko prenaSa na velike razdalje. Konidiji anamorfa so namrec¢ sluzasti in jih

veter na more prenasati (Timmerman in sod., 2011).

Apoteciji glive H. pseudoalbidus se pojavijo na lanskoletnih trohnecih listnih pecljih
jesenov. Lahko se razvijejo tudi na odmrlih poganjkih 1-3-letnih sejank v drevesnicah, ali
pa na odlomljenih poganjkih in vejah, ki lezijo v stiku s tlemi. Apoteciji imajo diskasto
trosovnico premera 1,5-3 mm, bet je 0,4-2,0 mm visok. Najprej so beli, nato smetanasti in
v starosti cimetasto rjavi. Bet je spodaj temnej$i, v€asih ¢rn. Na mestu, kjer gliva poganja

iz podlage, je obicajno oblikovana ¢rna psevdosklerocijska plos¢a (Jurc, 2009).

Sirjenje patogena in dnevne vzorce izmetavanja askospor v zrak so raziskovali

Timmermann in sod. (2011) na Norveskem. V raziskavah so ugotovili, da je koncentracija
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askospor H. pseudoalbidus najviSja od poznega julija do sredine avgusta. Dnevno

izmetavanje askospor iz apotecijev pa je bilo najvec¢je predvsem med 6. in 8. uro zjutraj.

Kljub nekaterim ugotovitvam Se zdaj ni popolnoma jasno, kako pravzaprav poteka okuzba

z glivo, kdaj v letu in pod kakSnimi pogoji.

Kriautler in Kirisits (2011) sta ugotovila, da so okuzbe listja pomemben del v razvojnem
krogu glive in da je za simptome uvelega listja na jesenu najpomembne;jsi teleomorf glive
C. fraxinea — H. pseudoalbidus. V poskusu inokulacije glive H. pseudoalbidus na povr§ino
listov z askosporami sta preuCevala odziv treh vrst jesenov (Fraxinus excelsior, F.
angustifolia, F. ornus). Ugotovila sta, da je patogen povzrocil simptome bolezni (nekroze
na listnih pecljih, venenje, odpadanje listja) na listih vseh treh vrst jesenov, ki pa so se
pojavljali v znacilnih vzorcih za vsako vrsto. Iz rezultatov sklepata, da utegnejo biti listi

najpomembnejsa pot do okuzbe poganjkov jesenov.

2.2.4 Morfologija in vpliv temperature

Kowalski in Bartnik (2010) sta raziskovala vpliv temperature na rast glive Chalara
fraxinea in kakSne so moZzne morfoloske razliCice razli¢nih izolatov glive. Pri raziskovanju
vpliva temperature so uporabili 30 nakljucno izbranih kultur glive C. fraxinea, ki so bile
izolirane iz jesenovih poganjkov s simptomi odmiranja. V raziskavo so vkljucili obolela
drevesa velikega jesena (Fraxinus excelsior) iz razli¢nih lokacij. Kolonije so rasle 5 tednov
v rastnih komorah, v temi in pri temperaturah 5, 10, 15, 20, 25 in 30 °C. Temperatura je
eden izmed glavnih dejavnikov, ki vpliva na morfologijo kolonij. Barva kolonij je bila
odvisna tudi od intenzitete sporulacije konidijev, ki je bila praviloma pogojena z niZjimi
temperaturami. Morfologijo kolonij so vrednotili glede na barvo, strukturo, hitrost rasti in
prisotnost diskoloriranih delov, ter na podlagi tega dolocili tri barvne tipe kolonij: A —
prozorne, enakomerno bele ali bele s sivimi progami ali sektorji; B — belo-oranZne ali bele
z rjasto rjavimi progami; C — rjasto rjave. Hkrati so tudi ugotovili, da je ena izmed
znacilnosti kolonij glive C. fraxinea tudi tendenca k tvorbi sektorjev, ki se razlikujejo po

barvi, strukturi micelija in hitrosti rasti.
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Hitrost rasti kolonij glive C. fraxinea je bila relativno pocasna, doloCena pa je bila na

podlagi premera kolonije (mm).

Glede na kardinalne temperaturne tocke (minimum, optimum in maksimum) lahko
klasificiramo glive v hladnoljubne (psihrofile), mezofile in termofile. V raziskavi so
ugotovili da bi glivo C. fraxinea, glede na njene odzive na temperaturo lahko uvrstili med
mezofile (minimum > 0 °C, maksimum < 50 °C, optimum = 15-40 °C). Optimalna

temperatura za rast vecine izolatov je bila 20 °C.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 GLIVNI IZOLATI

V poskus so bili vkljuceni izolati glive Chalara fraxinea iz dvanajstih razli¢nih lokacij. 6

iz Slovenije (NEGL, RIBW, KRW, MUTW, SBW, KAM) in 6 iz Poljske (P4482, P4035,
P4253, P4007, P4252, P4478). Podatki o lokacijah izolatov, Sifra izolata, datumi izolacij in

osebe, ki so opravile izolacijo, so navedeni v preglednici 1.

3.1.1 Podatki o izolatih

Preglednica 1: Podatki o izolatih

Sifra Drzava Datum

izolata |izvora |Podatki o lokaciji izolacije | Glivo izoliral

NEGL |Slo Negova (x: 572000, y: 163000) 6. 4. 2007 | Nikica Ogris

RIBW |Slo Ribnica (x: 482409, y: 61127) 26. 7. 2007 | Nikica Ogris

KRW |Slo Kranj (x: 450860, y: 122100) 1. 8. 2008 | Nikica Ogris

MUTW | Slo Muta (x: 163310,y: 512495) 24.9. 2010 | Tine Hauptman

KAM Slo Kamnik (x: 119470, y: 471433) 4. 11. 2010 | Tine Hauptman

SBW Slo Sabansko bukovje (x: 503596; y: 95472) | 1. 6. 2007 | Nikica Ogris
Gozdno okrozje Rokita/v bliZini

P4035 |Pl Szczecina 16. 8. 2010 | Tadeusz Kowalski

P4482 | Pl Gozdno okrozje Mircze/v blizini Lublina | 22. 9. 2010 | Tadeusz Kowalski
Gozdno okrozje Stary Sacz/v blizini

P4252 | Pl Krakova 5. 8.2010| Tadeusz Kowalski

P4478 | Pl Gozdno okrozje Mircze/v blizini Lublina | 22. 9. 2010 | Tadeusz Kowalski
Gozdno okrozje Rokita/v bliZini

P4007 |Pl1 Szczecina 16. 8. 2010 | Tadeusz Kowalski
Gozdno okrozje Stary Sacz/v bliZini

P4253 | Pl Krakova 5. 8. 2010 | Tadeusz Kowalski
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3.1.2 Priprava izolatov

Izolati so bili do zaetka poskusa shranjeni v hladilniku pri 4 °C in v temi. Za poskus smo
vcepkov za posamezen izolat). Slovenske izolate smo precepili 10. 12. 2010, poljske pa 14.
12. 2010. Precepili smo jih na 2 % sladni agar (MEA; 20 g I"' malt extract Bacto, 15 g I

agar Technical Difco) in jih v inkubatorju gojili 4 tedne pri temperaturi 22 °C in v temi.

3.2  GOJISCA

Laboratorijske raziskave gliv so pomembno dopolnilo k njihovim opazovanjem na terenu.

Izolacija in gojenje gliv v Cisti kulturi zahtevata pripravo sterilnega rastnega medija
(gojisca). Vecina gojisS¢ vsebuje vsaj vodo, enostaven ali kompleksen vir ogljika (ogljikove
hidrate, lipide, peptide, aminokisline, organske kisline) in duSika (peptidi, aminoisline,
amonijak, nitrati), fosfate, Zveplo, esencialne kovinske katione in vcasih vitamine in

esencialne aminokisline. Za strditev medija se uporablja agar (Mueller in sod., 2004).

Na rast gliv in njihov razvoj moc¢no vplivajo sestava medija, laboratorijski pogoji in fizicno
opazovali, kako na njeno rast vpliva sestava medija. Za potrebe poskusa smo pripravili 8
razli¢nih vrst gojiS¢ (sladni agar, sladi agar z dodanim streptomicin sulfatom, Czapek agar,
krompirjev agar, vodni agar, agar z velikim jesenom, agar z malim jesenom, agar z
bukvijo). Pri prikazu rezultatov smo za ime gojiS¢a uporabljali Sifre oziroma kratice, ki so

predstavljene v preglednici 2.
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Preglednica 2: Sifrant imen gojis¢

Gojiste Sifra gojisca
Sladni agar MEA

Agar z bukvijo BUKEV
Krompirjev agar PDA

Agar z malim jesenom M.JESEN
Agar z velikim jesenom V.JESEN
Sladni agar s streptomicin sulfatom MEA+ss
Czapkov agar CZAPEK
Vodni agar VODNI

Za pripravo vsakega od gojiS¢ so potrebne tocno dolo¢ene sestavine in postopek dela, ki so
opisani v nadaljevanju. Vsakega od medijev smo sterilizirali v avtoklavu 20 min pri
temperaturi 120121 °C in tlaku 2,5 bara. Steriliziran topel medij (45-50 °C) smo razdelili
v sterilne petrijevke. Pozorni smo bili na to, da smo v vsako petrijevko odmerili enako

koli¢ino medija. Z medijem smo zapolnili priblizno polovico viSine petrijevke.

3.2.1 Sladni agar

slad (malt extract Bacto) 20g
agar (Technical Difco) I5¢g

destilirana voda 11

Pripravili smo 2 % sladni agar. V 1 1 destilirane vode smo zamesali 20 g sladnega izvlecka
(malt extract Bacto) in 15 g agarja (agar Technical Difco). MeSali smo na magnetnem
meSalniku (Rotamix) pri temperaturni stopnji 9 in hitrosti meSanja 400 ter segrevali do
vretja (5—-10 minut). Erlenmajerico smo pred tem pokrili z alu-folijo, da med segrevanjem
vsebina ni izhlapevala. Pripravljeno meSanico smo nato sterilizirali v avtoklavu (20 min,

120-121 °C, 2,5 bara).



FlajSman K. Znacilnosti rasti izolatov glive Chalara fraxinea in vpliv razli¢nih gojis¢, 2011 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Lj., Biotehniska fak., Odd. za gozdarstvo in obnovljive gozdne vire, 2011

3.2.2 Sladni agar s streptomicin sulfatom

slad (malt extract Bacto) 20¢g
agar (Technical Difco) I5¢g
destilirana voda 11

streptomicin sulfat (Calbiochem) 100 mg
2 % sladni agar s streptomicin sulfatom smo pripravili po enakem postopku kot sladni agar
brez streptomicin sulfata. Streptomicin sulfat smo dodali Sele po sterilizaciji z avtoklavom,

pred tem pa smo agar Se ohladili na primerno temperaturo (manj kot 40 °C).

3.2.3 Czapek agar

saharoza (Merck) 300 g
NaNOj; (Carlo Erba Reagenti) 30¢g
K,;HPO4 (Merck) 10g
MgSO, + 7TH,0 (Carlo Erba Reagenti) 0,05¢g
KCI (Carlo Erba Reagenti) 05¢g
FeSO, + 7H,0 (Carlo Erba Reagenti) 10,0 mg
agar (agar Technical Difco) 20,0 g
vodovodna voda 11

Vse sestavine smo odmerili in zameSali v 1 1 destilirane vode. MeSali smo na magnetnem
mesSalniku (Rotamix) pri temperaturni stopnji 9 in hitrosti meSanja 400 ter segrevali do
vretja (5—10 minut). Pripravljeno meSanico smo nato sterilizirali v avtoklavu (20 min, 120—

121 °C, 2,5 bara).
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3.24 Krompirjev agar

krompirjev glukozni agar(Difco™) 39gl!

destilirana voda 11

V 1 1 destilirane vode smo zamesali 39 g pripravka za krompirjev agar (potato dextrose
agar Difco™). Mesali smo na magnetnem mesalniku (Rotamix) pri temperaturni stopnji 9
in hitrosti meSanja 400 ter segrevali do vretja (5—-10 minut). Posodo smo pred tem pokrili z
alu-folijo, da med segrevanjem vsebina ne bi izhlapela. Pripravljeno meSanico smo nato

sterilizirali v avtoklavu (20 min, 120-121 °C, 2,5 bara).

3.2.5 Vodni agar

agar (Technical Difco) I5¢g

destilirana voda 11

V 1 1 destilirane vode smo zamesali samo 15 g agarja (Technical Difco). Mesali smo na
magnetnem meSalniku (Rotamix) pri temperaturni stopnji 9 in hitrosti meSanja 400 ter
segrevali do vretja (5—10 minut). Pripravljeno meSanico smo nato sterilizirali v avtoklavu

(20 min, 120-121 °C, 2,5 bara).

3.2.6 Agar z velikim jesenom, agar z malim jesenom in agar z bukvijo

Zaganje lesa skupaj s skorjo 100 g

destilirana voda 11

Agar z bukvijo, z velikim jesenom in z malim jesenom smo pripravili po enakem postopku.
Osnova za pripravo teh gojiS¢ so bili izvlecki iz lesa in skorje izbranih drevesnih vrst.
Najprej smo nabrali 2—4 cm debele veje vsake drevesne vrste. Bukev in veliki jesen smo

nabrali v okolici Velenja (Gaberke), mali jesen pa v okolici Cerknice (pobocje Slivnice). S
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pomocjo Zagice za obrezovanje drevja smo iz vsake drevesne vrste posebej pridobili 100 g

sveZega Zaganja lesa skupaj s skorjo.

K 100 g Zaganja smo dodali 1 1 destilirane vode in nato na Rotamix magnetnem meSalniku
(Rotamix 550 mvh) ob neprestanem meSanju zmes segrevali do vretja. Ko je meSanica

zavrela, smo jo kuhali eno uro pri 5. stopnji temperature. Hitrost me$anja je bila 400. Ce je

prislo do razslojevanja meSanice, smo hitrost povecali na 600 in kasneje zopet zmanjsali na

500 (slika 4).

Slika 4: Priprava bukovega agarja na Rotamix magnetnem mesalniku (Rotamix 550 mvh) (Foto:
Katarina FlajSman)

Po kuhanju smo meSanico ohladili in prefiltrirali skozi filtrirni papir s pomoc¢jo vakuumske
¢rpalke. Na ta nacin smo odstranili vse trde delce. V kolikor je bila koli¢ina prefiltriranega
ekstrakta manjSa od enega litra (izgube pri filtriranju, izparevanje), smo ji dodali Se

ustrezno koli¢ino destilirane vode.
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V 1 1 ekstrahirane teko¢ine smo dodali agar (15 g I Technical Difco) in na magnetnem
mesSalniku segreli do vretja, da se je agar popolnoma raztopil. Raztopino smo nato 20 min

sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi 120-121 °C in pritisku 2,5 bara.

.....

3.3  METODE DELA

Precepljanje vseh dvanajstih izolatov na pripravljena gojis¢a je potekalo dva dni, in sicer
10. 1. 2011 in 11. 1. 2011. Prvi dan smo izolate precepili na sladni agar, na sladni agar s
streptomicin sulfatom, na krompirjev agar ter na agar z bukvijo, agar z malim jesenom in

na agar z velikim jesenom. Naslednji dan smo jih precepili Se na vodni in na Czapek agar.

V roku treh dni (14. 1. 2011), ko so se vcepki Ze prijeli na gojiS€e, smo na hrbtno stran
petrijevk narisali pravokoten kriZ. Ta nam je bil v pomo¢€ pri opravljanju meritev premera v

dveh straneh (slika 5).

Rast izolatov smo spremljali 8 tednov (od 10. 1. 2011 do 21. 3. 2011). Meritve smo izvajali
trikrat tedensko, navadno ob ponedeljkih, sredah in petkih, in sicer v zgodnjih jutranjih in
dopoldanskih urah. Podatke smo vpisovali v program Excel. Hitrost rasti smo ocenjevali na
podlagi meritev premera. Premer smo merili v dveh pravokotnih smereh. Vsakemu
izmerjenemu premeru je bilo treba odSteti Se premer vcepka, ki je znasal 6 mm. Povprecen
premer glive v petrijevki smo dobili z izraunom aritmeti¢ne sredine premerov v obeh

smereh.
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Slika 5: Primer petrijevke z glivno kolonijo, ki smo ji merili premer v dveh pravokotnih smereh
(Foto: Katarina FlajSman)

3.3.1 Obdelava podatkov

S pomocjo dobljenih premerov glivnih kolonij v vsaki petrijevki smo na grafih izrisali
potek rasti gliv v celotnem obdobju merjenja (8 tednov). Izdelali smo grafe, ki prikazujejo

rast vseh treh ponovitev za posamezni izolat na vsakem gojiS¢u posebe;.

Pri izdelavi grafov, ki prikazujejo potek rasti glive na dolo¢enem gojiS€u, smo uporabili
vse izmerjene podatke in izraCunali aritmeti¢no sredino vseh izmerjenih premerov glive na

posameznem gojiscu.

3.3.2 Izracun hitrosti rasti

Za potrebe statisticne analize in za laZjo interpretacijo podatkov smo za vsako petrijevko
posebej izracunali hitrost rasti glivne kolonije v njej. Pri tem smo si pomagali s predhodno
izrisanimi grafi, ki prikazujejo rast vseh treh ponovitev za posamezen izolat na vsakem

g0jiScu posebe;j.
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Na zacetek rasti glive na novem gojiscu takoj po precepljanju lahko vpliva ve¢ dejavnikov.
Vcepke praviloma jemljemo z roba kolonije, kjer je micelij aktivno rasto¢. Vc¢asih lahko
nehote zajamemo premalo micelija. Del micelija se lahko poskoduje zaradi previsoke
temperature cepilnih instrumentov, ki jih predhodno steriliziramo nad gore¢im plamenom.
Tudi ko glivo precepimo na novo gojisce, lahko pride do poskodb na miceliju, ko vcepek
polozimo na agar. Vplive teh dejavnikov smo poskusali zmanjSati s pazljivo izvedbo

precepljanja.

Ko gliva Ze nekaj Casa raste na gojiS€u in porablja razpoloZljiva hranila, za¢ne le-teh
primanjkovati. Tako zacne tudi hitrost njene rasti peSati. Da bi izkljucili vplive zaCetnega
prilagajanja glive na nove razmere in pomanjkanje hranil v gojiS¢u na koncu njene rasti,
smo hitrost merili samo na obmocju, kjer smo sklepali, da je gliva rasla nemoteno, brez

negativnih vplivov.

Hitrost smo izracunali tako, da smo prirastek premera (mm) delili s casom (dnevi), v
katerem je gliva prirasla za doloCen premer. Primer izbire podatkov za izracun je prikazan

na sliki 6.
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Slika 6: Izracun hitrosti rasti
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3.3.3 Statisti¢na analiza

Podatke o hitrosti rasti smo analizirali z raCunalniskim programom SPSS 17.0. S statisti¢no

analizo smo ugotavljali statisti¢no znacilne razlike v hitrosti rasti.

Pri statisticni analizi smo najprej izvedli Levenov test homogenosti varianc (p>0,05), saj je
homogenost varianc eden od pogojev za analizo variance. Kjer je test pokazal, da se
variance med skupinami statisticno razlikujejo, torej niso homogene, smo namesto
enosmerne analize variance (ANOVA) uporabili neparametri¢ni Kruskal-Wallisov test za

enosmerno analizo variance. Stopnja tveganja je bila 5-odstotna.
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34 IZOLACIE

Za preskuSanje uspeSnosti metod izolacije glive Chalara fraxinea smo poskusno opravili

izolacije glive. Opravili smo izolacije gliv z drevesc velikega jesena s podroc¢ja v okolici

Kamnika (x: 119470, y: 471433), za katera smo sumili, da so okuZena z glivo C. fraxinea

(slika 7).

Slika 7: OkuZeno mladje velikega jesena (Fraxinus excelsior) v okolici Kamnika (Foto: Gal Fide;j)

25. 3. 2011 smo nabrali 1-4-letne in priblizno 1 cm debele poganjke mladih, do 5 let starih
drevesc, ki so kazala znake okuZbe, za katero smo domnevali, da je bila povzro¢ena zaradi
C. fraxinea in da ni starejSa od enega leta. Na skorji poganjkov so bile vidne vzdolZne
rjavkaste nekroze (slika 8). Do izolacije smo poganjke shranili v plasticnih vre€ah.
Izolacije smo naredili tri dni kasneje (28. 3. 2011) iz 20 primerkov v dveh ponovitvah (2

petrijevki) s Stirimi koScki okuZenega lesa na petrijevko.
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Slika 8: Simptomi okuZbe z glivo Chalara fraxinea — nekroza na poganjku velikega jesena
(Fraxinus excelsior) (Foto: Gal Fidej)

Centimeter debele veje smo zaceli rezati na manjSe koSc¢ke (pre¢no na poganjek) Ze vec
centimetrov (okoli 5 cm) pred nekrozo skorje, saj so nekroze v lesu praviloma daljSe od

nekroz v skorji (Ogris, 2009).

Izolacije glive C. fraxinea iz debelejsih poganjkov (3—4 cm), ki vkljucujejo les in skorjo,
so manj uspeSne. Vzrok temu je, da se v nekroti¢ni skorji praviloma nahaja tudi veliko
Stevilo hitreje rastocih vrst gliv, ki prerastejo po€asi rastoco glivo C. fraxinea. 1zolacije je
zaradi tega bolje narediti iz manjSih koS¢kov lesa na meji med zdravim in zaradi domnevne

okuzbe diskoloriranim lesom (Bakys in sod., 2009).

Nas cilj je bil pridobiti vzorce, ki se nahajajo na prehodu iz okuZenega v zdrav les. Ko smo

zarezali do mesta, kjer je bila v lesu Ze vidna sled okuzbe, smo s pre¢nim rezanjem
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prenehali in kos poganjka prerezali Se vzdolZzno. Tukaj smo iz vsake polovice odrezali po

Stiri 5 X 2 X 2 mm velike koScke okuZenega lesa brez skorje in strZena.

Po sterilizaciji s 3 % aktivnega klora (Varekina, NaOCI, 6 % aktivnega klora 50 %,
destilirana voda 50 %) smo koscke namestili v petrijevke (7 cm premera) z 2 % sladnim
agarjem (MEA; 20 g I'' malt extract Bacto, 15 g 1" agar Technical Difco). Kulture so nato
rasle v inkubatorju pri temperaturi 22 °C in v temi. Nekateri izolati so zaceli rasti ze v

enem tednu.

Pri dolocanju vrste izolirane glive, torej pri ugotavljanju, ali je izolirana gliva v resnici C.
fraxinea, je potrebno opazovati, kakSne so fialide in kak$ni so konidiji. Kolonije smo
premestili v hladilnik s 4 °C, kjer so se razvile fialide in konidiji. S pomoc¢jo mikrosopa
Olympus BX 51 in kamere Nikon smo v racunalniSkem programu NIS-Elements BR. 2.30,
naredili slike in meritve. Izmerili smo dolZine in Sirine fialid. Sirino smo merili na
najSirSem delu fialide. V vzorec smo zajeli 23 fialid in iz dobljenih podatkov izracunali
povprecno Sirino, povpre¢no dolZino ter minimalno in maksimalno vrednost dolZine in
Sirine. Postopek smo ponovili pri merjenju velikih in malih konidijev, le da smo pri malih

konidijih v vzorec zajeli 40 primerkov, pri velikih konidijih pa 10.

Rezultate meritev smo primerjali z vrednostmi, ki jih je navedel T. Kowalski, ko je opisal

novo vrsto glive.
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4 REZULTATI

4.1  VPLIV GOJISC NA RAST

4.1.1 Potek rasti glive na razli¢nih gojis¢ih

Podatke merjenja premerov kolonij smo najprej uporabili za prikaz poteka rasti glive na
razli¢nih gojis¢ih. Na agarju z malim jesenom so glive Ze pri prvem merjenju (4. dan)
zrasle povprecno za 4 mm (slika 9) in koncale z rastjo ter prerasle celotno petrijevko
najhitreje. Celotno petrijevko so prerasle tudi na agarju z bukvijo in na agarju z velikim
jesenom. Rast gliv je bila hitra tudi na krompirjevem agarju, vendar tam glive niso prerasle

celotne petrijevke, saj se je njihova rast prej ustavila.

Na vodnem agarju, na sladnem agarju in na sladnem agarju z dodanim streptomicin
sulfatom je bila rast od zacCetka dokaj po€asna, nato so nekaj Casa enakomerno rasle, pri

doloCenem premeru pa se je rast zacela upoc€asnjevati in glive v osmih tednih niso prerasle

celih petrijevk.
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4.1.2 Hitrost rasti glive na razli¢nih gojiscih

Hitrost rasti glive se je razlikovala glede na gojisce (preglednica 3, slika 10). Gliva je
prvem mestu je bil agar z malim jesenom, sledil mu je agar z bukvijo. Na krompirjevem
agarju je rasla nekoliko hitreje kot na agarju z velikim jesenom. Na vodnem agarju je bila
hitrost rasti 1,51 mm/dan in s tem skoraj povsem enaka kot na sladnem agarju (1,52
mm/dan). Rast na sladnem agarju z dodatkom streptomicin sulfata je bila le nekoliko

pocasnejSa (1,39 mm/dan). Dale¢ najpocasnejSo rast smo opazili na Czapek agarju.

Pri statisticni analizi je Levenov test homogenosti varianc (p>0,05) pokazal, da se variance
med skupinami statisticno razlikujejo. Tako smo uporabili neparametri¢ni Kruskal-
Wallisov test za enosmerno analizo variance. Test je pokazal, da so med medianami
hitrosti po skupinah statisticno znacilne razlike. S tabelo razlik med povpre¢nimi rangi smo
razlik, smo oznacili v preglednici 3. Gojisca z isto ¢rko se med seboj statisticno znacilno

ne razlikujejo pri stopnji znacilnosti a = 0,05.

.....

Sifra gojis¢a | Hitrost rasti (mm/dan) | Standardni odklon
MEA 1,52ab* +0,83
BUKEV 2,63 ¢ +0,70
PDA 2,41abc +1,06
M.JESEN 3,50c +1,00
V.JESEN 2,34bc +0,48
MEA +ss 1,39a +0,91
CZAPEK 0,16d +0,17
VODNI 1,51ab +0,63

*hitrosti z isto ¢rko se glede na Kruskal-Wallisov test (a = 0,05) med seboj statisti¢no
znacilno ne razlikujejo
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4.1.3 Potek rasti poljskih in slovenskih izolatov na razli¢nih gojiS¢ih

Slovenski in poljski izolati so imeli na istih gojiS¢ih dokaj podoben potek rasti (sliki 11 in
12). Na agarju z velikim jesenom, na agarju z bukvijo in na agarju z malim jesenom so
enakomerno rasli, dokler niso prerasli celotne petrijevke. Izolati se nekoliko razlikujejo v
rasti na krompirjevem agarju. Krivulja rasti je nekoliko bolj splos¢ena pri slovenskih
izolatih (kar nakazuje na pocasnejSo rast), vendar pa oboji izolati na koncu dosezejo skoraj
kon¢ni moZni premer (prerastejo petrijevke). Krivulji rasti na sladnem agarju in na
sladnem agarju s streptomicin sulfatom sta pri slovenskih izolatih ves cas vzporedni.
Krivulja, ki prikazuje rast na sladnem agarju poteka nekoliko viSe. Pri poljskih izolatih pa
se krivulji sekata. Poljski izolati so na sladnem agarju s streptomicin sulfatom na zacetku

rasli hitreje.
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4.1.4 Hitrost rasti poljskih in slovenskih izolatov na razli¢nih gojis¢ih

Za vsako gojiS€e posebej smo ugotavljali razlike v hitrosti rasti med poljskimi in
slovenskimi izolati glive. Najprej smo izvedli Levenov test homogenosti varianc.
Homogenost varianc smo potrdili pri agarju z malim jesenom, pri vodnem in
krompirjevem agarju in pri sladnem agarju s streptomicin sulfatom. Nadaljevali smo z
enosmerno analizo variance. Pri ostalih gojiS¢ih, kjer predpostavka o homogenosti varianc
ni bila izpolnjena, smo izvedli Kruskal-Wallisov test neparametri¢ne analize variance.
Rezultati statisti¢ne analize so pokazali razlike v hitrosti rasti med poljskimi in slovenskimi
izolati na bukovem, sladnem in Czapek agarju pri stopnji znacilnosti a = 0,05. Na ostalih

.....

izolati.

Slovenski izolati so v povprecju rasli hitreje kot poljski. ViSja hitrost rasti je bila

.....

omenjenih dveh gojis¢ih so poljski izolati rasli hitreje kot slovenski. (preglednica 4, slika

13).



FlajSman K. Znacilnosti rasti izolatov glive Chalara fraxinea in vpliv razli¢nih gojis¢, 2011 29
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Lj., Biotehniska fak., Odd. za gozdarstvo in obnovljive gozdne vire, 2011

.....

podatke brez delitve izolatov na poljske in slovenske, se je tudi tukaj pokazala podobna
»produktivnost« posameznih gojis¢. Tako poljski kot slovenski izolati so najhitreje rasli na

agarju iz malega jesena in najpocasneje na Czapek agarju.

Vendar pa se je pokazalo, da so slovenski izolati hitreje rasli na agarju z velikim jesenom
kot na krompirjevem agarju. Poljski izolati pa so na krompirjevem agarju rasli hitreje kot

na agarju z velikim jesenom in celo hitreje kot na agarju z bukvijo.

.....

odklon

5 Poljski Slovenski
Sifra gojiS€a | Hitrost Standardni Hitrost Standardni
(mm/dan) odklon (mm/dan) odklon

MEA* 1,15 +0,45 1,89 +0,96
BUKEV*#* 2,28 +0,42 2,99 +0,75
PDA 2,76 +1,06 2,07 +0,99
M.JESEN 3,38 +0,99 3,63 +1,01
V.JESEN 2,20 +0,57 2,49 +0,31
MEAss 1,32 +1,08 1,46 +0,72
CZAPEK* 0,09 +0,09 0,24 +0,19
VODNI 1,61 +0,73 1,41 +0,51

* Oznacuje gojis¢a, na katerih so med poljskimi in slovenskimi izolati statisticno znacilne

razlike v hitrosti rasti.
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FlajSman K. Znacilnosti rasti izolatov glive Chalara fraxinea in vpliv razli¢nih gojis¢, 2011 31
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Lj., Biotehniska fak., Odd. za gozdarstvo in obnovljive gozdne vire, 2011

4.2  RAST POSAMEZNIH IZOLATOV GLIVE Chalara fraxinea

Kako razli¢en je bil potek rasti posameznih izolatov, je prikazano na sliki 14, in sicer na
primeru sladnega agarja. Celotno petrijevko sta najhitreje prerasla izolata RIBW in NEGL.
Nenaden skok krivulj, tik preden doseZeta maksimalno vrednost, je posledica tega, da je
gliva prerasla petrijevko. Izolati P4478, SBW in KRW so za zacetek rasti potrebovali dalj
Casa, njihova rast pa se je zacela upocasnjevati, Se preden so dosegli robove petrijevke.
Izolati P4007, P4482, P4253, MUTW, P4035 in P4252 so na zacetku (priblizno do 10.
dne) rasli poCasneje, nato pa so dokaj enakomerno in poc€asi priras¢ali. Po osmih tednih, ko
smo z merjenjem zakljucili, nobeden od njih ni prerasel petrijevke. Za zacetek rasti je

najdlje potreboval izolat KAM, njegova rast se je kmalu upocasnila, pa tudi zrasel je

najmanj.
Potek rasti izolatov na sladnem agarju MEA
70
RIBW — P4035
£ 60 - — P4482
£ P4252
%)
g 90 1 —— P4478
=]
e —— P4007
= 40 -
E — P4253
£ 30 - —— NEGL
E — RIBW
[ i
§ 20 KRW
=]
& 10 — MUTW
KAM
0 —— SBW
0 10 20 30 40 50 60
Dnevi

Slika 14: Potek rasti izolatov na sladnem agarju

Po treh tednih (21 dni) inkubacije na sladnem agarju so premeri glivnih kolonij (brez
upostevanja premera vcepka — 6 mm) znaSali od 6,50 mm pri poljskem izolatu P4252 pa do
48,33 mm pri slovenskem izolatu RIBW (slika 15). Velikost premera vidno izstopa pri
dveh izolatih, in sicer NEGL in RIBW. Po treh tednih sta velik premer dosegla tudi KRW
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(24,67 mm) in SBW (23,50 mm). Povpre¢ni premer slovenskih izolatov MUTW (16,17
mm) in KAM (6,83 mm) je primerljiv s premeri vseh poljskih izolatov, katerih povpre¢ni

premeri se gibljejo med 6,50 mm in 18,50 mm.

e (mm)

]

Povpreéni premer koloni

P4035 P4432 P4252 P4473 P4007 P4233 NEGL RIBW KEW  MUT  HAM  SBW

Slika 15: Povprec¢ni premer kolonij razli¢nih izolatov glive Chalara fraxinea po 21 dneh rasti na
sladnem agarju pri temperaturi 22 °C in v temi.
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4.2.1 Sladni agar

Primerjava hitrosti rasti med izolati na sladnem agarju je pokazala veliko variabilnost med
posameznimi izolati. Pri izolatih SBW, KRW, MUTW in P4478 smo opazili tudi veliko

variabilnost med samimi ponovitvami (slika 16)

Najvecjo povprecno hitrost je dosegel izolat RIBW (2,70 mm/dan), najniZjo pa izolat
KAM (0,46 mm/dan). Pri izolatih SBW, KRW in MUTW so standardni odklon in
standardne napake veliki (priloga A).

Kruskal-Wallisov test je pokazal, da so statisticno znacCilne razlike v hitrosti rasti med

posameznimi izolati (priloga B).
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Slika 16: Hitrost rasti izolatov na sladnem agarju. Prikazane so povprecne hitrosti in + standardna
napaka
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4.2.2 Agar z bukvijo
Na agarju z bukvijo je bil razpon povprecnih hitrosti med 1,67 mm/dan pri P4252 in 4,36
mm/dan pri SBW. Tukaj so vsi izolati rasli hitreje kot na sladnem agarju. Predvsem pri

slovenskih izolatih je bila standardna napaka manjSa (slika 17, priloga A).

Ugotovili smo statisticno znacilne razlike v hitrosti rasti med izolati (priloga B).

5,007

4,00

3,00 % 3

2,00

Hitrost rasti (mm/dan)

1,007

J | | 1 | 1 ! I ! 1 | 1
P4035 P4432 P4252 P4475 P4007 P4253 NEGL RIBW KRW MUTW KAM SBW

Slika 17: Hitrost rasti izolatov na agarju z bukvijo. Prikazane so povprecne hitrosti in + standardna
napaka
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4.2.3 Krompirjev agar

Tudi na krompirjevem agarju so bile razlike v hitrosti rasti statisti¢no znacilne. Najnizja
povprecna hitrost je bila 1,11 mm/dan pri MUTW, najvi§ja pa 4,35 mm/dan pri P4478.
Opazili smo, da so poljski izolati na tem gojiS€u rasli hitreje od slovenskih, kot smo Ze

.....

(slika 18, priloga A).

Levenov test homogenosti varianc je pokazal, da so variance homogene, zato smo lahko
upostevali rezultat analize variance, da so med izolati statisticno znacilne razlike (priloga

B).
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Slika 18: Hitrost rasti izolatov na krompirjevem agarju. Prikazane so povprecne hitrosti in +
standardna napaka
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4.2.4 Agar z malim jesenom

Na agarju z malim jesenom so izolati rasli najhitreje. NajniZjo hitrost (2,39 mm/dan) je
imel ponovno izolat MUTW, najviSjo (5,33 mm/dan) pa SBW. Velika odstopanja med
ponovitvami so bila le pri izolatih P4252 in RIBW. Pri ostalih izolatih sta bila standardni
odklon in standardna napaka majhna (slika 19, priloga A).

Kruskal-Wallisov test je pokazal, da so med izolati statisti¢no znacilne razlike (priloga B).
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Slika 19: Hitrost rasti izolatov na agarju z malim jesenom. Prikazane so povprecne hitrosti in
t+standardna napaka
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4.2.5 Agar z velikim jesenom

Na agarju z velikim jesenom je najpocCasneje rasel izolat P4482 (1,54 mm/dan), najhitreje

pa ponovno izolat SBW (2,94 mm/dan) (slika 20, priloga A).

Kruskal-Wallisov test je pokazal, da so med izolati statisti¢no znacilne razlike (priloga B).
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Slika 20: Hitrost rasti izolatov na agarju z velikim jesenom. Prikazane so povpre¢ne hitrosti in +
standardna napaka
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4.2.6 Sladni agar s streptomicin sulfatom

Na sladnem agarju z dodanim streptomicin sulfatom je bila najniZja hitrost rasti 0,48
mm/dan pri dveh izolatih, in sicer P4035 in P4482. Najhitreje je rasel izolat P4478, s 3,49
mm/dan. Omenjeni izolat je najhitreje rasel tudi na krompirjevem agarju (slika 21, priloga

A).

Kruskal-Wallisov test je pokazal, da so med izolati statisti¢no znacilne razlike (priloga B).
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Slika 21: Hitrost rasti izolatov na sladnem agarju s streptomicin sulfatom. Prikazane so povprec¢ne
hitrosti in + standardna napaka
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4.27 Czapek agar

Na Czapek agarju je bila rast vseh izolatov opazno ovirana. Tudi variabilnost med
ponovitvami pri posameznem izolatu je bila velika. Pri izolatu P4007 nobena izmed
ponovitev ni kazala znakov rasti. Najhitreje je rasel izolat SBW, pa Se ta le 0,42 mm/dan.
Tudi zacetek same rasti je bil tukaj zakasnjen. Prvi izolati so zaceli rasti Sele slabe tri tedne
po cepitvi. Rast je bila pocasna, v povpre¢ju le 0,42 mm/dan (slika 22, priloga A). Na
izolatu KRW smo opazili znac¢ilno obliko hif, ki so se razlikovale od vseh ostalih (slika

23).

Kruskal-Wallisov test je pokazal, da so med izolati statisti¢no znacilne razlike (priloga B).
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Slika 22: Hitrost rasti izolatov na Czapek agarju. Prikazane so povprec¢ne hitrosti in + standardna
napaka
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Slika 23: Znacilna oblika hif glive Chalara fraxinea, izolata KRW, na Czapek agarju (Foto:
Katarina FlajSman)
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4.2.8 Vodni agar

Na vodnem agarju so se povprecne hitrosti rasti izolatov gibale med 0,92 mm/dan pri

MUTW do 2,70 mm/dan pri P4007 (slika 24, priloga A).

S Kruskal-Wallisovim neparametricnim testom za enosmerno analizo variance smo

ugotovili, da na vodnem agarju med izolati ni statisticno znacilnih razlik (priloga B).
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Slika 24: Hitrost rasti izolatov na vodnem agarju. Prikazane so povprecne hitrosti in + standardna
napaka
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4.3  REZULTATIIZOLACI

Okoli ko¢ka lesa se je razvil belkast micelij glive (slika 25). Ze pod lupo so bila opazna
nespolna trosiS¢a (slika 26). Pod mikroskopom smo lahko opazovali male in velike

konidije, fialide in konidije, zdruZene v obliki sluzastih kapljic (slike 27-29).

Celotne fialide so bile dolge 16,57 (13,44-20,8) um (n = 23) in na najSirSem delu Siroke
4,5 (3,61-5,66) um. Velikost prvih konidijev (veliki konidiji) je bila 6,74 (5,98-7,89) X
1,88 (1,67-2,19) um (n = 10), velikost ostalih (malih) konidijev pa 3,46 (2,95-4,02) x 2,2
(1,92-2,48) um (n = 40). Opazovane morfoloSke znacilnosti so se ujemale z opisom glive

C fraxinea, kot so jo opisali N.Ogris, T. Hauptman in D. Jurc (2009) ter Kowalski (2006).

Slika 25: Izolirana glivna kolonija na sladnem agarju pod lupo Olympus SZX 12 (Foto: Tine
Hauptman)
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Slika 26: Trosis¢a na sladnem agarju pod lupo Olympus SZX 12 (Foto: Tine Hauptman)

Slika 27: a. Prvi nastali veliki konidij; b. kasneje nastali mali konidiji (Foto: Tine Hauptman)
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Slika 28: Konidiji v obliki sluzastih kapljic (Foto: Tine Hauptman)

Slika 29: Fialide na hifah (Foto: Tine Hauptman)
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S. RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Vpliv gojis¢ na rast

.....

.....

statisti¢ni analizi smo uporabili podatke vseh izolatov skupaj.

V literaturi nismo zasledili, da bi glivo gojili Se na katerem drugem gojiS€u, razen na
sladnem agarju in na sladnem agarju s streptomicin sulfatom. Kowalski (Kowalski 2006) je
opravil izolacije glive na sladni agar s streptomicin sulfatom, vendar so podatki o hitrosti
rasti vezani le na sladni agar. Hitrost rasti na sladnem agarju je relativno pocasna

(Kowalski, 2006; Kowalski in Bartnik, 2010).

.....

.....

Gliva je najhitreje rasla na agarju z malim jesenom (3,5 mm/dan), kar je presenetljivo. Za
mali jesen se sklepa, da je manj dovzeten za okuzbe z glivo Chalara fraxinea, kar se
pojasnjuje z dejstvom, da naravne okuzbe Se niso opazili (Kirisits in sod., 2009a). Kirisits
in sod. (2009a) so naredili poskus z inokulacijo glive C. fraxinea na mali jesen (Fraxinus
ornus).V 1-letne sejanke malega jesena so inokulirali 2 razli¢na izolata in v obeh primerih
je gliva izkazala patogenost do F. ornus. Pri prvem poskusu so nekatere rastline kazale
znake venenja listov ter odmiranje in nekroze enakih dimenzij kot pri F. excelsior. Pri
drugem poskusu znakov odmiranja ni bilo, nekroze so bile manjse. Iz naSih rezultatov
lahko sklepamo, da vzroka za manjSo dovzetnost F. ornus za okuzbo z glivo C. fraxinea, ni
v dolocenih snoveh ki jih vsebuje les F. ornus, temveC nekje drugje. Morda gliva ni
sposobna okuZiti listov malega jesena in zaradi tega ne more prodreti do poganjka in na
njem povzrocCiti bolezen. Vendar tudi ta sklep ovrzejo ugotovitve, do katerih sta prisla

Kriautler in Kirisits (2011). Dokazala sta, da je za simptome uvelega listja na jesenu kriv
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teleomorf glive C. fraxinea — Hymenoscyphus pseudoalbidus. V poskusu inokulacije glive
H. pseudoalbidus na liste dreves sta preuCevala odziv 3 vrst jesenov (F. excelsior, F.
angustifolia, F. ornus). Simptomi bolezni (nekroze na listnih pecljih, venenje, odpadanje)

so se pojavili na listih vseh 3 vrst jesenov, torej vkljucno s F. ornus.

Hitro rast smo opazili tudi na agarju z bukvijo (2,63 mm/dan). V naravi bolezen jesenov
ozig sicer ne kuzi bukve, agar z bukvijo pa smo v poskus vkljucili zato, ker je bukev pri
nas skoraj najpogostejSa vrsta. Hitrost rasti na agarju z velikim jesenom in na
krompirjevem agarju je bila skoraj enaka, na agarju z velikim jesenom (2,34 mm/dan)

nekoliko niZja kot na krompirjevem agarju (2,41 mm/dan).

.....

dreves (mali jesen, veliki jesen, bukev) in na krompirjevem agarju. Vzrok k temu bi lahko
bile viSje koncentracije hranilnih snovi v teh gojiS¢ih ali ustreznejSe koncentracije

.....

pripravljenimi iz Zaganja dreves, tudi ni bilo statisticno znacilnih razlik.

Na vodnem agarju, ki smo ga pripravili samo z destilirano vodo in agarjem in v katerem je
bilo hranil manj, je gliva rasla pocasneje (1,51 mm/dan) ter v istem hitrostnem »rangu« kot
na sladnem agarju (1,52 mm/dan) in na sladnem agarju (1,39 mm/dan) z dodatkom
streptomicin sulfata. Hitrosti rasti na teh treh gojiS€ih se med seboj statisticno niso

razlikovale. Po€asno rast na sladnem agarju je omenil Ze Kowalski (Kowalski, 2006).

Zanimivo je, da nismo odkrili statisticno znacilnih razlik v hitrosti rasti glive na sladnem
agarju in sladnem agarju z dodanim fungicidom streptomicin sulfatom. Povpre¢na hitrost
je bila na slednjem gojiScu le nekoliko (0,03 mm/dan) niZja kot na sladnem agarju brez

fungicida.

NajslabSe je gliva rasla na Czapek agarju. Povprecna hitrost rasti je tukaj znasala 0,16

mm/dan, omeniti pa je treba, da vecina izolatov pravzaprav sploh ni zacela rasti. Hitrost

.....
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Izolate smo nato razdelili na poljske in slovenske ter preizkuSali, ali se statisti€no
razlikujejo v hitrosti rasti na vsakem od gojiS¢ posebej. Ugotovili smo, da na vecini gojis¢
ni statisticno znacilnih razlik v rasti med poljskimi in slovenskimi izolati glive C. fraxinea.

Razlike smo ugotovili na sladnem agarju, na bukovem agarju in na Czapek agarju.

Hitrost rasti slovenskih izolatov je bila v povprecju hitrejSa od poljskih. Visja hitrost rasti

.....

.....

zasledimo, da so razlike v hitrosti med izolati z razlicnih obmo¢ji in tudi med izolati
znotraj istega obmocja (Kowalski in Bartnik, 2010). Razlike med poljskimi in slovenskimi
izolati si delno lahko razlagamo s tem, da so bili 4 od 6 slovenskih izolatov izolirani ze v
letih 2007 in 2008, vsi ostali izolati pa so bili izolirani v letu 2010. Bolj natan¢no
obravnavamo mogoce vzroke v naslednjem poglavju, kjer primerjamo vse izolate na

sladnem agarju.

5.1.2 Razlike v rasti med izolati na sladnem agarju

Velikosti premerov izolatov glivnih kolonij Chalara fraxinea iz naSega poskusa so merile
od 6,50 mm do 48,33 mm. Ce obravnavamo lo¢eno poljske in slovenske izolate, potem so
premeri pri poljskih izolatih merili od 6,50 mm do 18,50 mm, pri slovenskih izolatih pa je
razpon vecji, in sicer od 6,83 mm do 48,33 mm. Kowalski navaja (Kowalski, 2006), da je
velikost premera glivnih kolonij na sladnem agarju po treh tednih (21 dni) rasti pri
temperaturi 20 °C in v temi znaSala od 9 do 28 mm. V omenjenem ¢lanku nismo zasledili,
da bi od premera kolonije odsteli tudi premer samega vcepka kot smo to storili mi, zato je
treba pri primerjavi rezultatov Kowalskega z naSimi vsem naSim vrednostim priSteti
premer vcepka 6 mm. Razpon premerov poljskih izolatov (9-28 mm), ki jih navaja
Kowalski, tako dokaj sovpada z naSimi rezultati premerov poljskih izolatov (12,50-24,50
mm, brez vcepka 6,5-18,50 mm). Razpon premerov slovenskih izolatov pa je vecji (12,83—
54,33 mm, brez vcepka 6,83-48,33 mm). Vzrok za visoko zgornjo mejo intervala sta
izolata NEGL in RIBW s premeroma 50,33 mm (brez vcepka 44,33 mm) in 46,33 mm
(48,33 mm). Velik premer imata tudi izolata KRW — 30,67 mm (brez vcepka 24,67 mm) in

SBW — 29,50 mm (brez vcepka 23,50 mm). Preostala slovenska izolata imata manjSe
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premere MUTW — 24,17 mm (brez vcepka 16,17 mm) in KAM — 12,83 mm (brez vcepka
6,83 mm.)

Vzrok za takSne razlike v premerih bi lahko bil ¢as izolacije izolatov. Iz podatkov o
izolatih v preglednici 1 je razvidno, da so bili vsi poljski izolati izolirani med 5. 8 in 22. 9
leta 2010. Slovenski izolati pa so bili, razen MUTW in KAM, izolirani Ze leta 2007
(NEGL, RIBW, SBW) in 2008 (KRW). Izolat MUTW je bil izoliran 24. 9. 2010, KAM pa
4. 11. istega leta. Veliki premeri izolatov NEGL in RIBW po 21 dneh rasti na sladnem
agarju bi lahko bili posledica relativne starosti samih izolatov, ki so se spremenili zaradi
razmer in vitro. S podaljSevanjem Casa shranjevanja Zive glivne kulture v Cisti kulturi se
namre¢ v razmerah in vitro lahko pojavijo degeneracije (Kowalski in Holdenrieder,

2009a).

Ob vseh teh primerjavah naSih rezultatov z rezultati Kowalskega moramo omeniti tudi
podatek, da so naSe glive rasle v inkubatorju pri temperaturi 22 °C, glive v poljskem
poskusu pa pri 20 °C. Kot optimalna temperatura za rast veine izolatov glive se navaja
temperatura okoli 20 °C, pri temperaturi 25 °C pa so zabelezili nekoliko pocasnejSo rast
(Kowalski in Bartnik, 2010). Poskusi v Laboratoriju za varstvo gozdov GIS so pokazali, da

je hitrost rasti glive C. fraxinea najvecja pri 22 °C (Hauptman, 2011).

Podatek o hitrosti rasti na sladnem agarju navajata tudi Halmschlager in Kirisits
(Halmschlager in Kirisits, 2008). Avstrijski izolati glive C. fraxinea so bili vefinoma
pocasi rastoci, kar pomeni, da so v 3 do 8 tednih prerasli petrijevke premera 5 cm, pri
temperaturi 23-25 °C. Preracunano v hitrost znasa to od 0,89 mm/dan do 2,38 mm/dan, kar

je primerljivo z naSimi rezultati (0,46 mm/dan do 2,7 mm/dan).

V raziskavi o morfologiji kolonij razli¢nih poljskih izolatov glive C. fraxinea in vplivih
temperature na rast in strukturo kolonij (Kowalski in Bartnik, 2010) so omenjene velikosti
premerov glive C. fraxinea po 5 tednih rasti na sladnem agarju pri temperaturi 20 °C med
33,5 mm/dan in 68,2 mm/dan. Preracunano v hitrost rasti znasa to od 0,96 mm/dan do 1,95

mm/dan, kar je primerljivo s hitrostmi izolatov iz naSega poskusa. Hitrosti poljskih
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izolatov iz naSega poskusa so bile med 0,87 mm/dan in 2,10 mm/dan, hitrosti slovenskih

pa med 0,46 mm/dan in 2,78 mm/dan.

Predmet naSe raziskave sicer ni bilo opazovanje morfoloSkih razlik med kolonijami
razli¢nih izolatov glive C. fraxinea, a vseeno lahko omenimo, da smo morfoloske razlike
ki jih opisujeta Kowalski in Bartnik (Kowalski in Bartnik, 2010). Prav tako so nekateri
izolati tvorili sektorje, ki so se razlikovali po barvi, strukturi micelija in hitrosti rasti. Na

Czapek agarju smo pri izolatu KRW okoli vcepka opazili temno rjave hife znacilnih oblik,

.....

ooooo

..........

agarjih z bukvijo, malim jesenom in velikim jesenom je najhitreje rasel izolat SBW. Prav
tako je najvec€ in najhitreje zrasel na Czapek agarju. Na krompirjevem agarju in na sladnem
agarju s streptomicin sulfatom je najhitreje rasel izolat P4478, na sladnem agarju izolat

RIBW in na vodnem agarju izolat P4007.

Ce razdelimo izolate glede na drZavo izvora, je samo med poljskimi izolati dokaj hitro
rasel izolat P4478. NajhitrejSo povpre€no hitrost rasti med poljskimi izolati je imel na vseh
z velikim jesenom je bila njegova hitrost le malo viSja od hitrosti izolata P4007. Pri

slovenskih izolatih pa je najhitreje rasel izolat SBW. Njegova povpre€na hitrost rasti je bila

.....

v

agarju in na agarju z malim jesenom je imel najmanjSo hitrost izolat MUTW. Na agarju z
velikim jesenom in na sladnem agarju s streptomicin sulfatom je najpocCasneje rasel izolat

P4482, na sladnem agarju izolat KAM, na agarju z bukvijo P4252. Na Czapek agarju, ki se
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je izkazal za gojisce, ki najbolj zavira rast, ni kazal popolnoma nobenih znakov rasti izolat

.....

najhitreje od vseh.

Razlike v hitrosti rasti izolatov so bile na vseh gojis¢ih, razen na vodnem agarju, statisticno
znacCilne. Med razlicnimi populacijami glive Chalara fraxinea tako obstajajo razlike,

katerih vzrok bi morda lahko pojasnili z molekularnimi raziskavami.

Na vseh gojis¢ih smo dobili vsaj en izolat, pri katerem je bila variabilnost Ze med
posameznimi ponovitvami velika. Vzrok za variabilnost med samimi ponovitvami pri istih
izolatih je lahko tudi poskodovanost vcepkov zaradi precepljanja, premalo aktivnega
micelija na vcepku in ostalih posSkodb vcepka, ki se kljub pazljivosti lahko zgodijo med
precepljanjem. Za natancnejSe rezultate bi morali zasnovati poskus z ve¢ ponovitvami in

ne samo s tremi, kot so bile v naSem primeru.

5.2 SKLEPI

Na rast izoliranih kultur vplivajo lastnosti gojiSca. Na gojiscih, ki vsebujejo vecje oziroma
ustreznejSe koli¢ine hranil, je rast hitrejSa. NajhitrejSo rast smo opazili na agarju z malim
jesenom (Fraxinus ornus), zato iz tega lahko sklepamo, da vzrok za manjSo dovzetnost
malega jesena za okuzbo z glivo ni v dolo¢enih snoveh, ki jih vsebuje les malega jesena,
temve¢ nekje drugje. Ce bi hoteli ugotoviti, kaj povzro¢a odpornost malega jesena, bi bilo
pripravljenih iz izvleCkov lesa, ne pove veliko o dovzetnosti drevesne vrste za okuZbe z
glivo, saj kljub temu, da je gliva hitro rasla tudi na agarju z bukvijo, to Se ne pomeni, da je
bukev lahko potencialno ogrozena drevesna vrsta. Ve¢ smiselnih zakljuckov bi verjetno

lahko naredili, ¢e bi na izbranih drevesnih vrstah izvajali poskuse z inokulacijo glive.

Med hitrostjo rasti poljskih in slovenskih izolatov na sladnem agarju so statisticno znacilne
razlike. Povpre€na hitrost rasti slovenskih izolatov je bila tudi vecja. Sklepamo, da je eden
od vzrokov za to neusklajena starost izolatov. S starostjo izolatov lahko pride do

prilagoditve glive na laboratorijske pogoje (rast na gojiS€u v petrijevki, v temi in pri
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doloceni temperaturi), zato je treba v poskusih, kjer primerjamo med sabo razli¢ne izolate,

za pridobitev dobrih rezultatov uporabiti priblizno enako stare izolate.

Da bi dobili boljSe rezultate, na katere bi manj vplival negativni vpliv poSkodb micelija v
postopku precepljanja, bi bilo potrebno v poskus vkljuciti ve¢ ponovitev. Ob tem se

coev v

in bolj zamudno delo.

Med razliénimi izolati glive Chalara fraxinea je velika variabilnost. Razlike v rasti

posameznih izolatov so statisti¢no znacilne na vseh gojiscih, razen na vodnem agarju.

Iz rezultatov dela lahko zaklju¢imo, da zakonitosti v hitrosti rasti izolatov glive C. fraxinea
na razli¢nih gojiScih niso jasno definirane. 1z dobljenih rezultatov sicer lahko razberemo,
kateri izolati rastejo najhitreje, in iz tega sklepamo na ustreznost teh gojis¢ za rast glive C.

fraxinea.

Za popolnejsi vpogled v ekoloske in fizioloSke znacilnosti glive C. fraxinea bi bilo
potrebno uporabiti razlicne raziskovalne metode, od molekularnih analiz do poskusov z
inokulacijo glive. Z rezultati gojenja glive in vitro si ne moremo vedno popolnoma

razlagati njene biologije in vivo.
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6 POVZETEK

Gliva Chalara fraxinea je povzrociteljica resne bolezni jesenovega oziga, s katero se v
zadnjih dvajsetih letih spopadajo na obmoc¢ju Evrope. Bolezen moc¢no prizadene veliki
jesen (Fraxinus excelsior) in ozkolistni jesen (Fraxinus angustifolia), mali jesen (Fraxinus
ornus) pa v naravnih sestojih ni prizadet, zato se predvideva, da je odporen na bolezen.
Ogrozeni so jeseni vseh starosti. Simptomi jesenovega oziga so venenje listov in suSenje
poganjkov, odmiranje vej odraslih dreves, vzdolZzne rjavkaste nekroze in raki na okuzenih
poganjkih. Z opazovanjem glive in vitro lahko sklepamo na njeno obnasanje in ekoloSke
ter fizioloSke znacilnosti in vivo. Gojenje glive C. fraxinea na sladnem agarju je pokazalo
razlike v barvi in morfologiji med glivnimi kolonijami posameznih izolatov, prav tako pa
razlike v hitrosti rasti med posameznimi izolati. Ugotovili so tudi, da na rast kolonij glive

C. fraxinea vpliva temperatura.

V diplomski nalogi smo ugotavljali razlike v rasti glivnih kolonij razli¢nih izolatov C.
fraxinea, primerjali izsledke z Ze znanimi podatki iz literature in opazovali rast glive C.
fraxinea na 8 razli¢nih gojis¢ih. Praktic¢ni del diplome je potekal na Oddelku za varstvo
gozdov, Gozdarskega inStituta Slovenije. Zaceli smo konec novembra 2010 s pripravo
ponovitvah. 6 izolatov nam je za potrebe raziskave iz Poljske poslal prof. Tadeusz
Kowalski. Rast izolatov smo spremljali 8 tednov (od 10. 1. 2011 do 21. 3. 2011). Meritve
premerov smo izvajali trikrat tedensko in na koncu iz dobljenih podatkov izracunali hitrosti
rasti posameznih izolatov in naredili statisticno analizo, pri kateri smo uporabili enosmerno
analizo variance, ali pa neparametri¢ni Kruskal-Wallisov test za enosmerno analizo
variance. Poleg tega poskusa smo naredili tudi izolacije gliv iz sestoja velikega jesena
(Fraxinus excelsior) z znaki jesenovega oziga v okolici Kamnika. Ugotovili smo, da je bila

izolirana gliva res C. fraxinea.

Hitrosti rasti glive so se razlikovale glede na gojiS€e, med gojis€i so bile statisticno
znacilne razlike. NajhitrejSo rast smo opazili na gojiscih, ki smo jih pripravili iz Zaganja

izbranih dreves (mali jesen, veliki jesen, bukev) in na krompirjevem agarju. To je verjetno

.....
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hranilnih snovi, ali pa boljSih razmerij med njimi. Gojenje izolatov glive na gojiScih,
pripravljenih iz izvleCkov lesa, ne pove veliko o dovzetnosti drevesne vrste za okuZzbe z
glivo, saj je gliva najhitreje rasla na agarju z malim jesenom, ki v naravi ni dovzeten za
okuzbe z glivo. Iz tega lahko sklepamo, da je vzrok za odpornost drugje. Na Czapek agarju
je bila rast gliv zaradi snovi, ki jih vsebuje gojiSce, pri vseh izolatih zelo ovirana. Slovenski
da je bilo 4 od 6 slovenskih izolatov starejSih od ostalih izolatov. Da ne bi prihajalo do
taksSnih posledic, bi bilo v poskus treba vkljuciti predvsem sveze izolate enakih starosti.
Razlike v rasti med posameznimi izolati glive C. fraxinea so bile statistino znacilne na
vseh gojiscih, razen na vodnem agarju. Natan¢ne zakonitosti v hitrosti rasti izolatov glive
sklepamo na ustreznost gojis¢a za glivo C. fraxinea. Za popolnejSe razumevanje biologije

te patogene glive bi bila potrebna nadaljnja raziskovanja in razli¢ne raziskovalne metode.
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P4007 1,05 +0,02 |2,34 0,05 (3,05 +0,49 3,36 40,04 |2,79 #0,16 | 1,35 0,31 |0,00 0,00 |2,70 0,21
P4253 0,98 +0,02 [227 #0,05 (241 £047 442 +0,11 |1,89 0,12 | 1,40 0,26 | 0,09 0,05 | 1,53 =0,16
NEGL 2,46 +0,02 |221 0,01 |2,58 0,24 |3,71 40,17 | 2,51 0,04 | 1,76 0,07 |0,34 0,21 | 1,83 0,01
RIBW 2,79 +0,07 |3.43 0,20 | 1,26 0,04 |3,85 41,08 |2,68 0,07 |1,39 0,16 |0,13 0,22 | 1,63 0,28
KRW 1,84 +0,91 [2,60 0,02 |2,12 +0,48 |3,56 40,09 |2,29 0,04 |0,86 0,16 |0,35 0,13 | 1,46 0,25
MUTW 1,34 +0,64 [2,83 x0,09 | 1,11 0,16 {2,39 +0,29 |2,31 #0,46 | 1,36 £1,25 0,08 £0,09 | 0,92 0,11
KAM 0,46 +0,13 [248 0,22 1,60 0,17 {295 40,17 |2,21 #0,15|0,94 #£0,05|0,10 #0,09 | 1,16 0,91
SBW 2,46 +0,97 |4,36 0,16 |3,76 0,73 533 0,00 |2,94 0,05 |2,47 035|042 0,14 |1,46 =+0,65
SKUPAJ | 1,52 +0,83 [2,63 0,70 | 2,41 1,06 |3,50 +1,00 (2,34 #0,48 |1,39 #091 |0,16 #0,17 | 1,51 0,63

** gstandardni odklon
* hitrost rasti




PRILOGA B: Rezultati Kruskal-Wallisovega testa pri primerjavi hitrosti rasti posameznih izolatov

.....

hitrostjo rasti izolatov pri stopnji znacilnosti a = 0,05

Sifra gojis¢a | Testna statistika p QOdlocitev

MEA 30,6199 0,0013 | So statisticno znacilne razlike
BUKEV 29,1915 0,0021 | So statisticno znacilne razlike
PDA 29,1915 0,0021 | So statisticno znacilne razlike
M.JESEN 29,1110 0,0022 | So statisticno znacilne razlike
V.JESEN 29,7061 0,0018 | So statisticno znacilne razlike
MEA+ss 28,7409 0,0025 | So statisticno znacilne razlike
CZAPEK 21,3502 0,0299 | So statisticno znacilne razlike
VODNI 17,8246 0,0857 | Ni statisti¢no znacilnih razlik




