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What is Happening with Ash Trees in Slovenia Region? - Part Four
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Izvlecek:

Piskur, B.: Kaj se dogaja zjesenom prinas? - Cetrto nadaljevanje. Gozdarski vestnik, 68/2010, §t. 5-6. V slovens¢ini
z izvleCkom v angles¢ini, cit. lit. 16. Prevod avtorica, lektoriranje angleskega besedila Breda Misja, jezikovni pregled
slovenskega besedila Marjetka Sivic.

Prispevek je nadaljevanje serije prispevkov o jesenovem ozigu. Tokrat predstavljamo najnovejsa dognanja v povezavi
z molekularnim proucevanjem povzrociteljice omenjene bolezni. Gliva Hymenoscyphus albidus, ki je bila dolo¢ena
kot spolna oblika glive Chalara fraxinea, je bila na podlagi nukleotidnih zaporedij treh genskih regij prepoznana kot
kompleks dveh morfolosko tezko lo¢ljivih vrst: H. albidus in H. pseudoalbidus. S pomocjo nukleotidnih zaporedij
je bilo ugotovljeno, da so vsi glivni izolati, izolirani iz obolelih dreves, pravzaprav vrsta H. pseudoalbidus. V sklopu
raziskav, ki jih opravljamo v Oddelku za varstvo gozdov na Gozdarskem inStitutu Slovenije, smo s primerjavo
nukleotidnih zaporedij regij Ef-1a in ITS-rDNA potrdili, da so tudi izolati iz Slovenije vrsta H. pseudoalbidus.
Obe vrsti sta v Evropi zabelezeni Ze pred izbruhom bolezni. Zakaj se je sicer neSkodljiv endofit jesenovih listov
spremenil v agresivnega patogena, pa e vedno ni pojasnjeno.

Kljuéne besede: jesenov ozig, Chalara fraxinea T. Kowalski, Hymenoscyphus pseudoalbidus V. Queloz, C. R. Grunig,
R. Berndt, T. Kowalski, T. N. Sieber & O. Holdenrieder, molekularne metode

Abstract:

Piskur, B.: What is Happening with Ash trees in Slovenia Region? - Part Four. Gozdarski vestnik (Professional
Journal of Forestry), 68/2010, vol. 5-6. In Slovenian, abstract in English, lit. quot. 16. Translated by the author,
proofreading ofthe English text Breda Misja, proofreading ofthe Slovenian text Marjetka Sivic.

This paper is a part of ash dieback series. Recent findings regarding molecular evaluation ofthe causal agent of the
ash dieback are presented. Fungus Hymenoscyphus albidus, previously recognized as a sexual stage ofthe fungus
Chalara fraxinea, was according to sequences ofthree gene regions recognized as a complex of two morphologically
similar species: H. albidus and H. pseudoalbidus. The sequence analyses showed that all fungal isolates obtained
from symptomatic trees are actually H. pseudoalbidus. In the scope of research projects currently ongoing at the
Department of Forest Protection at Slovenian Forestry Institute, a comparison of sequence data of gene regions
Ef-1ain ITS-rDNA revealed that Slovenian isolates are also H. pseudoalbidus. Both species were known in Europe
even before the ash dieback outbreak. But it is still an enigma why this until recently harmless endophyte of ash
leaves changed into an aggressive pathogen.

Key words: ash dieback, Chalara fraxinea T. Kowalski, Hymenoscyphus pseudoalbidus V. Queloz, C. R. Grunig, R.
Berndt, T. Kowalski, T. N. Sieber & O. Holdenrieder, molecular methods

Neobicajen pojav odmiranja jesenov se je zacel v
vzhodni Poljski v devetdesetih letih prej$njega stoletja
(KOWALSKI, 2006). Bolezen se je hitro razsirila na
obmo¢ju Evrope in, kotje znano, so simptomi jeseno-
vega oziga zabelezeni ze v vseh gozdnogospodarskih
obmo¢jih v Sloveniji (OGRIS, 2009). Kot povzroci-
teljicajesenovega ozigaje bila ugotovljena nova vrsta
glive - Chalarafraxinea T. Kowalski (KOWALSKI,
2006). Kowalski in Holdenrieder (2009) sta odkrila
povezavo med nespolno (anamorf) C. fraxinea in
spolno obliko (teleomorf) Hymenoscyphus albidus
(Roberge ex Desm.) W. Phillips. Zanimivo je, da je
teleomorf glive v Evropi znan ze od leta 1851, kar
$e dodatno otezi razumevanje nenadnega fenomena
poskodovanosti jesenov. Gliva H. albidus je endofit
jesenovih listov, ki svoj zivljenjski krog sklene kot
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razkrojevalka opada, kjer tvori drobna belkasta tro-
si§¢a (apotecije) na listnih pecljih (QUELOZ et al.,
2010). Vendar najdba vrste H. albidus ni omejena le
najesen, saj je iz leta 1887 znana zabelezba najdisca
varietete omenjene glive H. albidus var. aesculi W.
Phillips na pecljih listov navadnega divjega kostanja
(PHILLIPS, 1887).

Tradicionalne metode odkrivanja in prepozna-
vanja gliv vkljucujejo opazovanje simptomov okuzb
na proucevanem materialu, izolacijo gliv v Ciste

skopski pregled micelija in razmnozevalnih struktur.
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Molekularne metode so hitrejSe, zanje ni potrebno
obsezno morfolosko znanje in lahko premostijo
pomanjkljivosti gojitvenih tehnik. Kljub priljublje-
nosti molekularnih tehnik paje vrsta pomanjkljivosti
priizvedbi in analizi pridobljenih podatkov, zato sta
nujna kriti¢no vrednotenje rezultatov ter povezava
s klasi¢nimi metodami.

Molekularne metode uporabljamo za proucevanje
nukleinskih kislin. Metode so raznolike; ve¢inoma
temeljijo, posredno ali neposredno, na tehnologiji
PCR (verizna reakcija s polimerazo). V reakciji PCR
s termostabilno polimerazo pomnozimo specifi¢en
odsek v genomu organizma, ki ga definiramo z dvema
zacetnima oligonukleotidoma (kratka fragmenta
DNA, ki nalegata na matricno DNA). Nekatere
regije v genomu odrazajo evolucijo organizma
in jih lahko uporabimo za identifikacijo vrst in
izracun sorodnosti med razli¢nimi taksonomskimi
skupinami. V zadnjih letih je aktualna pobuda za
dolocitev regije DNA, ki bi predstavljala »¢rtno
kodo« zaposamezno vrsto (The DNA Barcode of Life
Initiative). Leta 2007 je bilakot najprimernejsa regija
za kraljestvo gliv izbrana regija rDNA (ribosomska
DNA), ki je sestavljena iz nekodirajocih in iz evo-
lucijsko stabilnejSih kodirajocih regij (ROSSMAN/
PALM-HERNANDEZ, 2008). Omenjena zaporedja
vsebujejo informacije za razlikovanje med vrstami,
medtem ko za ugotavljanje geografske razprsenosti
oziroma strukture populacije primerjava na nivoju
posameznih odsekov najveckrat ni primerna. Za tak
namen uporabljamo druge molekularne metode, ki
zaobjamejo vecji odsek genoma, predvsem tiste dele,
ki so pod manjSo gensko uravnavo.

MorfoloSka pogojenost nivoja vrste je omejena
s fenotipskimi lastnostmi, ki so pri glivah pogosto
posledica konvergentne evolucije - zaradi podobnih
selekcijskih pritiskov se pri razli¢nih taksonomskih
enotah razvijejo podobni morfoloski znaki. Doda-
tno pa se lahko razli¢ne vrste zaradi podobnosti
oziroma pomanjkanja morfoloskih razlik s klasi¢no
identifikacijo oziroma klasifikacijo ne razlikujejo
in jih zmotno opisujemo kot isto vrsto. Take skrite
vrste imenujemo kripti¢ne vrste, ki so v mikologiji
pogoste. Analize genetskega materiala z razli¢nimi
molekularnimi metodami omogocajo vpogled v
raznovrstnost na nivoju genoma in so orodje, s
katerim lahko razre§imo kompleks morfolosko
identi¢nih vrst, ki pa so na nivoju genoma raznolike
(BICKFORD et al., 2007). Zarazvozlavanje morfo-
losko identi¢nega ali tezko loc¢ljivega kompleksa vrst
uporabljamo pristop, ki ne temelji le na primerjavi
nukleotidnih zaporedij enega odseka (npr. regije
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rDNA), pa¢ pa so v analize vkljuceni tudi drugi
odseki genoma (npr. geni za elongacijski faktor 1-a,
kalmodulin, "-tubulin).

V fenotipsko izoblikovanih taksonomskih skupi-
nah najdemo z molekularnimi metodami ve¢ vrst.
Dosedanje raziskave kripti¢nih vrst nakazujejo,
da je bilo dosedanje Stevilo gliv podcenjeno za
najmanj dvakrat. Prepoznavanje kripti¢nih vrst je
pomembno z vidika strategij za kontrolo in nadzor
fitopatogenih gliv. Molekularne metode omogocajo
tudi podrobnejsi vpogled v filogenijo (tj. evolucijski
odnos med taksonomskimi skupinami) in popula-
cijsko genetiko gliv, spoznavanje in razumevanje
procesov nastanka vrst in adaptacije ter naravnejSo
klasifikacijo gliv. Molekularne tehnike so tudi orodje
za natanc¢nejSo identifikacijo ter doloCanje povezav
med razli¢nimi fazami v Zivljenjskem krogu glive
(REDECKER, 2002).

Razumevanje genetike in genetske strukture
fitopatogenih gliv dodatno otezuje proces hibridi-
zacije med vrstami. Po navadi imajo glive znotraj
istega geografskega obmocja genetske prepreke za
vzpostavitev medvrstne hibridizacije. Tako vzdrzu-
jejo optimalno gensko kombinacijo za prezivetje v
doloceni ekoloski nisi ter preprecujejo razSirjanje
Skodljivih genetskih elementov (npr. virusov) med
vrstami. Genetske prepreke so manjSe oziroma
SibkejSe med glivami, ki so geografsko locene.
Tako je z vnosom glive v novo okolje verjetnejSa
hibridizacija (izmenjava genetskega materiala) z
ze prisotno populacijo. Nastali hibridi, ki se lahko
razlikujejo venem samem genu, tekmujejo s prisotno
populacijo ter so nabor razli¢nih genotipskih kom-
binacij. Prezivetvena sposobnost nastalih hibridov,
nadaljnji nastanek novih vrst in patogeno delovanje
so odvisni od razli¢nih dejavnikov, ki so $e vedno
slabo raziskani. Vendar mednarodna trgovina, pre-
mes§canje rastlin, njihovih patogenov in endofitov,
podnebne spremembe ter vnaSanje neavtohtonih
rastlin v nova okolja omogocajo interakcije med
razli¢nimi glivami, kar posledi¢no povecuje moznost
hibridizacije in nastanek hibridov, ki imajo lahko
kompetencno prednost pred prisotnimi populaci-
jami, Se posebno, ¢eje okolje oziroma rastlina pod
stresom (BRASIER, 2000).

Poleti leta 2009 so raziskovalci v Svici spremljali
stanje razli¢nih jesenovih sestojev in opazili, da so
trosi§¢a H. albidus v okuzenih sestojih StevilénejSa
v primerjavi s trosi§¢i, ki so jih nasli v sestojih z
asimptomatskimi drevesi (ETH Zurich, 2010). S
primerjavo nukleotidnih zaporedij treh genskih regij
(ITS, EF1-a in Cal) so Queloz in sodelavci (2010)

341



Pigkur, B.: Kaj se dogaja z jesenom pri nas? - Cetrto nadaljevanje

Slika 1: Anamorf Chalara fraxinea (a-c) in teleomorf Hymenoscyphuspseudoalbidus (d-f): a) podgobje v ¢isti kulturi,
b) fialida, v kateri se oblikujejo konidiji, ¢) konidiji, d) dva apotecija, kjer nastajajo aski, e) ask z askosporami, f)
askospore (foto in opis: dr. Nikica Ogris, 2010).
Figure 1: Anamorph Chalara fraxinea (a-c) and teleomorph Hymenoscyphus pseudoalbidus (d-f): a) mycelium in
pure culture, b) phialide where conidia areformed, c) conidia, d) two apothecia where asci areformed, e) ascus with
ascospores, f) ascospores (photo and text by Nikica Ogris, PhD, 2010).

ugotovili, da sicer morfolosko identiéni glivni izolati
vrste H. albidus ne predstavljajo le ene vrste gliv,
temvec se razvrstijo v dve skupini, ki nista posledica
hibridizacije. Gliva H. albidus je pravzaprav krip-
tiéna vrsta, v kateri sta bili skriti dve razli¢ni vrsti
gliv, in sicer ze opisana vrsta H. albidus ter nova
vrsta Hymenoscyphus pseudoalbidus V. Queloz, C.
R. Griinig, R. Berndt, T. Kowalski, T. N. Sieber &
O. Holdenrieder (QUELOZ et al,, 2010). V prvem
nadaljevanju serije Kaj se dogaja zjesenom pri nas?
je bila gliva H. albidus poimenovana s slovenskim
imenom belkasta pecljevka (JURC, 2009). V tem
prispevku predlagamo =za vrsto Hymenoscyphus
pseudoalbidus ime neprava pecljevka.

Queloz in sodelavci (2010) so vrsto H. albidus,
ki nikoli ni bila zabeleZena kot patogena gliva, nasli
v zdravih in zelo redko tudi v okuzenih jesenovih
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sestojih. Medtem pa so bili vsi izolati, pridobljeni
iz nekroz, ter vecina trosi$¢ iz jesenovih sestojev
s simptomi jesenovega oziga na podlagi analiz
genetskega materiala identificirani kot nova vrsta
H. pseudoalbidus, ki je v primerjavi s svojo sestrsko
vrsto agresivnejSa in okuzuje tudi les.

V Sloveniji smo do leta 2010 izolirali ve¢ kot
sto razliénih izolatov glive C. fraxinea. Nekateri
so shranjeni v zbirki trajnih kultur Oddelka za
varstvo gozdov Gozdarskega inStituta Slovenije.
Sedem izolatov, ki so predstavljali razli¢ne lokacije
in ¢asovna obdobja izolacij, smo vkljucili v analize
genetskega materiala, ki smo jih izvedli v sodelovanju
z Univerzo v Padovi, Italija. Nukleotidna zaporedja
regij ITS-rDNA in EF1-a izbranih izolatov so bila
identi¢na nukleotidnim zaporedjem H. pseudoal-
bidus. V prej$njih nadaljevanjih serije prispevkov
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o jesenovem ozigu (JURC, 2009, OGRIS, 2009,
HAUPTMAN et al.,, 2010) so porocali o glivi H.
albidus kot o teleomorfu glive Chalara fraxinea.
Glede na najnovejSe ugotovitve pa je pravilna
povezava med anamorfno obliko C. fraxinea in
teleomorfom H. pseudoalbidus. Ce je ime anamorfa
glive H. pseudoalbidus sedaj priznano kot Chalara
fraxinea, potem lahko pricakujemo, da bodo Se
anamorf glive H. albidus opisali z novim imenom.
Jasno je namre¢, da se morata tudi anamorfa obeh
vrst razlikovati po genetskih znacilnostih.

V Svici so bili simptomi jesenovega oziga prvi¢
zabelezeni leta 2007 (ENGESSER et al., 2009). Prese-
netljivo paje, da sta bila dva herbarijska primerka, ki
sta bila nabrana na obmod&ju Svice leta 1978 in 1987
ter sta bila vkljucena v raziskavo variabilnosti vrstnega
kompleksa H. albidus, ravno tako prepoznana kot
vrsta H. pseudoalbidus (QUELOZ et al., 2010).

Na evropskem prostoru se je epidemijajesenovega
oziga S§irila z vzhoda na zahod. Mali jesen (Fraxinus
ornus L.), ki je v Evropi od vseh vrst jesenov najbolj
soroden azijskim vrstam, je za okuzbo najmanj
dovzeten (KIRISITS et al, 2009). Vnos invazivne
vrste H. pseudoalbidus oziroma njene virulentne
oblike v evropski prostor z nekega drugega obmocja
je domneva o izvoru in razvojujesenovega oziga, ki
jo na podlagi izsledkov njihovih raziskav izpostavljajo
Queloz in sodelavei (2010).

Pa vendar ... Finski raziskovalci so istocasno
objavili rezultate raziskav genetske variabilnosti
med 32 izolati glive C. fraxinea, ki so bili izolirani
iz simptomatskih dreves na Finskem, v Estoniji
in Latviji (RYTKONEN et al., 2010). Iskanja vari-
abilnosti so se lotili z metodo dolocanja prstnih
odtisov DNA, imenovano RAMS. Z metodo RAMS
dolo¢imo in pomnozimo nukleotidno zaporedje
dveh mikrosatelitnih regij in regije med njima kot
en pomnozek. Glede narazlike v dolzini pomnozka
sklepamo na variabilnost znotraj proucevane vrste
(HANTULA et al., 1996). Z omenjeno metodo so
med 32 proucevanimi izolati doloéili 14 haplo-
tipov, kar pomeni, da je precej$nja znotrajvrstna
raznolikost, kar pa ne potrjuje domneve o vneseni
invazivni glivi (RYTKONEN et al., 2010). Rezultati
finske raziskave podpirajo nekatere ze postavljene
hipoteze, kot so:

- nastanek nove patogene in genetsko variabilne
populacije C. fraxinea kot posledica hibridizacije
ze prisotne nepatogene populacije z vnesenim
novim in agresivnim sevom C. fraxinea,

- nastanek agresivnega mutanta znotraj prisotne
populacije glive C. fraxinea nekje na obmocju
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vzhodne Evrope ter prenos patogenih genov v

preostalo populacijo,

- epidemijajesenovega oziga kot posledica okoljskih

sprememb (RYTKONEN et al., 2010).

Ne glede na obseznost raziskav jesenovega oziga, ki
trenutno potekajo v Evropi, je pojasnitev nenadnega
pojava omenjene bolezni Se vedno kontroverzna.
Bolezen se zelo verjetno razsirja z askosporami, ki jih
raznaSa veter. Vrste jesena, ki so dovzetne zajesenov
ozig, se razprostirajo na velikem obmocéju znotraj
Evrope, kar onemogoca ustavitev bolezni s fitosani-
tarnimi ukrepi. Vsekakor paje nujno omejiti prenos
bolezni na doslej $e neokuzena obmocja, predvsem z
nadzorom transporta okuzenega rastlinskega mate-
riala. Dve kljuéni teznji raziskav in boja proti bolezni
sta ugotoviti izvor bolezni in strukturo populacije H.
pseudoalbidus ter zbrati in ohraniti obsezen nabor
jesenovih semen (QUELOZ et al., 2010).
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