IZVORNI ZNANSTVENI CLANCI — ORIGINAL SCIENTIFIC PAPERS
UDK 630* 232 + 443 (Pinus nigra Armnold) (001)

Sumarski list br. 1-2, CXXXVI (2012), 19-36

ULOGA STANISTA U PREDISPOZICIJI CRNOGA BORA
(Pinus nigra Arnold) NA ZARAZU FITOPATOGENOM GLJIVOM
Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton U ISTRI

THE ROLE OF SITE IN PREDISPOSITION OF AUSTRIAN PINE
(Pinus nigra Arnold) TO PATHOGENIC FUNGUS
Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton IN ISTRIA (CROATIA)

Danko DIMINIC*, Nenad POTOCIC**, Ivan SELETKOVIC**

SAZETAK: Provedenim istrazivanjem 2001. godine utvrdeno je razlicito
zdravstveno stanje crnoga bora (Pinus nigra Arnold) u Istri, od potpuno zdra-
vih stabala i kultura, do lokacija s izrazitim simptomima odumiranja izbojaka,
grana i krosnji. Na svim istrazivanim lokalitetima utvrdena je prisutnost gljive
Sphaeropsis sapinea. Analizom zdravstvenog stanja borovih kultura utvrdena
Jje znacajna uloga stanista u predispoziciji crnoga bora na zarazu ovom glji-
vom u susnim razdobljima. Utjecaj maticne podloge i tipa tla kroz ishranu cr-
noga bora posebice dolazi do izrazaja u sadrzaju dusika i kalija, te njihova
odnosa (N/K) kao vaznog predisponirajuceg cimbenika. U takvim uvjetima
uloga kalija u biljci je vazna s obzirom na njegov utjecaj na opskrbljenost
vodom, otpornost na susu i patogene organizme. Najnize N/K vrijednosti utvr-
dene su u iglicama borova na tlima fliSne maticne podloge, na lokalitetima na
kojima nisu zabiljezeni simptomi odumiranja izbojaka i grana. Na tlima vap-
nenacko-dolomitne maticne podloge uz ishranu (utjecanu tipom tla), posebice
vidljivo s visim N/K vrijednostima, u kompleksnoj ulozi stanista dodatno
vaznu ulogu igraju dubina tla, stjenovitost, ekspozicija i inklinacija u predis-
poziciji crnoga bora na zarazu ovom gljivom.

Pokusom inokulacije sadnica crnoga bora potvrdena je patogenost gljive
S. sapinea i utvrdena jednaka sposobnost da izolati dobiveni iz bolesnih i zele-
nih organa crnoga bora (bez vidljivih simptoma bolesti) mogu prouzrociti
odumiranje kore. Prihrana borovih sadnica amonijevim sulfatom utjecala je
na povecanje visine biljaka i na duzinu nekroza kore, cime je potvrdena uloga
dusika u predispoziciji borova na nastanak i Sirenje bolesti.

Kljucne rijeci: Pinus nigra, kultura, zdravstveno stanje, odumiranje,
Sphaeropsis sapinea, staniste, susa

UVOD - Introduction

Fitopatogena gljiva Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko
et Sutton vaZan je uzro¢nik bolesti razlicitih vrsta crno-
gori¢nog drveca, posebice borova. U Hrvatskoj se ovoj
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gljivi posvecuje posebna pozornost od 1992. godine
kada su zabiljezena znacajna odumiranja stabala crnoga
bora na podrucju Istre (Dimini¢ 1994). U svijetu je
ona poznata kao uzro¢nik oboljenja razli¢itih biljnih or-
gana njenih domacina. U Hrvatskoj je tijekom provede-
nih istrazivanja u zadnjih 15-ak godina utvrdeno da se
gljivarazvijau iglicama, kori izbojaka, grana i debla, na
Stiti¢ima CeSera te u stanicama drva uzrokujuéi tzv. pla-
vilo(Dimini¢ 1999; Dimini¢ isur. 2004). Posebice
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je opasna kada Sireci se stani¢jem kore uzrokuje njeno
odumiranje (nekrozu). Kao tipi¢ni pertofitni organizam
svojim toksinima primarno usmrcuje stanice kore, a
potom ih naseljava svojim micelijem. Kao posljedica
njena Sirenja u oboljeloj kori, u kro§njama borova uoca-
vaju se tipi¢ni simptomi odumiranja grana od njihova
vrha od najmladih izbojaka. Jako zarazeni borovi imaju
znatno reduciranu kros$nju s izrazito vidljivim odumr-
lim granama nepravilno rasporedenim u njoj. Nerijetko,
jako zarazena stabla odumiru.

Vise autora utvrdilo je izrazito vaznu ulogu predis-
pozicije borova na zarazu gljivom. Kao najces¢i uzroci
stresa (predisponirajuci ¢imbenici) navode se susa i ne-
odgovarajuci stani$ni uvjeti, te povisene depozicija du-
Sika, razlicita oSteCenja (rane) od tuce, mraza, snijega,
kukaca, orezivanja grana i dr. (Swart 1 sur. 1987;
Chou 1 MacKenzie 1988; Nicholls i Ostry
1990; Van Dam 1 sur. 1990; De Kam 1 sur. 1991;
Stanosz 1994; Stiki 1994; Wingfield i Swart
1994; Van Dijk isur. 1992; Cech 1994; Dimini¢
1994, 1999; Zwolinski isur. 1995; Dimini¢ 1 sur.
2003). Stanosz i sur. (2001) zabiljezili su kako je
gljiva S. sapinea bila najprisutnija u biljkama ameri-
ckog crvenog bora (P. resinosa Ait.) koje su pretrpile
najveci vodni stres.

U Hrvatskoj je do danas gljiva S. sapinea zabiljezena
na crnom boru (Pinus nigra Arnold), dalmatinskom
crnom boru (P. nigra ssp. dalmatica /Vis./ Schwz.), boru
munjiki (P. leucodermis Antoine), planinskom boru
(P. mugo Turra.), alepskom boru (P. halepensis Mill.),
brucijskom boru (P. brutia Ten.) i obi¢nom boru (P. syl-
vestris ), te obicnoj tuji (Thuja occidentalis L.) i zelenoj
duglaziji (Pseudotsuga menziesii /Mirb./ Franco var.
menziesii). Najosjetljivije vrste su crni bor u kulturama i
urbanim sredinama, te munjika u urbanim sredinama
(Dimini¢ 1994, 1999).

Istrazujuéi gljivu na crnom boru u Hrvatskoj od
1992. godine, zapazeno je takoder da se pojedine loka-
cije znacajno razlikuju prema njenom utjecaju na
zdravstveno stanje domacina. Na nekim lokacijama S.
sapinea je nadena samo na CeSerima, te ponegdje i na
otpalim iglicama (otpale grane, stelja), no bez ikakvog
Stetnog utjecaja na zdravstveno stanje tih borova. S
druge strane zabiljeZeni su lokaliteti gdje je gljiva uzro-
kovala znacajna odumiranja izbojaka, grana, dijelova
krosnji, pa i stabala.

Znacajan prilog u rasvijetljavanju biologije i uloge
gljive S. sapinea su novije spoznaje nekolicine autora.
Jurc iJurc (1995), Smith isur. (1996),Stanosz i
sur. (1997)iStanosz isur. (2001) utvrdili su postoja-
nje endofitske (latentne) faze u razvojnom ciklusu ove
gljive. U ulozi (fazi) latentnog patogena gljiva nasta-
njuje zelene (“zdrave”) stanice organa svojih doma-
¢ina, ne uzrokujuci simptome bolesti.
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Dosadasnja istrazivanja u nas ukazala su na veliki
utjecaj suse, a u pojedinim slu¢ajevima i SO, depozicija
kao predisponiraju¢im ¢imbenicima na nastanak i raz-
voj bolesti (Dimini¢ 1994, 1999; Dimini¢ i dr.
2003). Prethodnim istrazivanjima ove gljive utvrden je
u Hrvatskoj, pa tako i u Istri, jedino agresivan morfotip
A gljive S. sapinea (Dimini¢ isur. 2004).

Istrazivanja u ovom radu bila su usmjerena na rasvi-
jetljavanje njene patogenosti i posebice uvjeta koji po-
voljno utjecu na razvoj bolesti. U skladu s navedenim,
istrazivanja su imala za cilj utvrditi sljedece:

A) U kulturama crnog bora:
1. utvrditi pojavu i intenzitet simptoma bolesti;

2. utvrditi ulogu gljive S. sapinea u nastanku simp-
toma;

3. utvrditi ulogu staniSta (mati¢na podloga, tip tla)
kroz ishranu borova po pojedinim lokacijama, te
ostalih obiljezja kao Sto su dubina tla, stjenovi-
tost, nagib terena i ekspozicija, kao mogucih pre-
disponiraju¢ih Cimbenika na pojavu simptoma
bolesti, odnosno zarazu gljivom S. sapinea.

Parametri koji nisu analizirani tijekom istrazivanja

su dob borovih kultura (Tablica 1.), s obzirom da u pret-
hodnim istrazivanjima nisu utvrdene razlike u pojavi
simptoma (Dimini¢ 1994; Dimini¢ isur. 1995; Di-
mini¢ 1 sur. 2003), te provenijencija stabala crnoga
bora glede nedostatka tih podataka. U skladu s dobi bo-
rova odabrane su kulture koje se znakovito ne razlikuju,
osim u slucaju kultura Lesis¢ina i Trosti (Tablica 1).

B) Kroz pokus inokulacije izolatima gljive S. sapinea:

1. utvrditi da li i kakva patogena svojstva (sposob-
nost da uzrokuju nekrozu stanica kore) imaju izo-
lati gljive dobiveni iz zdravih stanica, s obzirom
na utvrdenu endofitsku (latentnu) fazu ove gljive,
kao i iz oboljelih borova s razli¢itim simptomima
odumiranja izbojaka i grana;

2. uz navedeno, cilj ovoga pokusa je ispitati da li
razlicita prihrana utjece na patogenost izolata S.
sapinea, s obzirom da su dosadasnja istrazivanja
nekolicine autora utvrdila da povisene koncentra-
cije dusika utjecu na vece Stete kod biljaka zara-
zenih ovom gljivom (De Kam isur. 1991; Van
Dijk isur. 1992; Stanosz isur. 2004).



Sumarski list br. 1-2, CXXXVI (2012), 19-36

D. Diminié, N. Poto¢i¢, I. Seletkovi¢: ULOGA STANISTA U PREDISPOZICIJT CRNOGA BORA ...

0z | 710s1quiv202)07 / MyTwuo[op T “udeA U dpawg
0¢ josoyjr7 | exeluowesy _ c c
0z DPUIZPUDY | MTWO[OP BU BUIZPUSY 06-5¢ MS 'S 0r'1¢ 0¢ Al eoradfugng
0 | ‘wwound.io Josouvjapy / UIIOULTIO BOIUL)
0Z [D21dA] "DSSOY DA1J] Jeuldl} BOTUSAI))
0¢ josoyj17 | ereluowresy cc-0I AN A 9L 0oy Al elojungd
0S | 7os1qupo02)p7 / mywoop 1 “udeA U pawg
0z | 10s1qupo02)p5 / mywoop 1 “udeA eu 9pawg
0¢ 21An] ‘DSSOY D-LIJ] [ BUBIIAISI BIIUDALD) 0s-0I 4°s 89v¥ 014 Al eeiq
09 [p21dA) ‘DSSOY D449 /euldl) BOTUIAILD BYSUBIAO]
0C | 10s1quiv>0271p / myiwuo[op [ ‘udeA eu opawus
anuiojop 0T josoyj17 | ereluowresy i ‘ .
-au0jsaull] 0z puIZpU2Y / NJITO[OP BU BUIZPUDY s¢-0I MNM PLLI g I epudry
JIo[op 0y | ‘wwouns.io Josouvjapy / UIIOULTIO BOIUID)
-oeuoudea 01 [po1dA] ‘DSsOY v.L12] /euldn) BOIUIALD SnoLIDA
0Z joso3ry / o} ousFodonuy 01-0 : ]
0L | 10s1quivo021p5 / Mywo[op 1 “udeA eu 9pows ezt oL 05 I oo e
0 | [05Iquipo02]D,) J MTIUO[Op [ UdBA B0 9potus - .
09 | ‘unwouvs.io Josouvjapy / UIIOUBSIO BOTUI)) 01-% g8 90°6 o€ I IO
0¢ J0so31y / o[y oudgodonuy
0¢€ [po1dA] ‘DSSOY p.L13] /euldr) BOTUSAID 01-0 wMMMMW . o:oWHM
o 214n] ‘DSSOY D.LI] / BUBIIAISI] BOIUDAILD) 68'6 g I L
0Z JOSIAN'TT / O]} OUBIIAIS?|
0Z | 10s1quivo021p) / Mywo[op 1 “udeA eu 9pawg ) SnoLva .
0¢ 10S1quIDY) JO14SI(J / OPIWS OUILNSI -0 Buzel 6s'L 0L II HROIL
0¢€ 141] ‘DSSOY D.LL] | CURIIAISI] BOTUIALD)
01 joso3ry / o} oudFodonuy
0¢ DUIZPUIY | BUIZPUY 0r-¢ MSAS’S LLTT 0¢ I BUIDRISST
09 ]0S032Y / WAZOIIS
0z 10S1qQUID)) D115 / OPAWS OUILHNG
0z pUIZPUIY | BUIZPUY i SNOLIDA .
ostyf 0C Aa13opnasy | [d]3opnasd 0r-0 euzel 86’1 0¢ I #Ad
QE ‘ ov joso31y] / o[y oudgodonuy
13 02 10S1quID)) D1.4NF / OPIWS OUJLHNT
02 PUIZPUDY | BUIZPUDY ) ‘
0C A2130pnasy | [o130opnasq 01-0 A e o¥ I Zed
ov Joso31y / oy ousSodonuy
adA3-qns j10§ (L861 “Ins 1QLIONG 07 Burp.102ov | ewiaid) % uoisodxa ajig (ey) a3v 2241 UaAy | “321p0 YIVIF] AqypooT
ensdns rugnen %) 2d4 jiog ssoupfool 21§ efo1zodsyg polb UoHDIUDId B[qeIS qQOp 'S01] | "391ey ‘ARIPZ 1900 ]
! T e dip, 1s031A0U201g s aImny| “1a0g :

"DLAIST Ul SDIS Y pay auld uvlysny JO Sa111]po0] Younasay

121971

‘I)S] 1 e10q eS0UId BlUR)S SOUSAISARIPZ B[UBAIZEIISI )OO '] BOI[qRL

21



D. Diminié, N. Poto¢i¢, I. Seletkovi¢: ULOGA STANISTA U PREDISPOZICIJT CRNOGA BORA ...

Sumarski list br. 1-2, CXXXVI (2012), 19-36

MATERIJALI I METODE RADA — Materials and methods

U tijeku istrazivanja obavljen je zdravstveni pre-
gled 11 lokaliteta u Istri i fitopatoloska analiza saku-
pljenih uzoraka borova u Laboratoriju za patologiju
drve¢a Sumarskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu. Za
utvrdivanje stanja ishrane borova na lokalitetima istra-
zivanja sakupljene iglice analizirane su u Laboratoriju

za fizikalno — kemijska ispitivanja Hrvatskog Sumar-
skog instituta u Jastrebarskom. Sve statisticke analize
(ANOVA, Tukey HSD Test, Fischer LSD Test) i grafi-
¢ki prikazi napravljeni su primjenom programa STA-
TISTICA 8.0 (StatSoft, Inc. 2007).

Zdravstveni pregled kultura crnoga bora
The health status of Austrian pine plantations

Zdravstveni pregled borovih kultura na podrucju
Istre, te sakupljanje uzoraka za patoloSku i kemijsku

analizu obavljeni su u studenom 2001. Istrazivane lo-
kacije (Slika 1) odabrane su na dva nacina. Tri kulture,
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Slika 1. Lokaliteti istraZivanja u Istri.
Figure 1 Research localities in Istria.

22



D. Diminié, N. Poto¢i¢, I. Seletkovi¢: ULOGA STANISTA U PREDISPOZICIJT CRNOGA BORA ...

Sumarski list br. 1-2, CXXXVI (2012), 19-36

Lovranska Draga, Puntera i Su$njevica odabrane su s
obzirom na utvrdene simptome odumiranja u prethod-
nim istrazivanjima (Dimini¢ 1999; Dimini¢ i dr.
2003). Preostalih osam kultura odabrano je na temelju
geografskog polozaja, tla i mati¢ne podloge iz Pro-
grama gospodarenja za gospodarske jedinice USP
Buzet: Paz, Prviz, Lesis¢ina (GJ Planik 1996-2005);
Trosti, Kurbino brdo (GJ Motovun 1996-2005); Vozi-
li¢i, Mali Golji, Ripenda (GJ Smokovica 1994-2003);

Lovranska Draga (GJ Liburnija 1997-2006); Puntera
(GJ Presika 1999-2008); Susnjevica (GJ Ucka-Labin
1993-2002). Podaci o lokalitetima istrazivanja dati su
u Tablici 1.

Na temelju prisutnih simptoma bolesti: odumiranje
iglica, izbojaka i grana, dijelova kro$nji i cijelih stabala
(Slike 2 1 3), obavljena je procjena ukupno zarazenih
stabala u borovim kulturama i osutost njihovih krosa-
nja (osutost prema ICP Forests).

Slika 2. Odumrli vrh grane zbog zaraze gljivom S. sapinea.
Figure 2 Dieback of a branch caused by fungus S. sapinea.

U kulturama gdje su zabiljezeni simptomi odumiranja
sakupljani su uzorci visegodisnjih izbojaka i grana s obo-
ljelih borovih stabala. Ukupno je obradeno 25 stabala cr-
noga bora. Sakupljeni uzorci iglica, izbojaka i grana,
analizirani su standardnim laboratorijskim metodama.
Uzorci za analizu pripremani su na nacin da su drzani na
vlazi u petrijevim posudama kroz 48 sati. Analiza uzo-
raka u cilju identifikacije patogenih organizama obav-

Slika 3. Odumrlo stablo zbog zaraze gljivom S. sapinea.
Figure 3 Dieback of a tree caused by fungus S. sapinea.

ljena je uz koriStenje svjetlosne stereolupe tip LEICA
Leitz MZ8 1 svjetlosnog mikroskopa tip LEICA Labor-
lux S, u povecanjima do 400 puta. U kulturama u kojima
nisu zabiljeZeni simptomi odumiranja sakupljani su ce-
Seri zbog utvrdivanja eventualne prisutnosti plodnih ti-
jela gljive S. sapinea, te suhe 3 do 5 godina stare iglice sa
stabala. Ukupno je obradeno 10 stabala crnoga bora.

Uzorkovanje i kemijske analize biljnog materijala
Sampling and chemical analyses of plant materials

Na svakom istrazivanom lokalitetu sa pet stabala cr-
noga bora po lokalitetu, sakupljeni su kompozitni
uzorci ovogodi$njih i proslogodisnjih iglica iz gornjih
dijelova krosnji. Uzorci su suSeni na 105 °C do kon-
stantne mase 1 izvagani na elektronskoj vazi s to¢nosti

od 0,01 g. U usitnjenim uzorcima odredena je koncen-
tracija ukupnog dusika (N) na elementarnom analiza-
toru LECO CNS 2000. Za analize ostalih elemenata
usitnjeni uzorci su spaljeni mokrim postupkom kon-
centriranom sumpornom kiselinom uz dodatak katali-
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zatora, perklorne kiseline (AOAC 1996). U uzorcima
su odredivani fosfor (P) kolorimetrijski na UV/VIS
spektrofotometru PE-Lambda 1A, a kalij (K), kalcij

(Ca) i magnezij (Mg) izravno iz filtrata na atomskom
apsorpcijskom spektrofotometru PE 3110.

Pokus inokulacije sadnica crnoga bora
Inoculation experiment of Austrian pine seedlings

U svrhu utvrdivanja patogenosti izolata gljive S. sa-
pinea obavljen je pokus inokulacije kore razli¢ito pri-
hranjenih sadnica crnoga bora amonijevim sulfatom
(NH,),SO,.

Sadnice crnoga bora uzgojene su u kontejnerima u
rasadniku Hrvatskog Sumarskog instituta, Jastrebarsko.
U uzgoju je koristen standardiziran supstrat (Tablica 2)
za crni bor u kontejnerskoj proizvodnji. Koristeno je 16
kontejnera tipa “Bosnaplast”. Nakon prve godine obav-

ljeno je prihranjivanje sadnica razli¢itim koncentraci-
jama amonijeva sulfata. Prihranjivanja su obavljanja
15. travnja, svibnja i lipnja, dvije godine uzastopno.

Formirane su 4 grupe po 4 kontejnera zdravih 3-go-
disnjih borovih sadnica, bez vidljivih simptoma bole-
sti. Kontrolu su cinile sadnice koje nisu bile
prihranjivane amonijevim sulfatom. Preostale 3 grupe
prihranjene su amonijevim sulfatom u koncentracijama:
20,401 80 g/m>.

Tablica 2. Kemijski sastav supstrata za uzgoj sadnica crnog bora.

Table 2 Chemical properties of the Austrian pine seedlings substrate.
CaCoO, pH-H,O pH-N KCl P,0O, N K,0 Organska tvar
(%) (mg/100g) (mg/100g) (%) Organic matter (%)
2,0 8,0 7,8 4,8 7,8 0,6 60,4

Koristena su tri izolata gljive S. sapinea. Dva izolata
dobivena su iz uzoraka iglica oboljelih izbojaka istog
stabla crnog bora s lokaliteta Prtlog u Istri. Izolat DP
04-1 izoliran je iz uzorka sakupljenog 1992. godine sa
20. godina starog stabla crnog bora, utvrdenog sa simp-
tomima osutosti kroSnje 40 % (osutost prema ICP
Forests). Simptomi su posebice bili izrazeni na jedno-
godisnjim izbojcima. Drugi izolat DP 06-3 izoliran je iz
uzorka sakupljenog 1995. godine. Tada je to stablo bilo
u fazi oporavka, sa simptomima osutosti krosnje 5 %.
Zbog zaraze ranijih godina doslo je do intenzivnog pro-
rijedivanja kro$nje, te je ona bila reducirana za 50 % u
odnosu na stanje u vrijeme uzorkovanja 1992. godine.
Oba izolata dobivena su iz spora plodnih tijela iz bole-
snih iglica u Institute for Forestry and Nature Research
(IBN-DLO), danasnja Alterra, Wageningen, Nizozem-
ska. Drugi razlog za njihov odabir je u ¢injenici da su u
istrazivanjima 20 izolata gljive (Dimini¢ i sur. 2004)
utvrdeni sa signifikantnom razlikom (p < 0,05) u brzini

Tablica 3. Plan pokusa inokulacije sadnica crnog bora.

rasta micelija na dvije temperature 20 1 25 °C, u kojima
je izolat DP 06-3 pokazao sporiji rast.

Trec¢i izolat gljive VIPAVA dobiven je iz zdrave, tro-
godisnje iglice (Jurc 1996). Uzorci iglica za izolaciju
sakupljeni su na lokaciji Vipava (Slovenija) sa zdravog
stabla crnoga bora, bez simptoma bolesti, u dobi od oko
60 godina. Izolat VIPAVA nalazi se u mikoteci Gozdar-
skog instituta Slovenije pod Sifrom LJUFu3: 51, 1 u ko-
lekciji International Mycological Institute u Velikoj
Britaniji pod Sifrom IMI 368260.

U pokusu je inokulirano ukupno 208 sadnica crnog
bora prema planu prikazanog u Tablici 3. Broj inokuli-
ranih biljaka po tretmanu (TR) bio je sljedeci:

TRO (bez prihrane): 30 + 10 biljaka kontrole
(ukupno 40);

TR1 (prihrana s 20 g/m?): 42 + 14 biljaka kontrole
(ukupno 56);

TR2 (prihrana s 40 g/m?): 42 + 14 biljaka kontrole
(ukupno 56);

Table 3 Austrian pine seedlings inoculation experimental design.

TO

T 1

2

3

%)

D2

D2

Dl

\

%)

Dl

A%

Dl

%)

\Y%

DI

D2

D2

Q| <

Legenda: prihrana amonijevim sulfatom TO = 0 g/m?; T1 =20 g/m?; T2 = 40 g/m?; T3 = 80 g/m’
S. sapinea izolati D1 = DP 04-1; D2 = DP 06-3; V = VIPAVA

& = kontrola

Legend: fertilization with amonium sulphate TO = 0 g/m’; T1 = 20 g/m?’; T2 = 40 g/m?; T3 = 80 g/m’
S. sapinea isolates DI = DP 04-1;, D2 = DP 06-3; V= VIPAVA

& = control

TR3 (prihrana s 80 g/m?): 42 + 14 biljaka kontrole
(ukupno 56). Mjesto inokulacije bilo je priblizno 1 cm
ispod prijelaza izmedu dvogodisnjeg i jednogodiSnjeg
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dijela stabljike. Zarezana je i uklonjena kora promjera 3
mm. U nastalu ranu umetani su diskovi micelija izolata
gljive zajedno s hranjivom podlogom Malt Extract Agar
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— MEA (Oxoid CM 59), promjera 3 mm. Nakon toga,
mjesto inokulacije zatvoreno je vatom natopljenom u
destiliranoj vodi te zamotano trakom Parafilm®M
(Sigma-Aldrich, Inc.). Nakon dva dana skinuta je vata s
mjesta inokulacije. Isti postupak ponovljen je na bilj-
kama kontrole, no s razlikom da su umjesto micelija s
agarom u rane umetani samo diskovi MEA agara pro-
mjera 3 mm (sterilan agar).

Inokulirane sadnice crnog bora, svakoga tretmana,
analizirane su nakon 20 dana. Prethodno je obavljena
izmjera visina sadnica (nadzemni dio). Postupak ana-
lize inokuliranih sadnica sastojao se u skidanju kore
skalpelom od mjesta inokulacije prema vrhu stabljike,
a zatim prema korijenu. Nakon toga mjerene su ukupne
duzine nekroza.

REZULTATI RADA — Results

Zdravstveni pregled kultura crnoga bora
The health status of Austrian pine plantations

Prilikom utvrdivanja zdravstvenog stanja zapazeno
je da postoje znacajne razlike medu kulturama podi-
gnutim na razli¢itim mati¢énim podlogama i tlima. Na
temelju obavljene procjene ukupno zarazenih stabala i
osutosti krosanja borove kulture svrstane su u Cetiri ka-
tegorije zdravstvenog stanja:

I dobro zdravstveno stanje (nema simptoma
odumiranja);

II simptomi odumiranja u kulturi prisutni u malom
intenzitetu,
ukupno zarazenih stabala 5 %, osutost kroSanja
5-15 %;

I simptomi odumiranja u kulturi prisutni u osrednjem
intenzitetu,
ukupno zarazenih stabala 20-25 %, osutost kroSanja
5-30 %;

IV simptomi odumiranja u kulturi znacajno prisutni,
ukupno zarazenih stabala 4070 %, osutost krosanja
5-100 %.

U Tablici 1 uz podatke o lokalitetima zabiljezene su
utvrdene kategorije zdravstvenog stanja. Najbolje
zdravstveno stanje zabiljezeno je u kulturama Paz,
Prviz i Lesis¢ina (I kategorija — dobro zdravstveno sta-
nje, nema simptoma odumiranja) (Slika 4). Primije¢eno
je da su kro$nje borova u ovim kulturama malo prorije-
dene i da su internodiji redovito kraé¢i. Simptomi odu-
miranja izbojaka, grana i kro$nji nisu zabiljezeni, osim
suhih 3 do 5 godina starih iglica na pojedinim stablima.

Slika 4. Borova kultura Prviz 2004. godine.
Figure 4 Pine plantation Prviz in 2004.

U kulturama zdravstvenih kategorija [I-1V zabilje-
zeni su simptomi odumiranja iglica, najmladih i viSego-
disnjih izbojaka, grana i cijelih stabala. Borove kulture
Trosti 1 Kurbino brdo (II kategorija) zabiljezene su sa ri-
jetkim simptomima odumiranja iglica i izbojaka. U obje
kulture najizrazeniji simptom utvrden je u klorozi ovo-
godisnjih iglica, te odumiranju pojedinih najmladih iz-
bojaka, uglavnom u donjim dijelovima krosnji.

U kulturama Vozili¢i, Mali Golji i Ripenda (III kate-
gorija) zabiljezeni su simptomi osrednjeg intenziteta. U
kulturi Vozili¢i simptomi odumiranja visegodisnjih iz-
bojaka utvrdeni su uglavnom u donjim dijelovima kro-
$nji. Na lokaciji Mali Golji simptomi odumiranja
viSegodisnjih izbojaka utvrdeni su ve¢inom u donjim,
te na manjem broju stabala i u gornjim dijelovima kro-
$nji. U kulturi Ripenda simptomi odumiranja visego-
disnjih izbojaka utvrdeni su u razli¢itim dijelovima
krosnji, od baze do vrha.

Lose zdravstveno stanje (IV kategorija) utvrdeno je
u kulturama Lovranska Draga, Puntera i Susnjevica.
Na lokaciji Lovranska Draga na oboljelim stablima za-
biljezeni su simptomi odumiranja razliCitog intenziteta
izbojaka i grana, u razli¢itim dijelovima krosanja. Na
lokaciji Puntera utvrdeno je slicno zdravstveno stanje,
a zabiljezen je 1 manji broj odumrlih stabala. U najlosi-
jem zdravstvenom stanju je borova kultura Susnjevica
(Slika 5). Zabiljezen je veci broj odumrlih stabala, a ve-
¢ina zivih stabala ima izrazite simptome odumiranja iz-
bojaka, grana i dijelova krosnji.

Slika 5. Borova kultura Sugnjevica 2004. godine.
Figure 5 Pine plantation Susnjevica in 2004.

25



D. Diminié, N. Poto¢i¢, I. Seletkovi¢: ULOGA STANISTA U PREDISPOZICIJT CRNOGA BORA ...

Sumarski list br. 1-2, CXXXVI (2012), 19-36

Fitopatoloska analiza uzoraka
Pathological analysis of samples

Laboratorijskom analizom oboljelih iglica istrazi-
vanih lokaliteta (kulture zdravstvenog stanja Il — IV),
utvrdena je dominantna prisutnost gljive S. sapinea, te
6 vrsta: Hypoxylon serpens (Pers. ex Fr.) Kickx, Trun-
catella hartigii (Tub.) Stay., Lophodermium pinastri
(Schrad. Ex Hook.) Chév., Lophodermium seditiosum
Minter, Staley et Millar, Phoma sp. i Cyclaneusma sp.
Navedene gljive (osim S. sapinea) nisu utjecale na
zdravstveno stanje borova, odnosno nije utvrdena nji-
hova uloga u odumiranju borovih krosanja. U kultu-
rama I kategorije zdravstvenog stanja na suhim 3 do 5
godina starim iglicama, utvrdene su Cyclaneusma sp.,

L. pinastri i T. hartigii. Zabiljezene gljive nisu utjecale
na zdravstveno stanje uzorkovanih borova.

Laboratorijskim analizama u kori oboljelih izbojaka
i grana (kulture zdravstvenog stanja Il — [V) utvrdena je
samo gljiva S. sapinea, kao uzro¢nik odumiranja izbo-
jaka 1 grana, 1 kro$nji jako zarazenih stabala. S. sapinea
je takoder nadena i na lokalitetima dobra zdravstvenog
stanja, gdje je utvrdena samo na Stiticima Cesera, ne
uzrokujuéi simptome bolesti u borovim kro$njama
(kulture Paz, Prviz i Lesis¢ina).

Kemijska analiza biljnog materijala
Chemical analysis of plant materials

Kemijskom analizom uzoraka iglica dobiven je uvid
u stanje ishrane borova istrazivanih lokaliteta. U igli-
cama borova koji su rasli na istom tipu tla zabiljezene
su ocekivano sli¢ne koncentracije kemijskih elemenata.
Usporedujuci lokalitete razli¢itih tipova tala i mati¢nih
podloga utvrdene su razlike. Najuocljivije, razlike su u

do optimalne (Slike 6 1 7). Statistickom analizom uspo-
redene su tri grupe lokacija: A — borove kulture na flisu,
I kategorije zdravstvenog stanja (Paz, Prviz i Lesis¢ina);
B — borove kulture na vapnencu i dolomitu, I1I katego-
rije zdravstvenog stanja (Vozili¢i, Mali Golji i Ripenda); i
C —borove kulture na vapnencu i dolomitu, IV kategorije

koncentracijama dusika i kalija, bez
obzira na starost analiziranih iglica.
U koncentracijama ostalih eleme-

1-god.iglice crnoga bora
1-yearold Austrian pine needles

. v e e 16
nata nisu utvrdene znacajnije raz- "

like medu borovim kulturama. -

Opskrbljenost fosforom, kalcijem 1 10—

magnezijem u iglicama crnoga bora

maig

zadovoljavajuéa je na svim istrazi-

-——N

vanim lokalitetima.

N O ]

—— grani¢na opskrbljenost

Najnize koncentracije dusSika u
iglicama utvrdene su na lokalitetima
koji se nalaze na fliSnoj mati¢noj
podlozi (Paz, Prviz i Lesis¢ina). Na
lokalitetima vapnenacko-dolomitne

Paz
Prviz
Lesis¢ina

critical values

Trosti
Vozilidi
Mali Golji
Ripenda
Puntera
Susnjevica

Kurbino brdo
ovranska Draga

L

podloge (izuzev Kurbino brdo) kon-
centracije dusika bile su adekvatne

Slika 6. Sadrzaj dusika u 1-god. iglicama crnoga bora.
Figure 6 Nitrogen concentrations in 1-year old Austrian pine needles.

2-god.iglice crnoga bora
2-yearold Austrian pine needles
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zdravstvenog stanja (Lovranska Dra-
ga, Puntera i Sudnjevica). U slucaju
dusika utvrdeno je da se grupa A sig-
nifikantno razlikuje, ima znacajno
nize vrijednosti od grupa B i C, dok
se B 1 C medusobno ne razlikuju
(A-B p=0,004637; A-C p=0,000554;
B-Cp=0,465732) (Slika 8).
Vrijednosti kalija u iglicama bo-
rova istrazivanih lokaliteta gene-
ralno su u rasponu adekvatnih
vrijednosti. U suprotnosti s dusikom,
koncentracije kalija su najvise na lo-

critical values

Slika 7. Sadrzaj dusika u 2-god. iglicama crnoga bora.

Figure 7 Nitrogen concentrations in 2-year old Austrian pine needles.
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kalitetima fliSne maticne podloge i
priblizavaju se optimalnim vrijedno-
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Okomite duZine oznatavaju 95 % intervale pouzdanosti
Vertical bars denote 95 % confidence inteivals
15

Legenda:
A — borove kulture na flisu, I kategorije
zdravstvenog stanja

14 .

13}

12}

11}

N (mg/g)

10 }

(Paz, Prviz i Lesis¢ina)

B — borove kulture na vapnencu i dolomitu,
III kategorije zdravstvenog stanja
(Vozili¢i, Mali Golji i Ripenda)

C — borove kulture na vapnencu i dolomitu,
1V kategorije zdravstvenog stanja
(Lovranska Draga, Puntera i Su$njevica)

Legend:

A — pine plantations on flisch, I health
category (Paz, Prviz i Lesisc¢ina)

B — pine plantations on limestone-
dolomite, III health category
(Vozilici, Mali Golji i Ripenda)

C — pine plantations on limestone-
dolomite, IV health category
(Lovranska Draga, Puntera i Susnjevica)

A B Cc

kulture cmoga bora
Austrian pine plantations

Slika 8. Dusik u 1-12-god. iglicama crnoga bora u kulturama razlicita zdravstvenog stanja.
Figure 8 Nitrogen concentrations in 1- and 2-year old Austrian pine needles in plantations

with revealed different health status.

stima (> 7 mg/g), osim na lokaciji
Prviz. Na ostalim lokacijama vrijed-

1-yearold Austrian pine needles

1-god.iglice crnoga bora

nosti u iglicama priblizavaju se raspo-

nu nedostane opskrbljenosti kalijem
(Slike 9 1 10). Statistickom analizom

takoder su usporedene navedene tri

grupe lokacija: A, B1iC. U slucaju ka-
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dusobno signifikantno razlikuju, dok
se grupa C ne razlikuje od AiB. (A-B
p=0,021386; A-C p=0,205791; B-C
p=0,445370) (Slika 11).

Za analizu stanja ishrane vazan
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Mali Golji
Ripenda
Puntera
Susnjevica

Lovranska Draga

je takoder i odnos duSika i kalija.  Slika9. Sadrzaj kalija u 1-god. iglicama crnoga bora.
Statisti¢kom analizom utvrdene su  Figure 9 Potassium concentrations in 1-year old Austrian pine needles.
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ne mati¢ne podloge. .

Slika 10. Sadrzaj kalija u 2-god. iglicama crnoga bora.
Figure 10 Potassium concentrations in 2-year old Austrian pine needles.
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Okomite duZine oznatavaju 95 % intervale pouzdanosti
Vertical bars denote 95 % confidence intervals
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Legenda:

A — borove kulture na flisu, I kategorije
zdravstvenog stanja
(Paz, Prviz i Lesisc¢ina)

B — borove kulture na vapnencu i dolomitu,
III kategorije zdravstvenog stanja
(Vozili¢i, Mali Golji i Ripenda)

C — borove kulture na vapnencu i dolomitu,
IV kategorije zdravstvenog stanja
(Lovranska Draga, Puntera i Susnjevica)

Legend:

A — pine plantations on flisch, I health
category (Paz, Prviz i Lesis¢ina)

B — pine plantations on limestone-
dolomite, I1I health category
(Vozilici, Mali Golji i Ripenda)

C — pine plantations on limestone-
dolomite, IV health category
(Lovranska Draga, Puntera i Susnjevica)

Slika 11.  Kalij u 1- i 2-god. iglicama cr-
noga bora u kulturama razlicita
zdravstvenog stanja.

Figure 11 Potassium concentrations in I-
and 2-year old Austrian pine ne-
edles in plantations with revea-
led different health status.

Legenda:

A — borove kulture na flisu, I kategorije
zdravstvenog stanja
(Paz, Prviz i Lesi$¢ina)

B — borove kulture na vapnencu i dolomitu,
111 kategorije zdravstvenog stanja
(Vozili¢i, Mali Golji i Ripenda)

C — borove kulture na vapnencu i dolomitu,
IV kategorije zdravstvenog stanja
(Lovranska Draga, Puntera i SuSnjevica)

Legend:

A — pine plantations on flisch, I health
category (Paz, Prviz i Lesis¢ina)

B — pine plantations on limestone-
dolomite, 1l health category
(Vozilici, Mali Golji i Ripenda)

C — pine plantations on limestone-
dolomite, IV health category
(Lovranska Draga, Puntera i Susnjevica)

Slika 12. Odnos dusika i kalija (N/K) u 1-
i 2-god. iglicama crnoga bora u
kulturama razli¢ita zdravstve-
nog stanja.

Figure 12 Nitrogen and potassium ratio
(N/K) in I- and 2-year old Au-
strian pine needles in planta-
tions with revealed different
health status.

Slika 13.  Odnos dusika i kalija (N/K) u 1-
i2-god. iglicama crnoga bora po
lokalitetima istrazivanja.

Figure 13 Nitrogen and potassium ratio
(N/K) in 1- and 2-year old Au-
strian pine needles according to
research localities.
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Pokus inokulacije sadnica crnoga bora
Inoculation experiment of Austrian pine seedlings

Obavljenim pokusom inokulacije zabiljezena je po-
java prvih simptoma u vidu kloroze iglica nakon 12
dana kod sadnica inokuliranih trima izolatima gljive.
Nakon 20 dana analizom inokuliranih biljaka crnoga
bora utvrdene su razvijene nekroze stanicja kore, iznad
1 ispod mjesta inokulacije. Svaka od nekroza inokulira-
nih sadnica prstenovala je stabljike. U kori svih sadnica
(osim jedne s izolatom VIPAVA), utvrdene su razvijene
piknide gljive S. sapinea. Analizom biljaka kontrole
nije zabiljeZena kloroza iglica, a ispod kore nije utvr-

dena nekroza stanicja ni u jednoj sadnici. DuZine ne-
kroza kore koje su prouzrocila tri izolata statisticki su
analizirane, a rezultati po tretmanima (TR) prikazani
na slikama 14.—17. Utvrdeno je da nema signifikantnih
razlika (p < 0,05) u patogenosti tri izolata za tretmane
TRO, TR1 i TR3, dok je jedina razlika zabiljezena kod
TR2 izmedu duzina nekroza prouzroCenih izolatima
DP 06-3 1 VIPAVA (p = 0,007509).

Izmjerene visine sadnica sigifikantno se razlikuju
(p < 0,05) s obzirom na tretman. U testovima parova

Slika 14. Duzine nekroza kore prouzroko-
vane izolatima gljive S. sapinea
kod sadnica bez prihrane amoni-

jevim sulfatom (TRO).

Figure 14 Length of bark necrosis caused
by S. sapinea isolates in see-
dlings not fertilized with ammo-
nium sulphate (TRO0).

Slika 15.  Duzine nekroza kore prouzroko-
vane izolatima gljive S. sapinea
kod sadnica prihranjenih amoni-

jevim sulfatom: 20 g/m? (TR1).
Figure 15 Length of bark necrosis caused
by S. sapinea isolates in see-
dlings fertilized with ammonium
sulphate: 20 g/m’ (TR1).

Okomite duZine oznagavaju 95 % intervale pouzdan osti
Vertical bars denote 95 % confidence intervals
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Slika 16. Duzine nekroza kore prouzroko-
vane izolatima gljive S. sapinea
kod sadnica prihranjenih amoni-
jevim sulfatom: 40 g/m? (TR2).

Figure 16 Length of bark necrosis caused
by S. sapinea isolates in see-
dlings fertilized with ammonium
sulphate: 40 g/m’ (TR2).

Slika 17.  Duzine nekroza kore prouzroko-
vane izolatima gljive S. sapinea
kod sadnica prihranjenih amoni-
jevim sulfatom: 80 g/m? (TR3).

Figure 17 Length of bark necrosis caused
by S. sapinea isolates in see-
dlings fertilized with ammonium
sulphate: 80 g/m’ (TR3).

Legenda:

TRO — borove sadnice bez prihrane
amonijevim sulfatom;

TR1 — borove sadnice prihranjene
amonijevim sulfatom: 20 g/m?

TR2 — borove sadnice prihranjene
amonijevim sulfatom: 40 g/m?

TR3 — borove sadnice prihranjene
amonijevim sulfatom: 80 g/m?

Legend:

TRO — pine seedlings not fertilized with
ammonium sulphate

TR1 — pine seedlings fertilized with
ammonium sulphate: 20 g/m’

TR2 — pine seedlings fertilized with
ammonium sulphate: 40 g/m’

TR3 — pine seedlings fertilized with
ammonium sulphate: 80 g/m’

Slika 18. Prosjecna visina inokuliranih

sadnica i duzina nekroza po tret-

manima prihrane amonijevim

sulfatom.

Figure 18 Average heights of inoculated
seedlings and lengths of necrosis
according to treatments (fertili-

zation) with ammonium sulphate.
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tretmana TRO ima zna¢ajno manju visinu sadnica od
ostalih tretmana, TR1 i TR2 medusobno se znacajno ne
razlikuju, dok TR3 ima signifikanto vecu visinu sad-
nica od ostalih tretmana. Istovremeno, nisu zabiljezene
razlike u visini sadnica ni ukupno, ni prema parovima
izolata s obzirom na razlicite izolate.

Gotovo istovjetne rezultate visinama daje analiza u
kojoj se sadnice usporeduju prema duzini nekroza, gdje

su zabiljezene znacajne razlike prema tretmanima, ali
ne i prema izolatima. Istovremeno, visina sadnica zna-
¢ajno pozitivno korelira s duzinom nekroze. Ta veza
nije jaka (R =0,2; p <0,05) ali je statisticki znac¢ajna uz
postojecu veli¢inu uzorka (N = 156). Na slici 18. vid-
ljivo je navedeno, prihrana borovih sadnica utjecala je
na povecanje visine biljaka, ali isto tako i na duzine ne-
kroza prouzroc€enih trima izolatima gljive.

Srednje mjeseéne temperature zraka
Average monthly airtemperatures

Slika 19. Srednje mjesecne temperature
zraka za meteorolosku postaju

Cepié.

LTI Figure 19 Average monthly air temperatu-
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RASPRAVA — Discussion

U svezi ranijih istrazivanja gljive S. sapinea u nas,
njene pojave i Stetnosti, analizirano je 17 izolata gljive iz
Hrvatske te usporedeno s nekoliko stajalista, a kao refe-
renca koristena su 3 izolata iz Nizozemske (Dimini¢ i
sur. 2004). Istrazivanje je provedeno u cilju utvrdivanja
mogucih razloga spomenutih zapazenih razlika u pojavi
1 Stetnosti same gljive na terenu. Nisu utvrdene signifi-
kantne razlike u morfoloskim obiljezjima izolata, niti u
njihovoj sporulaciji. Utvrdene su jedino signifikantne
razlike u brzini rasta izolata u laboratorijskim uvjetima
na 20 i 25 °C, medutim te razlike ne koreliraju s poja-
vom simptoma bolesti na istrazivanim lokalitetima. Na-
dalje, analizom izolata utvrdeno je da svi pripadaju
istom, patogenijem morfotipu A, koji je Cest i rasprostra-
njen u cijelom svijetu. Time je odbacena hipoteza da je
razlog pojave znacajnih odumiranja borova na nekim lo-
kalitetima, a na drugima izostanak istih, razlicita patoge-

nost pojedinih patotipova (grupa) gljive (Dimini¢ i
sur. 2004).

Zdravstvenim pregledom borova u Istri i laboratorij-
skom analizom uzoraka utvrdene su kulture dobrog
zdravstvenog stanja i one u kojima je isto naruSeno sa
zabiljezenim razli¢itim simptomima odumiranja. Na lo-
kacijama naruSena zdravstvenog stanja utvrdeno je ne-
koliko razli¢itih mikoza na iglicama, medutim jedino se
S. sapinea dovodi u izravnu vezu s nastalim simpto-
mima, uzrokuju¢i odumiranje kore izbojaka i grana. Ova
fitopatogena gljiva glavni je uzrok navedenih simptoma
na lokalitetima: Tro$ti, Kurbino brdo, Vozili¢i, Mali
Golji, Ripenda, Lovranska Draga, Puntera i Susnjevica.

Utjecaj suse, kao predisponirajuceg ¢imbenika za
nastanak i razvoj bolesti crnoga bora prouzrocen glji-
vom S. sapinea u Hrvatskoj, zabiljeZen je 90-tih godina
prosloga stoljeca (Dimini¢ 1994, 1999; Dimini¢ i
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sur. 2003). U svrhu utvrdivanja moguceg utjecaja suse
na istrazivano podrucje i predisponiraju¢u ulogu u na-
stanku simptoma, za analizu podataka temperature
zraka i mjesecnih oborina, koristeni su podaci s meteo-
rologke postaje Cepi¢, zbog njena geografskog polo-
zaja u odnosu na lokalitete istrazivanja (Slika 1).

Prema podacima Drzavnog hrvatskog meteorolo-
Skog zavoda (DHMZ) za navedenu postaju, susa je (kao
krajem prosloga stolje¢a na istrazivanom podrucju, te u
godinama koje su neposredno prethodile ovom istrazi-
vanju. Usporedujuci tri godine prije provedenog istrazi-
vanja (1999., 2000. i 2001.) s 30-godisnjim prosjekom
1961-1990., mogu se zapaziti odstupanja u srednjim
mjesecnim temperaturama zraka i srednjim mjese¢nim
koli¢inama oborina. Tijekom proljetnih i ljetnih mjeseci
evidentirane su viSe temperature zraka i manjak oborina.
Temperaturna odstupanja i manjak oborina posebno je
bio izrazen u mjesecu svibnju 2000. i 2001., te u kolo-
vozu 1999.,2000. 1 2001. Srednja mjeseCna temperatura
zraka bila je visa za 2,51 2,6 °C u svibnju, te visa za 2,2
i 2,5 °C u kolovozu u odnosu na 30-godisnji prosjek.
Mjesecna koli¢ina oborina bila je manja u svibnju za
84 % (2000) 1 71 % (2001), te u kolovozu manja za 82 %
(1999), 96 % (2000) 1 97 % (2001) u usporedbi s 30-go-
disnjim prosjekom. Na slikama 19. i 20. vidljivo je na-
vedeno na primjeru za 1999. godinu.

Simptomi bolesti u krosnjama borova nakon izraze-
nih visegodisnjih susnih razdoblja ili se nisu javili (kul-
ture na flisu) ili su zabiljeZeni razli¢iog intenziteta
(kulture na vapnencu-dolomitu) kako je ranije navedeno.

Inokulacijom borovih sadnica, razli¢ito prihranje-
nih amonijevim sulfatom (NH,),SO,, trima izolatima S.
sapinea utvrdeno je slijedece. Povecanjem koncentra-
cije amonijeva sulfata rastu vrijednosti visina sadnica i
duzine nekroza kore prouzorcene gljivom. Odnosno,
utvrden je utjecaj prihrane, a time i dusika, kako na rast
sadnica tako i1 na veli¢inu (duzinu) odumrlog tkiva
kore. S druge strane, utvrdeno je da nema razlika u pa-
togenosti medu izolatima gljive. Izolat VIPAVA, dobi-
ven iz zelenih iglica prouzrocio je podjednake duzine
nekroza kore kao i dva izolata dobivena iz oboljelih
iglica stabla s izrazenim simptomima odumiranja izbo-
jaka i grana crnoga bora. U tretmanu 1. (TR1) izolat
VIPAVA prouzroCio je prosje¢no i najduze nekroze
(Slika 15). Ovime je potvrdena patogenost same gljive
S. sapinea, te dokazana njena sposobnost da iz latent-
nog stanja (u zdravim stanicama domacina), moze pri-
jeci u jakog patogena.

Sli¢ne rezultate dobili su De Kam i sur. (1991).
Prihranjivanje inokuliranih sadnica korzickog crnog
bora (P. nigra ssp. laricio /Poir./ Schwarz) amonijevim
sulfatom takoder je rezultiralo visim rastom biljkama,
te duzim nekrozama stani¢ja kore prouzrocenih glji-
vom S. sapinea.
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Zabiljezene signifikantne razlike u rastu kultura u
laboratorijskim uvjetima medu izolatima DP 04-1 i DP
06-3 (Dimini¢ i sur. 2004), te u simptomima bolesti
crnoga bora u trenutku sakupljanja iglica za njihovu
izolaciju (kako je ranije navedeno), nisu potvrdene u
pokusu inokulacije, odnosno oba izolata prouzrocila su
nekroze kore bez signifikantnih razlika.

Stanje ishrane borova na istrazivanim lokalitetima
utvrdivano je analizom uzoraka borovih iglica. U igli-
cama borova koji su rasli na istom tipu tla zabiljezene su
slicne koncentracije kemijskih elemenata, dok su medu
borovima razli¢itih tipova tla zabiljezene razlike. Naj-
uocljivije razlike utvrdene su medu lokalitetima u kon-
centracijama dusika i kalija, bez obzira na starost iglica.
StatistiCkom analizom usporedene su tri grupe lokacija:
A — borove kulture na flisu, I kategorije zdravstvenog
stanja; B — borove kulture na vapnencu i dolomitu, III
kategorije zdravstvenog stanja; i C — borove kulture na
vapnencu i dolomitu, I'V kategorije zdravstvenog stanja,
i utvrdene su signifikantne razlike (p < 0,05) medu gru-
pama (Slike 81 11).

Najnize koncentracije dusika u iglicama utvrdene su
na lokalitetima koji se nalaze na flisnoj mati¢noj podlozi
(Paz, Prviz i LesiS$¢ina). Prema literaturnim podacima
(Van den Burg 1990) dobivene vrijednosti ukazuju
na nedostatnu opskrbljenost biljaka dusikom. Medutim,
utvrdene niZe vrijednosti nisu utjecale na pojavu vidlji-
vih simptoma nedostatka dusika. Na drugim lokalite-
tima (izuzev Kurbino brdo), koncentracije dusika bile su
adekvatne do optimalne.

Vrijednosti kalija u iglicama borova istrazivanih lo-
kaliteta opcéenito su u rasponu odgovarajucih vrijedno-
sti. Suprotno s dusikom, koncentracije kalija su najvise
na lokalitetima fliSne mati¢ne podloge i priblizavaju se
optimalnim vrijednostima (> 7 mg/g). Na ostalim lokali-
tetima vrijednosti u iglicama priblizavaju se rasponu ne-
dostane opskrbljenosti kalijem. Opcenito, nizak sadrzaj
kalija u dvogodisnjim iglicama (Slike 9 i 10) posljedica
je njegove pokretljivosti u biljci, dobro poznatog svoj-
stva premjestanja kalija u mlade dijelove biljke u slucaju
njegovog nedostatka (Helmisaari 1992). Mozemo
zakljuciti, da je zadovoljavajuca opskrbljenost jednogo-
disnjih iglica postignuta zbog koncentracije u dvogodis-
njim iglicama. S obzirom na vaznu ulogu kalija u biljci,
opskrba vodom, otpornost na susu, patogene organizme,
itd. (Bergmann 1992), uoceni nedostatak kalija u stari-
jim iglicama zabrinjavajuca je pojava.

Pojedini autori utvrdili su utjecaj ishrane na otpor-
nost biljaka na neke patogene organizme. Gnojidba, npr.
dusikom, moze predisponirati drveée na zarazu patoge-
nim organizmima kroz neravnotezu odnosa nadzemnog
i podzemnog dijela kao i povecanjem osjetljivosti na
vodni stres (Brown 1999). Suprotno dusiku, visoke
koncentracije kalija povecavaju otpornost biljaka doma-
¢ina na zarazu patogenim organizmima (Marschner
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1995). Navedeno je vidljivo iz primjera raka kore trepe-
tljike (Populus tremula L.). Osjetljivost topola na rak
kore, koji uzrokuju gljive iz roda Hypoxylon, povecala
se dusi¢nom gnojidbom, a smanjila dodavanjem kalija
(Teachman idr. 1980, cit. Brown 1999).

Opcenito, optimalne vrijednosti dusika povezuju se s
povecanom osjetljivosc¢u biljaka na gljivicne bolesti, kao
npr. i u slucaju istrazivane gljive S. sapinea (Roelofs i
sur. 1985). Negativan utjecaj povisenih koncentracija
dusika na predispoziciju borova na napad gljive S. sapi-
nea utvrdilisu De Kam isur. (1991), Van Dijk isur.
(1992) i Stanosz i sur. (2004). Huber (1980) istice
da je razvoj gljivicnih bolesti opcenito favoriziran pove-
¢anjem dusika 1 nedostatkom kalija u biljkama.

U svezi s navedenim, za analizu stanja ishrane i
njena moguceg utjecaja na predispoziciju borova vazan
je odnos dusika i kalija. Statistickom analizom utvrdene
su signifikantne razlike (p < 0,05) izmedu grupe A (bo-
rove kulture na flisu, I kategorije zdravstvenog stanja) i
grupa B i C (borove kulture na vapnencu i dolomitu, I1I i
IV Kkategorije zdravstvenog stanja). Grupa A ima zna-
¢ajno nize N/K vrijednosti i razlikuje se od grupa B i C,
dok se se grupe B i C medusobno ne razlikuju (Slika 12).

Na slici 13 vidljiv je taj odnos po pojedinim lokali-
tetima, kao i trend povecanja vrijednosti od borovih
kultura I do IV kategorije zdravstvenog stanja. Najnize
N/K vrijednosti zabiljeZene su u iglicama borova u Istri
uzraslih na tlima fliSne mati¢ne podloge. Na tim lokali-
tetima nisu zabiljezeni simptomi odumiranja, a gljiva
S. sapinea nije utvrdena na uzorkovanim iglicama, ali
je zabiljezena na otpalim ceSerima, S$to ukazuje na
njenu prisutnost.

S druge strane, na lokalitetima vapnenacko-dolomi-
tne mati¢ne podloge, gdje su utvrdene Stete prouzro-
¢ene ovom gljivom, pojavu simptoma mozemo tek

djelomic¢no tumaciti samo visim N/K vrijednostima u
iglicama (Slike 12 i 13). Zabiljezeni simptomi bolesti
kretali su se od slabo prisutnih do jako izrazenih. S ob-
zirom na to, za pretpostaviti je da su uz ishranu (ponaj-
prije utvrden odnos duSika i kalija) i drugi stani$ni
¢imbenici utjecali na predispoziciju borova. U Tablici 1
iskazani su neki podaci o lokalitetima istrazivanja. Na
temelju analize obiljezja staniSta kultura crnoga bora
prema Skoriéu isur. (1987) mozZe se zaklju¢iti da uz
tip tla vaznu ulogu igraju i dubina tla, stjenovitost,
ekspozicija i inklinacija u predispoziciji borova u su-
$nim razdobljima. Usporedbenom analizom rezultata
istrazivanja i podataka o kulturama, na primjeru poje-
dinih lokaliteta, moze se zapaziti uloga stanista na po-
vecanu osjetljivost borova na gljivu S. sapinea, a time i
na pojavu i razvoj simptoma bolesti.

Na primjeru lokaliteta Mali Golji i Susnjevica vidljiv
je navedeni utjecaj. Lokalitet Mali Golji utvrden je s naj-
vi§im N/K vrijednostima, a Susnjevica s nesto nizim
(Slika 13). Stetan utjecaj gljive S. sapinea bio je najizra-
zeniji u kulturi Susnjevica (IV kategorija), dok su u
Malim Goljima zabiljezeni simptomi odumiranja osre-
dnjeg intenziteta (III kategorija). Samo temeljem uspo-
redbe dusika 1 kalija bilo bi za ocekivati da ¢e najlosija
situacija biti u kulturi Mali Golji, §to nije bio slu¢aj. Me-
dutim, analizom ostalih podataka o staniStu, vidljivo je
da je stjenovitost najizrazenija u Susnjevici (25-90 %),
da je tlo plitko i druk¢ijeg sastava od kulture Mali Golji.
S druge strane kultura Mali Golji ima vrlo nisku stjenovi-
tost (0—10 %) i tlo je uglavnom srednje duboko. Kultura
Susnjevica nalazi se u podnozju Ciéarije (juzna, jugoza-
padna ekspozicija), dok je kultura Mali Golji na ravnom
dijelu platoa zapadne Labinstine. Iz ovih podataka moze
se zakljuciti da je borovima u susnim razdobljima pro-
blem dostupnosti vode izraZeniji u kulturi Susnjevica s
obzirom na konfigiraciju tla i mati¢ne podloge.

ZAKLJUCCI — Conclusions

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti
sljedece. Gljiva S. sapinea prisutna je na svim istrazi-
vanim lokalitetima u Istri. Utvrdena je na ¢eSerima bo-
rova fliSne maticne podloge, ¢ime se pretpostavlja
njena prisutnost i u zdravim organima (latentna faza u
iglicama i izbojcima), te kao uzrok odumiranja borova
na tlima vapnenacko-dolomitne podloge. Patogenost S.
sapinea dokazana je u pokusu inokulacije, a sposob-
nost izolata gljive dobivenih iz zdravih i oboljelih bilj-
nih organa jednaka je u smislu nastanka i Sirenja
zaraze, uzrokujué¢i nekrozu kore.

Analizom zdravstvenog stanja borovih kultura utvr-
dena je znacajna uloga stanista u predispoziciji crnoga
bora na zarazu gljivom S. sapinea u su$nim razdob-
ljima. Utjecaj maticne podloge i tipa tla kroz ishranu cr-
noga bora posebice dolazi do izrazaja u sadrzaju dusika
i kalija, te njihova odnosa kao vaznog predisponiraju-

¢eg ¢imbenika. U takvim uvjetima uloga kalija u biljci
je vazna s obzirom na njegov utjecaj na ucinkovito go-
spodarenje vodom, otpornosti na susu i patogene organ-
izme. Najnize N/K vrijednosti utvrdene su u iglicama
borova na tlima flisne maticne podloge, na lokalitetima
na kojima nisu zabiljezeni simptomi odumiranja. Na
tlima vapnenacko-dolomitne mati¢ne podloge uz is-
hranu (utjecanu tipom tla), posebice vidljivo u visSim
N/K vrijednostima, u kompleksnoj ulozi stanista doda-
tno vaznu ulogu igraju dubina tla, stjenovitost, ekspozi-
cija 1 inklinacija u predsipoziciji crnoga bora na zarazu
gljivom.

U svezi sa svime navedenim, mozemo zakljuciti da
gljiva S. sapinea moze biti prisutna u borovim organima
(latentana faza) ne uzrokujuéi patoloske promjene. U
razdobljima kada dolazi do promjena u metabolizmu
borova uzrokovanih razli¢itim ¢imbenicima stresa, po-
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najprije suSom, moze do¢i do aktivacije gljive, prelaska
iz latentnog u aktivno (patogeno) stanje. U takvim uvje-
tima uloga staniSta igra vazu ulogu u predispoziciji
borova, posredno utjecuéi na izostanak ili pojavu simp-
toma bolesti razlicita intenziteta.

Ovi rezultati potvrduju vaznost cjelovitog i komple-
ksnog istrazivanja Sumskih ekosustava i interaktivnog
utjecaja abiotskih i biotskih ¢imbenika na njihovu sta-
bilnost.
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SUMMARY: Austrian pine (Pinus nigra Arnold) was commonly planted du-
ring the last century in Croatia. Afforestation took place on various sites to
prevent land from erosion and, or to restore forest vegetation, mainly in karst
areas. Since 1992 the study on health status of Austrian pine plantations in
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Croatia revealed significant dieback symptoms in some areas as the conse-
quence of Sphaeropsis sapinea occurrence.

Research carried out in November 2001 found the fungus presence with
different impact to P. nigra in Istria, healthy sites and also ones with various
disease symptoms were observed (Figure 1, Table 1). In plantations which re-
vealed good health status S. sapinea was found only on cones, but in planta-
tions with dieback symptoms its presence was found in needles, shoots and
branches, causing in some cases dieback of trees. According to dieback symp-
toms observed, research localities were categorised in four health categories
as shown in Figure 1.

1t was revealed that along the drought (Figures 19 and 20, an example for
period 1961-1990 vs. 1999), the site conditions also played an important role
in pines’ predisposition to fungus attack during last years. This conclusion
was supported by analyses of nutrition status in pines and site conditions (soil
sub-types, soil types and depth, site rockiness, exposition and inclination,
Table 1). Analyses of nutrition status obtained clear difference among sites
comparing the nitrogen (N) and potassium (K) concentrations in pine needles
(Figures 6—11). In sites with lower N/K ratio the disease symptoms were not
observed, but in sites with increased N/K ratio the dieback symptoms were re-
vealed, following nitrogen and potassium relation in general (Figures 12 and
13). According to Brown (1999) fertilization only by nitrogen can increase the
susceptibility of broadleaved trees to pathogenic organisms due to the inf-
luence of nitrogen on growth of aboveground plant biomass, and imbalance of
above- and belowground plant parts biomass can lead to the increased su-
sceptibility of trees to water stress. Higher nitrogen concentartions as pines’
predisposition to S. sapinea were confirmed by De Kam et al. (1991), Van Dijk
et al. (1992) and Stanosz et al. (2004). Opposite to nitrogen, potassium play
important role in plant resistance to drought and pathogenic organisms
(Bergmann 1992, Marschner 1995).

Inoculation experiment in Austrian pine seedlings confirmed the S. sapinea
pathogenicity and also the same capability of isolates obtained from healthy ne-
edles (VIPAVA, IMI 368260) and ones with symptoms (DP 04-1 and DP 06-3,
described in Dimini¢ et al. 2004) to cause bark necrosis. Previous fertilization
with ammonium sulphate caused increased seedlings growth according to treat-
ments: 0, 20, 40 and 80 g/m?, and also increased length of bark necrosis in ino-
culated pines (Tables 2 and 3, Figures 14-18), which supported the nitrogen
role in disease development.

According to up-to-day worldwide knowledge and results of our research,
it can be concluded that S. sapinea can live (latent phase) in healthy looking
pines in Istria. And, in drought periods it can turn to serious pathogen, cau-
sing dieback in predisposed trees. It this circumstances, site play an important
role in pines resistance to disease, indirectly influencing appearance (or not)
of various dieback symptoms.

Key words: Pinus nigra, plantations, health status, dieback, Sphaerop-
sis sapinea, site conditions, drought

36



