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SMANJUJU LI EKTOMIKORIZNE GLJIVE
OSJETLJIVOST CRNOG BORA (Pinus nigra J. F.
Arnold) NA ZARAZU VRSTOM Sphaeropsis
sapinea (FR.) Dyko et Sutton?

DO ECTOMYCORRHIZAL FUNGI REDUCE AUSTRIAN PINE
(Pinus nigra J. F. Arnold) SUSCEPTIBILITY TO Sphaeropsis
sapinea (FR.) Dyko et Sutton INFECTION?

Zeliko ZGRABLIC!, Zdenko TKALCEC?, Armin MESIC?, Hrvoje MARJANOVIC?, Danko DIMINIC?

Sazetak

Mikorizne makrogljive iznimno su znacajne za fiziolosko stanje biljnog simbionta te ga u odredenoj mjeri Stite
od biotskih i abiotskih uzro¢nika stresa, ali i patogenih organizama. Na podrudju istrazivanja u Istri, patogena
gljiva Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton uzrokovala je znacajna susenja kultura crnog bora (Pinus nigra J.
E Arnold) tijekom posljednjih 25 godina, a odnos ektomikoriznih gljiva i S. sapinea do sada nije istrazivan. Ovo
se istraZivanje nastavlja na prijasnja istrazivanja predispozicije crnog bora na zarazu gljivom S. sapinea, prilikom
kojih je utvrden utjecaj stanista i stresa na zarazu. Cilj ovog istrazivanja je bio analizirati mikocenozu kultura cr-
nog bora, kako bi se odredila ovisnost pojavljivanja razli¢itih ektomikoriznih vrsta i njihovih plodista u odnosu
na prisutnost S. sapinea na iglicama. Uzorci gljiva sakupljani su tijekom tri godine (2011-2013.) na tri trajne plohe
od 36. do 50. tjedna u godini. Odredeni su udjeli ektomikoriznih vrsta i njihovih plodista u ukupnom broju vrsta
i plodista te su izdvojene vrste koje imaju indikativnu vrijednost za zdravstveno stanje borovih kultura. Rezultati
pokazuju jasnu ovisnost pojavljivanja S. sapinea o udjelu ektomikoriznih vrsta i njihovih plodista. Povec¢anjem
udjela ektomikoriznih vrsta i plodista na 60 % ili viSe, znacajno se smanjuje prisutnost patogena na iglicama.
Takoder, mikocenoze zdravih i oste¢enih kultura znacajno su se razlikovale po sastavu vrsta.
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INTRODUCTION

Tijekom proteklih 25 godina u kulturama crnog bora (Pi-
nus nigra . E. Arnold) u Istri dolazilo je do znadajnijih obo-
ljenja i suSenja stabala i/ili ¢itavih sastojina uzrokovanih
patogenom gljivom Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Su-
tton (Dimini¢ 1994, Dimini¢ i Jurc 1999, Dimini¢ et al.
2012). Gljiva napada iglice te koru izbojaka i grana, prou-
zrokujuéi njihovo odumiranje, a posljedica je susenje dije-
lova kro$nji te u kona¢nici cijelih stabala. Ovaj oportuni
patogen prvi je puta opisan jos 1823. godine (kao Sphaeria
sapinea Fr.; Fries 1823), no u Europi se intenzivno istrazuje
tek od 1980-ih (Swart i Wingfield 1991). Istrazivanja S. sa-
pinea u nas ukazala su na velik utjecaj sude, a u pojedinim
slu¢ajevima i SO, depozicija kao predisponirajué¢im ¢imbe-
nicima na nastanak i razvoj bolesti (Dimini¢ 1994, 1999;
Dimini¢ et al. 2003). Analizama ovog patogena u Hrvatskoj
je utvrden jedino agresivan morfotip A ove gljive (Dimini¢
et al. 2004). Istrazujuci odumiranje stabala u Istri uzroko-
vano gljivom S. sapinea, Dimini¢ et al. (2012) utvrduju pre-
dispoziciju crnog bora na zarazu ovim patogenom, ovisno
o mati¢noj podlozi i tipu tla na kojemu se kultura nalazi,
odnosno utvrdena je znacajna uloga stanista u predispozi-
ciji crnoga bora na zarazu gljivom S. sapinea u su$nim raz-
dobljima. Tijekom navedenog istrazivanja zapaZena je ra-
zlika u mikocenozi borovih kultura. U sjevernoj Dalmaciji
je takoder susa opisana kao predisponiraju¢i ¢imbenik pri
susenju borova napadnutih od razli¢itih patogena (Pernek
etal. 2012).

Vodedi se nacelima integrirane zastite Suma kao odrzivijeg
i ekologki manje $tetnog nacina zastite od konvencionalnih
metoda zastite Suma (Feldmann et al. 2003; Repac 2011),
ovo istrazivanje usmjereno je na mikorizne makrogljive.
Prema Arnoldsu (1992) makrogljivama smatramo sve one
gljive ¢ija su plodista vidljiva golim okom, odnosno ve¢a su
od 1 mm. Gljive su vrlo vazan ¢imbenik ukupne stabilnosti
$ume djelujuci kao saprotrofi, simbionti (mutualisti) ili pa-
raziti. U Sumskim ekosustavima posebno su vazne mikori-
zne gljive s kojima oko 90-95 % visih biljaka ulazi u miko-
riznu vezu (Carlile et al. 2001; Kendrick 2000; Peskova
2005). Vec¢ina drvenastih biljaka razvija ektomikorizu
(ECM), gdje hife gljive stvaraju karakteristi¢ni zadebljali
omota¢ oko biljnog korjen¢i¢a i prodiru u medustani¢ne
prostore ovojnice korijena (Molina 1994; Kendrick 2000).
Oko 8000 biljnih vrsta tvori ECM, a medu njima i ve¢ina
najvaznijih gospodarskih vrsta drveca (Dahlberg 2001). Bo-
rovi su obligatni simbionti, $to znaci da ne mogu ostvariti
svoj fiziolo$ki razvoj bez ECM (Harley i Harley 1987; Wang
i Qiu 2006).

Interes za koristenje i istrazivanje mikorize intenzivno raste
posljednjih desetlje¢a zbog moguénosti njene pozitivne pri-
mjene u poljoprivredi, Sumarstvu i sanaciji podrucja deva-
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stiranih antropogenim djelovanjem. Mikorizirane biljke bo-
lje podnose $ok presadnje, otpornije su na napade patogena
u tlu, podnose vise temperature tla, visi salinitet te ekstre-
mnije pH uvjete u tlu (Palermo et al. 2003; Das i Varma
2009). Sumska stanista najbogatija su gljivama, a one su
jedna od najslabije istrazenih skupina organizama (Tkal¢ec
et al. 2008). Prema raznim autorima, u zdravom Sumskom
ekosustavu broj vrsta i plodista epigejnih mikoriznih gljiva
¢ini od 40-60 % ukupnog broja vrsta i plodista (Fellner 1989,
1993; Arnolds 1991; Fellner i Peskova 1995; Egli 2011).

Na temelju dosadasnjih spoznaja o pozitivnom djelovanju
mikorize na $umske ekosustave, postavljena je hipoteza da
su kulture crnoga bora s ve¢im udjelom mikoriznih vrsta i
njihovih plodista manje osjetljive na zarazu fitopatogenom
gliivom §. sapinea, te imaju udio ECM vrsta redovito veci
od 40 %. Po prvi je puta provedeno istrazivanje s ciljem
odredivanja odnosa broja mikoriznih i saprotrofnih vrsta
gljiva i njihovih plodista te prisutnosti vrste S. sapinea, od-
nosno prosjecnog broja njezinih piknida na iglici. Tako ¢e
uz ve¢ poznate parametre biti moguce odrediti predispozi-
ciju stanista i kultura crnog bora prema zarazi sa S. sapinea,
te koje mikorizne gljive indiciraju razliku izmedu zdravih i
jace zarazenih borovih kultura. Rezultat ¢e posluziti kao te-
melj za daljnja proucavanja problematike ekoloskih odnosa
uistrazivanom stanistu, te razvoj novih metoda integrirane
zastite kultura crnoga bora.

MATERIJALI | METODE RADA
MATERIALS AND METHODS

Prikupljanje uzoraka makrogljiva na terenu obavljeno je ti-
jekom 2011., 2012. i 2013. godine na podru¢ju Istre, USP
Buzet, u drzavnim Sumama na podrudju sljede¢ih Sumarija:
Pazin, GJ Planik (ploha Previz); Labin, GJ Smokovica
(ploha Mali Golji); te Buzet, GJ Kras (ploha Trstenik). Po-
stavljene su tri trajne plohe u kulturama crnog bora pomoc¢u
kojih je dobiven uvid u postojece stanje mikocenoza. Plohe
su smjestene na razli¢itim tlima, mati¢nim podlogama, na-
gibima, ekspozicijama, nadmorskim visinama i u podrucju
razli¢itih klimazonalnih zajednica. Lokacije ploha Previz i
Mali Golji odabrane su priblizno na istim mjestima, gdje su
istrazivanje provodili Dimini¢ et al. (2012). Broj stabala po
plohama se kretao od 18 (Mali Golji), 19 (Trstenik) do 50
(Previz). U sredi$tu svake plohe zabiljezene su GPS koor-
dinate uredajem Ashtech MobileMapper 10.

Zbog specifi¢nosti terena i mozaickog rasporeda sastojina
crnog bora u Istri, veli¢ina ploha u ovom istrazivanju pri-
lagodena je tome na nacin da su postavljene manje, neogra-
dene plohe, povrsine 400 m*(20x20 m). Kako bi se nadokna-
dio taj nedostatak, povecana je frekvencija uzorkovanja
plodista gljiva. Tijekom prve dvije godine, plohe su pregle-
davane od 20. do 50. tjedna u godini, svakih 14 dana, a da bi
se smanjio eventualni negativni utjecaj sakupljaca jestivih
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gljiva, uzorkovanje je obavljano uglavnom tijekom srijede,
Cetvrtka i/ili petka (prema Martinez de Aragén 2007). U
2013. godini uzorkovanje je pocelo u 36-om tjednu buduéi
da je nakon prethodne dvije godine ustanovljeno da rani
dio sezone gljiva nije znacajan za ovo istrazivanje, te ti po-
daci nisu dio prikazanih rezultata.

Prilikom uzorkovanja plodista gljiva, svaki je uzorak foto-
grafiran digitalnim fotoaparatom, pohranjen u vo$tanu pa-
pirnatu vreéicu te obiljezen kako bi se mogao dalje obradi-
vati u laboratoriju. Jedan uzorak su ¢inila sva plodista iste
vrste gljiva pronadena na pojedinoj plohi istoga dana, ako
je vrsta mogla biti odredena na terenu. Za ostale vrste koje
su morale biti odredene kasnije u laboratoriju, uzorak je ¢i-
nilo pojedinac¢no plodiste ili skupina plodista za koja je pro-
cijenjeno da pripadaju istoj vrsti. U laboratoriju su brojana
plodista svakog uzorka, te su zabiljezene njihove karakteri-
stike koje se nece vidjeti na fotografijama, a potrebne su za
identifikaciju (dimenzije plodista, miris, okus, guljivost ko-
zice klobuka i dr.). Uzorci su potom suseni tijekom 48 sati
u susioniku na temperaturi od 35-40 °C, nakon ¢ega su po-
hranjeni u Hrvatski nacionalni fungarij (CNF). Uzorci koje
nije bilo moguce identificirati samo na osnovi makroskop-
skih karakteristika, odredivani su uz pomoc svjetlosnog mi-
kroskopa Olympus BX51 povecanja do 1500x i suvremene
taksonomske literature (Breitenbach i Kranzlin 1986, 2000;
Kuyper 1986; Kytovuori 1989; Bas et al. 1990, 1995, 1999;
Sarnari 1998, 2005; Antonin i Noordeloos 2004, 2010;
Knudsen i Vesterholt 2012; ). Kori$tene su standardne me-
tode mikroskopiranja (Mesi¢ i Tkal¢ec 2009) na suhom ma-
terijalu (eksikati plodista). Podaci o svim uzorcima pohra-
njeni su u bazu podataka Hrvatskog mikoloskog drustva
(HMD). Trofi¢ki status gljivljih vrsta odredivan je prema
Brundrett (2008), Rinaldi et al. (2008) i Comandini et al.
(2012). Nomenklatura gljivljih vrsta preuzeta je iz Myco-
Bank (2015).

Na svim su plohama otvoreni pedoloski profili te je obav-
ljena analiza tla u Odjelu za laboratorijska ispitivanja Hr-
vatskog Sumarskog instituta u Jastrebarskom. Na svakoj je
plohi oboreno jedno stablo s kojega je izdvojeno pet uzo-
raka grana s vidljivim simptomima zaraze sa S. sapinea.
Kada nije bilo grana sa simptomima, uzorak je izabran na-
sumi¢no. Potom je obavljena analiza zarazenosti borovih
iglica i izbojaka gljivom S. sapinea u Laboratoriju za pato-
logiju drve¢a Sumarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Sa
svakog je uzorka uzeto 20 suhih iglica, te njihov izbojak. U
slu¢aju kada nije bilo suhih iglica, nasumi¢no su odabrane
ostale iglice. Ukupno je sa svakog stabla analizirano 100
iglica, ukoliko su bile prisutne. Iglice i izbojci ostavljani su
na vlazenje tijekom 48 sati na sobnoj temperaturi u Petri-
jeve posude s navlazenim filter papirom. Svaka je iglica i
izbojak potom pregledana pomocu stereolupe (Leica Leitz
MZ8). Na iglicama je biljezen ukupan broj vidljivih piknida
S. sapinea te eventualni simptomi ostalih bolesti. Kako bi

se potvrdilo da piknide pripadaju S. sapinea, iz svakog je
uzorka nasumic¢no odabrano pet iglica na kojima su de-
taljno pregledani presjeci kroz piknide svjetlosnim mikro-
skopom (Olympus BX53) povecanja do 400x opremljenim
digitalnom kamerom Motic MoticamPro 252A. Detaljno
su kontrolirane i mjerene spore te izgled i veli¢ina piknida
na prerezu.

Na temelju odnosa izmedu broja mikoriznih i saprotrofnih
vrsta gljiva i njihovih plodista odredivan je zdravstveni sta-
dij u kojemu se pojedina sastojina nalazi (latentni, akutni
ili letalni) (prema Fellner i Peskova 1995). Teoretski dobi-
veno stanje usporedeno je s prisutno$éu patogene gljive S.
sapinea u kro$njama stabala, odnosno prosje¢nim brojem
piknida na iglici. Vrste iz sljede¢ih rodova koristene su kao
osjetljivi bioindikatori stanista: Hydnum L., Sarcodon Quél.
ex P. Karst., Phellodon P. Karst., Hydnellum P. Karst., Bole-
topsis Fayod, Cantharellus Juss., Suillus Gray, Cortinarius
(Pers.) Gray i Tricholoma (Fr.) Staude (Taylor 1995; Mato-
cec et al. 2000; Kraigher et al. 2007). Kao osjetljivi mikobi-
oindikator za sredi$nju Europu navedena je Russula muste-
lina Fr. (Fellner i PeSkova 1995). Za statisticku obradu
podataka (Kruskal-Wallis test, korelacija, regresija) koristen
je softverski paket Statistica 10 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
USA, 2010). Ovisnost prosjecnog broja piknida na iglici i
udjela ECM vrsta i plodista interpretirana je regresijskom
analizom. Grafi¢ki prikazi izradeni su pomoc¢u MS Excel
programa (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA, 2010).
Za testiranje statisticke signifikantnosti prilikom svih ana-
liza koristen je stupanj znacajnosti od 0,05.

REZULTATI RADA
RESULTS

Na temelju otvorenih pedoloskih profila i kemijske analize
uzoraka utvrdeni su sljededi tipovi tala: crvenica lesivirana
(Mali Golji), smede na vapnencu (Trstenik) i eutri¢no
smede na fliSu (Previz). Rezultati kemijske analize prikazani
su u Tablici 1.

Tijekom tri godine istrazivanja evidentirano je ukupno 2841
plodiste te 88 gljivljih vrsta iz 37 rodova. Na ECM makro-
gljive otpada 2288 plodista i 47 vrsta, dok je 41 vrsta i 553
plodista bilo saprotrofno. Ploha Previz statisticki se zna-
¢ajno razlikovala od ostale dvije s obzirom na broj plodista
gljivljih vrsta (Kruskal-Wallis test; H = 9,38, df =2, p =
0,0092). Najvise vrsta zabiljezeno je na plohi Trstenik, uku-
pno 44 (22 ECM), 39 na plohi Previz (25 ECM), a najmanje
na plohi Mali Golji, ukupno 30 (13 ECM) (Slika 1.). Najvise
plodista pojavilo se tijekom 2013., a najmanje tijekom 2011.
godine (Slika 2). Podaci Drzavnog hidrometeoroloskog za-
voda (DHMZ) za promatrano razdoblje pokazuju da je
2011. bila izrazito susna i nepovoljna za gljive, dok je 2013.
zabiljezena iznadprosje¢na koli¢ina oborina na tri relevan-
tne meteoroloske postaje (Tablica 2.).
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Tablica 1. Rezultati kemijske analize profila tla na plohama
Table 1 Results of soil profiles chemical analyses

Dubina
Depth

Profil / ploha PH

Profile / plot
Tofie /o o HO MK PO,
- 0-1 5,59 4,84 2,65
Mali Golji
5-35 5,69 4,13 3,93
; 0-5 5,31 4,48 1,59
Trstenik
8-35 7,26 6,07 3,61
0-1 5,62 4,57 10,76
Previz 5-20 737 6,04 2,79
40-60 7,90 6,78 4,76

mg/100g tla
mg/100g soil
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N mﬁ C CN CaCo,
K,0 % % % %
1432 0,97 1925 1119 11,54 -
21,20 0,16 3,59 2,09 13,06 -
28,31 137 2876 1672 12,20 -
14,10 0.25 4,76 277 11,03 0,82
57,60 0,99 3500 2035 2056 -
11,61 0,08 1,56 0,91 11,38 3,30
12,87 0,04 0,82 048 12,00 333

Tablica 2. Oborine, temperatura i period pracenja klimatolo$kih podataka za postaje Abrami, Letaj — brana i Pazin
Table 2 Precipitation, temperatures and monitoring period of meteorological data for stations Abrami, Letaj — brana and Pazin

v . Oborine (mm)
Meteoroloska postaja -
. Precipitation (mm)

Meteorological Prosick
station 2011 2012 2013 fosje
Average

Abrami 798,8 959,7 1406,6 1111,0

Letaj — brana 7315 1145,7 1653,0 1149,1
Pazin 838.8 942,3 1309,8 1042,5

lzvor: Drzavni hidrometeoroloski zavod (2015)
Source: Meteorological and Hydrological Service (2015)
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Slika 1. Kumulativni broj evidentiranih vrsta na plohama tijekom istrazi-
vanog razdoblja

Figure 1 Cumulative number of recorded species on plots through research
period

Najveci udio ECM vrsta makrogljiva za sve godine istrazi-
vanja ukupno zabiljezen je na plohi Previz (64,10%), a naj-
manji na plohi Mali Golji (43,33%) (Slika 3.). Na plohi Pre-
viz udio plodista ECM makrogljiva u ukupnom broju
plodista iznosio je ¢ak 96,42%, dok je najmanji udio ECM
plodista zabiljezen na plohi Mali Golji i iznosio je 23,49%.
Navedene vrijednosti prate i trendovi prosje¢nog broja pi-

Temperatura (°C)

Temperature (°C) Period pracenja

2013 Prosjek Monitoring period
Average
12,7 13,0 12,3 12,4 1981-2013
12,6 12,8 12,8 12,3 1995-2013
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Slika 2. Kumulativni broj plodista na plohama tijekom istrazivanog
razdoblja
Figure 2 Cumulative number of sporocarps on plots through research period

knida S. sapinea na iglicama crnog bora. Piknide S. sapinea
nisu pronadene na plohi Previz, dok je njihov prosjec¢an broj
po iglici na plohi Mali Golji bio 17,73, odnosno 7,82 na
plohi Trstenik. Sve plohe se statisticki znacajno razlikuju s
obzirom na broj piknida po iglici (Kruskal-Wallis test; H =
121,5206, df = 2, p = 0,0000). Uz S. sapinea, na iglicama je
pronadena i vrsta Truncatella hartigii (Tubeuf) Steyaert.
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Slika 3. Udio ECM i saprotrofnih vrsta u ukupnom broju vrsta i prosjecan
broj piknida na iglici

Figure 3. Share of ECM and saprotrophic species in total count of species
and average number of pycnidia on needle

Udio ECM vrsta pokazuje visoki stupanj negativne ko-
relacije s prosje¢nim brojem piknida S. sapinea na iglici
(r=-0,9632, p =0,173), ali regresijski model nije statisticki
znacajan (p<0,05). Promatramo li ovisnost prosje¢nog broja
piknida na iglicama s obzirom na udio ECM vrsta gljiva,
vidljiv je trend koji ukazuje da povecanje udjela ECM vrsta
dovodi do brzog pada prosje¢nog broja piknida na iglici
(Slika 4.). S druge strane, u uvjetima destruirane ECM za-
jednice ocekivani prosje¢ni broj piknida prelazi vrijednost
od 34 piknide po iglici. Kulture s vise od 60% udjela ECM
vrsta pokazuju mnogo manji broj piknida na pojedinoj
iglici. Nadalje, regresijska analiza pokazuje da u slu¢aju kada
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Slika 4. Prosjecan broj piknida na iglici s obzirom na udio ECM vrsta (po
godinama i prosjek za cijelo razdoblje uz 95 %-tni interval pouzdanosti)
Figure 4 Average number of pycnidia on needle in ratio to ECM species (by
years and average for survey period with 95% confidence interval)
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udio ECM vrsta prelazi 75%, mozemo ocekivati nezarazene
iglice sa S. sapinea.

Sli¢ni trendovi vrijede i s obzirom na udio ECM plodista
koja ipak manje utje¢u na prosjecan broj piknida na iglici.
Prosjecan broj piknida S. sapinea na iglici pokazuje visoki
stupanj negativne korelacije s obzirom na udio ECM plo-
dista (r=-0,9676, p=0,162), ali regresijski model kao i kod
udjela vrsta nije statisticki znacajan (p<0,05). Rezultati po-
kazuju da u kulturama koje imaju udio ECM plodista ma-
nji od 15% mozemo ocekivati jaku zarazu s 15 ili vise pi-
knida na pojedinoj iglici (Slika 5.). Prema regresijskom
modelu, tek kada udio ECM plodista dostigne 90% ili vise
mozemo ocekivati izostanak piknida s iglica. Korelacije
prosje¢nog broja piknida na iglici, udjela ECM vrsta i plo-
dista prema sadrzaju kalija (K,0), dusika (N), ugljika (C),
odnosa C:N i humusa u organskom horizontu tla prika-
zane su u Tablici 3.

Na plohi Previs$ pojavilo se vise osjetljivih ECM vrsta, po
¢emu se ova ploha znacajno razlikovala od preostale dvije.

Tablica 3. Korelacije prosjecnog broj piknida, udjela ECM vrsta i ECM
plodista naspram sadrZaja kalija (K), dusika (N), ugljika (C), odnosa C:N
i humusa u organskom horizontu tla. * — statisti¢ki zna€ajno.

Table 3. Correlation of average pycnidia number, ECM sprecies share and
ECM sporocarp share towards the content of potassium (K), nitrogen (N),
carbon (C), C:N ratio and humus in organic soil layer. * — statistically sig-
nificant.

Korelacije su znacajne pri p<0,05 N=3

Correlations are significant at p<0,05 N=3

K20 N% C% C:N Humus%
piknide -0,9639 -0,1125 -0,9987* -0,8647 -0,9987*
%ECM wrst ~ 1,0000¢  -0,1588 09483 0,9679  0,9482
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Slika 5. Prosjecan broj piknida na iglici s obzirom na udio ECM plodista
(po godina i prosjek za cijelo razdoblje uz 95 %-tni interval pouzdanosti)
Figure 5 Average number of pycnidia on needle in ratio to ECM sporocarps
(by years and average for survey period with 95% confidence interval)
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Evidentirano je po pet vrsta roda Tricholoma i roda Suillus
medu kojma ¢emo izdvojiti rjede vrste, T. caligatum (Viv.)
Ricken (Slika 6.) i S. mediterraneensis Jacquet. & J. Blum)
Redeuilh (Slika 7.). Od hidnoidnih vrsta zabiljezene su
Hydnum albidum Peck, Hydnellum ferrugineum (Fr.) P.
Karst. i Phellodon niger (Fr.) P. Karst. (Slika 8.). Vrsta Can-
tharellus lutescens (Pers.) Fr. (Slika 9.) ujedno je bila vrsta
s najvise plodista tijekom ovog istrazivanja. ECM vrste
svojstvene za plohu Trstenik su Clavulina cinerea (Bull.)
J. Schrot., C. coralloides (L.) J. Schrot., C. rugosa (Bull.) J.
Schroét., Inocybe bongardii (Weinm.) Quél., I. geophylla
(Sowerby) P. Kumm., Ramaria gracilis (Pers.) Quél. i Ru-
ssula chloroides (Krombh.) Bres. Kultura najlosijeg zdrav-
stvenog stanja, Mali Golji, razlikovala se po ECM vrstama
Chroogomphus rutilus (Schaeft.) O.K. Mill., Lactarius
atlanticus Bon, L. aurantiacus (Pers.) Gray i Russula delica
Fr. ECM vrsta Suillus granulatus (L.) Roussel evidentirana
je na svim plohama, zbog ¢ega smatramo da nema indi-
katorska svojstva u smislu ovoga rada.

Slika 6. Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken
Figure 6 Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken

Figure 7 Suillus mediterraneensis (Jacquet. & J. Blum) Redeuilh
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Najcesce saprotrofne vrste bile su Mycena galopus (Pers.) P.
Kumm., M. pura (Pers.) P. Kumm. i Baeospora myosura (Fr.)
Singer, te lignikolna vrsta Gymnopilus penetrans (Fr.) Murrill
koja je bila najbrojnija i Cesta vrsta na plohi Mali Golji.

S obzirom na prikazane rezultate, istrazivane borove kulture
mozemo svrstati u zdravstvene kategorije - stadije. Ploha
Previz udjelom ECM vrsta i plodista pokazuje dobro zdrav-
stveno stanje bez simptoma odumiranja. S. sapinea nije pri-
sutna na istrazivanoj lokaciji i moguce je ocekivati nesme-
tan daljnji razvoj zdrave borove kulture. Ploha Trstenik
imala je jednak udio ECM vrsta kao i onih saprotrofnih, te
tek ne$to manji udio ECM plodista (48,02 %). S. sapinea je
prisutna u kulturi, ali nisu zabiljezene vece $tete. Ukoliko
se udio ECM plodista i vrsta ne bi smanjivao, moguce je
ocekivati normalan razvoj kulture. Iako je ploha Mali Golji
takoder imala udio ECM vrsta iznad kriti¢ne granice od 40
%, udio ECM plodista od 23,49 % te veci prosjecan broj pi-
knida na iglici otkriva ja¢e naruseno zdravstveno stanje te
je stoga kultura svrstana u latentni stadij.

Slika 8. Phellodon niger (Fr.) P. Karst.
Figure 8 Phellodon niger (Fr.) P Karst.
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Slika 9. Cantharellus lutescens (Pers.) Fr.
Figure 9 Cantharellus lutescens (Pers.) Fr.
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RASPRAVA
DISCUSSION

Mnoga dosadas$nja istrazivanja potvrdila su viSestruki zna-
¢aj ektomikorize u Sumskim ekosustavima, a pojedina gle-
dista poput utjecaja zra¢nog onecis¢enja na ECM ili pozi-
tivnog djelovanja mikoriznog inokuluma na sadnice su
detaljno istrazena (Gonzalez-Ochoa et al. 2003; Kraigher et
al. 2007). Sama plodista makrogljiva pokazuju veliku vari-
jaciju u pojavljivanju i brojnosti, zahtijevaju duze razdoblje
pracenja te vece iskustvo prilikom identifikacije plodista,
$to Cesto otezava nedostatna ili konfuzna taksonomska li-
teratura i nedostatak profesionalnih mikologa (Arnolds
1999, 2001). Gotovo redovito su nova istrazivanja ovog tipa
pracena primjenom modernih molekularnih metoda, no
niti pomocu njih nije moguce dobiti sve odgovore na po-
stavljena pitanja. Suprotno tomu, plodista gljiva u povolj-
nim uvjetima lako su dostupna, te je pomoc¢u unaprijed
odredenih metoda moguce brzo i u¢inkovito snimiti i pred-
vidjeti razvoj dogadaja u ciljanim $umskim ekosustavima
(Matocec et al. 2000). Jedna od glavnih prednosti prouca-
vanja plodi$ta umjesto morfotipova ili DNA sekvenci je po-
pis vrsta koji se dobije takvim istrazivanjima (za ve¢inu
gljivljih vrsta jo$ uvijek ne postoje podaci o njihovim DNA
sekvencama). Generalno, takva su istrazivanja i mnogo jef-
tinija od molekularnih (Schmit i Lodge 2005). Nasim je
istrazivanjem istovremeno povecano znanje o raznolikosti
i rasprostranjenosti gljivljih vrsta u Hrvatskoj. Do sada je
ektomikoriza vrlo rijetko povezivana s pojavom specifi¢nog
patogena na biljnom domacinu. Takvo je eksperimentalno
istrazivanje provedeno na duglaziji napadnutoj patogenom
gljivom Phaeocryptopus gaeumannii (T. Rohde) Petr. (eng.
Swiss Needle Cast — SNC). Rezultati su pokazali povezanost
mikorize i patogena, no nije bilo moguce razluciti utjecaj
patogena i gospodarskih zahvata na ECM (Luoma i Eber-
hart 2006; 2009).

Dobivene rezultate naseg istrazivanja nije moguce izravno
usporediti s dostupnom literaturom, ali je potvrdena oce-
kivana pojavnost patogena u odnosu na ECM makrogljive.
Kako bi se trendovi potvrdili, u budué¢im istrazivanjima tre-
bat ¢e procijeniti osutost kro$anja da bi se taj parametar
mogao usporediti s postoje¢im podacima i potvrditi postoji
li pravilnost izmedu stupnja osutosti krosanja i istrazivanog
patogena. Rezultati takoder ukazuju da vjerojatno postoji
znacajna uloga stanista, poglavito organskog sloja tla, kao
predinsponirajuceg ¢imbenika za pojavu patogena, kao i
razvijenosti (raznolikosti) ECM zajednice. Promatrajuci
plohu Mali Golji vidljivo je da, ukoliko se nastavi negativan
trend smanjivanja ECM vrsta i plodi$ta, mozZe se ocekivati
prelazak kulture u akutni stadij kada dolazi do pada udjela
ECM vrsta ispod 40 %. Tada se moze oéekivati jace propa-
danje i zaraze sa S. sapinea, posebno ukoliko se dogodi stre-
sni poremecaj uzrokovan pojedinim abiotskim ili biotskim
¢imbenicima, ponajprije susom (Dimini¢ et al. 2012). Stoga
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je takvu borovu kulturu pozeljno dalje pratiti, kako bi se
mogao predvidjeti i eventualno prevenirati neZeljeni sce-
narij.

Prema rezultatima Diminica et al. (2012), u ishrani borova
klju¢an je odnos kalija i dusika u iglicama gdje je povec¢ana
opskrba dusikom odrazavala losije zdravstveno stanje bo-
rove kulture. Suprotno tomu, vi$a razina kalija ustanovljena
je uiglicama borova u vizualno zdravim kulturama. Obav-
ljena kemijska analiza tla ukazuje na slican trend koji se
manifestira u tlu. Ploha Previz, na kojoj nije bio prisutan
istrazivani patogen, imala je vi$u razinu kalija i fosfora te
vi$i postotak humusa i karbonata od ostale dvije plohe. To
ukazuje na kompleksnost odnosa u $umskom ekosustavu,
pa Ce se veza izmedu opskrbljenosti tla kalijem i prisutnosti
S. sapinea trebati potvrditi daljnjim istrazivanjima. Jedna
od moguc¢nosti je provodenje pokusa gnojidbe kalijem na
staniStima koja imaju nisku razinu opskrbljenosti ovim ele-
mentom (ispod 40 mg K,O na 100 g tla).

Tako Egli (2011) navodi da mikorizne gljive zasigurno imaju
iznimno znacenje u odrzavanju stabilnosti Sumskih ekosu-
stava, istovremeno isti¢e kako dosadasnja istrazivanja una-
to¢ svim naporima nisu dala jasnu potvrdu da ECM gljive
mogu posluziti kao bioindikatori zdravstvenog stanja ili ih
se barem kao takve ne moze generalizirati. Ipak, nase je
istrazivanje pokazalo pozitivou korelaciju izmedu vrsta iz
mikobioindikatorskih rodova i zdravih kultura crnog bora,
te jaku negativnu korelaciju izmedu ECM vrsta i plodista
prema prosje¢nom broju piknida na pojedinoj iglici. Tre-
nutno se procijenjeno zdravstveno stanje borovih kultura
bitno ne razlikuje od rezultata koje su objavili Dimini¢ et
al. (2012). Medutim, mikobioindikatore u razli¢itim tipo-
vima stanista potrebno je specificirati, jer su ECM vrste ¢e-
sto specijalizirane po pitanju svog fitobionta i ne predstav-
ljaju jednako dobro svako $umsko staniste.

ZAKLJUCGCI
CONCLUSIONS

Na temelju dobivenih rezultata pracenja mikocenoze kul-
tura crnog bora u Istri i prisutnosti S. sapinea na iglicama
u ovisnosti o udjelu ECM vrsta i plodista, navodimo slje-
dece zakljucke:

1) Istrazivane kulture crnog bora razlikuju se po brojnosti
ECM vrsta i plodista, udjelu trofickih grupa te prosjec-
nom broju piknida S. sapinea na iglici. Ploha Previz imala
je najveci udio ECM vrsta i plodista (64,10/96,42%), a
piknide S. sapinea nisu pronadene. Ploha Mali Golji
imala je najmanji udio ECM vrsta i plodista
(43,33/23,49%), a istovremeno najvisi prosjecni broj pi-
knida po iglici (17,73).

2) Prosjecan broj piknida na iglici snazno je povezan s udje-
lom ECM vrsta i plodista, ali statisticka znacajnost nije



potvrdena. Prema regresijskom modelu, ukoliko bi doslo
do povecanja prosje¢nog broja piknida na iglici iznad 34,
mogla bi se ocekivati destrukcija ECM zajednice. Uko-
liko udio ECM vrsta prelazi 75%, moZemo ocekivati
iglice koje nisu zarazene sa S. sapinea. Slican trend vri-
jediiza udio ECM plodista.

3) Na plohi Previs pojavila se ve¢ina predvidenih osjetljivih
mikobioindikatora, $§to uz odsutnost S. sapinea ukazuje
na dobro zdravstveno stanje i o¢ekivani pozitivan daljnji
razvoj kulture.

4) Ploha Mali Golji u latentnom je stadiju i pokazuje trend
gubitka ECM plodista. Ukoliko se takav trend nastavi,
predvida se ulazak u akutni stadij ostecenosti kada se
mogu ocekivati vece Stete i susenja.

5) Unato¢ rezultatima koji potvrduju postavljenu hipotezu
istrazivanja, jo$ uvijek nije moguce sa sigurnos¢u odgo-
voriti na osnovna ekoloska pitanja o funkcionalnoj ulozi
pojedine ECM vrste u otpornosti crnog bora prema za-
razi sa S. sapinea, ali i drugim stresnim biotskim i abiot-
skim ¢imbenicima. Stoga je potrebno provoditi komplek-
snija istrazivanja ove tematike u buduénosti, uz detaljnu
analizu stani$nih uvjeta i uklju¢ivanje modernih mole-
kularnih metoda te povecanje uzorka, sto bi pruzilo pre-
ciznije i pouzdanije rezultate koji bi omogucili razvoj no-
vih uc¢inkovitih metoda integrirane zastite Suma.
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Summary

Mycorrhizal macrofungi play an important role in plant physiological condition and help protecting their hosts
from biotic and abiotic stress and pathogens. At the research area in Istria, western Croatia, pathogenic fungus
Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton has caused substantial damage in Austrian pine (Pinus nigra J. E Arnold)
plantations through the last 25 years. During the previous research activities on predisposition to S. sapinea infec-
tions, site and stress conditions are determined as key factors. Back then, existing differences in fungal communi-
ties at disturbed and healthy Austrian pine plantations were observed. We hypothesized that Austrian pine plan-
tations with higher ratio of ECM species and their sporocarps (minimum 40% of ECM species) are less
susceptible to S. sapinea infection. It is the first research on linkage between ECM species and S. sapinea infection
rate on Austrian pine needles.

Fungal samples were collected on three different permanent research plots of 400 m? each, for three consecu-
tive years (2011-2013) from week 36 to week 50, every fortnight. All samples were recorded with digital cam-
era. Each fungal species and all its sporocarps on the plot represented one sample. They were collected in a
wax paper bags, assigned and processed in laboratory on the same day. Sporocarps were counted and dried
for 48 hours at 35-40 °C. Afterwards, they were packed in plastic bags and deposited to Croatian National
Fungarium (CNF) for further identification. For all plots we analyzed soil samples and recorded soil profiles.
Symptomatic branches and needles were taken from one tree per plot to analyze S. sapinea presence and
number of pycnidia. Plantations were assigned, according to ECM fungi share, to different degrees of distur-
bance (latent, acute or lethal).

Soil analyses defined three different soil types: Tera Rossa (plot Mali Golji), Calcocambisol (plot Trstenik) and
Eutric Cambisol on flysch (plot Previz) (Table 1.). In total, 2814 sporocarps (2288 ECM) and 88 species (47
ECM) were recorded, belonging to 37 genera. The maximum species richness was found at plot Trstenik (44
species) (Figure 1.), while the highest sporocarp richness was recorded at plot Previz (Figure 2.). Kruskal-
Wallis test showed statistically significant difference between plot Previz and two other plots based on sporo-
carp number (H = 9,38, df = 2, p = 0,0092). Share of ECM species at plot Previz was 64,10% and 96,42% of
sporocarps, respectively. Plot Mali Golji had the least share of ECM species (43,33%) and sporocarps (23,49%)
(Figure 3.). S. sapinea pycnidia were not found at plot Previz, while at plot Mali Golji an average of 17,73 pyc-
nidia per needle were recorded. On analyzed needles, together with S. sapinea, we found present Truncatella
hartigii (Tubeuf) Steyaert. Kruskal-Wallis test showed statistically significant differences between all plots in
term of pycnidia presence on pine needles (H = 121,5206, df = 2, p = 0,0000). Shares of ECM species and spo-
rocarps were strongly related to an average number of S. sapinea pycnidia on a single needle. Regression trend
indicate that in case when number of pycnidia on needles reaches 34 and more, we could expect an absence
of ECM community (Figure 4.). An opposite scenario indicates that in case when share of ECM species reaches
74% or more, we could expect complete absence of pycnidia from needles. Similar trends were observed for
sporocarps-pycnidia dependence (Figure 5.). Nevertheless, regression trends were not statistically significant
(p<0,05). Correlations between average pycnidia number, share of ECM species and sporocarps in relation to
potassium, nitrogen, carbon, C : N ratio and humus in organic soil layer are shown in Table 3.

Several ECM species with assumed mycobioindication value were recorded at plot Previz only, e. g. Tricholoma
caligatum (Viv.) Ricken (Figure 6.), Suillus mediterraneensis Jacquet. & J. Blum) Redeuilh (Figure 7.), Hydnum
albidum Peck, Hydnellum ferrugineum (Fr.) P. Karst., Phellodon niger (Fr.) P. Karst. (Figure 8.) and Cantharel-
lus lutescens (Pers.) Fr. (Figure 9.) Characteristic ECM species at plot Trstenik were Clavulina cinerea (Bull.)
J. Schrét., C. coralloides (L.) J. Schroét., C. rugosa (Bull.) J. Schrét., Inocybe bongardii (Weinm.) Quél., I. geo-
phylla (Sowerby) P. Kumm., Ramaria gracilis (Pers.) Quél. and Russula chloroides (Krombh.) Bres. At plot Mali
Golji, characteristic ECM species were Chroogomphus rutilus (Schaeff.) O.K. Mill., Lactarius atlanticus Bon,
L. aurantiacus (Pers.) Gray and Russula delica Fr.

Acording to obtained results, plots Previz and Trstenik were characterized as not disturbed, while plot Mali
Golji was at latent stage of disturbance. Considering a very low share of ECM sporocarps at plot Mali Golji,
we predict a possible scenario of its transition to a more severe (acute) stage of disturbance. This research con-
tinues on previous research at the same Austrian pine plots on predisposition to S. sapinea infections, where
site and stress conditions are determined as key factors. Our results confirm the assumption that stands with
higher S. sapinea infection rate have impoverished mycorrhizal community and reveal potential indicator spe-
cies of more resistant and healthy habitats. Since this research was focused on correlation between only two
factors (share of ECM species and number of S. sapinea pycnidia on needles), we must interpret obtained re-
sults with precaution. To gain more reliable and precise results, further research based on higher number of
plots and more detailed analysis of habitat factors is needed.
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