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KVALITATIVNA SVOJSTVA I MIKOFLORA SVJEZIH
I SKLADISTENIH PLODOVA PITOMOG KESTENA

(Castanea sativa Mill.)

SAZETAK

Plod pitomog kestena (Castanea sativa Mill.) se najéesée upotrebljava za proizvodnju
Sumskog reprodukcijskog materijala za poSumljavanje i obnovu $uma, te kao prehrambeni
proizvod. Lako je kvarljv i tesko ga je uskladistiti bez znacajnog gubitka vitaliteta. Cilj
istraZivanja je bio odredivanje kvalitativnih svojstava i zdravstvenog stanja plodova pitomog
kestena te detekcija vrsta gljiva i kukaca prije i tijekom skladistenja. Plodovi su sakupljeni
u listopadu 2007. godine na podru¢ju USP Pozega. Analizirana su kvalitativna svojstva
plodova prema standardnim ISTA metodama. Klijavost je iznosila 40 %, a vitalitet je iznosio
35 %. Uskladisten je u hladnjaci HSI na temperaturi 3 do 5 °C u PE vre¢ama. Nakon pet
mjeseci skladistenja analizirano je zdravstveno stanje plodova. Analizom je utvrdeno visoko
ucesée zarazenih plodova uiznosu od 60 %. Gljive su determinirane klasi¢nom morfoloskom
analizom primjenom makro i mikro metoda i molekularnom metodom. Detektirano je
osam vrsta patogenih gljiva i dvije vrste kukaca: Alternaria alternata (Fr.) Kisler, Aspergillus
flavus Link., Aspergillus niger Tiegh, Ciboria batschiana (Zopft) Buchw., Penicillinm spp.,
Phomopsis castanea (Sacc.) Hohn, Trichoderma citrinoviride Pers., Trichothecium rosewm
Link., i Curculio elephas Gill., Cydia splendana Hb.

Kljuéne rijeci: pitomi kesten, patogene gljive, kukci, skladistenje, kvaliteta, molekularna
detekcija
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UVOD

Pitomi kesten (Castanea sativa L.) je bjelogori¢na vrsta
drveéa iz porodice Fagaceae. Botanicari ga svrstavaju u
vockarice, no zbog mjesta rasta spada i u Sumsko drveée.
Primarno se koristi za proizvodnju gradevnog materijala,
za ogrijev, za hranu, a dobro je poznat i kao medonosna
vrsta. Potjece iz podrudja Male Azije, udomacden je u
juznoj Europi i u zemljama oko Sredozemnog mora.
Rimljani su $irili pitomi kesten diljem Rimskog carstva
sve do Velike Britanije (Conedera i sur. 2004).

U Hrvatskoj se rasprostire u brezuljkasto-brdskom
podrudju kontinentalnog dijela Hrvatske te u Istri i na
otocima Krku i Cresu. Vedi dio areala rasprostire se kroz
sredi$nju Hrvatsku, od slovenske granice do granice s
Bosnom i Hercegovinom, a najvece i najljepse sastojine
nalaze na Zrinskoj i Petrovoj gori te na Medvednici
(Medak 2009, Idzojti¢ i sur. 2010). Najveéi kompleksi
Suma nalaze na karlovackom i sisackom podrudju, te
oko grada Zagreba. Pitomi kesten u Hrvatskoj dolazi na
povrsini od 136.000 ha (Novak Agbaba i sur. 2000), a
ukupna drvna zaliha iznosi 0,8 %. Vrsta je koja zahtjeva
dubljeiumjereno svjeze tlo, aizbjegava hladnaimaglovita
staniSta. U kontinentalnom dijelu Hrvatske raste na
nadmorskim visinama od 200 do 700 m na razli¢itim
ekspozicijamai tipovima tla (Poljak i sur. 2012). Raste na
izrazito kiselim tlima (pH 4 do 5) i kalcifoban je (Franji¢ i
Skvorc 2020). U pojasu kitnjakovih i bukovih $uma tvori
¢iste ili mjeSovite sastojine, gdje se mezofilne kestenove
Sume nalaze na sjevernim i isto¢nim ekspozicijama te na
vi$e ili manje strmim nagibima i zasjenjenim polozajima,
aacidofilne kestenove Sume na suhim juznim i zapadnim
padinama (Medak 2004, 2009, Medak i Peri¢ 2007).
Pitomi kesten cvate kasnije od ostalih vrsta bjelogorice,
u lipnju. Plod je sjajni, glatki, tamnosmedi, koznati,
jednoli¢no obojeni ili uzduzno tamnije prugasti, 2 -3 cm
veliki, ve¢inom jednosjemeni oras¢i¢ (kesten). Plodovi se
nalaze u zajednickoj kupuli 1 do 3 komada. Kupule su
loptaste, koZaste i gusto pokrivene igli¢astim savitljivim
ljuskama. Plodovi dozrijevaju i otpadaju u listopadu.
Dozrela kupula puca na 4 dijela. Plodovi su zoohorni
(Idzojti¢, 2013). Krupnoca plodova je varijabilna
pa broj plodova u 1 kg varira od 100 — 120 plodova
(Idzojti¢, 2013), od 100 do 230 sjemenka, prosje¢no
oko 160 plodova (Regent 1980), od 150 do 300 plodova
(Gordon and Rowe 1982), od 159 do 258 plodova,
prosje¢no 207 komada (baza podataka LIS HSI 2007.
do 2015. godine). Prosje¢na klijavost plodova krede se od
55 do 98,8 % (Herman 1971, WSL 1991, Regent 1980,
Delard i sur. 2007, Benedetti i sur. 2012, Cigek i Tilki
2007). Minimalna klijavost sjemena prema hrvatskom
standardu (HRS) je 60 %. Istrazivanja kvalitativnih
svojstava Sumskog sjemena u Hrvatskoj u pocetku su se
bazirala na ispitivanju primjenjivosti razli¢itih metoda
odredivanja kvalitativnih svojstava sjemena (Mucalo
1959, Mucalo i Regent, 1968a, 1968b, Regent 1966,
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Borzan i sur. 1990a, 1990b), a kasnije na istrazivanju
kvalitativnih svojstava i nacina skladiStenja razli¢itih
gospodarski znacajnih vrsta Sumskog sjemena (Gradecki
i sur. 1993, 1996, 2018). Za ocuvanje visoke kvalitete
plodova sakupljanje, manipulacija i na¢in skladiStenja
plodova vrlo suznacajni. Plodovi pitomogkestena su lako
kvarljivi i treba ih sakupiti odmah nakon dozrijevanja, s
tla ili s mreza. Sakupljanje treba zapoceti kada se kupule
po¢nu otvarati kako bi se sprijecilo isusivanje ploda.
Prema nacinu skladiStenja plodovi kestena spadaju u
skupinu ‘recalcitrant’ Sto znaci da je sjeme vrlo osjetljivo
na gubitak vlage i temperaturu skladistenja, te se zbog
toga ne moze skladistiti na duZe razdoblje bez znacajnog
gubitka vitaliteta (Pritchard i Manger 1990). Plodovi
su plitko dormantni $to takoder negativno utjece na
smanjenje kvalitete. Za ocuvanje vitaliteta tijekom
skladi$tenja potrebno je sacuvati visok sadrzaj vlage u
plodovima te ga ¢uvati na temperaturama od -3 do +5°C
(Gosling 2007, Bonner 2008). Regent (1980) preporuca
¢uvanje sjemena u jazicama, na otvorenom u hrpama
koje se pokriju li¢em ili u podrumu u sanducima u
vlaznom stratifikatu s pijeskom omjera 1:1 ili sa oko 35
% vlage na temperaturi od 0 do 5 °C.

Plod pitomog kestena bogat je hranjivim tvarima te je
pogodan kao supstrat za rast gljivi¢nih organizama. Osim
toga sadrzi veu koli¢inu vlage (40 — 48%) $to takoder
pogoduje razvoju i rastu gljiva. Mikrogljive koje dolaze na
kestenovom plodu su vrste koje stvaraju mnostvo spora.
Prema nacinu ishrane dijele se na saprofite, parazite,
fakultativne parazite i saprofite, nekrotrofne parazite
i specijalizirane parazite (Novak Agbaba 2006). Od
nekrotrofnih parazita koji dolaze na kestenovom plodu
su Ciboria batschiana i Alternaria alternata. Gljiva C.
batschiana je ujedno i specijalizirani parazit koji napada
zdravi plod. Saprofiti kao i paraziti mogu ostetiti sjeme
i smanjiti njegov vitalitet. Saprofitske gljive Penicillium
spp- (Marinelli i sur. 2008) u skladi$nim uvjetima utjece
na smanjenje klijavosti.

Gljive mogu zaraziti vanjsku ljusku, kotiledone i embrio
(Cizmi¢ 1987 i 1990). Na povrsini sjemena gljive poput
Alternaria spp. i Fusarium spp. dolaze u obliku spora
ili micelija. Gljiva miruje na sjemenu dok ne dode u
pogodne uvjete kada pocinje rasti, razmnozavati se i $iriti
zarazu. Gljive koje uzrokuju unutarnju zarazu sjemena
su Alternaria spp., Fusarium spp., Ciboria batschiana,
Phomopsis quercella i dr. (Washington i sur. 1997; Wells
i Payne 1980). Morfologija gljiva se tradicionalno koristi
za identifikaciju vrsta. Plodna tijela gljiva koje stvaraju
spore nastale kao rezultat nespolnog (mitoze) ili spolnog
(mejoze) razmnozavanja i vegetativnog tijela (micelij)
koriste se kao sredstvo za identifikaciju. Medutim,
morfoloski pristupi identifikaciji gljiva neée uvijek dati
to¢ne rezultate na razini vrste. U nekim vrlo specifiénim
rodovima gljiva, morfoloske karakteristike vrsta roda
mogu biti sporne zbog njihove sli¢nosti. Za gljive
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koje sporuliraju u kulturi oblik i veli¢ina spora mogu
pokazati vrlo razlicite karakteristike kod iste vrste $to ¢ini
identifikaciju oteZanom. Za spolna stanja (teleomorfe),
askospore se ne proizvode Cesto u kulturi, $to otezava
njihovu morfolosku identifikaciju. Za brzu i pouzdanu
identifikaciju vrsta gljiva koriste se DNA metode. Jedna
od najkorisnijih sekvenci jezgrine DNA u identifikaciji
vrste je ribosomalna I'TS regija (eng. internal transcribed
spacer; hrv. unutarnja transkripcijska razmaknica) u
kojoj se nalaze dvije visoko varijabilne nekodirajude
regije (ITS1, ITS2). Odredivanje vrste se temelji na
usporedivanju nepoznatog slijeda ITS sekvenci s
podacima u medunarodnim bazama podataka sekvenci
(GenBank u Nacionalnom centru za biotehnoloske
informacije, NCBI; Europska arhiva nukleotidnih
sekvenci  Europskog laboratorija za molekularnu
biologiju, EMBL; Japanska DNA banka, DDB]J;
Nordijska baza podataka ITS ektomikorize prilagodena
korisniku, UNITE) (Schoch 2012, Blaalid 2013, Raja
2017).

Cilj istraZivanja je odredivanje kvalitativnih svojstava i
zdravstvenog stanja plodova pitomog kestena te detekcija
vrsta gljiva koje dolaze na plodu pitomog kestena prije i
tijekom skladistenja.

MATERIJAL I METODA RADA

PORIJEKLO PLODOVA PITOMOG KESTENA
Plodovi pitomog kestena sakupljeni su u listopadu
2007. godine u sjemenskoj sastojini pitomog kestena,
sumskom sjemenskom objektu tipa selekcioniran, na
podrudju Uprave Suma Podruznice PoZega. S obzirom
na rajonizaciju sastojina se nalaziu sjemenskoj zoni Suma
hrasta kitnjaka, bukve i pitomog kestena u sjemenskoj
regiji srednja Hrvatska. Podaci o sjemenskoj sastojini
prikazani su u Tablici 1.

Prema Koppenovoj klasifikaciji sjemenska sastojina
se nalazi u zoni tople-umjereno kisne klime Cfwbx” i
humidne klime sa indeksom efektivnosti oborina (P/E
= od 64 do 127), gdje se temperatura najhladnijeg
mjeseca krede izmedu -3 °C do + 18 °C, ljeta su svjeza
s mjeseénom temperaturom najtoplijeg mjeseca ispod
22 °C. Oborine su jednoliko razdijeljene na cijelu
godinu, ali najsusi dio godine pada u hladno godi$nje
doba. Maksimumu koli¢ine oborina koji se pojavljuje u

Tablica 1. Podaci o sjemenskoj sastojini pitomog kestena

pocetku toplog dijela godine pridruzuje se maksimum u
kasnoj jeseni. Sastojina se razvija na mati¢cnom supstratu
koji ¢ine kisele silikatne stijene, gline, granit, pjeséenjaci
itd. na kojem se je razvilo districno smede tipi¢no ili
ilimerizirano tlo.

KVALITATIVNA SVOJSTVA PLODOVA
PITOMOG KESTENA

Kvalitativna ~ svojstva  plodova pitomog kestena
analizirana su u Laboratoriju za ispitivanje sjemena
Hrvatskog $umarskog instituta u jesen 2007. godine.
Ispitivanje kvalitete i uzorkovanje prosje¢nih i radnih
uzoraka sjemena obavljeno je prema ISTA metodologiji
(ISTA Rules 2007). Ispitana su slijedeca fizicka i
fizioloska svojstva kvalitete: ¢istoca sjemena (CIST_P),
sadrzaj vlage u sjemenu (SV_P), masa 1000 sjemenaka
(MTS_G), klijavost (KLI_P) i vitalitet sjemena (VIT_P)
te zdravstveno stanje. Navedena i analizirana kvalitativna
svojstva predstavljaju osnovne varijable iz kojih su
izvedene i nove varijable koriste¢i formule navedene u

Tablici 2.

Tablica 2. Izvedene varijable za procjenu kvalitete plodova pito-
mog kestena

Naziv varijable Formula

UVS_P (%) = CIST*KLI_
VIT/100

Uporabna vrijednost
sjemena (%) = (UVS_P)

Broj cistog sjemena u 1 kg

(kom) = (BCS_KG) BCS =1000000/MTS_G

Broj klijavih ili vitalnih
sjemenaka u 1 kilogramu
(kom) = (BK_VSKG)

BK_ VS P=BCS*UV_P/100

Parametri ispitivanja klijavosti plodova pitomog kestena
daju osnovne informacije o duzini trajanja ispitivanja,
podlozi, temperturi naklijavanja, prepariranju plodova
i klasifikaciji normalnih klijanaca odnosno % klijavosti

(Tablica 3).

NACIN SKLADISTENJA PLODOVA PITOMOG
KESTENA

Kako bi se istraZilo koje su vrste patogenih gljiva prisutne
u plodovima (primarna infekcija), a koje se razvijaju

Ekolosk
Gospodarska | Povr$ina | Zemljopisna | Zemljopisna | Nadmorska ) Biljna Oro8Ko . Starost
o e .. o Tip tla . gospodarski
jedinica (ha) Sirina duzina visina zajednica tip (g)
Isto¢ni Psunj 22.87 45°15° 18°02 250-340 distri¢no Querco- II-E-11 97
32a smede-kiselo | Castanetum
tlo tlyricum
Horvat
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Tablica 3. Parametri ispitivanja klijavosti plodova pitomog kestena, Izvor: Table SA Part 2, Tree and Shrub seeds, (ISTA - Interna-

tional Rules for Seed Testing — vazeca verzija, Annexe to Chapter 5: The Germination Test)

Ispitivanje klijavosti sjemena
Vrsta drveéa
& ° Dodatne upute g g g
latinski i hrvatski 8 = ; & g =
( naziv) go § ':“? 'g*? i preporuke =S g 8
= g g g 5 = za svladavanje = =
S 2 e e T dormantnosti
~ E a = (= =]
o o £ K<
= z = 2
~E&E | NE
1 2 3 4 5 6 7 8
Mociti sjeme 48 sati,
. odrezati na kraju oziljka
Castaneasativa | NP; (P) 20-30 7 21 ) [ krajt oul G B-2-2-2-2
i ukloniti unutra$nju
sjemenu ljusku.

tijeckom skladiStenja (sekundarna infekcija) nakon
analize kvalitativnih svojstava plodovi su uskladiSteni
u zatvorenim PE vredicama i smjesteni u hladnjak na
temperaturu +3 do + 5 °C u trajanju od 5 mjeseci.

ZDRAVSTVENA ANALIZA PLODOVA
PITOMOG KESTENA

Nakon skladiStenja analizirano je zdravstveno stanje
sjemena. Analiza je obavljena u Laboratoriju za
fitopatoloska ispitivanja Hrvatskog Sumarskog instituta.
Veli¢ina uzorka je bila 200 plodova. U uzorku je
utvrden broj zdravih i zarazenih plodova. Plodovi su
dezinficirani 70 % etilnim alkoholom i isprani dva
puta u sterilnoj destiliranoj vodi. Plodovi su stavljeni u
plasti¢ne posude s poklopcem na sterilnu stani¢evinu
te inkubirani u klimakomori na temperaturi od
25 °C. Razvoj vegetativnih i plodnih tijela gljiva na
plodovima praden je tri tjedna. Vrste gljiva odredene su
klasi¢nom fitopatoloskom metodom (makroskopskom
i mikroskopskom morfoloskom analizom). Odabrani
uzorci gljivi¢nih organizama odvojeni su za molekularnu
detekciju.

MOLEKULARNA DETEKCIJA VRSTA GLJIVA
Molekularna detekcija vrste gljiva napravljena je u
Laboratoriju za molekularno-geneticka ispitivanja
Hrvatskog Sumarskog instituta uz koriStenje usluge
sekvenciranja DNA laboratorija Zavoda za sudsku
medicinu i kriminalistiku Medicinskog fakulteta u
Zagrebu. DNA je ekstrahirana iz 0,1 g inficiranog ploda
prema CTAB metodi (Doyle i Doyle 1987) koriStenjem
2 % cetil trimetil amonijev bromid (CTAB) pufera s
dodatkom 1 % (m/v) polivinilpirolidona (PVP). DNA
je otopljena u SO ul ultradiste vode. Kvaliteta i koli¢ina
izolirane DNA provjerena je elektroforezom u 1x
TBE puferu, pH 8,0 koristenjem 0,8 % agaroznog gela
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obojenog bojom GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Lonza
Rockland, Inc., Rockland, SAD). Lambda DNA/Hind
II fragment (Invitrogen, Njemacka) koristen je kao
DNA marker. ITS2 sekvenca dobivena je amplifikacijom
koriStenjem univerzalnih parova pocetnica ITS3-ITS4
(White i sur. 1990). PCR amplifikacija je izvedena u
volumenu od 20 pl koji sadrzi 1x PCR pufera, 0,8 mg/
ml BSA (govedi serum albumin, Amersham Pharmacia
Biotech, SAD), 0,5 uM svake pocetnice, 1 jedinicu
TaKaRa Taq DNA polimeraze (Takara, Japan) i 0,6
ng izolirane DNA. Parametri ciklusa amplifikacije
bili su sljededi: pocetna denaturacija od 5 min, 94 °C
i 30 ciklusa od 1 min 95 °C, 1 min do 56 °C i 1 min
72 °C i zavrsni ciklus od 10 min, 72 °C. PCR reakcije
provedene su zajedno s negativnom kontrolom koja je
sadrzavala ultradistu vodu umjesto DNA. Amplifikacija
fragmenata DNA provedena je u PTC uredaju 100
(M]J Research, SAD). Svi PCR fragmenti razdvojeni su
elektroforezomna 1,8 %agaroznomgeluu 1x TBE puferu
pH 8,0 obojenom GelStar bojom nukleinske kiseline
(Lonza Rockland, Inc., Rockland, SAD). Kao marker
molekularne tezine koriSten je DNA marker Tracklt 1
kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Njemacka), a gel je
fotografiran pod UV svjetlom (UVtec Cambridge, UK).
Pripremljena DNA je prociséena iz 1,8 % agaroznog
gela koristenjem PureLink Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen, Njemacka). Za sekvenciranje u oba smjera
koritene su iste pocetnice kao i za amplifikaciju (ITS3/
ITS4). Sekvenciranje amplificiranih PCR fragmenata
izvedeno je koriStenjem kompleta BigDye® Terminator
v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), a
razdvajanje fragmenata kapilarnom elektroforezom
na instrumentu ABI PRISM® 3100-Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Vrste gljiva su odredene
pretrazivanjem genske banke (GenBank, NCBI,
Bethesda, MD, SAD) pomo¢u programa BLAST (Basic
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Local Alignment Search Tool, NCBI). ITS2 sekvence
su pohranjene u gensku banku (GenBank, NCBI,
Bethesda, MD, SAD) pod pristupnim brojevima.

REZULTATI I RASPRAVA

KVALITATIVNA SVOJSTVA PLODOVA
PITOMOG KESTENA

Rezultati ispitivanja  kvalitativnih ~ svojstva  svjeze

sakupljenih plodova pitomog kestena prikazani su u

Tablici 4.

i vitalitet, a time indirektno i uporabna vrijednost
sjemena. Osim toga znacajan je i prilikom odredivanja
nacina i duzine trajanja skladistenja. Za o¢uvanje visoke
kvalitete plodova vrlo su znadajni postupci tijekom
sakupljanja i manipulacije te na¢in skladi$tenja plodova.
Prema nacinu skladistenja plodovi pitomog kestena
spadaju u skupinu —‘recalcitrant’ $to znaci da je takvo
sjeme/plodove tesko uskladistiti na dulje vrijeme. U tu
skupinu spada sjeme malog broja vrsta Sumskog drveca
umjerenog pojasa (Acer pseudoplatanus L., Aesculus
bippocastanum L., Castanea spp., Quercus spp., Populus
spp. i Salix spp.). Sjeme iz skupine ‘recalcitrant’ vrlo je

Tablica 4. Kvalitativna svojstva svjeze sakupljenih plodova pitomog kestena

Kvalitativna svojstva plodova
.. Broj klijavih_ Uporabna vrijednost
Sadrz(;a/] vlage | \fasa 1000 Klijavost (%) Vitalitet vitalnih sjemenaka
(%) (%) sjemenaka ) 0 /1kg (kom) sjemena
(g)TS_G) LLP) (%)

(SV_P) 85 (BK_VSKG) (%)

100,00 45,5 4.678 EKL |40 VS |35 86 40
NOK | 40 NS-O |5
NEK 0 NS- 60

SNS | 0 MS

MS 60 NS-S [0

Kategorije klijavog sjemena: EKL-energija klijavosti sjemena, NOK-klijavost sjemena (normalni klijanci), NEK — Nenormalni klijanci,

SNS-svjeze neisklijalo sjeme, MS-mrtvo sjeme; Katgorije vitalnog sjemena: VS-vitalno sjeme, NS-O - nevitalno sjeme-ostalo, NS-MS -

nevitalno sjeme zarazeno patogenim gljivama i insektima (mrtvo sjeme), NS-S-nevitalno sjeme - $turo (sjeme bez embrija i endosperma).

CISTOCA PLODOVA PITOMOG KESTENA
Cistoéa je izraz koji oznalva koliko je neka partija
sjemena, za koju se ispituje kvaliteta, ‘¢ista’. Cistoca
partije sjemena pokazuje u postocima veli¢inu frakcije
‘¢istog sjemena’ doti¢ne vrste, veli¢inu frakcije ‘druge
vrste sjemena’ te veli¢inu frakcije ‘inertne materije’.
Cistoéa sjemena iznosila je 100,00 %, Sto znaci dau
uzorku nije bilo prisutnih drugih vrsta Sumskog sjemena
niti prisutnosti inertnih materija koje bi negativno
utjecale na uporabnu vrijednost sjemena odnosno na
broj plodova u 1 kg klijavog ili vitalnog sjemena.

SADRZAJ VLAGE U PLODOVIMA PITOMOG
KESTENA

Sadrzaj vlage svjezih plodova iznosio je 45,5 % i za ovaj
tip sjemena bio je zadovoljavajudi. Sadrzaj vlage znacajno
je svojstvo kvalitete sjemena o kojem ovise i klijavost

osjetljivo na gubitak vlage u sjemenu i na temperaturu
skladiStenja bez znacajnog gubitka vitaliteta, te se ne
moze uskladistiti dulje od 6 mjeseci. Uz vrlo dobru
njegu trajanje skladistenja moze trajati i do 18 mjeseci,
a u nekim sluc¢ajevima i do 3,5 godine (Jayens 1975,
Bonner 2008, Gosling 2007). Kod sjemena/plodova iz
ove skupine moguc’e je sniziti sadriaj Vlage u sjemenu
samo do odredene granice, koja ovisi o vrsti, a krece se
od 40 do 48 %. Prema Sanderu (1974) sadrzaj vlage u
u plodovima pitomog kestena mora biti od 40 do 45
%. Snizavanje sadrzZaja vlage ispod te granice znacajno
smanjuje njihov vitalitet. Vrste krupnih plodova
bjelogorice u koju spadaju rodovi Quercus, Castanea,
Aesculus i Fagus su vrste koje u dozrelom sjemenu imaju
visok sadrzaj vlage, 40 — 50 %. Kada sadrzaj vlage padne
ispod odredene granice nuzno je ra¢unati s gubitnkom
njihove kljavosti i vitaliteta npr. kod kitnjaka 25 %, kod
luznjaka 22 % ili kod crvenog hrasta 20 % (Messer 1960).
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KLIJAVOST I VITALITET PLODOVA
PITOMOG KESTENA

Klijavost svjezih plodova kestena bila je niska i iznosila
je 40 %. Analizom kategorija klijavog i neklijavog
sjemena ustanovljeno je da je prisutnost patogenih gljiva
iznosila 60 %, te da nije bilo drugih kategorija neklijavog
sjemena. Na svjezim plodvima kestena bila je utvrdjena
prisutnost gljiva Aspergillus niger, Aspergillus flavus
i Ciboria batchiana. Zaraza ovim gljivama vjerojatno
je nastala u sastojini u vrijeme sakupljanja plodova.
Razvoju patogenih gljiva na plodovima pogodovale
su i tempreratura naklijavanja (od 20 do 30 °C) i visok
sadrzaj vlage u plodovima (Tablica 3., ISTA Rules).
Trajanje klijavosti je 21 dan, a energija klijavosti je
utvrdena nakon 7 dana. Enegija klijavosti iznosila je 40
%. Nakon tog vremena do kraja procesa naklijavanja
patogene gljive potpuno su unstile plodove kestana.
Gotovo isti rezultat dobili smo i analizom vitaliteta
koriste¢i brzu biokemijsku tetrazol metodu. Vitalitet
sjemena iznosio je 35 %, a ucesce nevitalnog - mrtvog
sjemena 60 %. Drvodeli¢ i sur. (2019) navode podatke
o postotku klijavosti plodova pitomog kestena u iznosu
od 35,5 %. Kako bi dobili uvid u kvalitetu plodova koji
su sakupljeni u prirodnim sastojinama na podrudju
areala rasprostranjenosti pitomog kestena u Hrvatskoj
analizirani su podaci o kvalitativnim svojstvima plodova
u razdoblju od 2007. do 2015. godine (Baza podataka
Laboratorija za ispitivanje sjemena HSI, Tablica 5.).

Klijavost plodova pitomog kestena prosjecno je iznosila
34 %, a kretala se u rasponu od 9 do 67 %. U Hrvatskom
standardu minimalna propisana klijavost plodova

iznosi 60% te se moze zaklju¢iti da je klijavost niza od
minimalne. Analizom pojedinih kategorija sjemena
tijekom naklijavanja ustanovljeno da je udesée plodova
zarazenih patogenih gljivama prosje¢no iznosilo 59
%, dormantnih plodova 3 % i nenormalnih klijanaca
4 %. Plodovi pitomog kestena su lako kvarljivi i mogu
izgubiti vitalitet u roku od tjedan dana stoga ih treba
sakupiti odmah nakon dozrijevanja, s tla ili s mreza
(USDA 1951). Sakupljanje treba zapoceti kada se
kupule po¢nu otvarati. Plodovi ne podnose isusivanje pa
je potrebno udestalo sakupljanje osobito ako je vrijeme
toplo i suho. Osim $to pripadaju skupini sjemena
‘recalcitrant’ plodovi pitomog kestena pokazuju i plitku
dormantnost (shalow dormant species). Interakcija
izmedu tih dviju osobina dodatno komplicira o¢uvanje
njihove kvalitete. Vrste sjemena iz skupine ‘recalcitrant’
su najmanje dormantne i najlakse ih je naklijati, ali su sve
vrlo zahtjevne za rukovanje jer ne podnose isusivanje i
jednostavno ih je vrlo tesko uskladistiti. Opdéenito je
pravilo da ¢e 10-50 % plodova hrasta i kestena propasti
izmedu jesenskog sakupljanja i proljetne sjetve (Gosling
2007, Bonner 2008). Iz navedenog proizlazi ¢injenica
da na kvalitetu plodova osim genetic¢kih, fizickih i
fizioloskih osobina znadajno utjecu prisutnost zarazenih
plodova te manipulacija tijekom sakupljanja, dorade i
privremenog skladistenja.

U odnosu na rezultate drugih istrazivanja klijavost
plodova pitomog kestena u Hrvatskoj je niska. Cigek
i Tilki (2007) navode da se u istrazivanim prirodnim
populacijama pitomog kestena klijavost plodova kreée
od 91,3 do 98,8 %. Razlog tome je dorada plodova
odmah nakon sakupljanja. Plodovi se ispiru tekuéom

Tablica 5. Kvalitativna svojstva plodova pitomog kestena u razdoblju od 2007. do 2015. godine.

Kvalitativna svojstva sjemena

Red. Godina CIST N\ MTS KLI UVS | BCS/1kg | BK_VSulkg

broj sakupljanja (%) (%) (g) (%) (%) (kom) (kom)
1. 2007. 100,00 46,5 4.678 40 40 214 86
2. 2008. 100,00 46,7 3.913 20 20 255 51
3. 2009. 100,00 38,5 3.883 32 32 258 82
4, 2010. 100,00 48,8 6.288 9 9 159 14
S. 2012. 100,00 51,2 5.710 67 67 175 117
6. 2014. 100,00 55,1 4.810 28 28 208 58
7. 2015. 100,00 58,1 6.140 43 43 163 70
8. 2015. 100,00 41,0 4.405 30 30 227 68

prosjecno 100,00 4.979 34 34 207 68

CIST - &istoéa sjemena; SV - sadrzaj vlage u sjemena; MTS - masa 100 sjemenaka; KLI - klijavost sjemena; UVS - uporabna vrijednost

sjemena; BCS/1 kg = broj ¢istih sjemenaka u 1 kg; BK/VS ul kg = Broj klijavih ili vitalnih sjemenaka u 1 kg
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vodom, a metodom flotacije dodatno se odstranjuju sve
necistoce i okularno losi plodovi zarazeni insektima i
gljivama. Benedetti i sur. (2012) takoder navode visoku
klijavost plodova (85,4 %.). Za utvrdivanje klijavosti
plodova u istraZivanju nisu koristili ISTA metodu
nego su plodove naklijavali u stakleniku u odredenim
uvjetima, u kontejnerima, u trajanju od 91 dan, a tijekom
naklijavanja plodovi su bili tretirani fungicidima.
Iz iznesenog se moze zakljuditi da su visoki rezultati
klijavosti plodova posljedica manipulacije i dorade
prije ispitivanja klijavosti, koritenje druge metode
naklijavanja te tretiranje zasijanih plodova fungicidima.

BROJ PLODOVA U 1 KG I BROJ KLIJAVIH
PLODOVA PITOMOG KESTENA U 1KG

Broj plodova u 1kgi broj klijavih plodova u 1 kg znacajan
su pokazatelj prilikom planiranja rasadnicke proizvodnje
Sumskog reprodukcijskog materijalazadopunu prirodne
obnove bilo sadnicama bilo sjemenom. Broj plodova u 1
kilogramu iznosio je 214 komada. Kada se uzme u obzir
i varijable klijavosti ili vitaliteta sjemena broj plodova
se smanjuje, $to je vidljivo iz broja klijavih plodova u 1
kilogramu. Vazno je naglasiti da je kod sjemena niske
klijavosti broj plodova reduciran ovisno o postotku
klijavosti. Broj klijavih plodova takoder je bio nizak i
iznosio je 86 komada, a to je znacajno manje nego sto je
iznosio broj plodova u 1 kilogramu.

ZDRAVSTVENO STANJE I VRSTE
PATOGENIH GLJIVA NA PLODOVIMA
PITOMOG KESTENA NAKON
SKLADISTENJA

Analizom mikoflore utvrdena je zaraza gljivama od 60
%. Na 12 % plodova osim gljiva bila je prisutna larva
Curculio elephas Gill., dok je na 9 % plodova zarazenih
gljivom bila prisutna larva insekta Cydza splendana Hb.
Utvrdeno je osam vrsta gljiva: Alternaria alternata
(Fr.) Kisler, Aspergillus niger Tiegh., Aspergillus flavus
Tiegh., Ciboria batschiana (Zopt) Buchw., Penicillinm
spp., Phomopsis spp., Trichothecium roseum Link.,
Trichoderma citrinoviride Bissett. Prema morfoloskim
karakteristikama Cetiri vrste gljiva nisu bile jasno
detektirane te su one analizirane molekularnom
metodom. Duzine sekvenci ITS2 regije analiziranih
gljiva iznosile su od 310 do 352 parova baza. Prijavlje-
ne su u medunarodnu gensku banku GenBank (NCBI)
te je svakoj pojedina¢no dodijeljen pristupni broj

(Tablica 6.).

Tablica 6. Postotak vrsta gljiva na zarazenim plodovima pitomog
kestena i njihov pristupni broj u genskoj banci

Vrsta gljive Postotak Pristupni broj
vrsta gljiva u genskoj banci
na zarazenim (GenBank,
plodovima NCBI)
Alternaria alternata 4 -
Aspergillus flavus 15 KY496596
Aspergillus niger 7.7 KY496593
Ciboria batschiana 19
Penicillinm spp. 10 -
Phomapsis castanea 42
Trichoderma citrinoviride 7.7 KY496594
Trichothecium roseum 7.6 KY496595

Slika 2. Kolonija gljiva na plodu kestena. (a) Aspergillus niger (b) Aspergillus
flavus

43



Novak Agbaba, S., Grade¢ki-Postenjak, M., Celepirovic’. N. 2022
Radovi (Hrvats. $umars. inst.) 48: 37-47

C. batschiana uzrokuje crnu trulez ploda i jedna je od
znacajnijih bolesti ploda pitomog kestena. Gljiva moze
inficirati plod askosporama nakon pada na tloiu vrijeme
kad se plod jos nalazi na stablu putem inficiranog tkiva u
kojem je prisutna kao endofit (,,seed-borne®) (Vettraino
i sur. 2005). Tijekom skladiStenja gljiva se aktivira i
prorasta tkivo ploda. Vrlo brzo raste i sa zarazenog ploda
infekcija se $iri na okolne zdrave plodove (Tian i Bertolini
1997). Kukei Curculio elephas i Cydia spp. koji su nadeni
u zarazenim plodovima mogu biti vektor prenosenja
zaraze gljivama (Vettraino i sur. 2005a, b). Zaraza
gliivama P. castanea i A. alternata nastala je u vrijeme
razvoja ploda (,seed-borne®) i u skladisnim uvjetima se
nastavlja razvijati te prorasta i razara tkivo kotiledona.
Glijva P. castanea utvrdena je u najveéem postotku (42
%). Endofitski se pojavljuje u biljnim djelovima (cvjetovi,
listovi, izbojci i plodovi) gWashington isur. 1999). Gljive
Penicillinm spp., 1. rosewm i 1. citrinoviride su saprofiti
i slabi parazi koji smanjuju klijavost i uniStavaju tkivo
plodova. 4. nigeri A. flavus su saprofiti i gljive skladista
te utje¢u na smanjenje klijavosti.

ZAKLJUCAK

Analizom kvalitatvnih svojstava svjeze sakupljenih
plodova pitomog kestena iz uroda 2007. godine
ustanovljeno je da su vrijednosti vitaliteta i klijavosti nize
od standardom propisanih minimalnih vrijednosti za
klijavosti. Sadrzajvlageu plodovimabiojezadovoljavajudi,
te nije negativno utjecao na visinu klijavosti odnosno
vitaliteta sjemena. Uce$¢e mrtvog sjemena (zaraZeni
patogenim gljivama i insektima) bilo je visoko (60 %).
Iz navedenog proizlazi ¢injenica da na kvalitetu plodova
znacajno utje¢u prisutnost zaraze te manipulacija
tijekom sakupljanja i dorade, te skladistenja. Vrste gljiva
utvrdene na plodovima su ,,seed-borne parazitske gljive
C. batschiana, P. castanea, A. alternata i saprofitske
gliive T. roseum, Penicillium spp, T. citrinoviride, A.
niger i A. flavus. U uvjetima skladiStenja ove gljive su
slabi ili jaki patogeni koji uzrokuju nekrozu klice i tkiva
kotiledona ploda, uzrokuju trulez, reduciraju klijavost i
kvalitetu plodova. Neophodno je provoditi kvalitativiu
i zdravstvenu analizu plodova kako bi se na temelju tih
podataka odredile mjere zastite prilikom skladistenja kao
i prije uporabe za proizvodnju Sumskog reprodukcijskog
materijalasa. Utvrdivanje vrsta gljiva i kukaca uzro¢nika
oste¢enja plodova pitomog kestena kombinacijom
morfoloskih i molekularnih metoda daje brzi i to¢an
uvid u zdravstveno stanje plodova.
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QUALITATIVE PROPERTIES AND MYCOFLORA OF
FRESH AND STORED FRUITS OF SWEET CHESTNUT
(Castanea sativa Mill.)

SUMMARY

The fruit of the sweet chestnut (Castanea sativa Mill.) is most often used for the production of forest
reproductive material for afforestation and reforestation, and as a food product. It is easily perishable and
difficult to store without significant loss of viability.The aim of the study was to determine the qualitative
properties and health status of sweet chestnut fruits and the detection of fungal and insect species before and
during storage. The fruits were collected in the Forest Administration Pozega in October 2007. The qualitative
properties of the fruits according to ISTA Rules were analyzed. The germination was 40% and viability was 35%.
The fruits were stored in PE bags in the refrigerator at a temperature of 3 to 5° C. After five months of storage,
the health status of the fruits was analyzed. The analysis revealed a high percentage of infected fruits (60%).
The fungi were determined by classical morphological analysis using macro and micro methods and molecular
method. Eight species of pathogenic fungi and two species of insects were detected: Alternaria alternata (Fr.)
Kisler, Aspergillus flavus Link., Aspergillus niger Tiegh, Ciboria batschiana (Zopt) Buchw., Penicillium spp.,
Phomopsis castanea (Saccichodide) Hohn, Tr. Pers., Trichothecium rosewm Link., and Curculio elephas Gill., and
Cydia splendana Hb.
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