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Vpliv biofumigacije in solarizacije na rast in rodnost jagod (Fragaria x ananassa
Duch.) ter razvoj arbuskularne mikorize, smo v lon¢nih in poljskem poskusu primerjali
s kemi¢nim razkuzevanjem z dazometom in kontrolo. V lon¢nih poskusih smo polovici
rastlin dodali naravni mikorizni inokulum. Biofumigacijo smo izvedli z rastlinami
Brassica juncea (Bj), Sinapis alba (Sa) in Eruca sativa (Es). Solarizacijo smo izvedli s
toplotno obdelavo zemlje na 37 °C (200 ur). V poljskem poskusu smo biofumigacijo
izvedli z rastlinami (Bj, Sa in ES) ter nebiocidno rastlino Vicia faba var. minor (Vf). Tla
smo solarizirali s prekrivanjem s ¢rno in prozorno folijo (6 in 9 tednov). Biofumigacija
in solarizacija sta imeli na rast in rodnost jagod v lon¢nih poskusih, v primerjavi z
dazometom pozitiven vpliv, v primerjavi s kontrolo pa sta bili ve¢ji ali enaki. V
povpre¢ju je bila najbolj ucinkovita biocidna rastlina Sa. V poljskem poskusu
biofumigacija in solarizacija nista imeli vpliva na rast in rodnost. Biofumigacija je v
lon¢nih poskusih vplivala na povecanje organske snovi in posameznih hranil v
Substratih. Na manjSe Stevilo plevelov je v lon¢nih poskusih vplivala Sa, vendar
delovanje ni bilo enako dazometu. Ostala obravnavanja so bila izenacena s kontrolo. V
poljskem poskusu statisti¢no znacilnih razlik v Stevilu plevelov med obravnavanji ni
bilo, kljub temu da je bil uéinek solarizacije s prozorno folijo enak u¢inku dazometa.
Vpliv razkuzevanja na DSE in nepoznane koreninske endofite je bil v vseh poskusih
neizrazit. Z biocidnimi rastlinami smo v zemljo vnesli razlicne vrste in koli¢ine
glukozinolatov, ki so na mikorizno kolonizacijo v lon¢nih poskusih razli¢no delovali. V
primerjavi s kontrolo, na parametre mikoriznosti (frekvenca in intenziteta mikorize,
gostota arbuskulov) niso vplivali, razen v drugem poskusu v obravnavanjih Bj in Sa. V
poljskem poskusu vplivov na mikorizno kolonizacijo ni bilo. Frekvenca mikorize je bila
v nasih poskusih zelo velika, z izjemo v obravnavanjih z dazometom. Razmerja pri
ostalih parametrih mikoriznosti so bila podobna frekvenci. Solarizacija ni vplivala na
spremembe mikorizne kolonizacije. Prozorna folija in daljSe obdobje prekrivanje tal sta
imeli vecji, vendar ne statisticno znacilen vpliv na manjSo prisotnost mikoriznih gliv.
Dazomet je v lon¢nih poskusih preprecil mikorizno kolonizacijo, v poljskem poskusu pa
vpliva ni bilo. Ob dodatku mikoriznega inokuluma je bila, mikorizna kolonizacija v
lonénih poskusih v vseh obravnavanjih enaka kontroli. Z molekulskimi tehnikami PCR
in TTGE smo delno identificirali vrste gliv Glomus spp. in Rhizoctonia sp. Biocidna
rastlina Es je vplivala na manjso diverziteto arbuskularne mikorize. Prisotnosti DSE
gliv nismo potrdili.
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The impact of biofumigation and solarization on strawberry (Fragaria x ananassa
Duch.) growth, yield, and arbuscular mycorrhiza in pot and field experiment was
compared to the chemical disinfection with dazomet and to the control treatment. Half
of the plants in the pot experiments were inoculated with natural mycorrhizal inoculum.
Biofumigation was performed by adding the Brassica juncea (Bj), Sinapis alba (Sa) and
Eruca sativa (ES) ground plants. Solarization was performed by soil heating to 37 °C
(200 hours). Biofumigation in the field experiment was carried out with biocidal plants
(Bj, Sa and Es) and the non-biocidal plant Vicia faba var. minor (Vf). Solarization was
carried out with black and transparent foil covering (6 and 9 weeks). In comparison to
dazomet, biofumigation and solarization in pot experiments had positive influence on
growth and yield, but in comparison to the control, the growth and yield were better or
the same. On average, the most effective biocidal plant was Sa. In the field experiment
biofumigation and solarization had no impact on growth and yield. In the pot
experiments biofumigation resulted in the increase of organic matter and nutrients in
substrates. Sa reduced the number of weeds in the pot experiments, but not the same as
chemical disinfection. Other treatments have been equalized with the control. There was
no differences in the field experiment between treatments even solarization with
transparent foil had the same impact on weeds as dazomet. The impact of disinfection
on DSE and unknown root endophytes was unexpressed. Depending on biocidal plant,
different types and amount of glucosinolates were incorporated into the soil and affect
mycorrhizal colonization in trials. In comparison to the control parameters of
mycorrhiza (frequency, intensity of colonisation, arbuscular density) had no impact,
except in the second experiment, the treatment Bj and Sa. In the field experiment there
was no impact on myciorrhizal colonization. In our experiments the frequency of
mycorrhiza, except in the dazomet treatment, was very high. The relations in other
mycorrhizal parameters were very similar to frequency. Solarization has no impact on
mycorrhizal colonization. Transparent foil and a longer period covering the soil had a
great, but not statistical significant impact on the mycorrhizal fungi. In pot experiment
dazomet prevent mycorrhizal colonization, but not in the field experiment. Treatments
with mycorrhizal inoculums have the same mycorrhizal colonization as the control.
With molecular techniques PCR and TTGE we identified Glomus spp. in Rhizoctonia
sp. Biocidal plant Es affected the diversity of arbuscular mycorrhiza. DSE fungi were
not identified.
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1 UvOoD

Pridelava jagod (Fragaria x ananassa Duch.) je razsSirjena na vseh celinah, vseh
nadmorskih viSinah, v razli¢nih talnih tipih in v vsakr$nih klimatskih razmerah. Med
sadnimi rastlinami jagode pridelujemo po najbolj raznolikih tehnologijah, ki vkljucujejo
gojenje najvecjega Stevila razli¢nih sort. Pridelovanje je v primerjavi z drugimi sadnimi
vrstami stabilno in ekonomsko uspe$no. Skupna svetovna pridelava se stalno povecuje.
Delezi posameznih pridelovalnih obmogji se spreminjajo. To je posledica ekonomskih
razmer v posameznih drzavah, cene delovne sile, standarda potencialnih kupcev in izvoza.
V letu 2011 smo jagode v svetu pridelovali na 244.283 ha povrsin, kar je v primerjavi z
bolj razsirjenimi sadnimi vrstami (oljke, citrusi, jablane) malo. V Evropi pridelamo 65 %
svetovne pridelave jagod (FAOSTAT). Delez pridelave jagod v Sloveniji je majhen,
vendar za posamezne pridelovalce ekonomsko zelo pomemben (Koron in sod., 2010).

Tehnologije pridelovanja jagod razvrS¢amo na osnovi Stevilnih kriterijev. Osnovna je
razdelitev na konvencionalno, integrirano (IP) in ekolosko (EKO) pridelavo. Na osnovi
rastis¢a, delimo tehnologije na pridelavo v tleh (zemlja) in izven tal (v substratih). Na
osnovi prostora na tehnologije pridelave na prostem in v zavarovanem prostoru.
Tehnologije delimo Se na osnovi veckratne ali enkratne rodnosti, Casa zorenja, ¢asa sajenja,
nacina trzenja in na osnovi drugih kriterijev (Koron, 2011).

Vse dejavnosti kmetovanja so poseg v nharavni prostor in v ravnovesje med posameznimi
organizmi. Z vidika trajnostnega kmetovanja naj bi bilo spreminjanje naravnih razmerji
¢im manjSe. Manj intenzivne tehnologije (ekoloska) v prostor, predvsem v tla, vnasajo
manj sprememb. Zaradi manjsih pridelkov so kratkorocno ekonomsko manj zanimive,
vendar dolgoro¢no za okolje predstavljajo veliko vrednost. Rizosfera je prostor, Kjer se
med rastlinami in talnimi organizmi vzpostavljajo najrazli¢nejsi odnosi (zivi dejavniki), od
negativnih do pozitivnih. Rastline neposredno stopajo v stik z nezivimi gradniki tal kot so
talni delci, voda in zrak (nezivi dejavniki). Rizosfera kmetijskih rastlin je prostor, v
katerega Clovek najintenzivneje posega z razli¢nimi tehnoloSkimi ukrepi (oranje, gnojenje,
uporaba fitofarmacevtskih sredstev, namakanje, dreniranje) (Gianinazzi in sod., 2010;
Baruzzi in sod., 2011). Uporaba kemicnih sredstev proti S$kodljivim organizmom
(razkuzevanje) je eden izmed ukrepov, s katerim v tleh ne uni¢imo le $kodljivih, temveé
tudi koristne organizme (Martin in Bull, 2002). S popolnim ali selektivnim uni¢enjem
organizmov V tleh zrusimo ravnovesje.

Zaradi narave rasti je pridelovanje jagod od vseh sadnih vrst najbolj intenzivno. Nasad
jagod izkoriS¢amo eno ali dve leti. Pogosto sajenje od pridelovalcev zahteva velike posege
v tla. Za integrirano in ekolosko pridelavo so potrebne velike povrsine, saj na ista tla lahko
rastline ponovno sadimo vsako tretje, pri ekoloski pridelavi pa vsako peto leto. Tako dolgo
vmesno obdobje je pri jagodah potrebno zaradi enostranskega izérpavanja tal in zasic¢enosti
tal z organizmi, ki povzrocajo bolezni, skodljivci in pleveli (Chellemi, 2002). V
tehnologijah is¢emo ukrepe, s katerimi bi vmesno obdobje med zasaditvami iste kulture
(Jagoda) skrajsali in s tem pridelovalcem omogocili hitrejSe vracanje na isto povrsino. Z
novimi tehnologijami Zelimo zmanjSati uporabo kemic¢nih snovi (sredstva za varstvo
rastlin, mineralna gnojila). Biofumigacija, solarizacija in drugi alternativni ukrepi zavirajo
razvoj in delovanje $kodljivih organizmov in ugodno vplivajo na pridelek, manj pa je
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znano, kako ti ukrepi razkuZzevanja tal vplivajo na Koristne organizme (Subbarov in
Hubbard, 1996; Palermo in sod., 2012; Samtani in sod., 2012). Razkuzevanje tal je
namenjeno vzpostavljanju ugodnih rastnih pogojev za gojene rastline, vendar s temi ukrepi
pogosto prizadenemo organizme, ki Zivijo v sozitju z njimi. Trajnostno naravnane
tehnologije naj bi vkljucevale ukrepe, ki izkori$¢ajo dani potencial sobivanja koristnih
talnih organizmov in rastlin, oziroma naj bi ga minimalno spreminjale ali celo izboljSevale.
V trajnostnem kmetijstvu naj bi bila arbuskularna mikoriza (AM) ‘ekosistemski servis', ki
bi zagotavljal kakovosten pridelek kmetijskih rastlin (Gianinazzi in sod., 2010). Z AM
kolonizirane rastline sprejmejo ve¢ hranil, lazje premagujejo susni stres in So bolj odporne
na skodljive organizme (Demir in Akkopru, 2007).

Neposreden vpliv razli¢nih tehnoloskih ukrepov na razvoj mikoriznih gliv je mozno
ovrednotiti z razliénimi konvencionalnimi ali molekulskimi tehnikami. Tehnike za
ocenjevanje kolonizacije korenin z AM glivami, ki temeljijo na barvanju hif so
dolgotrajne, zato se vse pogosteje uporabljajo molekulske tehnike. Med najbolj
raz8irjenimi  so verizna reakcija s polimerazo (PCR) in poliakrilamidna gelska
elektroforeza v temperaturnem gradientu (Temporal Temperature Gradient Gel
Electrophoresis - TTGE), s pomocjo katere lahko poleg prisotnosti mikoriznih gliv
dolo¢amo tudi njihovo identiteto (Cornejo in sod., 2004). Razmerja med tradicionalnimi
mikroskopskimi in molekulskimi tehnikami so nerazjasnjena in so predmet Stevilnih
raziskav (Omirou in sod., 2013, cit.po Thonar in sod., 2012).

Doktorska naloga je namenjena preuc¢evanju vpliva dveh najbolj razsirjenih alternativnih
metod razkuzevanja tal - solarizaciji in biofumigaciji. Z razli¢nimi tehnikami smo zeleli
ovrednotiti pomen metod na nekatere zive in nezive dejavnike v obmocju rizosfere jagode
ter njihov posreden vpliv na koli¢ino in kakovost pridelka v pridelavi v zavarovanem
prostoru in na prostem, v slovenskih pedoklimatskih razmerah.



Koron D. Pomen alternativnih metod razkuzevanja tal...mikorize jagode (F. X ananassa Duch.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2 PREGLED OBJAV

2.1 Klasi¢ne tehnologije priprave tal
2.1.1 Kolobarjenje

V Sloveniji jagode pridelujemo po pravilih integrirane in ekoloske pridelave. Glavni
dejavniki uspeSne IP so zdrav sadilni material, ustrezen kolobar, optimalna uporaba
sredstev za varstvo rastlin pred $kodljivimi organizmi, gnojenje na osnovi anlize tal ter
dodajanje organske snovi (Martin in Bull, 2002). Do leta 2005 je bilo ve¢ kot tri Cetrtine
svetovne pridelave jagod pridelanih z uporabo metil bromida (MB), v svetu najpogosteje
uporabljenega sredstva za razkuzevanje tal. V IP ima najvec¢jo vlogo varstvo rastlin pred
Skodljivimi organizmi. Rastline varujemo s pomocjo razlicnih tehnoloskih ukrepov,
dovoljenih kemic¢nih sredstev za zatiranje S$kodljivih organizmov (fitofarmacevtska
sredstva) in koristnih organizmov. IP temelji na ravnovesju med koristnimi in $kodljivimi
organizmi. Najve&jo $kodo v pridelavi jagod povzro¢ajo koreninske bolezni. Skodljive
talne glive so organizmi z dolgotrajno obstojnostjo. Odvisne so od zunanjih dejavnikov, ki
vplivajo na Cas in obseg $kodljivega delovanja. Prisotnost gliv v tleh dolo¢amo na osnovi
bolezenskih znamenj in na osnovi izolacije skodljivih gliv. Z molekulskimi tehnikami zelo
hitro dobimo podatke o prisotnosti organizmov, ne dobimo pa obsega in potenciala razvoja
bolezni. Populacije skodljivih gliv so najpogosteje za ve¢ino metod dolo¢anja pod mejo
detekcije. Najboljsi nacin obrambe pred $kodljivimi organizmi je izogibanje optimalnim
pogojem za njihov razvoj. Zato so se v pridelavi jagod razvile tehnologije pridelave izven
tal (vreCe ali lonci, napolnjeni s Sotnim substratom) v rastlinjakih. Glavna nacina
izogibanja skodljivim organizmom v pridelavi na prostem sta kolobarjenje in minimalna
obdelava (Chellemi, 2002). V pridelavi jagod so najbolj nevarne glive iz rodu
Phytophthora, najbolj razsirjene pa skodljive glive Rhizoctonia spp., ki v kompleksu z
drugimi talnimi glivami (Cylindrocarpon spp., Pythium spp., Fusarium spp.) povzro¢ajo
¢rno koreninsko gnilobo, enega izmed pomembnih razlogov za odmiranje nasadov jagod
(Prits in Wilcox, 1990; Vrabl, 1992; Mass, 1998).

Poleg skodljivih mikroorganizmov (MO) v pridelovanju jagod velik problem predstavljajo
pleveli. Ker je rast nizka, koreninski sistem pa plitev, jagode tezko tekmujejo z vi§jimi in
hitreje rasto¢imi plevelnimi rastlinami za svetlobo, hranila in vlago. Pleveli jagodam niso
le konkurenti, ampak so pogosto gostiteljske rastline mnogih bolezni, ki okuzujejo tudi
jagode (Fennimore, 2008).

Z vrstenjem razli¢nih kultur v enem ali ve¢ rastnih obdobjih (kolobarjenjem) omejujemo
razvoj koreninskih bolezni in plevelov ter povecujemo pridelek posameznih kultur. Med
rastlinami, Ki jih v svetu obicajno uvrs¢ajo v kolobar z namenom zatiranja plevelov in
bolezni so rz, sirek, ozimna pSenica, jeémen, soncnica, gorjusica, ajda, sudanska trava in
druge. (McGuire, 2003). V daljsem ¢asovnem obdobju z nepravilnim kolobarjem naredimo
veliko gospodarsko $kodo, ki se izrazi Sele takrat, ko kljub velikim vlaganjem v pridelavo
ne dosegamo zadovoljivih pridelkov.

Osnovni namen kolobarja je v vzdrZzevanju rodovitnosti in strukture tal, optimalne
vsebnosti dusika in humusa, imobilizaciji tezko topnih hranil in njihovem sprejemanju iz
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nizjih plasti, zmanjSevanju izgube hranil z izpiranjem, prepreevanju in zmanj$evanju
erozije in ohranjanju vlage v tleh. Ce pravil kolobarjenja ne upostevamo in gojimo isto
kulturo na isti parceli ve¢ let, se pojavi utrujenost tal, ki se izraZza v vse manjsi rasti rastlin,
nizkem pridelku in pojavljanju bolezni in Skodljivcev. Z uvajanjem fitofarmacevtskih
sredstev in mineralnih gnojil je bilo omogoceno, da v kmetijski pridelavi pravil
kolobarjenja niso ve¢ upostevali (Znaor, 1996).

Klasi¢no kolobarjenje je metoda oskrbovanja tal, s katero so se pridelovalci jagod ukvarjali
poltretje stoletje. V Sloveniji je kolobar v pridelavi jagod le posledica naklju¢ne rabe
dolocenih povrsin, ne pa premisljeno, naértovano gospodarjenje z zemljo. Pri dosedanjem
kolobarjenju z jagodami smo dali poudarek ¢asovnemu ujemanju rasti posameznih kultur
pred prednostmi kolobarjenja s posameznimi kulturami. Poudarek je bil na pocitku tal, pri
tem pa nismo upostevali dejstev, da v obdobju, ko na dolo¢ene povrSine ne sadimo jagod,
lahko tla z dolo¢enimi ukrepi in rastlinami celo obogatimo ali izboljsamo. Rastline razli¢no
vplivajo na izérpavanje tal. Nekatere humus razgrajujejo, druge so nevtralne ali pa ga
izgrajujejo. V Sloveniji se pridelava jagod najbolj pogosto na isto parcelo vraca po dveh do
treh letih. VV tem obdobju zemljo zasejemo z je¢menom ali pSenico ter s travno deteljnimi
meSanicami, ki so obicajne kulture v kolobarju jagod. Pri ekoloski pridelavi jagod
predstavlja kolobarjenje, poleg sajenja odpornih sort in zdravega sadilnega materiala,
glavno obrambo rastlin pred koreninskimi boleznimi (Martin in Bull, 2002). V nekaterih
tujih tehnologijah EKO pridelave je sprejeto petletno kolobarjenje (Pritts in Kelly, 1993).

S poskusi in v praksi so ugotovili, da lahko pride ista kultura na isto mesto prej, ¢e kolobar
vkljucuje zeleno gnojenje (zeleni podor, podorine). Rastline za podor kot so facelija, oljna
repica, gorjuSica in druge, imajo pozitiven ucinek na tla in kulturo, ki podoru sledi.
Pridelovanje podorin ekonomsko ni zanimivo, saj pridelka po pridelovanju ne moremo
neposredno trziti, ampak s pridelavo podorin dolgoro¢no vplivamo na gospodarjenje na
kmetiji. S setvijo podorin v jesenskem Casu prepre¢imo premescanje hranil v globlje plasti
tal in podtalnico (Kramberger, 2001; Zabret, 2002).

Kolobarjenje z biocidnimi rastlinami zavira rast gliv, Skodljivcev in plevelov. Rastline iz
kolobarja preko koreninskih izlo¢kov ali ob razgradnji zaoranih ostankov ali celih rastlin,
na druge organizme delujejo zaviralno. Biocidne rastline v kolobarju sejemo kot vrtnine
(brokoli, brsti¢ni ohrovt), poljs¢ine (oljna repica, bela gorjusSica, ruska ogrscica ...) ali kot
rastline za zeleno gnojenje.

V zadnjih desetletjih je zaradi problemov s tlemi vse pogostejSe tudi sajenje jagod izven
tal, v substrate. Priprava substratov je bolj preprosta od obdelave, vzdrzevanja ali ozivitve
uniCenih tal, saj kot substrat lahko uporabimo devisko zemljo ali razlicne organske
substrate (humus, Sota), kombinirane z raznimi sredstvi (perlit, vermikulit, lubje palme,
steklena volna) (Stapleton in sod., 2002).

2.1.2  Zaporedno sajenje

Uvedbo zaporednega sajenja jagod na isto povrsino je omogocilo kemi¢no razkuzevanje
tal. Kemic¢na spojina MB je bila ena izmed temeljev hitrega napredka v pridelavi jagod. V
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Sloveniji razkuzevanje tal z MB ni bilo nikoli dovoljeno. Za pridelavo jagod je bila
dovoljena le uporaba nekaterih insekticidov in fungicidov, ne pa kemi¢no razkuzevanje tal.

Intenzivno pridelovanje jagod se je razvilo v ZDA, v Kaliforniji, v petdesetih letih
prejSnjega stoletja. Osnova intenzivnega razvoja je bila uporaba brezvirusnega sadilnega
materiala ter zatiranje skodljivih organizmov v tleh z razkuzevanjem z MB. Glavni razlog
uvajanja razkuzevanja je bila potreba po zmanj$anju negativnih vplivov Skodljivih gliv kot
so Verticillium dahliae in Phytophthora spp. Skodo so sicer povzro¢ale tudi glive iz rodov
Pythium, Rhizoctonia in Cylindrocarpon (Martin in Bull, 2002). MB je vplival na Sirok
spekter skodljivih organizmov: glive, ogorcice, insekte, prSice, glodalce, plevele in
nekatere bakterije (Duniway, 2002). Uporaba MB v pridelavi je omogo¢ila ne le vecji
pridelek, ampak je vzpodbudila zlahtnenje novih sort z izredno visokimi pridelki, ne glede
na odpornost na bolezni (Porter in sod., 2006). V zgodnjih sedemdesetih letih so v
pridelavo zelenjave in jagod uvedli nove tehnologije, ki so vkljuc¢evale uporabo razli¢nih
folij, novih gnojil, novih metod nanaSanja fitofarmacevtskih sredstev ter nove, bogato
rodne sorte. Zaradi pomanjkanja pridelovalnih povrsin za nove nacine pridelave in zaradi
naras¢anja materialnih stroskov takega nacina pridelave, so pridelovalci zaceli s
podaljSevanjem sezone pridelovanja in izrazito intenzivnim monokulturnim pridelovanjem
(Chellemi, 2002). V monokulturi, ¢etudi $kodljivi organizmi niso prisotni, se pridelek
jagod zmanjSa (Razik in sod., 1989). Z intenziviranjem pridelave se je dodatno povecala
pogostnost koreninskih bolezni, kar so poimenovali ‘utrujenost tal' (old land syndrom)
(Overman in sod., 1965) ali 'bolezni starih tal' (old land disease) (Bewick, 1989). Tudi v
takih primerih so uvajali razkuzevanje tal s sredstvi, ki delujejo na Stevilne organizme. MB
se je uporabljal v hortikulturnih sistemih z visokimi stroski, v katerih je strosek
razkuzevanja predstavljal majhen delez celotne nalozbe, ucinek pa je bil zelo velik
zagotavljala neprekinjeno pridelavo visoko cenjenih pridelkov (paradiznik, jagoda,
paprika, okrasne rastline, drevesnice, tobak). Analiza $tudij, v katerih so primerjali
razkuzevanje s standardno kombinacijo MB in kloropikrina je pokazala, da je v povprecju
razkuzevanje skoraj podvojilo pridelek jagod (Shaw in Larson, 1999), zato je bilo
razumljivo zagovarjanje uporabe MB. Tudi rast rastlin, premer koreninskega vratu in
korenin so bili na razkuzenih tleh ve¢ji (Fort in Shaw, 1998; Hancock in sod., 2001).

Med doslej najucinkovitejSimi kemi¢nimi sredstvi za razkuzevanje tal ostaja MB, saj je
deloval na plevele, ogor€ice in glive. Ko zdruzimo lastnosti MB, med katerimi sta glavni
nizka fitotoksi¢nost in dobro delovanje v vseh talnih razmerah vemo, zakaj so MB po letu
1960 pridelovalci sprejeli v skoraj vse tehnologije in je postal neizogibno potreben, kljub
temu, da na vse skodljive organizme ni deloval (De Ceuster in Pauwels, 1995). Uporaba
MB je bila del standardne tehnologije (Bartual in sod., 2002; Cebolla in sod., 2002).
Martin in Bull (2002) sta trdila, da razkuzevanje spremeni zastopanost MO tako, da se
poveca stevilo koristnih organizmov in zmanjsa Stevilo $kodljivih organizmov. Nekateri
organizmi zaradi razkuzevanja namre¢ $e vedno prezivijo. Trdila sta, da je pridelek jagod
na razkuzenih tleh vecji tudi daljse obdobje po uporabi MB.

V letu 1991 so v stratosferi ugotovili veliko koncentracijo MB, ki je eden glavnih
povzrociteljev tanjSanja ozonske plasti. Z montrealskim protokolom in EC Regulativo
2037/2000 (Substances That Deplete the Ozone Layer) je bilo sklenjeno, da se z letom
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2001 ukineta proizvodnja in uporaba MB v kmetijstvu, vendar so ukinitev prestavili na leto
2005, da bi podaljsali ¢as za iskanje alternativnih resitev (Rieger in sod., 2001; Noling,
2002). Od kmetijskih kultur se je v svetovnem merilu najve¢ MB uporabilo v pridelavi
paradiznika (22 %) in jagod (13 %) (Gullino, 2002).

2.2 Alternativne tehnologije priprave tal
2.2.1  Nova kemicna sredstva za razkuZevanje tal

V zadnjih nekaj letih je bilo v svetu na jagodah opravljenih veliko raziskav o alternativnih
metodah razkuzevanja tal. Zaradi enostavne uporabe (aplikacije) in hitrega delovanja
kemi¢nih sredstev, se je ze pred prepovedjo uporabe MB z letom 2005, zelo veliko
raziskovalcev usmerilo v iskanje novih kemi¢nih snovi in ne v iskanje novih, alternativnih
tehnoloskih ukrepov za zmanjSevanje Skodljivih talnih MO. Med pridelovalci je bila v
obdobju prehajanja najbolj pogosta kombinacija MB in kloropikrina. Med novimi
kemi¢nimi sredstvi, ki so jih pridelovalci najpogosteje preizkusali so bili: kloropikrin, 1,3
diklorpropen, metam-natrij, dazomet, metilizotiocianat (MITC), ogljikov disulfid, propilen
oksid, metil jodid, propargil bromid, etandinitril, kalcijev cianamid, napropamid in drugo
(Tosi in sod., 1994; Chellemi in sod., 1997; Davison in sod., 1999; Mark in Cassel, 1999;
Shaw in Larson, 1999; Schreiner in sod., 2001; Cebolla in sod., 2002; Duniway, 2002;
Lopez-Aranda in sod., 2002; Noling, 2002; Ferguson in sod., 2003; Lépez-Medina in sod.,
2003; Ajwa in Trout, 2004; Benlioglu in sod., 2005; Kabir in sod., 2005; Mattner in sod.,
2006; Medina in sod., 2006; Porter in sod., 2006; Zasada in sod., 2007; Fennimore in sod.,
2008).

V raziskave so bile vklju¢ene tudi kombinacije manjsih koli¢in MB in solarizacije, MB in
herbicidov ter uporaba VIF folij (virtually impermeable film), ki zmanjSujejo sprosc¢anje
MB v zrak (Bartual in sod., 2002; Noling, 2002; Gilreath, 2005). V Avstraliji so vse
pogosteje uporabljali metam-natrij, ki ob stiku z vlago preide v MITC, ki je zelo podoben
snovem, ki se spro$cajo pri biofumigaciji (izotiocianati - ITC). Ob raziskovanju delovanja
kemi¢nih snovi v tleh so ugotovili poveCanje biodegradacije. To je pojav, ko
fitofarmacevtska sredstva, ki so dodana zemlji vzpodbujajo rast MO ali se MO s
fitofarmacevtskimi sredstvi celo hranijo. Razkroj kemikalij lahko postane tako hiter, da
namen tretiranja sploh ni doseZen (Davison in sod., 1999).

V Sloveniji je za razkuZevanje tal v kmetijstvu, vendar ne za jagode, dovoljen le dazomet
(Basamid — BASF). Dazomet je mikrogranulirana snov za razkuzevanje, ki deluje
herbicidno, fungicidno, baktericidno, nematocidno in insekticidno. Delovanje je zelo
podobno delovanju biocidnih rastlin (D'Anna, 2005). Ko ga vdelamo v vlazna tla se
razgradi v Stevilne hlapne snovi, predvsem na MITC. Vecjo ucinkovitost delovanja in
vecjo ekolosko sprejemljivost dazometa dosezemo z uporabo folij. Pod folijo dosezemo
vi§jo temperaturo, ki je potrebna za razgradnjo dazometa v MITC. S prekrivanjem tal po
tretiranju se izognemo izhlapevanju MITC v zrak in pronicanju snovi v podtalnico. U¢inek
delovanja MITC pod folijo je vecji zaradi podaljSanega delovanja v zemlji. S prekrivanjem
dosezemo dodaten ucinek solarizacije. Folija preprecuje izsuSevanje tal, zato je pospeSena
tudi mineralizacija dazometa v rastlinam dostopna hranila. Razgradni produkti dazometa
nimajo vpliva na stratosfero (Harris, 1991; Eitel, 1995; Mappes, 1995). Dazomet ni
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registriran za uporabo za prehranske pridelke kot so jagode, ampak se ga lahko uporablja le
v vzgoji sadik (BASF, 1997). V ZDA je registriran za drevesnice in ne za sadovnjake.
Dazomet se uporablja tudi v kombinaciji z drugimi kemic¢nimi sredstvi, npr. z metam-
natrijem, kar omogoca vecjo in trajnejso kontrolo skodljivih organizmov (Duniway, 2002).

2.2.2  Nekemi¢ni nadini razkuZevanja tal

Med alternativne, nekemi¢ne naCine razkuZzevanja tal priStevamo solarizacijo,
biofumigacijo, prekrivanje tal z neprozornimi folijami, dodajanje velikih koli¢in organske
snovi, uporabo antagonisti¢nih mikroorganizmov in koristnih koreninskih bakterij iz rodov
Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Burkholderia pyrrocinia in dr.,
mikoriznih gliv (Glomus spp.) in drugih gliv (Trichoderma spp., Muscador albus in dr.)
(Pritts in Kelly, 1993; Neri in sod., 1998; Landa in sod., 2001; Guillino in sod., 2002 in
2005; Rosati, 2002; Leandro in sod., 2007; McSpadden Gardener, 2007). Alternativne
metode lahko med seboj tudi dopolnjujemo. Primernost metode je pogojena z razliénimi
dejavniki, vklju¢no z infrastrukturo, klimo, trgom, prisotnostjo $kodljivih organizmov,
vpliva na izbor najboljse metode (Gullino in sod., 2005). Od alternativnih metod sta v
pridelavi jagod najbolj razsirjeni solarizacija in biofumigacija (Gengotti in Lucchi, 2000).

2.2.2.1 Solarizacija

Postopek solarizacije so razvili v lzraelu v sredini osemdesetih let (Katan, 1976).
Solarizacija je naravni hidrotermalni proces, pri katerem s pomocjo prozorne folije in
son¢nega sevanja tla segrevamo. Deluje kot kombinacija fizikalnih, kemi¢nih in bioloskih
procesov v tleh. Plasti¢na folija kratkovalovnim son¢nim zarkom omogoca, da prodrejo do
tal, prepreCuje pa izhajanje dolgovalovnim zarkom, kar se izraza v dvigu temperature tal.
Povecana toplota v tleh, ki naj bi trajala vsaj od 6 do 8 tednov, vpliva na razvoj mnogih
talnih organizmov. Uspeh ukrepa solarizacije je odvisen od vremenskih razmer, tipa tal,
vlage in populacije talnih MO. Povecana toplota tal zmanj$uje populacijo plevelov in
rastlinskih $kodljivih organizmov, vkljuéno z glivami, bakterijami in ogor¢icami
(Bringhurst in sod., 1997; Chellemi in sod., 1997; Palumbo in sod., 1999a; loannou N. in
loannou M., 2002; Pinkerton, 2002; Saremi in sod., 2010). Uspeh solarizacije temelji na
dejstvu, da vecina Skodljivih organizmov ne more preziveti daljSega obdobja na
temperaturi nad 37 °C. Obcutljivost je povezana s prepustnostjo celicnih membran, ki pri
vi§jih temperaturah ne morejo delovati, ¢e so onemogoceni encimski procesi, predvsem
tisti, ki so povezani z dihanjem (Stapleton in DeVay, 1984).

Uporaba solarizacije je razSirjena med pridelovalci kmetijskih kultur v rastlinjakih in na
majhnih odprtih povrSinah. Primerna je predvsem za toplo, aridno klimo, vendar delno
deluje tudi v humidni klimi, kjer je manj son¢nega sevanja. Ceprav se tla segrevajo tudi
pod ¢rno folijo, vecina $tudij nakazuje na boljSe rezultate pod prozorno folijo (Chase in
sod., 1999). Ucinek na hladnejsih in bolj vlaznih obmocjih je manjsi. Za bolj hladna
obmocja je solarizacija primerna v povezavi z drugimi alternativnimi metodami (Katan,
1983). Su in sod. (2007) menijo, da je solarizacija potencialni sanitarni ukrep v mati¢nih
nasadih jagod ter v ekoloSki in konvencionalni pridelavi. Za pridelovalce zelenjave je
solarizacija ekonomsko vprasljiva, saj poteka v poletnem casu, zaradi cesar prihaja do
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izpada pridelka in s tem dohodka (Schreiner in sod., 2001). V tehnologijah pridelave jagod
se solarizacija casovno optimalno pokriva z zakljuckom obiranja in s poletnim sajenjem.

Solarizacijo izvedemo tako, da tla predhodno obdelamo in jih nato prekrijemo s prozorno
folijo. Pod folijo tla lahko namakamo in s tem povecamo ucinek toplote (Baruzzi in sod.,
1997; Palumbo in sod., 1999a; Gilreath in sod., 2005) ali pa ne namakamo (Shlevin in sod.,
2005). Ucinek solarizacije lahko moc¢no povecamo, Ce tla oblikujemo v grebene (Chellemi,
1997) ali solarizacijo izvajamo v tunelu (Palumbo in sod., 1999b; Shlevin in sod., 2004
Shlevin in sod., 2005). S solarizacijo tla segrejejo od priblizno 15 do 20 cm globoko.
Najvec Skodljivih gliv zivi do globine 20 cm (Lazzeri in sod., 1999).

Ucinek razkuZzevanja tal s solarizacijo se izrazi v zmanj$anem Stevilu Skodljivih gliv v tleh.
Solarizirana tla so za razvoj dolocenih organizmov bolj neugodna kot nesolarizirana.
Spremembe v talni mikroflori zaradi solarizacije vplivajo na vecjo rast in rodnost gojenih
rastlin (Stapleton in DeVay, 1984; Greenberg in sod., 1987). Katan in sod. (1983) so
ugotovili, da se koristni MO kot so npr. bakterije, ki tvorijo antibiotike ter fluorescencne
bakterije iz rodu Pseudomonas, ki se nahajajo v vodi, zemlji, na rastlinah in ljudeh, v
solariziranih tleh bolje razvijejo kot Skodljive glive. Nekatere Studije, ki jih je opravila
Katanova raziskovalna skupina so potrdile, da so antagonisticne glive iz rodov
Trichoderma in Talaromyces ter saprofitna gliva Fusarium spp. po solarizaciji bolj uspesne
pri poseljevanju tal kot skodljive glive. Pullman in sod. (1981) so v svojih poskusih
dokazali, da med uni¢enjem Skodljivih organizmov in trajanjem solarizacije ter visino
temperature tal obstaja logaritemska povezava. Solarizacija vpliva na delno zmanjSanje
populacije, vendar vecina gliv iz rodu Trichoderma solarizacijo prezivi (Katan in sod.,
1983; Porras in sod., 2007). Ugotovili so, da je bila frekvenca izoliranih skodljivih gliv
znacilno manjsa na solariziranih tleh, medtem ko se frekvenca saprofitne glive Fusarium
sp., in DSE gliv (temni septirani endofiti) s solarizacijo ni znacilno zmanjSala. Do
podobnih ugotovitev so prisli tudi Greenberg in sod. (1987) ter Saremi in sod. (2010).

Vpliv solarizacije je lahko zelo velik in dosega, vCasih pa celo presega delovanje
kemicnega razkuzevanja tal z MB (Chellemi in sod., 1997; Schreiner in sod., 2001;
Prinzivalli in sod., 2001). Kljub temu, da so dosezeni rezultati dobri, s solarizacijo ne
uni¢imo vseh Skodljivih organizmov, saj v naravnem okolju zelo hitro prihaja do
rekolonizacije talnih MO in ogor¢ic.

S kombinacijo zelenega gnojenja in solarizacije lahko mo¢no zmanjsamo S$tevilo talnih
Skodljivih organizmov. Visoka temperatura vzpodbuja razkroj organske snovi, kar poveca
sproscanje strupenih hlapnih snovi, ki se ujamejo pod plasticno folijo in tako daljSe
obdobje delujejo v tleh (Tsror in sod., 2007).

Solarizacija ne vpliva le na skodljive organizme, ampak tudi na koristne mikorizne glive
(Mishra in sod., 2002). V primerjavi s kontrolo se je v tleh zmanjsalo Stevilo spor
mikoriznih gliv, kar se je neposredno odrazalo tudi na manjSem pridelku. Obratno pa sta
Stapleton in DeVay (1984) ugotovila, da se kolonizacija korenin breskev z AM po
solarizaciji ni zmanjsala.
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2.2.2.2 Biofumigacija

Biofumigacija je tehnoloski ukrep zelenega gnojenja z biocidnimi rastlinami, v katerem se
v tla iz zaoranih kriznic spro$¢ajo snovi, ki zavirajo ali prepreCujejo razvoj talnih
organizmov. Izraz biofumigacija je leta 1993 prvi¢ uporabil J.A. Kirkegaard. Ze okrog leta
1930 so v laboratorijih ugotovili fungicidno delovanje olja gorjusice na $kodljive glive,
pozneje pa so dokazali tudi vpliv glukozinolatov na ogorcice (Subbarov in Hubbard, 1996).
Rastline iz druzine kriznic vsebujejo glukozinolate, ki se po hidrolizi spremenijo v
strupeno delujoce izotiocianate. Biofumigacija predstavlja tehnoloski ukrep kolobarjenja s
kriznicami, ¢eprav so v preizkusanju in praksi tudi druge rastline, kot npr. grasica (Vicia
villosa) (Nehl, 1999). Biofumigacija temelji na alelopatiji, ki je kemi¢no onemogocanje
ene vrste rastlin do drugih (Chew, 1999; McGuire, 2001; Matthiessen in Kirkegaard,
2006). Alelopatijo lahko definiramo kot mehanizem rastlinske navzkriznosti, pri katerem
rastline svoje sekundarne snovi izlo¢ajo v rizosfero z razkrojem ostankov, izhlapevanjem
ali izlocki korenin (organske kisline, antibiotiki, baze, alkaloidi, glikozidi). Alelopatija je
prisotna pri vseh vrstah rastlin in pri vseh tipih tkiv. Alelokemi¢ne snovi so zelo razli¢ne.
Opisana je bila ze v ¢asu Rimljanov, izraz pa je prvi¢ uvedel Molisch leta 1937 in ga
oznacil kot vzajemno delovanje med rastlinami. S poznavanjem alelopatskih odnosov
lahko v rastlinski pridelavi razresimo nekatere prakti¢ne probleme, ki temeljijo na odnosu
med posameznimi rastlinami. Rastlinsko navzkrizje je lahko definirano kot katerikoli
fizikalni ali kemi¢ni mehanizem, ki se po dolo¢enem casu odraza v zmanjSani rasti rastlin
zaradi prisotnosti drugih rastlin. Tekmovanje je ponavadi izraZzeno kot proces, kjer rastline
ovirajo rast sosednjih rastlin z uporabo prehranskih virov, prostora, svetlobe, vlage ali z
izlo¢anjem strupenih snovi. Hiter ucinek alelopatije je viden kot zaviranje ali
upocasnjevanje kaljenja, prepreevanje izdolzevanja in debeljenja korenin, nekroze na
koreninskih vrSickih, sukanje koreninske osi, razbarvanje, pomanjkanje koreninskih laskov
in dr. (An in sod., 1998). Poznavanje alelopatskih lastnosti v kmetijstvu izkori§¢amo
predvsem za zatiranje plevelov. Rastline uvrstimo v kolobar kot vmesno kulturo ali kot
pokrovno rastlino. Pri pokrovnih posevkih ni pomembna le fizi¢na prisotnost rastlin, ki
zavirajo razvoj plevelov, ampak tudi kemi¢ni uc¢inek fitotoksinov, ki se izlocajo iz rastlin.
V preteklosti so preucevali predvsem alelopatije, ki so imele Skodljiv vpliv rastlin ali
njihovih ostankov na pridelek. V kmetijski pridelavi poseben problem predstavlja ponovno
sajenje iste kulture na isto mesto. Povezano je s strupenostjo ostankov enoletnih in trajnih
rastlin. Alelopatijo, pri kateri izlo¢ki iz rastline zavirajo rast iste rastline imenujemo
avtotoksi¢nost, alelopatijo, pri kateri pa je zavrta rast drugih rastlin v neposredni blizini, pa
heterotoksi¢nost (Rice, 1984). Avtotoksi¢nost pri jagodah, zaradi obstojecih tehnologij, ki
temeljijo na vecletnem sajenju na isti lokaciji, predstavlja velik problem (Kitazawa in sod.,
2005; Asao in sod., 2008). V kmetijski pridelavi so najbolj znane alelopatije oreha,
lucerne, $parglja in sirka. Izlocki korenin imajo pomemben vpliv na ekologijo rizosfere,
vklju¢no s porastom ali zmanjSanjem dolo¢ene populacije MO. To vodi v spremembo
razpoloZzljivih hranil in njihovega sprejemanja znotraj ekosistema (Lazzeri in Manici,
2001; Weston, 2005).

Biofumigacija je alternativha metoda z izrazito kratkim kolobarjem, ki poleg vpliva na
skodljive talne organizme in plevele, po zaoravanju v tleh povecuje organsko snov (Smith
in sod., 2004). Z vnasanjem listne mase biocidnih rastlin ali moke iz semen biocidnih
rastlin v tleh povecujemo koli¢ine organske snovi, prepreCujemo erozijo in vplivamo na
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zmanjSanje populacij Skodljivih gliv in ogor¢ic, povzroditeljic odmiranja rastlin. Razli¢ne
kriznice razliéno vplivajo na zmanjSanje populacij Skodljivih gliv (Kirkegaard, 1996;
Charron in Sams, 1999; Gengotti, 2001; Bates in Rothrock, 2006).

Postopek zaoravanja biocidnih rastlin je za uspeh biofumigacije zelo pomemben.
Kirkegaard (2001) in Matthiessen (2002) sta v poskusih na prostem in v laboratoriju
ugotovila, da je za uspesnost biofumigacije poglaviten razkroj rastlinskega tkiva na nivoju
celice. Z zamrzovanjem in odtajanjem se vsebnost izlocenega izotiocianata poveca v
povprecju za 400 krat. Vpliv na izlo¢anje ITC ima tudi vlaga, saj se v vlaznih tleh izlocanje
podvoji. Priporocljivo je, da tla po zaoravanju kriznic navlazimo (Curto in sod., 2006).
Ucinek delovanja kriznic povec¢amo tudi s tem, da zeleno maso zmeljemo (zmaceriramo,
zmul¢imo), zaorjemo, obdelano povr$ino navlazimo in prekrijemo s folijo (solarizacija)
(Kirkegaard, 2004; Curto in sod., 2006). Biocidne rastline zaoravamo pred cvetenjem, ko
je koncentracija glukozinolatov (GSL) najvecja in ko rastline Se ne semenijo. KaleCe
biocidne rastline bi lahko slede¢i kulturi, kot plevelne rastline, predstavljale velik problem
(Lazzeri in sod., 2009). Za doseganje najboljSega ucinka biofumigacije mora biti
temperatura tal med 10 in 15 °C. Zaradi strupenega delovanja biocidnih rastlin glavno
kulturo sadimo od 7 do 10 dni po zaoravanju biocidnih rastlin (Curto in sod., 2006; Lazzeri
in sod., 2009). Zivljenjska doba produktov GSL je kratka. ITC ostanejo v zemlji od nekaj
dni do nekaj tednov. Biolosko delovanje ITC je kratko predvsem na nepokritih povrSinah
(Brown in Morra, 2005). Mattner in sod. (2008) so ugotovili, da u¢inek biocidnih rastlin na
Skodljive glive s ¢asom moc¢no upade. Najvecji je priblizno 4 ure po zaoravanju.

Dejavnik, ki najbolj zavira biolosko aktivnost GSL so tla, predvsem tista z visoko
vsebnostjo organske snovi. V primerjavi z in vitro kulturo je v pesceni ali ilovnati zemlji za
enako delovanje na MO potrebno od 10 do 20 krat ve¢ MITC, v Sotnih tleh pa celo od 25
do 50 krat vec. V pescenih tleh z nizko vsebnostjo organske snovi je bifumigacijski u¢inek
mnogo vecji (Matthiessen in Shackelton, 2005). Gardiner in sod. (1999) trdijo, da je u¢inek
biofumigacije na polju v primerjavi z laboratorijskimi poskusi izkoris¢en le 5%. Do
podobnih rezultatov je priSel tudi Kirkegaard (2001), ki je ugotovil, da se v tla ob
standardni udelavi sprosti manj kot 5 % ITC in da je najvec¢ja vsebnost ITC v zemlji 2 uri
po zaoravanju. Kljub temu raziskave kaZejo, da je biofumigacija ena najbolj ucinkovitih
alternativnih metod razkuzevanja tal. Delovanje biocidnih rastlin pove€amo v kombinaciji
s solarizacijo ali npr. z dodajanjem antagonisticnih MO (npr. Trichoderma harzianum)
(Harvey in sod., 2002; Kirkegaard, 2001).

22221 Biocidne rastline

Za biofumigacijo so najbolj primerne rastline iz druzine kriznic. To so rjava gorjusica
(Brassica juncea), rukvica ali rukola (Eruca sativa), redkvica (Raphanus sativus), bela
gorjusica (Sinapis alba), navadna ogrs¢ica (Brassica napus), grbasta repnica (Rapistrum
rugosum), strniS¢na repa (Brassica rapa), brokoli (Brassica oleracea convar. botrytis var.
cymosa), obre¢ni grenik (Iberis amara) in dr. Najbolj pogosto uporabljene rastline izven
druzine kriznic so Crambe abyssinica, pajkovka (Cleoma hassleriana), soncnica
(Helianthus annuus) in zametnica (Tagetes spp.) (Subbarao in Hubbard, 1996; Chellemi,
1997; Reynolds in sod., 2000; Arcuti in sod., 2001; Harding, 2001; Harvey in sod., 2002;
Lopez—Aranda in sod., 2002; Lazzeri in sod., 2009; Snyder in sod., 2009). Nekatere izmed
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rastlin npr. rukvica in redkvica se ne uporabljata le kot rastlini za biofumigacijo, ampak
tudi kot rastlinske lovilne pasti (catch crops) za ogor¢ice (Curto in sod., 2006).

Vse rastline iz druzine kriznic niso primerne za biofumigacijo. Mayton in sod. (1996) so
ugotovili, da imajo posamezne vrste kriznic in tipi oz. sorte znotraj vrst na skodljive glive
zelo razlicen vpliv. Njihov ucinek je lahko popoln ali nicen. Razli¢ne sorte znotraj vrst B.
napus, B. carinata in B. campestris vsebujejo ni¢ ali zelo malo GSL in zato na glive
nimajo nikakrS$nega uc¢inka. S poskusi so ugotovili, da so glive v zemlji bolj ob¢utljive na
strupene snovi kot v rastnem mediju v laboratoriju. Za uspesno biofumigacijo so potrebna
posebna krizanja in selekcije, kajti vse biocidne rastline niso primerne za vsa okolja in vse
tipe tal (Rosati, 2002).

V posameznih zlahtniteljskih ustanovah so za namene biofumigacije izvedli krizanja in
selekcije sort z vecjo vsebnostjo GSL (Lazzeri in Manici, 2001; Light, 2001; Bryant, 2003;
Lazzeri in sod., 2009). Ukvarjajo se s selekcioniranjem na vecjo maso kriznic ter na tip in
koncentracijo GSL v poganjkih in koreninah. Koli¢ina skupnih GSL obic¢ajno zelo niha.
Korenine v povpre¢ju k skupnim GSL prispevajo eno cCetrtino. Tip GSL niha med
rastlinskimi vrstami, vendar GSL znotraj vrste ostajajo enaki. Poganjki vsebujejo predvsem
alifatske, korenine pa aromatske GSL (Matthiessen in Kirkegaard, 2006). Razlike so velike
tudi glede na nacin pridelave, temperaturo in intenziteto svetlobe (pridelava na prostem,
rastlinjak) (Charron in Sams, 2004; Kang in sod., 2006).

Rastline vsebujejo najve¢je koli¢ine GSL v casu cvetenja ali tik pred njim. Ob
biofumigaciji je sproS¢anje GSL zelo razli¢no. GorjuSica ima npr. 5 krat vecjo vsebnost
GSL v rastlinskem tkivu kot druge kriznice, vendar je vsebnost ITC v zemlji samo 2 krat
veéja. Rezultati so pokazali, da je glavni omejitveni dejavnik biofumigacije potencial
spros¢anja ITC iz tkiva, zato je potrebno iskati metode, ki bi povecale razkroj celic in
hidrolizo GSL v ITC (Kirkegaard, 2001; Matthiessen, 2002).

Rjava gorjusica se uporablja tudi v postopku fitoekstrakcije oz. rizofiltracije. To je
postopek razstrupljanja naravnega ali umetnega vodnega okolja rastlin s pomocjo
dejavnosti celih rastlin 0z. korenin. Za ¢is¢enje onesnazenih voda so uporabne tako vodne
kot nekatere kopenske rastline. Med kopenskimi rastlinami se poleg rjave gorjuSice
uporablja tudi son¢nica (Dolinsek, 2007).

22222 Glukozinolati

Glukozinolate so v bliznji preteklosti preucevali predvsem zaradi negativnega vpliva krme
iz kriznic na zdravje Zivali. Danes se vse bolj zavedamo dejstva, da so mnoge od teh snovi
inhibitorji razvoja rakavih celic pri sesalcih. GSL so prisotni v 16 rastlinskih druzinah.
Vecina jih je v rastlinah iz druZine kriznic (Angus in sod., 1994; Bending in Lincoln, 1999;
Fahey in sod., 2001).

GSL so sekundarne duSi¢ne in zveplove snovi, ki vsebujejo ostanek sladkorja B-D-
glukopiranoze. Preko zvepla so povezane s hidroksiimino sulfatnim estrom in s stransko
verigo, ki se razlikuje od spojine do spojine. V kriznicah je znanih okoli 120 GSL. V eni
rastlini je lahko tudi do 15 razli¢nih GLS. Najdemo jih v vseh delih rastlin. Pogosto so
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delezi posameznih spojin v delih rastlin razli¢ni. Nahajajo se v vakuolah rastlinskih celic.
Ob poskodbah celic (mulcenje) so GSL izpostavljeni encimu mirozinaza (tioglukozid
glukohidrolaza), ki ob prisotnosti vode Kkatalizira reakcije hidrolize GSL do nastanka ITC,
sulfidov, tiocianatov, epitionitrilov in nitrilov, ki imajo fungicidne lastnosti. Vsi GSL,
razen progoitrina, ki povzroca golSavost in je prisoten npr. v semenu navadne ogrscice, so
pomembni pri razstrupitvi ¢lovekovega organizma in zascCiti pred oksidativnim stresom
(Subbarao in Hubbard, 1996; Curto in sod., 2006; Ugrinovi¢, 2006). Glukozinolati so
razdeljeni v alifatske, aromatske in indolilne spojine. ITC spros€ajo samo alifatski in
aromatski GSL (Fahey in sod, 2001). GSL niso bioloSko aktivni, vendar so prekurzorji za
potencialne alelokemicne snovi. Tipi GSL so med vrstami rastlin razli¢ni. ITC so najvecji
inhibitorji mikrobnih aktivnosti. Ceprav so GSL inhibitorji za mnoge organizme, vdelana
organska snov istoCasno v tleh pospesuje mikrobno populacijo zaradi povecane koli¢ine
ogljika (Brown in Morra, 2005). ITC, ki se izlo¢ajo iz kriznic, SO podobni aktivnim
snovem sinteti¢nih fumigantov, kot so metam-natrij, metam-kalij in dazomet (Mattner in
sod., 2008). Metam-natrij in dazomet se v tleh razgradita na MITC (Schreiner in sod.,
2001).

2.2.3  Druga alternativna sredstva za razkuZevanje tal

Vnasanje komposta v tla je ena izmed alternativ kontrole $kodljivih organizmov v tleh.
Kompost vpliva na vecjo rast rastlin in na zmanjSanje prisotnosti rastlinskih Skodljivih
organizmov zaradi vnaSanja koristnih mikrobnih organizmov (Benlioglu in sod., 2005;
Lopez-Martinez in sod., 2006). Dokazano je, da se z vnosom humusa spremeni sestava tal
Vv primerjavi s kemi¢no razkuzenimi tlemi. Poveca se koncentracija K, Mg in Ca. Pri P, Na,
Mn, Zn in Cu (Leandro in sod., 2007). Med vedno bolj razsirjene alternativne nacine
razkuzevanja tal, oz. ohranjanja ravnovesja med talnimi organizmi sodi tudi dodajanje
koristnih MO. Opravljenih je bilo veliko poskusov o vplivu posameznih vrst bakterij, gliv
in mikoriznih gliv na skodljive mikroorganizme v tleh in s tem posredno na rast in razvoj
gojenih rastlin (Rotenberg in sod., 2007). Poskuse z mikoriznimi glivami, antagonisti¢nimi
bakterijami (npr. Pseudomonas fluorescens, Raoultella terrigena, Bacillus amylolique-
faciens) in glivami Trichoderma spp. so na jagodah izvajali mnogi raziskovalci (Duncan,
2002; Leandro in sod., 2007; Merchier in sod., 2007).

Zaradi nujnosti stalnega odstranjevanja plevelnih rastlin so se razvile tehnologije gojenja
jagod na foliji in v substratih izven tal. Zatiranje plevelov v nasadih brez folije je mogoce
le s herbicidi ali s stalnim okopavanjem. V jagodah so se v preteklosti uporabljali §tevilni
selektivni herbicidi. V sodobnih tehnologijah se v pasu med rastlinami, razen v pridelavi
sadilnega materiala, herbicidi ne uporabljajo. Dovoljena je le uporaba herbicidov v
medvrstnem prostoru na prostem. V ekoloski pridelavi uporaba herbicidov ni dovoljena,
zato je uporaba folij, ki prekrivajo ve¢ vrst skupaj in uporaba alternativnih sredstev za
zatiranje plevelov nujna. Barve folij imajo na rast plevelov razli¢en vpliv. Na prostem je
ucinkovitost ¢rne folije najvecja. Obenem folija vpliva tudi na pridelek, ki je zaradi
segrevanja tal najvecji pri prozorni foliji (Johnsone in Fennimore, 2005). Plevele zatiramo
tudi s pokrovnimi rastlinami, ki morajo biti hitro rastoe in v drugem letu ne smejo
izraScati kot plevelne rastline. Dobro morajo zadrzevati vlago in organsko snov ter
zmanjSevati populacijo Skodljivih organizmov. Med take rastline sodijo kriznice, proso, 1z,
sudanska trava in strocnice kot so grasica, detelja in kitajski fizol ter krizanci stro¢nic
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(Chellemi, 2002; Steffek in sod., 2006). Snovi, ki delujejo kot herbicidi, so Se virusi,
bakterije, glive in AM glive, ki selektivno uni¢ijo doloceno plevelno rastlino. Med
pomembnimi sredstvi za zatiranje plevelov sta koruzni gluten in koruzni gluten hidrolizat
(Christians, 2001; Dilley in sod., 2002; Rinaudo in sod., 2010).

Za vecji ucinek novih tehnoloskih resitev je potrebno zlahtniti in selekcionirati nove sorte
jagod, ki bi bile odporne na talne skodljive glive in s tem primerne tudi za nerazkuzena tla
(Gengotti, 2001; Faedi in sod., 2002). Shaw in Larson (2001) sta s poskusi na razkuzenih
in nerazkuzenih tleh Zzelela ugotoviti povezavo med genotipi razlicnih sort jagod ter
odpornostjo na koreninske bolezni, vendar do statisticno znacilnih rezultatov v vecletnih
poskusih nista prisla.

2.3 Odziv rastlin in MO v tleh na alternativne metode razkuZevanja tal

Tla so prostor, Kjer se najbolj intenzivno prepletajo mineralne in organske snovi, ki so del
zemlje ter voda, zrak in zivi organizmi. Organizme predstavljajo rastlinski deli, ki segajo v
tla ter makro in mikroorganizmi, ki so jim tla obCasen ali stalen zivljenjski prostor. Med
vsemi deli tega prostora so vzpostavljene tesne povezave, ki dejansko predstavljajo
Zivljenje v tem okolju. Poznavanje odnosov med gradniki tega prostora je temeljno vodilo
za razvoj optimalnih tehnologij pridelovanja posameznih kmetijskih kultur. VV kmetijski
pridelavi imajo eno izmed bistvenih vlog prav razmerja med posameznimi vrstami bakterij,
gliv in mikoriznih gliv ter skodljivimi mikroorganizmi v tleh. Ta razmerja posredno ali
neposredno vplivajo na rast in razvoj gojenih rastlin (Rotenberg in sod., 2007).

2.3.1 Mikoriza

Mikoriza je mutualisti¢na zdruzba med koreninami rastlin in glivami. Mikorizne glive so
prisotne povsod in tvorijo simbiontski odnos z ve€ino rastlin. Skupine gliv tvorijo Stevilne
morfoloske tipe mikoriznih zdruzenj. Arbuskularna mikoriza je najpogostejSa oblika
simbioze. Tvori se v koreninah gostiteljskih rastlin z neseptiranimi, obligatno
simbiontskimi glivami. Glive pripadajo deblu Glomeromycota (Schiiiler in sod., 2001,
Stiirmer, 2012). Ker v celicah korenin tvorijo arbuskule in vezikle, mikorizno zdruzbo
imenujemo arbuskularna mikoriza. Vse AM glive imajo Sirok spekter gostiteljev na racun
nespecifi¢nosti do gostitelja. Zato je ob dejstvu, da se razsirja z nespolnimi sporami v tleh,
ta tip tudi najbolj razSirjen. AM se pojavlja pri kritosemenkah in golosemenkah,
praprotnicah in gametofitih nekaterih mahov in je po nekaterih podatkih prisotna pri 80 %
vi§jih rastlin (Molina in sod., 1992; Smith in Read, 1997). Dolga, nespolna evolucija se je
izrazila v pomembnih genetskih razli¢nostih med vrstami, ki se tudi morfolosko
razlikujejo. V kmetijskih sistemih z enoletnimi pridelki, preoravanje zemlje in s tem
koreninskega sistema vsako leto zahteva kaljenje vedno novih mikoriznih spor, zato so
obstale le glive, ki so se takim sistemom kmetijske pridelave prilagodile (Rosendahl,
2008).

V rizosferi poteka sodelovanje med koreninami rastlin in MO ter sodelovanje med
posameznimi MO. Odnosi so lahko koristni (sinergisti¢ni), nevtralni ali Skodljivi
(antagonisti¢ni). Mikorizne glive v rizosferi predstavljajo populacijo, ki ima na rastline in
tla vec vplivov, kot sta npr. povecan sprejem hranil v rastlino in varstvo rastlin pred
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stresnimi dejavniki okolja in obdelave. Vse te funkcije izboljSujejo strukturo tal (Smith in
Read, 1997). Hife AM prodrejo v celice zunanjega sloja skorje in v rastlini tvorijo
arbuskule in vezikle. Arbuskuli so strukture, skozi katere poteka pretok ogljika do gliv ter
hranila in voda do gostiteljske rastline. Vezikli so strukture za skladis§¢enje snovi. AM ima
pomembno vlogo pri sprejemanju hranil, predvsem P, lahko pa rastlini nudi varstvo pred
koreninskimi skodljivimi glivami. AM glive pozitivno vplivajo na koreninski sistem in
celotno rastlino, na povec¢an sprejem hranilnih snovi (slabo mobilnih ionov), na tvorbo
fitohormonov (citokinini, giberelini in etilen), povecajo toleranco na zive in nezive stresne
dejavnike (Skodljivi organizmi, susa, slanost, Sok ob presajanju, tezke kovine), vplivajo na
povecano sinergijo med koristnimi MO, kot na primer fiksatorji dusika in razgrajevalci
fosfornih spojin. Sprejemna povrSina z glivami koloniziranih korenin oz. volumen tal iz
katerega lahko glive sprejemajo hranila, se mo¢no poveca (Azcon-Aguilar in Barea, 1996;
Scagel, 2003). Zaradi povecane fotosinteze se v rastlini poveca delez ogljika. Ena najvecjih
sprememb je v zmanjSanju prepustnosti membran zaradi povecane koli¢ine P. V okoljih,
onesnazenih s tezkimi kovinami, AM vpliva na manjsi sprejem cinka (Zn) in kadmija (Cd)
ter na spremembo sprejemanja svinca (Pb) (Pongrac, 2004). Po drugih virih AM vpliva na
povecan sprejem Ca, Cu, Mn, S in Zn. Toleranco gostitelja za skodljive organizme poveca
tudi z ve¢jim sprejemom drugih esencialnih hranil, ne samo P. Mikorizne glive so v tleh
prisotne kot spore ali vegetativni propaguli, Ki se na koreninske izlocke odzovejo z rastjo
hif, ki prodrejo v epidermalne celice korenin. Mikoriza vpliva na morfoloske in fizioloske
spremembe v rastlini. Te so odvisne od tipa mikorize (Linderman, 1988). Hife se
razra§€ajo v celicah zunanjega korteksa korenin in tvorijo kolonije. Po tipu razrasti
razlikujemo Arum tip (podolzna rast hif med gostiteljskimi celicami) in Paris tip AM
(tvorba svitkov znotraj gostiteljskih celic) (Smith FA in Smith SE, 1997).

2.3.1.1 Arbuskularna mikoriza pri jagodah

Jagode so obi¢ajno kolonizirane z AM glivami. V nasadih so najpogosteje zastopane glive
Glomus mosseae, G. claroideum, G. clarum, G. hoi, G. geosporum in G. scintillans.
Kolonizirane rastline so na zunanje zive in nezive dejavnike bolj odporne, kljub temu, da je
simbioza med rastlino in glivo izredno obcutljiva na stres. Na mikoriznost jagod imajo
velik vpliv dejavniki, na katere nimamo vpliva (letni Cas, faza rasti rastline) (Branzanti in
sod., 2002) in dejavniki, ki jih lahko reguliramo z odbiro (sorta, tip tal) (Duncan, 2002;
Malusa in sod., 2006) ali ustvarimo z razli¢nimi tehnoloskimi ukrepi (gnojenje, uporaba
sredstev za varstvo rastlin) (Sharma in Adholeya, 1994; Branzanti in sod., 1998, 2002;
Vestberg in sod., 2002; Stewart in sod., 2005). Negativen vpliv na razvoj AM imata tudi
solarizacija in uporaba kemicnega razkuzevanja, npr. z MB (Branddn in sod., 2002;
Branzanti in sod., 2002), medtem ko imajo posamezni tehnoloski ukrepi, npr. kolobarjenje
z majhnim dodajanjem hranil, zeleno gnojenje z jeCmenom, zeleno gnojenje z rjavo
gorjuSico ter dodajanja komposta, na AM pozitiven vpliv (Branzanti in sod., 2002).
Pozitiven vpliv na kolonizacijo korenin jagod z AM lahko dosezemo z dodajanjem
inokulumov. Poznano je dodajanje naravnih inokulumov iz Ze obstojecih nasadov jagod ali
dodajanje komercialnih inokulumov, ki jih predstavljajo izolirane spore posameznih vrst
AM. V tleh, bogatih z organsko snovjo, je ucinek mikoriznih gliv zmanjSan, torej z
dodajanjem inokulumov ne dosezemo zelenega ucinka (Muramoto, 2003; Bull in sod.,
2005). Kot inokulum, se v komercialne ali poskusne namene uporabljajo glive Glomus
intraradices, Glomus etunicatum, Glomus fasciculatum, Glomus mosseae, Glomus
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aggregatum, Glomus clarum, Gigaspora gigantea, Gigaspora margarita, Gigaspora
rosea, Scutellospora calospora, Scutellospora heterogama, Scutellospora persica in dr. Z
dodajanjem inokulumov se zaradi ve¢je kolonizacije pove¢a masa korenin in poganjkov,
vedji je sprejem P, veéja je toleranca na bolezni in vodni stres. Posamezne glive zelo
razli¢no vplivajo na rast, razvoj in mineralno prehrano gostiteljske rastline (od negativno
do pozitivno) (Taylor in Harrier, 2001; Matsubara in sod., 2004).

Poleg enojnih inokulacij z AM se v praksi in poskusih vse pogosteje izvajajo dvojne in
meSane inokulacije z glivami in bakterijami. Vpliv multimikrobnih inokulacij z
mikoriznimi glivami in bakterijami na rast in zdravstveno stanje jagod je lahko zelo
razli¢en, od pozitivhega do negativnega ali nevtralnega (Gryndler in sod., 2002; Vestberg
in sod., 2004). Aplikacije AM-PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) imajo
mnogo vedji ucinek na rast koreninskega sistema kot na rast poganjkov, zato se inokulacija
vedno ne izrazi v povecani rasti vidnega dela rastlin, ampak je lahko celo v zmanjsani rasti
(Malusa in sod., 2006). Za bioticno varstvo $kodljivih organizmov v tla samostojno
vnasajo komercialne seve gliv Trichoderma spp., ki vplivajo na rast rastlin in na
zmanj$anje vpliva skodljivih organizmov (Leandro in sod., 2007; Merchier in sod., 2007).

Simbioza rastlin z AM je klju¢ni dejavnik trajnostnega kmetijstva. V konvencionalni
pridelavi ima AM minimalno vlogo (Demir in Akkopru, 2007). Uspesno ekolosko
varovanje jagod pred skodljivimi organizmi je mozno le z razumevanjem kompleksnega
uravnavanja protiglivnih metabolitov, ki so produkt antagonistov v povezavi z zunanjimi
dejavniki. Mikorizne glive so antagonisti¢ne glive skodljivim glivam in v rizosferi delujejo
enako kot antagonisti¢ne bakterije (npr. Pseudomonas fluorescens, Raoultella terrigena,
Bacillus amylolique-faciens) (Berg, 2007).

2.3.2  Temni septirani endofiti

Temni septirani endofiti oz. DSE glive (Dark Septate Endophytes) sta Smith in Read
(1997) wuvrstila med ektendomikorizne glive, ki z nekaterimi gostitelji tvorijo
ektendomikorizo, z drugimi pa endomikorizo. DSE glive imajo melanizirane septirane
hife, ki so bile prvi¢ opisane kot Mycelium radicis atrovirens. Na koreninah gostiteljskih
rastlin tvorijo mikrosklerocije in v€asih Hartigovo mreZo. Poimenovane so z razli¢nimi
imeni (pseudomikoriza, Sibki patogeni, septirani endofiti, temni septirani endofiti). DSE
lahko funkcionirajo kot skodljive ali saprofitske glive, lahko pa tudi tvorijo mutualisti¢no
zdruzbo, tako kot mikorizne glive. DSE se obi¢ajno pojavijo na ekstenzivnih rastisc¢ih,
hladnih rastis¢ih s pomanjkanjem hranil, tam kjer mikoriza ni tako uspesna (Barrow, 2003;
Likar in Regvar, 2009). Posebnost DSE gliv je v tem, da kolonizirajo tudi strzen rastlinske
korenine, medtem ko skodljive glive uni¢ijo Zilni sistem, mikoriza pa je omejena na
epidermalne celice in ne prodira v strzen (Barrow, 2003). Jumpponen in Trappe (1998) sta
te glive definirala kot devteromicetne glive (Deuteromycota), podobne askomicetnim
glivam, ki kolonizirajo korenine rastlin brez negativnih vplivov na rastlino. Ko
kolonizirajo ektomikorizne gostitelje, DSE nimajo Hartingove mreze, ampak Vv
intracelularnem prostoru tvorijo mikrosklerocije razliénih oblik. DSE glive so slabo
definirane. Septirane hife so opazili v celicnem in medcelicnem prostoru. Strukture se
razlikujejo od mikoriznih. Zaradi nenavadnih struktur in nepoznanega vpliva na
gostiteljsko rastlino, DSE glive ne pojmujejo kot mikorizne. V doloc¢enih razmerah
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vplivajo na gostiteljevo rast s posredovanjem hranil, kar je enako kot pri mikorizi, vendar
je nepojasnjeno, ¢e s tem vplivajo na pridelek gostiteljskih rastlin (Jumpponen, 2001).
Ugoden vpliv DSE na rast gostiteljskih rastlin je bil v nekaterih poskusih opazen predvsem
v zgodnji fazi razvoja rastlin (Andrade-Linares in sod., 2011). Najpogostejsa gliva v DSE
kompleksu je Phialocephala fortinii (Ahlich in Sieber, 1996).

2.3.3  Skodljive glive na koreninah jagod

Med Skodljivimi glivami jagod je zelo veliko takih, ki okuzijo liste in plodove, vendar
najvecjo gospodarsko Skodo povzrocajo $kodljive koreninske glive rodov Phytophthora,
Fusarium, Rhizoctonia, Pythium in Verticillium. V pridelavi povzro¢ajo $kodo ne le zaradi
zmanjSevanja pridelka, ampak tudi zaradi manjSe kakovosti plodov in odmiranja rastlin.
Skodljive glive so temeljito raziskane v vseh pridelovalnih pogojih. Posebno dobro je
raziskano podroc¢je varstva rastlin s fitofarmacevtskimi sredstvi. Alternativnih pristopov
zatiranja koreninskih bolezni, ki bi bili sprejemljivi za ekolosko in integrirano pridelavo je
malo. V pridelavi sta med najpogosteje uporabljenimi alternativnimi metodami
biofumigacija in solarizacija ali kombinacija obeh metod (Steffek in sod., 2006; Tsror in
sod., 2007). Vpliv biofumigacije na skodljive glive je najpogosteje velik (Lazzeri in sod.,
1999), je pa lahko tudi majhen (Johnston in sod., 2005) ali negativen (povecanje Stevila
Skodljivih organizmov) (Rosati, 2002; Mattner in sod., 2008). Rezultati so odvisni od tal,
vremenskih razmer, vrste biocidne rastline, izvedbe ukrepa in drugih dejavnikov.

Ne le razvojni krog koreninskih Skodljivih gliv, tudi razvojni krog gliv, ki povzrocajo
bolezni plodov, npr. siva plesen (Botrytis cinerea), je neposredno povezan z razmerami v
tleh. Razvojni krog glive Botrytis cinerea je na severu Evrope drugacen od juzno
evropskega. Na severu gliva prezimi kot sklerociji ali micelij na ostankih rastlin v zemlji
(Smith in sod., 1988), na jugu pa kot konidiji. V raziskavah, ki so jih opravili v Spaniji, S0
ugotovili, da so glavni dejavniki, ki vplivajo na prezivetje konidijev v zemlji temperatura,
vlaga, svetloba in mikrobioloske aktivnosti (Coley-Smith, 1980). Konidiji sive plesni celo
bolje prezivijo v sterilnih tleh kot v nesterilnih. Na prezivetje konidijev sive plesni imajo
zelo velik vpliv MO, predvsem njeni antagonisti (Moyano in Melgarejo, 2002).

2.3.4  Interakcija med mikoriznimi glivami in $kodljivimi organizmi

Mikorizne glive so antagonisticne glive Skodljivim glivam. Rastline z AM se pred
Skodljivimi MO zavarujejo s poveCanjem sprejemanja hranil, nadomesc¢anjem
poSkodovanega koreninskega sistema s sistemom hif, s tekmovanjem za gostiteljeve
produkte fotosinteze, s tekmovanjem za prostor kolonizacije na gostiteljski rastlini, z
anatomskimi in morfoloskimi spremembami na koreninskem sistemu gostitelja, z
vzpodbujanjem obrambnega sistema gostiteljske rastline in s spremembo MO v rizosferi
(Azcon-Aguilar in Barea, 1996; Demir in Akkopru, 2007). Izlocki iz korenin z
mikoriznimi glivami koloniziranih korenin onemogocijo sporulacijo Skodljivih gliv
(Norman in Hooker, 2000).

Med raziskovalci je mikoriza na jagodah najbolj obravnavana iz vidika odpornosti rastlin

na koreninske glive, predvsem na glive Phytophthora spp. Kolonizacija korenin z
mikoriznimi ali skodljivimi glivami je v veliki medsebojni povezanosti. Mikorizne glive
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rastlino kolonizirajo neposredno po kaljenju, ko korenina hitro raste. V tem casu je
izdolzevanje korenin zelo veliko in korenina potrosi P iz zalog v semenu 0z. pri jagodi iz
zalog v koreniki. Izlo¢anje koreninskih izlockov je najve¢je v obmocju podaljSevanja, to je
tam, kjer se kolonizacija korenin tudi za¢ne (Paraskevopoulou-Paroussi in sod., 1997). Za
svoj razvoj glive prejemajo ogljik iz rastline, v zameno pa rastlinam dajejo P. Preden
rastlina doseze dovolj velike koli¢ine P, so korenine dovzetne za okuzbo s Skodljivimi
glivami. Ko v rastlini fosfor zagotovijo mikorizne glive, se zmanjSata prepustnost
membran in koli¢ina koreninskih izlo¢kov (Duncan, 2002). Zmanjsa se tudi moznost
okuzb s skodljivimi glivami. To pomeni, da mikoriza z zagotavljanjem P posredno
spreminja aktivnosti MO. Cetudi mikorizne glive niso antagonisti §kodljivim glivam, imajo
s svojim delovanjem ucinke bioti¢nega varstva rastlin. Mikorizne glive postanejo del bio
kontrolnega sistema. Odnos med koreninami in mikorizo je obligaten in glive lahko
direktno vplivajo na Skodljive organizme korenin. Nadzor prepustnosti membrane s P je
mehanizem, s katerim rastlina omejuje rast glive v korenini. Pri ektomikorizi je prodiranje
glive omejeno s tvorbo fenolnih snovi in mogoce fitotoksinov. Podobna je tudi
nekompatibilnost med AM in nemikoriznimi glivami (Graham, 1988; Brandan in sod.,
2002).

Povsod, kjer je v kmetijskih rastlinah prisotna AM, je prisotna tudi zdruzba rastlin s
parazitskimi ogor¢icami ali zdruzba rastlin s Skodljivimi glivami. V naravi je mesana
okuzba z AM glivami in skodljivimi organizmi na gostiteljskih rastlinah prej pravilo kot
izjema. Poskusi vpliva AM na pridelek in aktivnost skodljivih organizmov se ve¢inoma
izvajajo v rastlinjakih, kajti soodvisnost med gostiteljskimi rastlinami, simbionti in
Skodljivimi organizmi je v naravi zelo tezko izmeriti (Gosling in sod., 2006; Leandro in
sod., 2007). Pogostnost bolezni se zaradi prisotnosti AM lahko poveca, zmanj$a ali pa
vpliva ni.

2.4 Dolo¢anje AM in DSE gliv
2.4.1  Konvencionalno in molekulsko dolo¢anje AM gliv

Dolocanje AM lahko izvajamo z razlicnimi konvencionalnimi ali molekulskimi tehnikami
(Macek, 2009). Med najbolj pogosto uporabljenimi konvencionalnimi tehnikami so tiste, Ki
temeljijo na barvanju hif in oceni kolonizacije. Znani sta intersekcijska tehnika
Giovanettija in Mosseja (1980) ter ocenjevanje kolonizacije po Trouvelotu in sod. (1986).
Pogosto razsirjena je tudi metoda dolo¢anja AM na podlagi spor. Leta 1993 sta Walker in
Trappe na podlagi morfologije spor opisala priblizno 150 vrst arbuskularnih mikoriznih
gliv. Ker razvoj spor ni vedno odvisen od intenzitete mikorizne kolonizacije korenin, ta
tehnika ne odraza dejanske AM kolonizacije.

Taksonomijo AM gliv, ki temelji na morfologiji spor je mogoce identificirati do reda ali
rodu (Clapp in sod., 2002). V sodobnih raziskavah se dolocanje gliv vse bolj pogosto
izvaja s Stevilnimi molekulskimi tehnikami. Za ugotavljanje taksonomije AM uporabljamo
zaporedja DNA, ki kodirajo ribosomsko RNA. Skupine genov rDNA so v jedrih in
mitohondrijih. Enote rDNA vkljucujejo gene z malo ribosomsko podenoto (SSU- Small
Subunit, 18S), veliko ribosomsko podenoto (LSU- Large Subunit, 28S) in podenoto 5,8S.
Za ugotavljanje odnosov med daljno sorodnimi glivami se uporabljajo zaporedja sekvence
na LSU in SSU, za ugotavljanje sorodstvenih vezi na nizji taksonomski ravni pa bolj

17



Koron D. Pomen alternativnih metod razkuzevanja tal...mikorize jagode (F. X ananassa Duch.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

variabilna zaporedja ITS (Internal Transcribed Spaces) in IGS (Intergenic Spacer) (Bridge,
1998). Analiza ribosomalnih genov nam pojasni filogenezo AM gliv (Simon in sod., 1992;
Stiirmer, 2012).

S pomo¢jo PCR (Polymerase Chain Reaction - verizna reakcija s polimerazo) tehnike za
razmnozevanje DNA, se je mozno iz ITS regije, ob izbiri razlicnih zacetnih
oligonukleotidov, osredotociti na posamezne podskupine rDNA. Prvi specifi¢ni zacetni
oligonukleotid VANSI, s katerim je bilo mogoce pomnoZzevati glivno DNA neposredno iz
korenin rastline, so razvili Simon in sod. (1992). Za izdelavo zacetnih oligonukleotidov za
loCevanje vrst in rodov mikoriznih gliv iz korenin so rastline okuzili s specifi¢nimi glivami
tudi Millner in sod. (1998). Sekvence DNA iz razli¢nih rodov Glomus so primerjali s 5,8S
gensko podenoto (155 bp), ITS2 regijo (230 bp) in ITS1 (135 bp) (Millner in sod., 2001).

Helgason in sod. (1998) so izdelali zacetni oligonukleotid AM1, ki je specificen za AM
glive in deluje v povezavi z NS31 (splosni evkariontski zacetni oligonukleotid). AM1 in
NS31 pomnozujeta SSU. Vandenkoornhuyse in Leyval sta 1998 izdelala zacetna
oligonukleotida, ki sta specifi¢na za debli Zygomycota in Glomeromycota MH2 in MH4 in
pomnozujeta regijo SSU. Redecker (2000) je izdelal pet zacetnih oligonukleotidov, Ki
imajo tar¢na mesta na SSU ali ITS in so specifi¢ni za pet podskupin reda Glomales. Zelo
veliko raziskav je bilo narejenih tudi na ITS regiji. Univerzalna zacetna oligonukleotida za
evkariontske regije ITS4 in ITS1 so leta 1990 izdelali White in sod.

Produkte PCR namnozenih AM gliv o€istimo in kloniramo v vektor (plazmid) ter na ta
nacin lo¢imo posamezne tipe AM gliv. Po transformaciji vektorja v kompetentne celice
Escherichia coli ter pomnozevanju, dobimo posamezne tipe AM gliv. Sledi $e restrikcija z
encimi in analiza, ki jo lahko izvajamo z razli¢nimi molekulskimi tehnikami (Macek,
2009). Med najbolj razsirjenimi so Random Amplified DNA Polymorphism (RAPD);
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP); Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP); Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DDGE) in Temporal
Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TTGE) (Longato in Bonfante, 1997; Cornejo
in sod., 2004; De Souza in sod., 2004; Whipps, 2004). TTGE oz. poliakrilamidna gelska
elektroforeza v temperaturnem gradientu je tehnika, pri kateri produkte PCR podobnih
velikosti med seboj lo¢imo na osnovi denaturacije, ki je posledica denaturanta v gelu in
postopnega poviSevanja temperature. Zadnjo fazo predstavljata sekvenciranje produktov in
obdelava sekvenc (Sonjak in sod., 2008).

242  Doloc¢anje DSE in ostalih koreninskih endofitov

Tehnike identifikacije DSE gliv so zelo podobne ali enake prej naStetim tehnikam za
doloc¢anje AM in ostalih endofitov, med njimi tudi skodljivih gliv. Za pomnoZevanje rDNA
pri najbolj razsirjeni DSE Phialocephala fortinii so Griinig in sod. (2002) uporabili
razli¢ne ITS zacetne oligonukleotide in ISSR-PCR molekulsko tehniko.

Hitro dolo¢anje Skodljivih gliv v rastlinah pomaga pri uspeSnem zatiranju bolezni.
Tradicionalne metode izolacije in identifikacije gliv so dolgotrajne, vendar vecina
raziskovalcev in pridelovalcev bolezni dolo¢a na podlagi bolezenskih znamenj, ki se
razvijejo na rastlini (Karajeh in Masoud, 2006). Molekulske tehnike imajo mnoge
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prednosti v primerjavi s tradicionalnimi tehnikami, ki temeljijo na izolaciji gliv. Uporaba
genskih slik (fingerprint) povzrociteljev bolezni je edina prakti¢éna metoda za doloCanje
bolezni, preden se razvijejo simptomi. Ker so povzrociteljice bolezni iz Stevilnih rodov, je
dolocanje gliv za vsako skupino posebno. Glive obicajno izolirajo iz okuzenih ali
potencialno okuzenih rastlinskih delov ali tal (Filion in sod., 2003; Irzykowska in sod.,
2005; Qin, 2006). Pravilna identifikacija skodljive glive je klju¢na za varstvo gojenih
rastlin.
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3 NAMEN IN HIPOTEZE
3.1 Namen

Intenzivna pridelava jagod vkljucuje tehnoloske ukrepe priprave tal in varstva rastlin, ki se
morajo ob vse vecji skrbi za okolje in zdravje ljudi ter ob vse ve¢jem prehajanju na
ekolosko pridelavo nujno spremeniti. Fizikalne, kemicne in bioloske lastnosti tal
neposredno vplivajo na kakovost in koli¢ino pridelka jagod. V vseh tehnologijah pri
zasaditvi nasadov dajemo velik poudarek izbiri lege, lokaciji ter pripravi tal. Pri tem je
pomembno upoStevanje veCletnega kolobarja in poznavanje rastlin, primernih za
kolobarjenje. S tem se izognemo enostranskemu iz¢rpavanju hranil iz tal, predvsem pa
Skodljivim koreninskim glivam, ki predstavljajo enega izmed najtezje resljivih problemov
v pridelavi jagod. Pri visoko intenzivnih tehnologijah vlogo kolobarja pridelovalci
nadomestijo s kemi¢nim razkuzevanjem tal. Mnoga izmed sredstev za razkuZevanje tal so
zdravju Skodljiva in naravi neprijazna. V Sloveniji in nekaterih drugih drzavah so kemi¢na
sredstva za razkuzevanje tal v pridelavi jagod prepovedana, kar slovenske pridelavalce
postavlja v nekonkurencen polozaj v primerjavi s tujimi, ki se pojavljajo na slovenskem
trgu. Pridelovalni pogoji so izenaceni le v ekoloski pridelavi, v Kateri za tujimi pridelovalci
zaostajamo le v uvajanju alternativnih oblik razkuzevanja tal. Z alternativnimi metodami
razkuZevanja tal (solarizacija in biofumigacija) posegamo ne le v zivljenje Skodljivih
organizmov, temve¢ tudi v zivljenje koristnih mikoroorganizmov kot so npr. mikorizne
glive. V raziskavi smo se osredotocili na posledice solarizacije in biofumigacije na razvoj
jagod ter mikoriznih in DSE gliv v primerjavi s kontrolo in kemi¢nim razkuzevanjem v
naravnih tleh ter v substratih. Za dolo¢anje populacije mikoriznih in DSE gliv smo poleg
mikroskopske tehnike uporabili tudi molekulsko PCR in TTGE tehniko, s katerima smo
zeleli ne le zaznati pristnost gliv in intenziteto njihove infekcije, temve¢ tudi dologiti
njihovo diverziteto. Zanimale so nas razlike v meritvah posameznih parametrov
mikoriznosti ob izvajanju alternativnih ukrepov na prostem (polje) in v zavarovanem
prostoru v rastnih substratin. V nalogi Skodljive glive niso predmet raziskav, saj je
delovanje solarizacije in biofumigacije na Skodljive organizme nesporno in temeljito
raziskano. Namen naloge je v raziskovanju vpliva navedenih metod razkuzevanja na
mikorizne glive in posreden vpliv na pridelek. Ce bi bilo delovanje negativno, bi namre¢
uporabo teh metod tezko opraviéevali v kakr$nih koli tehnologijah pridelovanja.

Cilj naloge je ovrednotiti vpliv alternativnih metod razkuzevanja na tla v integrirani
oziroma ekoloski pridelavi jagod. Kratkoro¢no se metode razkuzevanja izrazijo v pridelku,
dolgorocno pa v kakovosti tal, izraZzeni v zaloZenosti s hranili, strukturnosti tal in
mikrobioloski aktivnosti. V nalogi sta bili ovrednoteni metodi solarizacije z dvema
razli¢nima folijama in dvema trajanjema prekrivanja ter biofumigacije s tremi razli¢nimi
biocidnimi in eno nebiocidno rastlino lo¢eno, kljub temu, da vemo, da v slovenskih
pedoklimatskih razmerah solarizacija kot samostojen ukrep, ne more imeti Zelenega
ucinka. Predpostavili smo, da je solarizacija v kombinaciji z drugimi metodami
razkuzevanja (v nasem poskusu biofumigacijo), lahko zelo uspesna. Uvajanje alternativnih
metod razkuzevanja v predpripravo tal bi imelo izrazito pozitiven vpliv na skrajsanje
vecletnega kolobarja na eno do dve leti. V slovenski posestni strukturi prevladujejo majhne
in razseljene parcele. Zaradi nujnosti vecletnega kolobarja v pridelavi posameznih kultur,
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je prav to pogost razlog za opustitev ekonomsko uspesne pridelave dolo¢ene kulture,
kamor sodijo tudi jagode.

3.2

Hipoteze

Biofumigacija in solarizacija sta za rast in rodnost jagod enako ucinkoviti kot
razkuzevanje tal s kemi¢nimi sredstvi.

Biocidne rastline vplivajo na povecanje organske snovi in hranil v tleh ter s tem na
rast in rodnost jagod.

Z alternativnimi metodami razkuZevanja tal zavremo rast plevelnih rastlin ter
uni¢imo DSE in skodljive koreninske glive.

Biocidne rastline vsebujejo razline vrste in koli¢ine glukozinolatov, ki ne
zmanjsajo populacij AM v jagodah.

Solarizacija stopnje mikorizne kolonizacije jagod ne spremeni 0z. so spremembe
minimalne.

Razli¢ne folije in Cas prekrivanja tal s folijami ter vremenske razmere bistveno
vplivajo na temperaturo tal in s tem posredno na mikorizne glive in rast jagod.
Kemicno razkuzevanje tal unic¢i arbuskularno mikorizo jagod.

Inokulacija jagod z naravnim mikoriznim inokulumom vpliva na ve¢jo mikorizno
kolonizacijo in posredno na rast in rodnost jagod.

Z molekulskimi tehnikami lahko v koreninah jagod potrdimo prisotnost AM, DSE
in skodljivih gliv, kar je lahko pripomocek za uspe$sno usmerjanje tehnoloskih
ukrepov.
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4 MATERIAL IN METODE

Naloga je bila zasnovana v treh zaporednih lon¢nih poskusih in poljskem poskusu na
jagodah sorte 'Marmolada’. Lonéne poskuse smo izvajali v rastni omari, mrezniku in
rastlinjaku na Kmetijskem institutu Slovenije v Ljubljani, poljski poskus pa v poskusnem
sadovnjaku Kmetijskega inStituta Slovenije, na Brdu pri Lukovici. Analitski del
rastlinskega materiala in vzorcev zemlje je potekal v Centralnem laboratoriju Kmetijskega
instituta Slovenije. Molekulska identifikacija gliv je potekala v laboratorijih Katedre za
fiziologijo rastlin na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete.

4.1 Lon¢ni poskusi

Lonéne poskuse (LP) smo posadili v treh zaporednih letih (2003 — 2005). Prvi poskus (LP
I) smo posadili 15. julija 2003, 29 dni po pripravi substratov, drugega (LP I1) 22. decembra
2003, 12 dni po pripravi substratov in tretjega (LP I11) 10. avgusta 2004, 22 dni po pripravi
substratov. Polovici poskusnih rastlin v LP | in LP Il smo del zemlje nadomestili z
mikoriznim inokulumom, polovica pa je bila brez dodanega inokuluma. V tretjem lonénem
poskusu obravnavanjem ni bil dodan M.

4.1.1  Zasnova poskusov

Lon¢ni poskusi so bili zasnovani v nakljuénih skupinah. Prva dva lon¢na poskusa sta bila
zasnovana kot poskusa z dvema dejavnikoma (dvofaktorski poskus) s po 6 obravnavanji.
Vsako obravnavanje je imelo 15 enot (rastlin) v zasnovi slucajne skupine. Dejavnik oz.
faktor je predstavljal MI (mikorizni inokulum), ki je bil obravnavanjem dodan ali ne. Tretji
lon¢ni poskus je bil zasnovan kot slucajne skupine s 6 obravnavanji.

4.1.2  Vzgoja mikoriznega inokuluma

Naravni mikorizni inokulum smo vzgojili tako, da smo v zemljo, odvzeto iz neposredne
blizine koreninskega sistema jagod iz ekoloskega nasada, posejali koruzo, za ketero je
znana velika stopnja kolonizacije z mikoriznimi glivami. Delez spor se je po veckratnem
sejanju koruze poveceval. Mikorizna kolonizacija korenin koruze pred zasnovo prvega
lonénega poskusa je bila: F% = 96,7; M% = 20,9; m% = 21,5; A% = 10,9; a% = 52,2.
Kolonizacije korenin koruze pred izvedbo drugega poskusa nismo ovrednotili, vendar se je
inokulum za drugi poskus nedvomno razlikoval od inokuluma uporabljenega v prvem
poskusu.

4.1.3  Priprava substratov oz. mesanic zemlje

V vseh treh LP smo substrate v posameznih obravnavanjih pripravili tako, da so bila
razmerja med sestavinami substratov v vseh poskusih enaka. Substrati, obravnavanja in
oznake obravnavanj v lonénih poskusih so navedeni v Preglednici 1. Poskusi so potekali v
350 ml lon¢kih. V prvem lon¢nem poskusu je zaradi pomanjkanja MI izpadlo
obravnavanje SOL+MI. Drugi lon¢ni poskus je bil izveden v celoti, tretji v letu 2004 —
2005, pa je bil izveden le z obravnavanji brez dodanega M.
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Preglednica 1: Obravnavanja in oznake obravnavanj v lonénih poskusih

Table 1:Treatments and tags of treatments in pot experiments

Substrat Obravnavanje Oznaka
Brez Ml Z Ml

Biocidne rastline  Brasica juncea / rjava Bj Bj+Ml
za podor gorjusica / sorta Negro Caballo

Sinapis alba / bela gorjusica/  Sa Sa+Ml

sorta Asta

Eruca sativa / navadna rukvica Es Es+Ml
Solarizacija Toplotna obdelava zemlje na SOL SOL+MI

37°C

(200 ur)
Kemicno Dazomet / Basamid (trgovsko D D+MI
razkuzevanje ime)
Neobdelana Kontrola K K+MlI
zemlja

4.1.3.1 Substrati z biocidnimi rastlinami (Bj, Sa, Es)

Substrate z biocidnimi rastlinami brez M1 smo sestavili iz 250 g zemlje iz poskusnega
nasada na Brdu pri Lukovici in 25 g zmletih, zamrznjenih biocidnih rastlin (Bj, Sa in ESs).
V obravnavanjih z MI je bil substrat sestavljen iz 150 g zemlje, 25 g zmlete biocidne
rastline in 100 g mikoriznega inokuluma, Ki je v substratu z MI predstavljal velik delz.

Biocidne rastline za pripravo substrata smo posejali 28. aprila 2003 na Brdu pri Lukovici.
Rastline smo pokosili 11. junija, 44 dni po sejanju, v obdobju najbolj bujne rasti, tik pred
cvetenjem. Cele rastline smo zamrznili na -20 °C. Pred pripravo substratov smo rastline
zmleli z gospodinjskim multipraktikom (Bosch). Analize skupnih GSL biocidnih rastlin so
bile opravljene iz zamrznjenega rastlinskega materiala, v obdobju priprave substratov
(Priloga A). Analize so bile opravljene po metodi ISO 10633-1:1995 Oilseed residues —
Determination of glucosinolates content — Part 1, na HPLC Waters (Milford,
Massachusetts, USA), v Centralnem laboratoriju Kmetijskega instituta Slovenije. Koli¢ino
biocidnih rastlin smo dolo¢ili na podlagi izkuSenj iz poljskega poskusa in podatkov iz
literature (Priloga B) (Acuti in sod., 2001). Zamrznjene biocidne rastline smo uporabili za
pripravo substrata v vseh treh lon¢nih poskusih.

V substrate smo vedno vnesli enako koli¢ino organske snovi in sicer 25 g zmletih
biocidnih rastlin, ne glede na vrsto, kar je priblizno 14 kg organske snovi na m? povrsine.
Skupna koli¢ina vnesenih GSL je bila v obravnavanju Bj 78,9 mg GSL na kg zemlje, pri
Sa 28,6 mg in pri Es 75,2 mg GSL na kg zemlje (Priloga C). V lon¢nih poskusih smo
koli¢ino dodane organske snovi, v primerjavi s poljskim poskusom, povecali v skladu s
podatki iz literature (Lazzeri in Manici, 2001) in na podlagi lastnih izkusenj iz predhodnih
poskusov.
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4.1.3.2 Solarizacija — toplotno obdelana zemlja (SOL)

Obravnavanje SOL smo zasnovali na podlagi podatkov iz literature in poljskih poskusov v
letih 2002 in 2003. V obravnavanjin SOL brez MI smo v 350 ml lon¢ek dali 275 g
predhodno toplotno obdelane (solarizirane) zemlje. V obravnavanjih z Ml je bil substrat
sestavljen iz 175 g solarizirane zemlje in 100 g MI.

Skodljive organizme zatremo s segrevanjem zemlje nad 37 °C, za daljie ¢asovno obdobje.
Skupno $tevilo ur nad 37 °C na globini 15 ¢cm naj bi bilo od 800 do 900 (Rosati, 2002).
Glede na to, da v nasih klimatskih razmerah takega stevila ur v tleh ne moremo doseci
(Priloga D-1 in D-2), smo zemljo 200 ur ogrevali na temperaturi 37 °C (Komora Kambic,
Slovenija). Stevilo ur segrevanja zemlje smo dolo¢ili na osnovi meritev v predhodnih
poljskih poskusih z namenom, da bi bila obravnavanja v lon¢nih poskusih primerljiva z
razmerami, ki so v klimatskem obmocju poskusnega nasada in tipa tal v normalnem
poletnem ¢asu dosegljive.

4.1.3.3 Dazomet - kemi¢no razkuzena zemlja (D)

V obravnavanjih z dazometom smo v 350 ml lonc¢ek dali 275 g predhodno kemi¢no
razkuzene zemlje. V obravnavanjih z MI je bil substrat sestavljen iz 175 g kemicno
razkuzene zemlje in 100 g mikoriznega inokuluma.

Kemicno razkuzevanje smo izvedli tako, da smo zemljo iz nasada na Brdu pri Lukovici
(rastiite poljskega poskusa) pomesali z dazometom (50 g/m?). Po tretiranju smo zemljo
zalili in za dva tedna prekrili s PE folijo. Odkrito smo zracili dva meseca. Predvidevamo,
da je bila koncentracija dazometa v substratu za prvi in drugi lonc¢ni poskus prevelika,
Ceprav je bila koli¢ina sredstva primerljiva s koli¢ino v poljskem poskusu. Za LP Il je bila
koli¢ina dazometa za polovico manjia, 25 g/m’.

4.1.3.4 Kontrola (K)

Kontrolno obravnavanje je v lon¢nih poskusih predstavljala zemlja, odvzeta iz neposredne
blizine rasti$¢a jagod v poljskem poskusu. Ista zemlja je bila uporabljena v vseh substratih
oz. meSanicah zemlje. V obravnavanjih brez MI smo v lon¢ek dali 275 g zemlje. V
obravnavanjih z Ml je bila mesanica sestavljena iz 175 g zemlje in 100 g Ml.

4.1.4  Gojenje sadik

Sadike sorte 'Marmolada’ smo za lon¢ne poskuse tkivno razmnozevali in vzgajali na
Kmetijskem institutu Slovenije. RazmnoZevanje in vzgoja sta potekala na MS mediju, z
dodatkom BAPa, ki vpliva na vecje razras¢anje rastlin (Berljak in sod., 2003). Za tkivno
vzgojo sadik smo se odlocili zato, da ne bi bile rastline za izvedbo lon¢nega poskusa
predhodno kolonizirane s kakrsnimi koli mikoriznimi ali nemikoriznimi glivami. Rastline
smo gojili v epruvetah, v rastni komori s 16 urnim dnevnim in 8 urnim no¢nim ciklom.
Temperatura v dnevnem ciklu je bila 24 °C, v no¢nem pa 20 °C. Na MS mediju smo
rastline pred sajenjem v substrat prestavili 3 do 5 krat, nato pa jih presadili v sadilne
platoje v steriliziran Sotni substrat za presajanje (Klasman). Po presajanju smo rastline v
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rastlinjaku utrjevali priblizno en mesec (dnevno/noéne temperature — 22/18 °C; 14 urni
dnevni cikel). Po zakljucku utrjevanja smo rastline presadili v substrate oz. mesanice, Ki SO
predstavljali naSa obravnavanja. Poskusi so nadalje potekali v rastlinjaku, kjer so bili
pogoji rasti v poletno jesenskem ¢asu odvisni od zunanjih dejavnikov, v zimsko
spomladanskem pa enaki pogojem utrjevanja rastlin.

4.1.5 Spremljanje parametrov rasti in razvoja jagod

Parametre rasti in razvoja rastlin v lon¢nih in v poljskem poskusu nismo spremljali na enak
nacin. Razlog je bil v razli¢nem tipu sadilnega materiala. Rast tkivno vzgojenih sadik je
bila, v primerjavi s hlajenimi sadikami v poljskem poskusu, izrazito Sibka. Intenzivnost
rasti smo ovrednotili z meritvijo mase svezih listov po zakljuc¢ku obiranja (Tehtnica Exacta
2200 EB). V LP I so bili listi porezani po 12 mesecih (juliju 2004); v LP 1l po 8 mesecih
(avgust 2004) in v LP 111 po 12 mesecih (avgust 2005).

416  Spremljanje parametrov rodnosti

Pridelek smo ovrednotili s Stevilom plodov. Potencial rodnosti tkivno vzgojenih rastlin je
bil v primerjavi s klasi¢no vzgojenimi, hlajenimi rastlinami, majhen. Poskusi so potekali v
rastlinjaku, kjer so bili plodovi zaradi slabse oplodnje majhni in slabo razviti, neprimerljivi
s plodovi v poljskem poskusu. Na posamezni rastlini smo plodove presteli pred pri¢etkom
zorenja. V LP I smo $tetje plodov opravili 12. maja 2004; v LP Il 23. julija 2004 in v LP
I11 28. aprila 2005.

4.1.7 Rast plevelnih rastlin

V lonénih poskusih smo ozkolistne in sirokolistne plevele steli skupaj. V LP 1 prvi¢ 29.
julija 2003 (2 tedna po sajenju) in drugi¢ 2. septembra 2003 (7 tednov po sajenju). V LP II
je pletev potekala 10. februarja (7 tednov po sajenju) in v LP Il 2. septembra 2004 (3
tedne po sajenju).

418 Ocenjevanje parametrov mikorizne in nemikorizne kolonizacije
4.1.8.1 Odvzem korenin

Korenine smo v prvem lonénem poskusu odvzeli 2. septembra 2003, v drugem 10.
februarja 2004 in v tretjem 29. september 2004, vedno 50 dni po sajenju. Rastline smo
izlonéili in iz obrobja koreninske grude odvzeli vzorec. Korenine smo dali v plasti¢ne
posodice in jih prelili z Blessovim fiksativom (90 ml 70 % etanola, 7 ml 40 %
formaldehida in 4 g ocetne kisline), ki omogoc¢a daljSe skladis¢enje vzorcev. V vsakem
obravnavanju smo vzorce odvzeli pri 10 rastlinah. Pri vsaki rastlini smo ovrednotili po 30
en cm dolgih delov korenin.
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4.1.8.2 Barvanje korenin z barvilom tripan modro

Korenine jagod smo obarvali po metodi Phillips in Hayman (1970). Po fiksaciji v
Blessovem fiksativu smo jih spirali s teko¢o vodo. Ob zadnjem izpiranju smo korenine za
dalj ¢asa pustili v destilirani vodi in po odlitju vode prelili z 10% KOH in jih za 45 min
segrevali v suSilniku na temperaturi 90 °C. Po tem postopku smo korenine sprali s tekoco
vodo in jih ob zadnjem izpiranju pustili v destilirani vodi. Po izpiranju smo korenine prelili
z barvilom tripan modro (Trypan blue) (40 g mle¢ne kisline, 80 g glicerina, 40 g destilirane
vode, 0,08 g barvila tripan modro) in jih ponovno 5 min segrevali v suS$ilniku na
temperaturi 90 °C. Po barvanju smo korenine izprali in jih prelili z laktofenolom brez
fenola (40 g destilirane vode, 40 g mle¢ne kisline, 80 g glicerina), v katerem smo jih imeli
do pregleda pod mikroskopom. 10 % raztopina KOH razbarva citoplazmo in jedro
koreninskih celic in tako omogoci prodiranje barvila v tkivo. Na ta nacin barvilo obarva
hitin v celi¢nih stenah (Phillips in Hayman, 1970).

4.1.8.3 Priprava preparatov za mikroskopiranje

Morfologijo korenin smo spremljali pod svetlobnim mikroskopom Reichert 310 No. 2458
(Reichert, Inc., Depew, NY, ZDA), pri 100 kratni povefavi. V vsakem vzorcu smo
ovrednotili 30 delov koreninskega sistema posamezne rastline. Deli celic korenin so po
obarvanju z barvilom tripan modro ostali nespremenjeni, deli gliv, ki so vsebovali hitin, pa
so se obarvali intenzivno modro. Pod mikroskopom so bile vidne hife, arbuskuli, spore in
vezikli. Na koreninah smo poleg mikoriznih gliv opazili tudi neznane mikrosklerocije
predvidoma DSE ali skodljivih gliv.

4.1.8.4 Ocena kolonizacije korenin jagod z mikorizo

Prisotnost gliv v koreninah jagod smo ovrednotili s frekvenco mikorize (F%) (Priloga E,
Priloga F-1, Priloga F-2), intenziteto mikorize (M%) (Priloga F-3), intenziteto mikorize v
koloniziranih delih korenin (m%), gostoto arbuskulov (A%) (Priloga F-4) in gostoto
arbuskulov v koloniziranih delih korenin (a%). Spremljali smo tudi deleZ korenin z vezikli
(Priloga F-5 in F-6), sporami (Priloga F-7) in temnimi septiranimi endofiti (DSE) oz.
nepoznanimi koreninskimi endofiti.

Intenzivnost mikorizne kolonizacije smo vrednotili po metodi Trouvelot, ki temelji na
oceni in razvrS¢anju korenin v razrede na podlagi posameznih struktur, tipicnih za AM
glive. Parametre kolonizacije korenin z mikoriznimi glivami smo izracunali s programom
MycoCalc (Trouvelot in sod., 1986).

Mikoriznost smo ovrednotili s parametri:
e Frekvenca mikorize (F%), ki odraza razpolozljivost AM propagulov v tleh.
e Intenziteta mikorize (M%), ki nam pove, kolikSen del koreninske skorje je
koloniziran z AM glivami.
e Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenin (m%), ki odraza infektivnost
glive tudi v primeru nizke razpoloZljivosti inokuluma v tleh.
o Gostota arbuskulov (A%), ki daje kvalitativno oceno mikorize in situ.
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e Gostota arbuskulov v koloniziranih delih korenin (a%), ki nam pove, kolik$na je
gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno infekcijo. Formule za izracun
posameznih parametrov so navedene v prilogi E.

4.1.8.5 Ocena veziklov AM

Oceno veziklov smo v obravnavanjih ovrednotili z delezem rastlin, ki so imele vezikle.
Vezikle smo pod mikroskopom spremljali so¢asno z vrednotenjem ostalih parametrov
mikoriznosti.

4.1.8.6 Ocena DSE in nepoznanih koreninskih endofitov

V poskusih smo poleg mikoriznih gliv spremljali tudi delez rastlin z nepoznanimi
strukturami (mikrosklerociji), ki so lahko pripadale DSE, $kodljivim glivam oziroma
nepoznanim koreninskim endofitom. Mikrosklerocije smo spremljali pod mikroskopom
soCasno z vrednotenjem ostalih parametrov mikoriznosti.

4.1.8.7 Fotografiranje preparatov

Preparate smo fotografirali z digitalno kamero (Nikon) na mikroskopu, kombiniranim in
povezanim s PC, opremljenim s programom za analizo slik (LUCIA).

419 Molekulska identifikacija gliv z zac¢etnimi oligonukleotidi specifi¢nimi za
glomeromicete

4.1.9.1 Odbira in odvzem vzorcev

Za molekulsko identifikacijo mikoriznih gliv smo na podlagi predhodnih podatkov o
mikorizni kolonizaciji rastlin, odbrali rastline iz drugega lon¢nega poskusa (Preglednica 2).

Preglednica 2: Stevilka in izvor vzorca za molekulsko identifikacijo mikoriznih in DSE gliv 0z. nepoznanih
koreninskih endofitov

Table 2: The number and origin of sample for molecular identification of mycorrhizal and DSE fungi or
unknown root endophytes

Stevilka vzorca Izvor vzorca Oznaka vzorca Kolonizacija korenin
1 Eruca sativa + Ml Es+ Ml 1 DSE*-Tip1

2 Sinapis alba +Ml Sa+ Ml 6 DSE - Tip 2

3 Eruca sativa Es 6 DSE -Tip 6

4 Eruca sativa Es 10 DSE - Tip 3

5 Kontrola K2 Arbuskuli

6 Kontrola K 10 Arbuskuli

7 Kontrola K13 Arbuskuli

8 Kontrola K2+K10+K13 Arbuskuli

*

DSE oz. nepoznani koreninski endofiti
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Odbrali smo rastline, ki so imele ob odvzemu vzorcev za vrednotenje parametrov
mikoriznosti (7 tednov po sajenju) visoko gostoto arbuskulov v koreninskem sistemu (A%)
in rastline, v katerih smo opazili mikrosklerocije nepoznanih gliv (DSE, skodljivi in
nepoznani koreninski endofiti). Vzorci za molekulsko identifikacijo (> 150 mg korenin) so
bili odvzeti 10 mesecev po sajenju. Odvzeti so bili iz obravnavanj z biocidno rastlino
Eruca sativa z dodanim MI in brez dodanega MI, iz obravnavanja z biocidno rastlino
Sinapis alba ter iz kontrolnega obravnavanja (K) brez dodanega MI. Eden izmed vzorcev
je bil sestavljen iz posameznih vzorcev kontrolnih rastlin.

4.1.9.2 lzolacija DNA iz korenin

V mikrocentrifugirke smo zatehtali od 100 do 150 mg korenin, ki smo jih oprali pod
tekocCo, destilirano in sterilizirano vodo ter jih osusili. Korenine smo v ohlajeni terilnici
strli s tekoCim duSikom in jih prenesli v 1,5-mililitrske mikrocentrifugirke. Skupno DNA
smo iz korenin odbranih vzorcev izolirali z GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma — Aldrich). Izolirano DNA smo hranili v zamrzovalniku na temperaturi -20 °C.

4.1.9.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

S PCR smo pomnozevali odseke male ribosomske podenote (SSU-rDNA). Za
pomnozevanje DNA vseh odbranih vzorcev smo najprej uporabili zacetna oligonukleotida
NS31 in AM1 ter MH2 in MH4, ki sta specifi¢na oligonukleotida za glive. Nadalje smo
uporabili e zacetna oligonukleotida NS31-GC in Glol. PCR je potekal v MiniCycler PTC-
150 (MJ Research, Inc., Watertown, MA, ZDA).

4.1.9.3.1 PCR z zadetnima oligonukleotidoma AM1 in NS31

V PCR z AM1 in NS31smo vkljucili direktne produkte DNA vzorcev 5, 6 in 7, ki smo jih
izolirali iz vzorcev z AM (kontrolna obravnavanja). PCR je potekal z oligonukleotidom
AMI (Helgason in sod., 1998), ki je specificen za arbuskularno mikorizo in NS31 (Simon
in sod., 1992), ki je univerzalni eukariontski zaetni oligonukleotid. Sestavine PCR
mesSanice so navedene v preglednici 3. Pomnozitev DNA je potekala v pogojih, ki so
navedeni v preglednici 4. Produkti PCR z AM1 in NS31 so oznaceni s 5A, 6A in 7A (Slika
1).

Preglednica 3: Sestavine meSanice za pomnoZevanje PCR z AM1 in NS31

Table 3: Components of the mixture for PCR amplification with AM1 and NS31

Sestavine meSanice Volumen zalozne koncentracije za eno
reakcijsko mesanico PCR (25 ul)

10 X PCR pufer 2,5 ul

Mg Cl, (25mM) 1,5 w

Zacetni oligonukleotid AM1 (20 pmol/ pl) 05 u
Zacetni oligonukleotid NS31 (20 pmol/ pl) 0,5 ul

dNTP (10 mM) 0,5 ul
Polimeraza Taqg (5 U/ ul) 0,25 ul
H,O (bidestilirana sterilna voda) 18,25 ul
Vzorec (DNA izolat) 1,00 ul

28



Koron D. Pomen alternativnih metod razkuzevanja tal...mikorize jagode (F. X ananassa Duch.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Preglednica 4 : Parametri cikla za pomnozevanje DNA z AM1 in NS31

Table 4: Cycle parameters for amplification of DNA with AM1 and NS31

T (°C) T (min:s) Ponovitev cikla
Zacetna denaturacija 94 3:00 1x
Denaturacija 94 0:30
Vezava zacCetnih oligonukleotidov 59 1:00 25 X
Elongacija 72 1:30
Kon¢na elongacija 72 8:00 1x
Ohranjanje produkta 4 0

V drugem PCR z AM1 in NS31 z enako meSanico in parametri pomnozevanja kot v prvem
PCR, so bili vkljuceni direktni produkti DNA iz korenin osmih odbranih vzorcev
(Preglednica 2). Mesanica za pomnoZzevanje je navedena v preglednici 3, parametri
pomnozevanja pa v preglednici 4. Produkti PCR z AM1 in NS31 so oznaceni z oznakami
od 1C do 8C (Slika 1).

4.1.9.3.2 PCR z zaetnima oligonukleotidoma MH2 in MH4

V PCR z MH2 in MH4 je bilo vkljuéenih 8 direktnih produktov DNA iz drugega lon¢nega
poskusa (Preglednica 2). PCR mesanico, ki se je od PCR mesanice v prilogi 3 razlikovala
le v zacetnih oligonukleotidih MH2 in MH4, smo centrifugirali v ohlajeni centrifugi. V
mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 24 ul PCR-mesanice in dodali 1 pl izolirane DNA.
Pomnozitev DNA je potekala v pogojih, ki so navedeni v preglednici 5. PCR je potekal z
univerzalnima glivnima oligonukleotidoma MH2 in MH4 (Vandenkoornhuyse in Leyval,
1998). Produkti PCR z MH2 in MH4 so oznaceni z oznakami od 1 do 8 (Slika 1).

Preglednica 5: Parametri cikla za pomnozevanje DNA z MH2 in MH4

Table 5: Cycle parameters for amplification of DNA with MH2 and MH4

T (°C) T (min:s) Ponovitev cikla
Zacetna denaturacija 95 2:00 1x
Denaturacija 95 1:00
Vezava zacetnih oligonukleotidov 62 1:30 30 x
Elongacija 72 2:00
Koncna elongacija 72 8:00 1x
Ohranjanje produkta 4 o0

Produkte iz PCR z MH2 in MH4 smo nadalje vklju¢ili v vgnezdeni PCR z AM1 in NS31.
Mesanica za pomnozevanje je navedena v preglednici 3, parametri pomnoZevanja pa v
preglednici 5. Produkti vgnezdene PCR z AM1 in NS31so0 oznaéeni z oznakami od 1B do
8B (Slika 1).

4.1.9.3.3 Elektroforeza na agaroznem gelu

Agarozni gel za elektroforezo smo pripravili tako, da smo agarozo (0,40 g) raztopili v 40
ml pufra 0,5 x TBE ter ogrevali v mikrovalovni pecici. Sestava zaloZne raztopine pufra za
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11 TE pufra je: Tris baza 54 g; borova kislina 27,5 g; Na,EDTA x2H,0 4,65 g in dH,0 do
1 1. Delno ohlajeni raztopini smo dodali 0,8 ul etidijevega bromida (BioRad, Hercules, CA,
ZDA) in raztopino vlili v nosilec velikosti 10 x 6 cm. PCR produkte smo na parafilmu
pomesali z barvilom, nato pa jih z mikropipeto nanesli v luknjice v gelu. Sestava
elektroforeznega barvila: EDTA 20 mM; glicerol 10 %; N-Lauroylsarcosine 1 %;
bromfenol modro 0,1 %. Na grel smo nanesli tudi 100 bp in 1 kb DNA (Gene Ruler™ 100
bp DNA Ladder; Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder), ki nam je sluzil za dologitev velikosti
fragmentov pomnozenih s PCR.

Elektoforeza je potekala v posodi z elektroforeznim pufrom 0,5x TBE priblizno 30 min.
Napetost med anodo in katodo je bila 90 V. Kontrolo PCR produktov smo opravili
vizualno, pod UV svetilko. Gel smo fotografirali (UVI Photo).

4.1.9.3.4 PomnoZevanje za TTGE

V PCR so bili vkljuéeni produkti iz predhodnih PCR (Slika 1) ter standardni vzorci
mikoriznih in DSE gliv: Cylindrobasidium sp. (stara) (23 S), Cylindrobasidium sp.(nova) (2/24
C), Phialophora gregata (P.g.), Glomus sp. (9M/2) (iz zbirke gliv Oddelka za fiziologijo
rastlin). DNA smo pomnozevali z zacetnima oligonukleotidoma NS31-GC in Glol, ki
pomnozujeta odsek male ribosomske podenote velikosti 230 bp. MeSanica za
pomnozevanje je havedena v preglednici 6, parametri pomnoZevanja pa v preglednici 7.

Preglednica 6: Sestavine meSanice za pomnoZevanje PCR z NS31-GC in Glol

Table 6: Components of the mixture for PCR amplification with NS31-GC and Glol

Sestavine meSanice Volumen zalozne koncentracije za
eno reakcijsko meSanico PCR (25 pl)
10 X PCR pufer 2,5
Mg Cl, (256mM) 15 w
Zacetni oligonukleotid Glo1 (20 pmol/ pl) 05 u
Zacetni oligonukleotid NS31-GC (20 pmol/ pl) 05 u
dNTP (10 mM) 05 ul
Polimeraza Taq 5 U/ pl) 0,25 pl
H,O (bidestilirana sterilna voda) 14,25 ul
Vzorec (DNA izolat) 5,00 ul

Preglednica 7: Parametri cikla za pomnozevanje DNA - Glol

Table 7: Cycle parameters for amplification of DNA - Glol

T (°C) T (min:s) Ponovitev cikla
Zacetna denaturacija 95 5:00 1x
Denaturacija 94 0:45
Vezava zacetnih oligonukleotidov 52 0:45 } 35X
Elongacija 72 1:00
Kon¢na elongacija 72 7:00 1x
Ohranjanje produkta 4 o0
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VzorciDNA iz korenin
1,2.3,4,5.6, 7.8

PCR MH2in MH4

Produkti PCR

PCR AMI1in N531 Ugnezdena PCR AM1in N531 PCR AMI1in NS31
v ¥ v
ProduktiPCR ProduktiPCR ProduktiPCR
SA_BA.TA 1B.2B. 3B, 4B, 5B, 6B, 7B, §B 1C.2C.3C_4C, 5C_6C, 7C_&C

1 =
1

PCR N531-GCin Glol
I

\ ¥

Produkti pomnozevanja za TTGE

5D.6D, 7D, 1E, 2E. 3E, 4E, 5E. €E, TE,
SE.1F, 2F.3F. 4F. §F

Slika 1: Shematska predstavitev pomnozevanja in PCR produktov z razli¢nimi zacetnimi oligonukleotidi

Figure 1: Schematic representation of the amplification and the PCR products with different primers
4194 TTGE

Z metodo TTGE lahko med seboj loc¢imo vrste AM gliv iz rodu Glomus spp. (Cornejo in
sod., 2004). Locevanje je potekalo na poliakrilamidnem gelu na podlagi razlik
denaturacijskih lastnostih DNA. TTGE je potekala v kadi sistema TTGE, velikosti
priblizno 6 dm®, napolnjeni z 1,5-kratnim pufrom TAE. Elektroforeza na poliakrilamidnem
gelu je potekala med stekloma, vpetima v nosilec, ki smo ga postavili v kad sistema.
Celoten sistem smo segreli na 52 °C.

4.1.9.4.1 Priprava gela za analizo TTGE
Priprava poliakrilamidnega gela (Biorad, Kalifornija, ZDA) je potekala v digestoriju. Gel
je vseboval 8 % w/v — akrilamid:bisakrilamid - 37,5:1; 8M ureo; 1,5 x TAE pufer (60 mM

triacetat, 30 mM ocetne kisline, 1,5 mM EDTA, pH 8,3); 0,1% (v/v) TEMED in 0,1 %
(w/v) amonijev persulfat (APS).
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4.1.9.4.2 Nanos vzorcev

V luknjice gela smo s siringo nanesli od 20 do 40 ul vzorca NS31-GC/Glo 1 produkta
(odvisno od koncentracije DNA). Nanesli smo vzorce: 1E, 2F, 3F, 4F, 5D, 6D, 6E, 7D, 7E,
8F in 8E ter standardne vzorce mikoriznih gliv (Glomus spp.) in DSE gliv
(Cylindrobasidium sp. in Phialophora gregata). Na sredino ter ob strani gela smo nanesli
po 10 ul standarda (lestvica 100 bp). Pred nanosom vzorcev smo luknjice sprali z 1,5-
kratnim pufrom. V luknjice ob robu gela smo nanesli barvilo TTGE Blue (Biorad,
Kalifornija, ZDA).

4.1.9.4.3 Elektroforeza na poliakrilamidnem gelu

Elektroforeza je potekala na sistemu Dcode™ (BioRad, Hercules, CA, ZDA) pri stalni
napetost 70 V, s temperaturnim gradientom od 52 do 59 °C s poviSanjem temperature za
0,5 °C/uro. Elektroforeza je potekala 14 ur, z zacetno temperaturo 51,8 °C. Po konanem
procesu smo poliakrilamidni gel pobarvali z etidijevim bromidom in pod UV-
transluminatorjem ocenili fragmente. Po elektroforezi smo gel za 15 minut inkubirali v
dH,0 z 0,5 mg/l etidijevega bromida in ga nato 10 minut izpirali v dH,0.

4.1.9.4.4 Ocena diverzitete gliv na osnovi TTGE profilov

Gel smo fotografirali z UV iluminatorjem s Kodak DC 290 in UV filtrom. Iz fotografije
gela smo ocenili mobilnost posameznih fragmentov DNA. Nase vzorce smo primerjali z
znanimi vzoreci.

4.1.9.4.5 lzolacija DNA iz TTGE gela

Na poliakrilamidnem gelu smo najprej odbrali posamezne mocne fragmente DNA z
razli¢éno mobilnostjo in jih izrezali. DNA smo izolirali tako, da smo izrezanim delckom
gela v mikrocentrifugirki dodali 50 ul vode ddH,O (nucleic free) za 30 minut ter vsebino
vecCkrat zamrznili in odmrznili (vsaj 3x). 1z poliakrilamidnega gela izrezanim fragmentom
smo v nadaljnjo obdelavo vzorcev za sekvenciranje dodali tudi vzorec 2 (oznaka 2A). 1 pl
vzorca smo pomnozili s PCR z NS31 in Glol brez GC spone. MeSanica za pomnoZzevanje
se je od mesanice v preglednici 6 razlikovala v tem, da ni imela — GC spone. Parametri
pomnozevanja S0 navedeni v preglednici 7. Elektroforeza je potekala na obic¢ajnem 1,2 %
agaroznem gelu. Fragmente smo izrezali in jih oistili Z Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega Corporation, Madison, ZDA).
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4.1.9.4.6 Kloniranje

PCR produkte smo po navodilih pGEM-T Easy Vector Systems Il (Promega) klonirali z
bakterijami Echerichia coli sev. JIM109 za transformacijo. LB plo$¢e smo pred nanosom
bakterij premazali z XGal, izopropil-1-tio-p-D-galaktopiranozidom (IPTG) in amplicinom
(Sigma). Inkubacija je potekala ¢ez no¢ na 37 °C.

Izmed belih kolonij smo odvzeli po eno kolonijo, ki je predstavljala en klon in z Wizard®
Plus Minipreps DNA Purification System (Promega) izolirali plazmide, ki smo jih
uporabili za namnozitev PCR (NS31-Glo1/30 ciklov). Po ¢is¢enju s kitom Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System je bil produkt pripravljen za sekvenciranje.

4.1.9.4.7 Sekvenciranje

Sekvenciranje je potekalo ob uporabi SP6 ali T7 primerjev in BigDye® terminator Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit na ABI 3730x1 DNA Analyser (Applied Biosystems),
Macrogen Company (Macrogen Inc., Seul, JuZna Koreja). Dobljene sekvence smo
primerjali z razpolozljivimi sekvencami na National Center for Biotechnology Information
(NCBI) ob uporabi programa BLAST (Altschul in sod., 1990).
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4.1.10 Molekulska identifikacija gliv z za¢etnimi oligonukleotidi za regijo ITS
4.1.10.1 Odbira vzorcev

Za identifikacijo DSE in nepoznanih koreninskih endofitov smo 14. oktobra 2005 odvzeli
8 novih vzorcev iz tretjega loncnega poskusa (vzorci od 1 do 8) in 4 vzorce izolirane DNA,
ki smo jih testirali ze na mikorizne glive (vzorci od 9 do 12) iz drugega lon¢nega poskusa
(Preglednica 8). Pri novih vzorcih smo ovrednotili mikoriznost in deleze nepoznanih
mikrosklerocijev.

Za doloc¢itev DSE in nepoznanih koreninskih endofitov smo izbrali PCR-TTGE tehniko.
Izolacija DNA je potekala na enak nacin kakor pri vzorcih za mikorizne glive (4.1.9.2).

Preglednica 8: Izvor in Stevilka vzorca za molekulsko identifikacijo mikoriznih gliv, DSE in nepoznanih
koreninskih endofitov

Table 8: The origin and number of samples for molecular identification of mycorrhizal fungi, DSE and
unknown root endophytes

Izvor vzorca Oznaka Stevilka vzorca
Poskus

i Brasica juncea Bj1 1
Il Eruca sativa Es6 2
i Brasica juncea Bj5 3
i Sinapis alba Sa4 4
i Segrevanje tal SOL7 5
Il Kontrola K2 6
Il Eruca sativa Es 8 7
i Sinapis alba Sa6 8
I Eruca sativa + Ml Es+ Ml 1 9
I Sinapis alba +Ml Sa+ Ml 6 10
I Eruca sativa Es 6 11
I Eruca sativa Es 10 12

4.1.10.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
4.1.10.2.1 PCR I z zacetnima oligonukleotidoma ITS 1 fin ITS 4

Za pomnozitev DNA nepoznanih in DSE gliv smo izbrali zacetna oligonukleotida ITS 1 f
in ITS 4 (Proligo LLC, Boulder, CO, ZDA). Vkljuceni so bili direktni produkti DNA
vzorcev od 1 do 12 (Preglednica 8). PCR mesanico (Preglednica 9) smo centrifugirali v
ohlajeni centrifugi. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 24 pl PCR-meSanice in
dodali 1 pl izolirane DNA. Pomnozitev DNA je potekala v pogojih, ki so navedeni v
preglednici 10.
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Preglednica 9: Sestavine meSanice za pomnoZevanje PCR z ITS 1 fin ITS 4

Table 9: Components of the mixture for PCR amplification with ITS 1 fand ITS 4

Sestavine meSanice Volumen zalozne koncentracije za eno
reakcijsko meSanico PCR (25 pl)
10 X PCR pufer 2,5 ul
Mg Cl;, (256mM) 1,7 ul
Zacetni oligonukleotid ITS 1f (100 pM) 0,375 ul
Zacetni oligonukleotid ITS 4 (100 uM) 0,375 ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
Polimeraza Taq 5 U/ ul) 0,26 ul
H,0O (bidestilirana sterilna voda) 18,79 ul
Vzorec (DNA izolat - 100 x razred¢en) 1,0 ul

Preglednica 10: Parametri cikla za pomnoZevanje DNA

Table 10: Cycle parameters for amplification of DNA

T (°C) T (min:s) Ponovitev
cikla

Zacetna denaturacija 94 0:45 1x
Denaturacija 93 0:35

Vezava zacCetnih oligonukleotidov 55 0:53 32 x
Elongacija 72 3:45

Koncna elongacija 72 5:00 1x
Ohranjanje produkta 4 0

4.1.10.2.2 Elektroforeza na agaroznem gelu

Elektroforeza na agaroznem gelu je potekala enako kot pri molekulski identifikaciji
mikoriznih gliv (4.1.9.3.3). Velikost lestvice je bila 1000 bp.

4.1.10.2.3 PCR z za¢etnima oligonukleotidoma ITS 4in ITS 3 GC
Za pripravo vzorcev za TTGE analizo smo produkte prvega PCR pomnoZili Se z zaCetnima
oligonukleotidoma ITS 4 in ITS 3 GC (Proligo LLC, Boulder, CO, ZDA). Mesanica za

pomnoZzevanje je navedena v preglednici 11. Za pomnozitev DNA smo uporabili PCR
program (Preglednica 10) za sekvenciranje ekto mikorize. Velikost lestvice je bila 1000 bp.
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Preglednica 11: Sestavine meSanice za pomnozevanje PCR z ITS 4in ITS 3 GC

Table 11: Components of the mixture for PCR amplification with ITS 4 and ITS 3 GC

Sestavine meSanice Volumen zalozne koncentracije za
eno reakcijsko meSanico PCR (25 pl)

10 X PCR pufer 25 ul

Mg Cl;, (256mM) 25 ul

Zacetni oligonukleotid ITS 4 (50 uM) 0,25 ul

Zacetni oligonukleotid ITS 3 GC (18 uM) 0,69

dNTP (10 mM) 05 ul

Polimeraza Taq 5 U/ ul) 0,15 ul

H,O (bidestilirana sterilna voda) 5,91 ul

Vzorec (DNA izolat - 100 x razred¢en) 12,5 pul

41.103 TTGE

Vsi postopki priprave gela za analizo TTGE, nanos vzorcev in potek elektroforeze so
potekali enako kot pri molekulski identifikaciji mikoriznih gliv (4.1.9.4).

4.1.10.3.1 Izolacija DNA iz TTGE gela

Izrez fragmentov je potekal na enak nacin kot pri mikoriznih glivah. MeSanica za
pomnozevanje je bila enaka mesanici v preglednici 9, z ozjemo zacetnih oligonukleotidov
ITS 4 in ITS 3. Za pomnozitev DNA smo uporabili PCR program v preglednici 10.
Velikost lestvice je bila 1000 bp.

4.1.10.3.2 Kloniranje in sekvenciranje

Postopki kloniranja in sekvenciranja so potekali enako kot pri mikoriznih glivah (4.1.9.4.6
in4.1.9.4.7).
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4.2 Poljski poskus
4.2.1  Zasnova poskusa

Poljski poskus je bil zasnovan v treh blokih z 10 obravnavanji. V vsakem obravnavanju je
bilo posajenih po 10 rastlin. Zaradi strojne priprave tal je vsak greben predstavljal en blok.
Med posameznimi obravnavanji je bil 1 m Sirok izolacijski pas, ki je prepre¢eval meSanje
vplivov posameznih obravnavanj.

4.2.2  Lastnosti tal pred obdelavo

Poljski poskus je potekal v poskusnem nasadu Kmetijskega instituta Slovenije v delu
nasada, namenjenem kolekcioniranju in preizkuSanju jagodi¢ja. PovrSina, na kateri je
potekal poskus je bila predhodno zasajena z malinami. Tla so srednje tezka, teksturni
razred meljasta ilovica (MI), sestavljena iz 24,2 % gline, 18,9 % grobega melja, 48,1 %
finega melja in 8,8 % peska. Organske snovi je bilo v tleh, 3,4 %; pH je bil za rast jagod
optimalen, 6,0. ZaloZenost s hranili je bila nesorazmerna. Kalija in duSika je bilo veliko
(K20 - 25,9 mg/100 g tal; dusik - 0,27 %); fosforja pa malo (P,Os - 4,1 mg/100 g tal).
Organska snov je bila analizirana po metodi ISO 14235:1998, pH z ISO 10390:2005,
skupen dusik z 1ISO 11261:1995 ter P in K po AL-metodi (Egner in sod., 1960).

V poljskem poskusu smo na m? tal vnesli 4,1 kg Bj, 2,3 kg Sa, 3,2 kg Es in 5,7 kg Vf.
Vnesena koli¢ina organske snovi posameznih rastlin se je razlikovala zaradi bujnosti rasti
posameznih rastlin in setvenih razdalj. Zaradi razlicne mase in razli¢nih vsebnosti GSL v
posameznih rastlinah smo v zemljo na m? pri obravnavanju Bj vnesli povpre¢no 18 mg
GSL na kg zemlje, pri obravnavanju Sa 23,5 mg in pri obravnavanju Es 8,3 mg GSL.
Skupna koli¢ina v tla ali substrate vnesenih GSL je bila izra¢unana na osnovi analize GSL
(Priloga A, Priloga B). Z Vf v tla nismo vnesli GSL ampak le organsko snov.

4.2.3  Nacini obdelave tal za posamezna obravnavanja

Za zeleni podor oz. biofumigacijo smo sejali biocidne rastline (rjava gorjusica, bela
gorjusica in navadna rukvica) in nebiocidno rastlino drobnoplodni krmni bob. Solarizacijo
smo izvajali z dvema vrstama folij v dveh trajanjih solarizacije. Alternativhe metode smo
primerjali s kontrolo in kemi¢nim razkuzevanjem z dazometom. Nacini obdelave tal,
obravnavanja in oznake obravnavanj v poljskem poskusu so navedeni v preglednici 12.

S pripravljalnimi deli za sajenje smo zaceli 10. julija. Biocidne rastline na posameznih
parcelicah smo zmul¢ili z mul¢erjem kladivarjem in jih plitvo zaorali v tla. Neposredno po
frezanju smo oblikovali grebene in jih prekrili s ¢rno PE folijo z Ze izrezanimi sadilnimi
mesti (0,25 m x 0,25 m).
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Preglednica 12: Nacini obdelave tal, obravnavanja v poljskem poskusu in oznake obravnavanj

Table 12: Methods of soil cultivating, treatments and tags of treatments in the field experiment

Nacini obdelave tal Obravnavanje Oznaka
obravnavanja
Biocidne rastline Brassica juncea / rjava gorjusica / sorta Negro Bj
za podor Caballo
Sinapis alba / bela gorjusica / sorta Asta Sa
Eruca sativa / navadna rukvica Es
Rastline za Vicia faba var. minor / Drobnoplodni krmni bob / \%i
zeleno gnojenje sorta Gloria
Solarizacija Prozorna PE folija — prekrivanje 6 tednov SOL PF 6
Prozorna PE folija — prekrivanje 9 tednov SOL PF9
Crna PE folija — prekrivanje 6 tednov SOL CF 6
Crna PE folija — prekrivanje 9 tednov SOL CF 9
Kemic¢no razkuzevanje Dazomet / Basamid D
Neobdelana povr§ina Kontrola K

4.2.3.1 Biocidne rastline

Poskusne parcele za obravnavanja z rastlinami za podor (biocidne rastline in rastlina za
zeleno gnojenje) smo preorali in 22. aprila 2002 zasejali z rjavo in belo gorjusico (gostota
setve 50 rastlin/m?), z navadno rukvico 23. aprila 2002 (70 rastlin/m?) in drobnoplodnim
krmnim bobom 3. aprila 2002 (50 rastlin/m?).

Maso vdelanih biocidnih rastlin smo ovrednotili tako, da smo iz vsake parcele pred
obdelavo odvzeli 10 naklju¢no odbranih rastlin in jim izmerili maso ter pomnozili s
Stevilom posejanih rastlin. S tem smo dobili okvirno maso rastlin, ki je bila vdelana v tla.
Pri izracunu smo upostevali 20 % izpad rastlin zaradi suse, $kodljivcev in bolezni.

4.2.3.2 Solarizacija

Solarizacijo smo izvedli z dvema razli¢nima folijama. V poskus sta bili vkljuceni ¢rna PE
folija PE 6000*0.15, debeline 0,3 mm in prozorna PE folija UV 6000* 0.15 (UV 2002),
debeline 0,3 mm. Folije, ki so tla prekrivale 9 tednov, smo polozili 10. maja 2002, folije, ki
so tla prekrivale 6 tednov, pa 30. maja 2002.

Pred polaganjem folij smo na poskusne parcelice, ki so bile pozneje prekrite s folijami, v
globino 10 in 20 cm, vkopali sonde za meritve temperature tal. Meritve, ki smo jih izvajali
z merilno napravo Data- T Logger DL2e (Delta-T Devices LTD, VB), so potekale na vsake
pol ure.

Prozorna in ¢rna folija sta v primerjavi s kontrolno, neprekrito parcelo, vplivali na izrazit
dvig temperature tal na globini 10 in 20 cm (Priloga D). Povpre¢na dnevna temperatura tal
pod prozorno folijo je bila za priblizno 2°C visja kot pod ¢rno folijo (Priloga D-3). Razlike
v temperaturi med kontrolo in solariziranima parcelama so bile od 5,9 do 8,3 °C. Zaradi
poskodbe kabla sonde za meritve temperature na globini 10 cm, je bila pri kontroli mozna
primerjava le s temperaturo tal na globini 20 cm. Najvi§ja doseZena temperatura tal pod
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prozorno folijo je bila 39,8 °C. V celem obdobju solarizacije je bila kriti¢éna temperatura tal
(37 °C) presezena le pod prozorno folijo, in sicer na globini 10 cm. Temperatura se je nad
kriticno mejo pri 9 tedenskem pokrivanju dvignila v 6 dneh ( 170 ur) in v 6 tedenskem
prekrivanju le v 3 dneh (80 ur). Za doseganje pravega ucinka razkuzevanja tal s
solarizacijo je bilo izrazito premalo visokih temperatur (Rosati, 2002).

Nihanje temperature pod folijami je bilo neposredno vezano na nihanje temperature zraka.
Temperatura tal pod folijami je bila v vsem obdobju prekrivanja vi§ja kot temperatura
zraka. Iz krajSega obdobja delovanja merilne sonde na kontrolni, nepokriti parceli na
globini 10 cm lahko ugotovimo, da je bila temperatura nepokritih tal v istem obdobju nizja
kot temperatura zraka. Na globini 20 cm so bila nihanja prav tako vezana na temperaturo
zraka. Pod prozorno folijo je bila temperatura visja kot temperatura zraka, pod ¢rno folijo
pa priblizno enaka kot temperatura zraka. Na kontrolni parceli je bila temperatura tal
izrazito nizja od solariziranih parcel in temperature zraka.

4.2.3.3 Kemi¢no razkuzZevanje tal

Kemiéno razkuZevanje tal smo izvedli s sredstvom dazomet (Basamid®, BASF, AG,
Nemcija), 7 tednov pred predvidenim sajenjem jagod (30. maja). Vsako poskusno parcelo
smo okopali in jo posuli s 50 g dazometa na m?. Sredstvo smo plitvo vkopali in parcele
prekrili s ¢rmo PE folijo. Parcele smo odkrili 14. junija 2002, dva tedna po tretiranju. Po
odstranjevanju folij so tla 5 tednov mirovala.

4.2.3.4 Kontrola

Kontrolne parcelice so bile po oranju in frezanju prepus¢ene naravnemu zarascanju. Prvi¢
smo jih pokosili 11. junija 2002. Kosnjo smo do sajenja ponovili $e dvakrat.

4.2.4  Sadilni material in sajenje

V poljskem poskusu smo sadili hlajene (frigo) sadike sorte 'Marmolada', uvozene iz Italije
(Mazzoni). Sadike so bile po kakovosti izenacene in zdrave. Poskus smo posadili 22. julija
2002, 12 dni po pripravi zemljiS¢a (zaoravanje biocidnih rastlin, odstranitev folij v
obravnavanjih solarizacije, polaganje folij za sajenje jagod). Po sajenju smo sadike dva
tedna veckrat dnevno orosevali.

4.25 Spremljanje parametrov rasti in razvoja jagod

V poljskem poskusu smo rast jagod ovrednotili s Stetjem listov in oceno intenzivnosti rasti
rastlin. Intenzivnost rasti jagod je zaradi mozne prisotnosti bolezni ali razli¢nih zunanjih
dejavnikov tezko izraziti samo s Stevilom listov. Veliko stevilo majhnih listov ni nujno
pokazatelj vitalnosti in potencialno visoke rodnosti, ampak obratno. Liste smo presteli 3
mesece po sajenju (14. oktober 2002).

V drugi polovici avgusta so na rastlinah zacele intenzivno izrascati Zivice, ki smo jih redno

odstranjevali. Pred vsako rezjo smo Zivice preSteli. Ukrep je potekal do zakljucka
izra§€anja Zivic.
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4.2.6  Spremljanje parametrov rodnosti

Masa pridelka je najbolj celovit podatek o uspesnosti rasti dolo¢ene rastline. V poskusu
smo merili skupno maso pridelka desetih rastlin v vsakem obravnavanju. Pridelek smo,
odvisno od intenzivnosti zorenja, obirali na dva do tri dni. Zorenje v prvem rodnem letu je
potekalo od 19. maja 2003 do 20. junija 2003, v drugem pa od 1. junija 2004 do 5. julija
2004. V obeh letih smo obrali celoten pridelek in ne samo trznih plodov. V prvem letu smo
plodove tehtali (Tehtnica Exacta 2200 EB) in $teli. V drugem letu smo spremljali le
skupno maso pridelka desetih rastlin na obravnavanje.

4.2.7  Zapleveljenost

Po sajenju so v poljskem poskusu zaradi pogostega oroSevanja in dezevnega poletja iz
sadilnih mest ob sadikah moc¢no izrascali pleveli. Prvo pletev smo opravili 9. avgusta 2002,
18 dni po sajenju in 13. septembra 2002, 53 dni po sajenju. Pred pletvijo smo plevele
presteli. Razdelili smo jih v tri skupine, ki so jih predstavljali Sirokolistni pleveli, slak in
ozkolistni pleveli oz. trave. Med Sirokolistnimi pleveli so prevladovali veliki trpotec
(Plantago major), navadna zvezdica (Stellaria media) in poljski jeticnik (Veronica
arvensis). V rezultatih so pleveli prikazani skupaj (ozkolistni in Sirokolistni).

4.2.8  Ocenjevanje parametrov mikorizne in nemikorizne kolonizacije

Vzorce korenin smo odvzeli v obdobju od 12. do 14. tedna po sajenju. Korenine smo
Blessovim fiksativom (Glej poglavje 4.1.8.1). V vsakem obravnavanju smo korenine
odvzeli pri 5 rastlinah.

Postopki barvanja in vrednotenja stopnje mikoriznosti so bili opravljeni na enak nacin
kakor v lon¢nih poskusih (Glej poglavje 4.1.8.2).

Prisotnost AM in DSE gliv 0z. nepoznanih koreninskih endofitov smo ovrednotili na enak
nacin kot v lon¢nih poskusih (Glej poglavja od 4.1.8.4 do 4.1.8.6).

4.3 Obdelava podatkov

Podatke mikorizne kolonizacije, rasti in rodnosti ter zapleveljenosti smo statisticno
obdelali z enofaktorsko ali vecfaktorsko analizo variance (ANOVA). Obravnavanja smo
med seboj primerjali z Duncanovim primerjalnim testom pri (p < 0,05). Parametre
kolonizacije korenin z AM in DSE smo ovrednotili s programom MycoCalc (Trouvelot in
sod., 1986). Za primerjavo med parametri rasti in rodnosti ter mikorizno kolonizacijo smo
uporabili Pearsonov koeficient korelacije. Podatke smo statisticno obdelali S program
STATGRAPHICS Centurion XV.1I (StatPoit, Inc., 2006).
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5 REZULTATI

Rezultati so predstavljeni lo¢eno za lon¢ne (5.1) in poljski poskus (5.2). Podana je
neposredna primerjava med posameznimi lon¢nimi poskusi in posredna primerjava s
poljskim poskusom (5.3). Delovanje alternativnih metod razkuzevanja tal smo spremljali z
meritvami parametrov rasti in rodnosti jagod, zapleveljenostjo, analizami kemijskih
lastnosti zemlje in substratov, mikorizno kolonizacijo ter kolonizacijo z DSE in
nepoznanimi koreniskimi endofiti.

5.1 Lon¢ni poskusi
5.1.1 Lastnosti zemlje in substratov oz. mesanic zemlje pred in po poskusu

Lastnosti zemlje in substratov oz. meSanic zemlje v lon¢nih poskusih so se, v primerjavi z
osnovno sestavino substratov (zemljo), po biofumigaciji in solarizaciji spremenile. Z
navedenima ukrepoma smo vplivali na strukturo ter na mikrobiolosko in kemi¢no sestavo
substratov. Mikrobiolosko aktivnost substratov smo v nasih poskusih ovrednotili z
mikorizno in DSE kolonizacijo jagod. Kemi¢ne spremembe smo ovrednotili z analizo
odvzetih vzorcev substratov. Spremembe so se posredno izrazile v rasti in pridelku jagod.

Po obiranju pridelka smo analizirali vzorce zemlje oz. substratov iz obravnavanj brez
dodanega MI (mikorizni inokulum) in jih primerjali med seboj ter z osnovnim vzorcem
zemlje iz katerega so bili substrati narejeni. V substratih smo analizirali pH vrednost,
dostopni P in K, skupni N in organsko snov (Preglednica 13). Iz analize je razvidno, da se
je kislost v primerjavi s kontrolo ob zaklju¢ku poskusa statisticno znacilno povecala v
obravnavanjih SOL in D in zmanjSala v obravnavanjih z biocidnimi rastlinami. Koli¢ina
dostopnega fosforja je bila po zakljuCenem poskusu v vseh obravnavanjih vecja kot v
zemlji pred zacetkom poskusa.

Preglednica 13: Kemi¢na analiza zemlje za substrate in analiza substratov iz LP II po zaklju¢enem poskusu

Table 13: Chemical analysis of soil for the of substrate and analysis of substrates from the LP Il and after the
experiment

P,0s K20 Skupni N Organska
Obravnavanje pH (mg/100 g (mg/100 g snov
zemlje) zemlje) (%) (%)
Pred poskusom  6,0+0,3 4,1+0,1 259+0,1 0,27+ 0,01 3,4+0,1
Po poskusu
Bj 59+0,1b 79+0.1c¢ 29,0+03a  028+00lab  56+0,1b
Sa 62+0,1a 11,0+0,1a 250+0,7b 0,30+0,00 a 6,3+0,1la
Es 5,8+0,1bc 11,0+0,1a 250+0,3b 0,27+0,01b 53+0,1c
SOL 52+0,1d 6,9+0,3d 10,0+05d 0,25+0,00b 41+0,1e
D 51+0,0d 58+0,1e 75+01e 0,25+0,00b 43+0,1e
K 55+0,1c¢ 84+0,1b 13,0+0,1¢ 0,25+0,01b 48+0,1d

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)
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Dostopni P (P,Os) je bil v obravnavanjih z biocidnima rastlinama Sa in Es statisti¢no
znaCilno ve¢ji od kontrole in ostalih obravnavanj, kar je bilo za rast jagod ugodno.
Obravnavanja z biocidnimi rastlinami so se statisticno znacilno razlikovala od ostalih
obravnavanj tudi v vsebnosti kalija (K,0). V koli¢ini skupnega N razlik med obravnavanji
ni bilo. Organska snov se je v primerjavi z osnovno izhodi$¢no zemljo v vseh substratih
povecala. Kljub temu, da je bilo v lonénem poskusu vsem rastlinam dodana enaka koli¢ina
biocidnih rastlin je bilo med obravnavanji najve¢ organske snovi v obravnavanjih z
biocidnimi rastlinami, predvsem v obravnavanju Sa. Organska snov se je povecala tudi v
kontroli.

5.1.2  Vpliv alternativnih metod razkuZevanja na parametre rasti in rodnosti jagod
5.1.2.1 Intenzivnost rasti jagod

Intenzivnost rasti jagod smo v lon¢nih poskusih ovrednotili z maso svezih listov, ki rastni
potencial ustrezneje ovrednoti kot §tevilo listov. V primeru nekaterih glivi¢nih ali virusnih
bolezni se namre¢ Stevilo listov izredno poveca, listna povrSina pa zmanjsa (Mass, 1998).
V takem primeru bi nam $tevilo listov dalo nerealen podatek.

V prvem lon¢nem poskusu (LP 1), v povprec¢ju med obravnavanji, ki smo jim dodali Ml in
obravnavanji brez MI, v masi listov ni bilo statisti¢no znaéilnih razlik (Priloga H). V
drugem lonénem poskusu (LP Il) so bile razlike statisticno znacilne (Priloga 1). Med
posameznimi obravnavanji so bile razlike v obeh lon¢nih poskusih statistiéno znacilno
razli¢ne (Slika 2). V obeh poskusih so izstopala obravnhavanja z biocidnimi rastlinami v
primerjavi s solarizacijo (SOL) in dazometom (D) ter kontrolo (K). Masa listov v LP | se je
od poskusa v LP Il bistveno razlikovala pri obravnavanjih Sinapis alba (Sa) in Eruca
sativa (ES) z in brez MI. Ostala obravnavanja z in brez Ml so bila med letoma primerljiva.
Edina izjema je bilo obravnavanje Es v LP I, ki je imelo manjso listno maso ob dodatku
MI. V vseh ostalih obravnavanjih so imela obravnavanja z dodanim MI vecjo ali enako
listno maso kot obravnavanja brez MlI.

Rezultati v LP 11l (Preglednica 14) so se v masi listov mo¢no razlikovali od prvih dveh
poskusov. Masa listov v obravnavanju brez MI je bila v povpre¢ju za 41 % vecja od mase
v enakih obravnavanjih v LP | in Se enkrat vecja od LP II. Obravnavanja z biocidnimi

rastlinami so se statisticno znacilno razlikovala od obravnavanj brez dodane organske
snovi (SOL, D in K).
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Slika 2: Povpre¢na masa listov na rastlino v LP I (a) in LP 11 (b)

Stolpec prikazuje povprecje = SN. Vrednosti, oznacene z razlicnimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p <
0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga Hin 1)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Figure 2: The mass of leaves per plant in the LP | (a) and LP |1 (b)

Column shows the mean + SE. Values marked with different letters are statistically different at p <0.05
(ANOVA, Duncan's test) (Annex H nd 1)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)
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Preglednica 14: Masa listov na rastlino v LP 111

Table 14: The mass of leaves per plant in LP 111

Obravnavanje Masa listov

g/rastlino
Bj 103+0,5 a
Sa 10,7+1,3 a
Es 10,6 £0,6 a
SOL 44+02 b
D 57+02 b
K 47+01 b

Stolpec prikazuje povprecje = SN. Vrednosti, oznacene z razlicnimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p <
0,05 (ANOVA, Duncanov test)
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Column shows the mean & SE. The values marked with a different letter are statistically different at p <0.05
(ANOVA, Duncan's test)
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)

V poskusih smo poleg intenzivnosti rasti spremljali tudi odmiranje rastlin. V LP | je v
obravnavanju D odmrla ena rastlina, v obravnavanju D+MI pa 7, kar je 50 % rastlin.

V LP Il so v obravnavanju D odmrle 4 rastline, v D+MI pa ena. V obravnavanjih Bj in
BJ+MI je odmrla po ena rastlina.

V LP Il je v obravnavanju Sa odmrla ena rastlina. VVzroki odmrtja rastlin v poskusih niso
bili pojasnjeni.

5.1.2.2 Rodnost jagod

Rodnost jagod smo ovrednotili na podlagi Stevila plodov. Masa plodov bi v nasih lon¢nih
poskusih, zaradi slabih opraSevalnih pogojev v rastlinjaku, predstavljala nerealen podatek.
Povprec¢na rodnost jagod je bila, glede na to ali smo obravnavanjem dodali M1 ali ne, v LP
I statisti¢no znacilno ve&ja v obravnavanjih z dodanim MI (Priloga H). Stevilo plodov v
obravnavanjih z MI je bilo v povprecju za 35 % vecje od Stevila plodov v obravnavanjih
brez MI. V LP II razlike niso bile statisti¢no znacilne (Priloga 1).

V prvem lonénem poskusu je bil pridelek v obravnavanjih brez Ml v vseh obravnavanjih,
razen D, zelo izenaCen (Slika 3). Ob dodanem MI sta se od ostalih statistino znacilno
razlikovali le obravnavanji Sa z izrazito velikim stevilom plodov in D brez pridelka.

V LP Il so bile razlike v pridelku med obravnavanji majhne. Najvecji pridelek so dosegle
rastline iz obravnavanj z biocidnimi rastlinami. Odstopale so predvsem v razmerju do
obravnavanja D. Pridelek rastlin z dodanimi biocidnimi rastlinami je bil ve¢ji od ostalih
dveh obravnavanj in kontrole.
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V LP Il (Preglednica 15), je bil pridelek podoben pridelku v LP Il brez dodanega MI.
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Slika 3: Povprecéno $tevilo plodov na rastlino v LP I (a) in LP II (b)

Stolpec prikazuje povpreéje = SN. Vrednosti, ozna¢ene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p <
0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga H in I)
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Figure 3: The number of fruits per plant in the LP I (a) and LP Il (b)
Column shows the mean + SE. Values marked with different letters are statistically different at p <0.05

(ANOVA, Duncan's test) (Annex H and 1)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)
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Preglednica 15: Stevilo plodov na rastlino v LP 111

Table 15: The number of fruits per plant in LP 1l

Obravnavanje  Stevilo plodov

na rastlino
Bj 8,1+12 ab
Sa 6,5+0,8 bc
Es 8,9+0,7 a
SOL 4,0+0,5 d
D 5,1£03 cd
K 33+03 d

5.1.3  Vpliv alternativnih metod razkuZevanja tal na prisotnost plevelnih rastlin

V lon¢nih poskusih smo pri¢akovali veéjo zapleveljenost rastlin v obravnavanjih z
dodanim MI, ki je bil vzgojen v zemlji iz ekoloSkega nasada jagod. Rezultati skupnega
Stevila plevelnih rastlin v LP I in LP II nam tega niso potrdili (Slika 4).

12
; 10 a
o _a} a a g a
= 8 T Ba I
= b be
S 5 4 b T -
g a4 —+— == a |
% 2 || _I_ de |
% <[

0 T T T T d T 1

Bj Sa E= SOL D K

Obravnavanje
OBrez mokuluma 0OZF nukulumom

Slika 4: Povprec¢no Stevilo plevelov na sadilno mesto v LP I 'in LP 11

Vrednosti, oznacene z razliénimi ¢rkami, se statisticno razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)
(Priloga J)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Figure 4: The number of weeds in the planting site in LP 1 and LP Il
Values marked with different letters are statistically different at p <0.05 (ANOVA, Duncan's test) (Annex J)
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)

Stevilo plevelov, izraslih v substratih z dodanim mikoriznim inokulumom, je bilo v vseh

obravnavanjih, razen kontroli, manjSe od Stevila plevelov v substratih brez mikoriznega
inokuluma.
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V vseh treh lon¢nih poskusih so bile razlike med posameznimi obravnavanji izrazite
(Priloga J). Ugotovili smo, da je v vseh treh lon¢nih poskusih, poleg D najbolj zaviralno na
rast plevelov delovala biocidna rastlina Sa. Najvecja zapleveljenost je bila pricakovano v
kontroli, najmanj$a v obravnavanjih D, ne glede na to, ali je bil substratu dodan MI ali ne.
SOL se je priblizala delovanju biocidnih rastlin Bj in Es. V LP III v zapleveljenosti ni bilo
statisti¢no znacilnih razlik, razen med D in vsemi ostalimi obravnavaniji.

5.1.4  Mikorizna in nemikorizna kolonizacija korenin jagod
5.1.4.1 Frekvenca mikorize (F%o)

Frekvenca mikorize rastlin iz LP I in LP 1l se je razlikovala od F% rastlin iz LP 11l (Slika
5; Priloga O, P in R). V povprecju so bile vrednosti F% v prvih dveh poskusih mnogo
vecje.

V LP I sta se povpre€ni vrednosti F% v obravnavanjih z ali brez MI med seboj statisti¢no
razlikovali. Med posameznimi obravnavanji z in brez MI, razen pri kemicnem
razkuzevanju z dazometom, so bile razlike statisti¢cno neznalilne. Tudi razlike med
obravnavanji, razen v primerjavi z dazometom, niso bile statisti¢no znacilno. Razlik ni bilo
tudi v primerjavi s kontrolo (Slika 5a).

V LP 11 so bile razlike med obravnavanji z in brez MI ve¢je. Pri Bj, Sa, SOL in D so bile
statisticno znacilne. V obravnavanjih Es in kontroli razlike niso bile znacilne. Med
obravnavanji so bile razlike velike predvsem v primerjavi z obravhavanjem D. V
obravnavanjih brez MI, je od ostalih obravnavanj statisticno znacilno odstopalo
obravnavanje Es, ki je bilo enako kontroli. Ob dodatku mikoriznega inokuluma se je F%
pri vseh oblikah razkuZevanja (biofumigacija, solarizacija in kemicno razkuZevanje),
izenacila s kontrolo.

V LP Il se je obravnavanje Es statisti¢no razlikovalo od SOL, D in kontrole (Priloga R).
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Slika 5: Frekvenca mikorize (F%) v LP I (a) in LP 1l (b)

Stolpec prikazuje povpreéje £ SN. Vrednosti, oznacene z razlicnimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p <
0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga O in P)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Figure 5: Frequency of mycorrhiza (F%) in the LP I (a) and LP 11 (b)

Column shows the mean + SE. Values marked with different letters are statistically different at p <0.05
(ANOVA, Duncan's test) (Annex O and P)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)
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5.1.4.2 Intenziteta mikorize (M%) in intenziteta mikorize v koloniziranih delih
korenin (m%o)

Intenziteta mikorize (M%) (Slika 6a, 6b) in intenziteta mikorize v koloniziranih delih
korenin (m%) (Slika 6¢, 6d) sta bili v LP I in LP II skoraj izena¢eni. Med lon¢nimi poskusi
sta se vrednosti razlikovali. VV LP | in LP Il sta bili kar nekajkrat vecji od vrednosti v LP 111
(Priloga R).
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Slika 6: Intenziteta mikorize (M%) v LP 1 (a) in LP Il (b) in intenziteta mikorize v koloniziranih delih
korenin (m%) v LP 1 (c) in LP Il (d)

Stolpec prikazuje povpreéje £ SN. Vrednosti, oznac¢ene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p <
0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga O in P)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Figure 6: Intensity of mycorrhization (M%) in the LP | (a) and LP 1l (b) and intensity of mycorrhization in
colonized part of the roots (m%) in the LP | (c) and LP 11 (d)

Column shows the mean + SE. Values marked with different letters are statistically different at p <0.05
(ANOVA, Duncan's test) (Annex O and P)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)

V LP |, v obravnavanjih brez dodanega inokuluma, sta bili M% in m% najvecji v
obravnavanju Sa (Slika 6a, 6c). Statisticno se je razlikovalo od vseh ostalih obravnavan;j,
razen Bj. V obravnavanjih z dodanim MI je v LP I najvec¢jo vrednost prav tako dosegla Sa,
ki se v M% statisticno ni razlikovala le od kontrole, v m% pa od kontrole in D. V
obravnavanju D brez dodanega Ml so bile korenine jagod popolnoma nekolonizirane. Ob
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dodanem MI, se je intenziteta mikorize v obeh poskusih izrazito povecala. Kontroli z in
brez M1 sta bili v LP 1in LP 11 skoraj popolnoma enaki (Slika 6b, 6d).

V LP 1II sta bili najvecji vrednosti M% in m% dosezeni v obravnavanju Bj+MI.
Obravnavanja brez MI so bila med seboj in s kontrolo izenacena.

V LP III med obravnavanji ni bilo razlik v M%. V vrednosti m% so bile razlike statisticno
znacilne med Es in D (Priloga R).

5.14.3 Gostota arbuskulov (A%) in gostota arbuskulov v koloniziranih delih
korenin (a%o)

Gostota arbuskulov (A%) in gostota arbuskulov v koloniziranih delih korenin (a%) sta se
med posameznimi lon¢nimi poskusi razlikovali. V povprecju so bile vrednosti A%
dosezene v LP I in LP II ve¢je od vrednosti v LP 11 (Priloge O, P, R).

V LP I sta bili A% in a% ob dodanem MI pri biocidnih rastlinah manjsi kot v
obravnavanjih brez dodanega MI (Slika 7a, 7c). V obravnavanju D je bila gostota
arbuskulov ob dodanem M1 vecja. Najveéja A% in a% sta bili dosezeni v obravnavanjih Bj

v

v obravnavanju D enaka ni¢, z dodanim MI pa je bila doka;j velika.

Velika gostota arbuskulov je bila dosezena tudi v obravnavanju Bj+MI v LP 1l (Slika 7b,
7d), vendar se od ostalih obravnavanj z Ml, razen od Sa in D, ni statisti¢no razlikovala. V
LP I in LP Il so bile rastline v obravnavanju D minimalno kolonizirane, zato je bila
vrednost A% nic¢, ob dodatku Ml pa le 4,4 in 5 %. Vpliv solarizacije na gostoto arbuskulov
je bil majhen in se je od K in K+MI malo razlikoval. Vrednosti A% v kontroli z in brez
dodanega MI so bile v obeh poskusih skoraj enake, kar nakazuje na veliko naravno
prisotnost AM gliv v zemlji, ki je sestavljala substrat.

V LP Il sta bili A% in a% najvecji v obravnavanju Es (Priloga R), vendar se A%

statisticno ni razlikovala od ostalih obravnavanj, razen od SOL. Vrednost a% se je
statisti¢no razlikovala od vseh obravnavanj, razen od kontrole.
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Slika 7: Gostota arbuskulov (A%) v LP | (a) in LP Il (b) in gostota arbuskulov v koloniziranih delih korenin
(@%) v LPI(c)inLP Il (d)

Stolpec prikazuje povprecje = SN. Vrednosti, oznacene z razlicnimi ¢rkami, se statistiCno razlikujejo pri p <
0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga O in P)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)

Figure 7: The dencity of arbuscules (A%) in the LP I (a) and LP Il (b) and dencity of arbuscules in colonized
part of the roots (a%) in the LP 1 (c) and LP 11 (d)

Column shows the mean + SE. Values marked with different letters are statistically different at p <0.05
(ANOVA, Duncan's test) (Annex O and P)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control)

5.1.4.4 Delez rastlin z vezikli

Delez rastlin z vezikli (Preglednica 16) v koreninah jagod smo belezili sofasno z
meritvami mikoriznosti. V lon¢nih poskusih je bil delez rastlin z vezikli v posameznih
obravnavanjih velik, vendar je bilo $tevilo veziklov v posameznih vzorcih izredno majhno.
V LP I so bili vezikli prisotni v skoraj vseh obravnavanjih, vendar v ve¢jem delezu v
obravnavanjih brez Ml. Velik delez rastlin z vezikli je bil v obravnavanju Bj, Es in Sa. V
LP Il so bili vezikli prisotni predvsem v obravnavanjih z Ml. V obravnavanjih brez Ml so
bili vezikli prisotni v zelo majhnem delezu le v K in obravnavanju Bj. V LP II je bil
najvedji delez veziklov v obravnavanju Es+MI. V LP III nismo zasledili veziklov. Poleg
veziklov smo v vzorcih Bj v LP I in LP 1l zasledili tudi posamezne spore (Priloga F-7).
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Preglednica 16: Delez rastlin z vezikli v lon¢nih poskusih, 7 tednov po sajenju (%)

Table 16: The part of plants with the vesicles in the pot experiments, 7 weeks after planting (%)

Obravnavanje LP I LP1I LP I

Brez Ml Bj 80 10 0
Sa 50 0 0
Es 60 0 0
SOL 44 0 0
D 0 0 0
K 40 10 0

Z Ml Bj 40 30 n.p.
Sa 10 10 n.p.
Es 20 40 n.p.
SOL n.p. 0 n.p.
D 0 20 n.p.
K 5 10 n.p.

n.p. - ni podatka

5.1.4.5 Kaolonizacija rastlin z DSE in nepoznanimi koreninskimi endofiti

Delez rastlin s strukturami temnih septiranih endofitov oz. mikrosklerocijev nepoznanih
koreninskih endofitov v lon¢nih poskusih je bil v neinokuliranih obravnavanjih majhen, v
obravnavanjih z mikoriznim inokulumom pa vedji.

Mikrosklerocije smo poimenovali Tip 1 (plosce), Tip 2 (verizice), Tip 3 (grozdi), Tip 4
(pike), Tip 5 (sploscene ali odebeljene hife) in Tip 6 (mehurji).

Tip 1 (Slika 8a, Priloga G-1) smo poimenovali mikrosklerocije, ki so se pod mikroskopom
izrazili kot razli¢no veliki, izrazito dolgi in ozki pravokotniki, s stranicami od pribliZzno 50
do 100 pm x 10 do 30 um. Notranjost plosS¢ je bila napolnjena s temnimi okroglastimi
strukturami. Plos¢e so bile med seboj povezane z debelejSimi, septiranimi hifami.

V koreninah sta bila opazeni dve vrsti verizicam podobnih sklerocijev Tipa 2 (Slika 8b,
Priloga G-2, G-3). Eden izmed tipov je bil podoben plos¢am (Tip 1), drugi pa grozdu (Tip
3). Verizice so se od plos¢ in grozdov razlikovale po tem, da so bile okroglaste ‘celice’ med
seboj zaporedno nanizane v verizice. Pri prvem tipu so bile 'celice’ modro obarvane, v
drugem pa rjavo. Strukture so bile dolge priblizno 200 pm.

Tip 3 (Slika 8c) smo poimenovali mikrosklerocije, ki so bili manj pravilnih oblik, podobni
grozdom. Za razliko od ploS¢ so bili debelejsi, vecplastni, veliki priblizno 50 pm.
Napolnjeni so bili s ‘celicami' z izrazito temnim robom, ki so bile podobne drobnim
sporam. Celice so bile pod mikroskopom rjavo obarvane. Podobne strukture so bile kot
DSE opisane v Botany Blog (http://botany.thismia.com/2010/02/28/dark-septate-
endophytes/). Podobnost je bila zelo velika tudi z mikroslerociji, predstavljenimi v ¢lanku
avtorjev Likar in Regvar (2009).
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Slika 8: Tipi DSE o0z. nepoznanih koreninskih endofitov
a) Tip 1 (povecava 100 x ); b) Tip 2 (povecava 1000 x); c) Tip 3 (povecava 400 x); d) arbuskuli in

mikrosklerociji nemikoriznih gliv — Tip 4 (povecava 400 x); e) zelo temne in splos¢ne hife (Tip 5) (povecava
100 x)

Figure 8: Types of DSE or unknown root endophytes

a) Type 1 (100 x); b) Type 2 (1000 x); c) Type 3 (400 x); d) arbuscules and microsclerotia of fungal
structures — Type 4 (400 x); e) very dark and flatness hyphae (Type 5) (100 x)

Tip 4 (Slika 8d) so bili izrazito drobni, pikam podobni mikrosklerociji, velikosti nekaj um,
ki so bili med seboj povezani z drobnimi hifami. Zdruzeni so bili v manjsih skupinah.
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Tip 5 so predstavljale splos¢ene in odebeljene hife (Slika 8e, Priloga G-4). Od mikoriznih
hif so se razlikovale po mo¢ni obarvanosti z barvilom tripan modro, po splos¢enosti in
neenakomernih odebelitvah hif. Podobne hife so bile kot DSE opisane v Botany Blog
(http://botany.thismia.com/2010/02/28/dark-septate-endophytes/). VV posameznih vzorcih
smo opazili tudi septirane hife (Priloga G-3).

Tip 6 so predstavljali zratnim mehurjem podobni mikrosklerociji, ki so prekrivali
prakti¢no celo koreninsko celico. Tip 6 smo opazili le pri rastlinah, ki smo jih odbrali za
molekulske analize, 10 mesecev po sajenju.

V LP I in LP II je bilo ve€ rastlin z DSE oz. koreninskimi endofiti v obravnavanjih,
katerim je bil dodan MI (Preglednica 17). Najvec¢ rastlin z DSE je bilov LP I in LP Il v
obravnavanjih Es+MI. Od vseh mikrosklerocijev je v LP I in LP Il prevladoval Tip 4 v LP
IT pa Tip 1 in Tip 3. V LP III so bile v obravnavanju Bj prisotne splos¢ene in odebeljene
hife. V vseh treh poskusih v obravnavanjih Sa in K, brez dodanega MI, mikrosklerociji
niso bili prisotni.

V LP Il so bili DSE ali nepoznani koreninski endofiti v skoraj vseh obravnavanjih, razen
Sa in K. Delez rastlin z mikrosklerociji je bil majhen.

Preglednica 17: Delez rastlin z DSE 0z. nepoznanimi koreninskimi endofiti v lonénih poskusih, 7 tednov po
sajenju (%)

Table 17: The part of plants with DSE or unknown root endophytes in pot experiments, 7 weeks after
planting (%)

Obravnavanje LP I LP1I LP 1l
Brez Ml Bj 60(Tip4,Tip2) O 30 (Tip 5)
Sa 0 0 0
Es 0 10 (Tip 4) 10 (Tip 4)
SOL 20 (Tip 4) 0 10 (Tip 4)
D 0 0 10 (Tip 1)
K 0 0 0
Z Ml Bj 20 (Tip 2) 40 (Tip 1) n.p.
Sa 20 (Tip 4) 20 (Tip 3) n.p.
Es 50 (Tip 4, Tipl) 40 (Tip1l) n.p.
SOL n.p. 0 n.p.
D 40 (Tip 4) 20 (Tip 3) n.p.
K 10 (Tip 4) 0 n.p.

n.p. - ni podatka

515 Molekulska identifikacija gliv z za¢etnimi oligonukleotidi, specifi¢nimi za
glomeromicete

Molekulska identifikacija mikoriznih gliv smo izvedli na rastlinah iz drugega lon¢nega
poskusa. Odbrali smo rastline iz tistih obravnavanj, ki so imele ob prvem pregledu
mikorizne kolonizacije (7 tednov po sajenju) vecji delez arbuskulov (K, K+MI; Slika 7) ali
mikrosklerocijev  DSE in nepoznanih koreninskih endofitov (Es, Es+MI, Sa+MlI)
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(Preglednica 17) in so na osnovi dolo¢itve mikorizne kolonizacije pod svetlobnim
mikroskopom najbolj izrazito predstavljali arbuskularno mikorizo in DSE. Iz odbranih
rastlin smo 10 mesecev po sajenju ponovno odvzeli vzorce korenin. Potek priprave
vzorcev in ocenjevanje parametrov mikoriznosti in DSE so podani v poglavju 4.1.8.3.
Ugotovili smo, da se je stopnja mikorizne in nemikorizne kolonizacije v nekaj mesecih
spremenila (Priloga S). Parametri mikoriznosti F%, M% in m% so bili po 10 mesecih v
povpreéju ve¢ji vV primerjavi z meritvami neposredno po sajenju, gostota arbuskulov (A%
in a%) pa nizja.

Zastopanost nemikoriznih struktur se je, v primerjavi z osnovnimi podatki, pri nekaterih
rastlinah bolj, pri drugih pa manj, spremenila. Na koreninah je bilo ob drugem odvzemu
prisotnih ve¢ mikrosklerocijev razli¢nih tipov. Na rastlini Es+MI 1 so bili na Cetrtini delov
korenin prisotni mikrosklerociji Tipa 1. Na Sa+MI 6 so bili ob prvem odvzemu prisotni
mikrosklerociji Tipa 3, ob dugem pa na eni petini delov korenin Tip 2. Na Es 10 je bil na
eni tretjini delov korenin prisoten Tip 4, na dveh tretjinah pa Tip 3. Na Es 6 so bili ob
prvem odvzemu prisotni mikrosklerociji Tipa 4, ob dugem pa Tip 6, za katere smo najprej
predvidevali, da so nastali zaradi napak pri obarvanju vzorca.

Iz odvzetih vzorcev korenin smo izolirali DNA (4.1.9.2) in jo pomnozili z razli¢nimi
zacetnimi oligonukleotidi (4.1.9.3).

5.15.1 PCR z zacetnima oligonukleotidoma AM1 in NS31
V PCR, Kkjer smo direkten produkt DNA vseh odbranih vzorcev pomnozili z zafetnima

oligonukleotidoma AML1 in NS31, smo zadostno koli¢ino produkta, priblizne velikosti 200
bp, dobili pri vzorcih 1C, 3C, 5C, 7C in 8C (Slika 9).

S -1C 2C3C4C5C6C7C8C

200 bp

Slika 9: Produkti PCR (AM1 in NS31) (dodan direkten produkt DNA)
Vzorci 1C,2C,3C,4C,5C,6C,7C in 8C; S - standard (lestvica 100 bp); — negativna kontrola

Figure 9: PCR products (AM1 and NS31) (direct product of DNA)
Samples 1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 6C, 7C and 8C S - standard (scale of 100 bp); - the negative control

V PCR z AM1 in NS31 so bili vkljuceni tudi direktni vzorci DNA iz koreninskega sistema
rastlin z veliko gostoto arbuskulov (vzorci 5, 6 in 7). V desnem delu elektroferograma
(Slika 10) je vidna majhna koli¢ina PCR produkta vzorcev SA in 6A, velikosti med 1500 in
2000 bp.
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5.1.5.2 PCR z zacetnima oligonukleotidoma MH?2 in MH4

V PCR z zacetnima oligonukleotidoma MH2 in MH4 je bilo vklju¢enih 8 (od 1 do 8)
direktnih produktov DNA iz LP Il (Preglednica 2).

Iz elektroferograma (Slika 10) je razvidno, da smo od vseh vzorcev, katerih DNA smo

pomnozevali z navedenima zacetnima oligonukleotidoma, zadostno koli¢ino produkta
DNA dobili pri vzorcih 2 in 3. Dobljena produkta sta bila med 300 in 400 bp.

"

S1 -12 34567 852:- 5ABATA

400 bp

300 bp i , - : 2000 bp
o~ P o SR

1500 bp

Slika 10: Produkti PCR (MH2 in MH4 ter AM1 in NS31)
Vzorci 1,2,3,4,5,6,7 in 8 (MH2 in MH4) ter 5A, 6A in 7A (AM1 in NS31); S1 - standard (lestvica 100 bp);
S2 - standard (lestvica 1kb); — negativna kontrola

Figure 10: PCR products (MH2 and MH4; AM1 and NS31)
Samples 1,2,3,4,5,6,7 and 8 (MH2 and MH4) and 5A, 6A and 7A (AM1 and NS31) S1 - standard (scale of
100 bp); S2 - standard (1KB scale); - negative control

Vzorce smo nadalje pomnozili z vgnezdeno PCR. Za pomnoZzevanje DNA smo uporabili
zacetna oligonukleotida AMI1 in NS31. Zadostno koli¢ino produkta smo dobili pri vzorcu

6B (Slika 11). Produkte z majhno koncentracijo DNA smo dobili pri vzorcih 7B in 8B.
Vzorec 6B je imel velikost med 500 in 600 bp.

S - 1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B

500 bp d ' ‘

Slika 11: Produkti vgnezdene PCR (AM1 in NS31)
Vzorci 1B,2B,3B,4B,5B,6B,7B in 8B; S - standard (lestvica 100 bp); — negativna kontrola

Figure 11: Products of nested PCR (AM1 and NS31)
Samples 1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B, 7B and 8B, S - standard (scale of 100 bp) - negative control
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5.1.5.3 PomnoZevanje za TTGE

Za TTGE smo produkte DNA iz prvega PCR (vzorci 5A, 6A in 7A), drugega PCR (vzorci
od 1 do 8B) in tretjega PCR (vzorci 1, 2, 3, 4 in 8C) (Slika 1) pomnozili z zacetnima
oligonukleotidoma NS31-GC in Glo1. Zacetni oligonukleotid NS31-GC s 30 bp dolgo GC
spono stabilizira talilne lastnosti fragmentov DNA v procesu analize TTGE. Za primerjavo
smo vkljuéili tudi vzorce Cylindrobasidium sp., Phialophora gregata in Glomus sp.

Zadostno koli¢ino produktov smo dobili pri vzorcih 6E, 4F, 8F, 5D, 6D, 7D, 2/24S, P.g. in
9M/2.

5.1.5.4 Analiza TTGE

1E 2F 3F 4F 5D 6D 6E S 2/ 2/ 9M 9M 7D 7E 8F8E P. 2/ S

2424 2 2 g. 26
cc
S NS N 6D 5D4F 3F

Slika 12: TTGE profili in izsek elektroferograma vzorcev 6D, 5D, 4F in 3F

Vzorci: 1E, 2F, 3F, 4F, 5D, 6D, 6E, 7D, 7E, 8E, 8F, 2/24 C S Cylindrobasidium laeve S — stara pomnozitev;
2/24 C N Cylindrobasidium laeve N — nova pomnozitev; 9M/2 S — Glomus sp. S — stara pomnozitev; 9M/2
N-— Glomus sp. N — nova pomnozitev; 2/26 — Pharotheca fissurella; P.g. — Phialophora gregata; S — standard
(lestvica 100 bp)

Figure 12: TTGE profiles and a part of electropherograms of samples 6D, 5D, 4F and 3F

Samples: 1E, 2F, 3F, 4F, 5D, 6D, 6E, 7D, 7E, 8E, 8F, 2/24 CS Cylindrobasidium laeve S - old multiplication,
2/24 CN Cylindrobasidium laeve N - new multiplication; 9M /2 S - Glomus sp. S - old multiplication; 9M / 2
N-Glomus sp. N - new multiplication; 2/26 - Pharotheca fissurella, Pg - Phialophora gregata, S - standard
(scale 100 bp)
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Produkte PCR smo raz¢lenili na posamezne komponente z molekulsko tehniko TTGE. 1z
poliakrilamidnega gela smo izrezali izbrane fragmente. Iz njih smo ekstrahirali DNA in jo
ponovno pomnozili z zaCetnima oligonukleotidoma NS31 in Glol. Za c¢iSenje smo
uporabili Wizard® SV Gel in PCR Clea-Up System.

TTGE profile nasih vzorcev DNA smo primerjali z Ze znanimi glivami Cylindrobasidium
laeve, Glomus sp., Pharotheca fissurella in Phialophora gregata, z identificiranim
nukleotidnim zaporedjem. Ugotovili smo, da se je TTGE profil naSega vzorca Stevilka 5
ujemal s profilom glive Cylindrobasidium laeve, profil 1 pa s profilom Glomus sp. Ostali
vzorci se niso ujemali s profili ze identificiranih gliv.

Iz TTGE smo izrezali 24 vzorcev (bendov), vendar jih je bilo za nadaljnje delo primernih
12(1,2,3,4,5,7,9, 10, 11, 12, 15, 17) (Preglednica 18).

Preglednica 18: Oznaka vzorca in Stevilka fragmenta izrezanega iz poliakrilamidnega gela ter oznaka klonov
za sekvenciranje

Table 18: Source and code of sample, code of sample on the polyacrylamide gel, and the number of the
fragment cut from the polyacrylamide gel

Izvor vzorca Oznaka Stevilka fragmenta ~ Oznaka klona za
nanesenega TTGE sekvenciranje
vzorca

Eruca sativa 1E 1,5 1b, 5a

Sinapis alba 2Aa

Eruca sativa 3F 3,4 3a, 4a

Eruca sativa 4F 2 2a

Kontrola 5D 6,7,8 7c

Kontrola 6E 9,10, 11, 12 9d, 10c, 11d, 12c

Kontrola 6D 13, 14, 15, 16, 17 15d, 17b

Kontrola TE 18, 19, 20, 21

Kontrola 8F 22,23,24

Po ligaciji in transformaciji smo za sekvenciranje pripravili 12 vzorcev (Preglednica 19).
Vzorce smo obdelali za potrebe sekvenciranja. Nukleotidna zaporedja smo identificirali s
pomocjo programskega paketa BLAST (Altschul n sod., 1997;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) in baze podatkov Gen Bank (NCBI).
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Preglednica 19: Identifikacija sekvenc iz TTGE

Tabel 19: Identification of sequences from TTGE

Fragment St Najblizji GenBank % (E vrednost
izTTGE akcesije v match podobnosti)
GenBank
1 DQ520098 Ceratobasidium sp.* 99% (4e-115)
D85646 Rhizoctonia sp. 98% (9e-112)
2 EU573762 Uncultured Glomus 99% (4e-115)
3 EU573765 Uncultured Glomus 98% (9e-112)
4 AJB852534 Glomus sp. 99% (4e-115)
7 AM946834 Uncultured Glomus 98% (9e-112)
9 EU332711 Glomus sp. 99% (9e-117)
Y17640 Glomus fasciculatum 99% (5e-114)
10 AM946834 Uncultured Glomus 98% (2e-113)
11 AM946834 Uncultured Glomus 98% (2e-113)
12 EU123454 Uncultured Glomus 99% (4e-115)
15 EU123454 Uncultured Glomus 99% (9e-117)
17 EU123460 Uncultured Glomus 97% (4e-110)

* Ceratobasidium sp.= telemorf glive Rhizoctonia sp.

V preglednici 19 so predstavljeni taksoni gliv, katerih sekvence so imele najvecji odstotek
ujemanja s pridobljenimi sekvencami. Ugotovili smo, da so vzorci 3F, 4F, 5D, 6D in 6E
vsebovali genetsko sorodne vrste Glomus (Uncultured Glomus), vzorca 3F in 6D Glomus
sp. ter 6D Glomus fasciculatum. V vzorcu 1E smo dolo¢ili Ceratobasidium/Rhizoctonia
kompleks, ki je lahko potencialno DSE skupina gliv (Yuan in sod., 2010).

5.1.6 Molekulska identifikacija gliv z za¢etnimi oligonukleotidi za regijo ITS
5.1.6.1 PCR z zacetnima oligonukleotidoma ITS1finITS4

V PCR Iz ITS 1f in ITS 4 je bilo vklju¢enih 12 vzorcev, od katerih je bilo 8 direktnih
produktov DNA iz LP Ill in 4 direktni produkti DNA iz LP Il (Preglednica 8, Priloga T).
V vzorcih 4 in 7 ni bilo mikrosklerocijev; v vzorcu 1, 2 in 8 zelo malo; v vzorcu 10 le Tip
2; v vzorcu 11 Tip 6; v vzorcu 6 Tip 4 v velikem delezu; v vzorcih 5in 9 Tip 1 in Tip 2; v
vzorcih 3 in 12 pa so bili v ve¢jem delezu prisotni mikrosklerociji skoraj vseh oblik.

Produkte z zadostno koncentracijo DNA smo dobili pri skoraj vseh vzorcih, razen pri
vzorcu 10 (Slika 13). Velikost vzorcev se je gibala med 600 in 1000 bp.
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S 23 51267 811109 14S

1000 bp
500 bp

Slika 13: Produkti PCR (ITS 1fin ITS 4)
Direkten produkt DNA vzorcev od 1 do 12; S - standard (lestvica 1kb)

Figure 13: PCR products (ITS 1F and ITS 4)
DNA direct product of samples from 1 to 12, S - standard (scale 1KB)

5.1.6.2 PCR z zacetnima oligonukleotidoma ITS 4 in ITS 3 GC

V PCR je bilo kljuc¢enih vseh 12 vzorcev (od 1A do 12A). Produkte velikosti med 300 in
400 bp smo dobili v vseh vzorcih.

5.1.6.3 Analiza TTGE

Produkte PCR od 1B do 12 B smo nanesli na polakrilamidni gel. Na izrazito slabo
obarvanem elektroferogramu (Slika 14) smo odbrali 16 fragmentov (bandov), ki smo jih
izrezali, ekstrahirali DNA in jo ponovno namnozili (Priloga U). Odbrali smo 8 fragmentov
(Preglednica 20), ki smo jih po ligaciji in transformaciji pripravi za sekvenciranje. Uspele
so §tiri dolocitve (Preglednica 21). Od teh so bile Glomus intraradices, Microdiplodia sp.
in dve nepoznani glivi.

Preglednica 20: Izvor vzorca in Stevilka fragmenta, izrezanega iz poliakrilamidnega gela

Table 20: Source of sample and the number of the fragment cut from the polyacrylamide gel

Izvor vzorca Stevilka fragmenta

TTGE
Brasica juncea /
Eruca sativa /
Brasica juncea il
Sinapis alba 25
Segrevanije tal 12,13
Kontrola 6,10
Eruca sativa 7,8,11,14
Sinapis alba 9,15
Eruca sativa + Ml 3,16
Sinapis alba +MI 4
Eruca sativa /
Eruca sativa /
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Slika 14: TTGE profili
Vzorci od 1 do 16; S - standard (lestvica 100 bp)

Figure 14: TTGE profiles
Samples of 1 to 16, S - standard (scale 100 bp)

Preglednica 21: Identifikacija sekvenc DSE in nepoznanih koreninskih endofitov

Table 21: Identification of sequences of DSE and unknown root endophytes

Fragment St akcesije v Najblizji GenBank % (E vrednost
iz TTGE GenBank match podobnosti)

1 AJ567763 Glomus intraradices 98% (0,0)

5 - - -

6 EU003028 Uncultured fungus 98% (8e-178)

8 - - -

10 EU003028 Uncultured fungus 99% (0,0)

12 - - -

14 - - -

16 EF432267 Microdiplodia sp. 98% (5e-172)
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5.2 Poljski poskus
5.2.1  Vpliv alternativnih metod razkuZevanja na parametre rasti in rodnosti jagod
5.2.1.1 Intenzivnost rasti jagod

Intenzivnost rasti jagod se je v nasih poskusih najbolj izrazala v $tevilu in velikosti listov,
Stevilu poganjkov na rastlino, premeru koreninskega vratu ter bujnosti izras¢anja zivic. V
poljskem poskusu, ki je vkljuCeval zelo veliko Stevilo rastlin, smo intenzivnost rasti
ovrednotili s Stevilom listov in Zivic v jeseni po sajenju (september, oktober 2002).

Povprecno Stevilo listov na rastlino, tri mesece po sajenju, je bilo najvecje v obravnavanju,
kjer smo tla kemi¢no razkuzevali z dazometom (Priloga K). Po intenzivnosti rasti se
rastline statisti¢no niso razlikovale od rastlin, ki so bile posajene v obravnavanjih, v katerih
sta bili zaorani biocidni rastlini Sa in Es. V ostalih obravnavanjih, vkljuéno s kontrolo, je
bila rast rastlin manjsa ali izenaCena. Najnizjo oceno rasti 1,7 (najvi§ja ocena - 3) SO
dosegle rastline v obravnavanjih SOL PF 9 in SOL CF 6. Najbolj$o rast (ocena - 2,7) SO
imele jagode v obravnavanjih z biocidnima rastlinama Bj in Es. V poskusu ni propadla
nobena rastlina.

Rast Zivic je bila med obravnavanji dokaj izenaCena (Priloga K). Prav tako kot pri
izraS€anju listov, je bila rast Zivic najbolj bujna v obravnavanjih D, Sa in Es, najmanjsa pa
v obravnavanju SOL CF 9.

5.2.1.2 Rodnost jagod

Parametre rodnosti so poleg mase pridelka na rastlino predstavljali tudi intenziteta
cvetenja, Stevilo plodov in povpre¢na masa plodu v celotnem obiranju. Cvetenje je bilo v
vseh obravnavanjih zelo izenaceno (Priloga L). Razlike niso bile statisti¢no znacilne. V
povprecju je bilo najve¢ cvetov na rastlino v obravnavanju D, najmanj pa v K. Maso
pridelka na grm smo spremljali dve rodni leti (Slika 15).V kolic¢ini pridelka je v prvem letu
statisti¢no odstopalo le obravnavanje z biocidno rastlino Sa v primerjavi s SOL CF 6 in 9
ter SOL PF 9. Drugi najvecji pridelek je bil dosezen v kontroli, vendar se od ostalih
obravnavanj ni statisti¢no razlikoval.

Podobni so bili rezultati tudi pri Stevilu plodov, kjer sta se statisti¢cno med seboj razlikovali
le obravnavanji Sa in SOL CF 6. Vsa ostala obravnavanja so bila med seboj izenagena.
Razlike v povpreéni masi plodu so bile med obravnavanji statisticno znacilne, vendar
dejansko izredno majhne in nepomembne (Priloga L).

V drugem letu so bile razlike v povprecnem pridelku med obravnavanji majhne. Razlika je
bila opazna le v razmerju med obravnavanjem Vf, kjer so rastline dosegle najvecji pridelek
In so se statisti¢no znacilno razlikovale od najmanjsega pridelka v obravnavanju D in SOL
CF 6. Skupna koli¢ina pridelka v drugem letu je bila ve&ja od pridelka v prvem letu za 67
%.
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Slika 15: Povpre¢na masa pridelka na grm v prvem in drugem letu poljskega poskusa

Stolpec prikazuje povpreéje + SN.Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami pri enotno obarvanih stolpcih, se
statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga L in M)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 =
solarizacija - prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 =
solarizacija - ¢rna folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢ra folija - 9 tednov; D = dazomet; K =
kontrola)

Figure 15: Average yield per bush in the first and second year in the field experiment

Column shows the average + SE. Values marked with different letters in a united-colored columns are
statistically different at p <0.05 (ANOVA, Duncan's test) (Annex L and M)

(Bj = Brassica juncea, Sa = Sinapis alba, Es = Eruca sativa, Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 =
Solarization - transparent foil - 6 weeks; SOL PF 9 = Solarization - transparent foil - 9 weeks; SOL CF 6 =
Solarization - black foil - 6 weeks; SOL CF 9 = Solarization - black foil - 9 weeks, D = dazomet, K = control)

5.2.2  Vpliv alternativnih metod razkuZevanja tal na prisotnost plevelnih rastlin

Stevilo plevelov, ki smo jih prvi¢ teli 18 dni po sajenju in drugi¢ 53 dni po sajenju jagod,
je med obravnavanji zelo nihalo, vendar se podatki med seboj statisticno niso razlikovali.
V obravnavanjih, kjer so bile posejane rastline za podor, je bilo Stevilo plevelov vecje kot v
obravnavanjih SOL, D in K. Po velikem Stevilu plevelov je izstopalo obravnhavanje Vf, Ki
se je edino statisti¢no razlikovalo od kemic¢nega razkuzevanja z dazometom, kjer je bilo
najmanj plevelnih rastlin. Obravnavanja Bj, Sa, Es in bob se od kontrole, kjer so zaorano
organsko snov predstavljale le posamezne plevelne rastline, ki so se razrasle med
okopavanji, niso statisti¢no znacilno razlikovala.

Iz slike 16 je razvidno, da se je obravnavanju D, po delovanju na plevelne rastline, najbolj
priblizalo delovanje SOL PF 9. Visoke temperature pod prozorno folijo so verjetno unicile
seme plevelnih rastlin. Iz slike je tudi razvidno, da je bilo Stevilo plevelov ob prvem Stetju,
po 18 dneh, v vseh obravnavanjih zelo izenac¢eno. Ob drugem Stetju, ki smo ga izvedli 53
dni po sajenju, so postale razlike bolj oCitne. Domnevamo, da je imela na rast plevelov
veliko vpliva dodana organska snov, ki se je zacela po dolo¢enem Casu mineralizirati.
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Vplivala je tudi na zra¢nost substrata in s tem na boljSe kalilne in rastne pogoje za jagode
in plevelne rastline.
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Slika 16: Stevilo plevelov na sadilno mesto v poljskem poskusu

Stolpec prikazuje povprecje = SN.Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, pri enotno obarvanih stolpcih, se
statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga N)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 =
solarizacija - prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 =
solarizacija - ¢rna folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K =
kontrola)

Figure 16: Number of weeds in planting place in the field experiment

Column shows the mean + SE. Values marked with different letters are statistically different at p <0.05
(ANOVA, Duncan's test) (Annex N)

(Bj = Brassica juncea, Sa = Sinapis alba, Es = Eruca sativa, Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 =
Solarization - transparent foil - 6 weeks; SOL PF 9 = Solarization - transparent foil - 9 weeks; SOL CF 6 =
Solarization - black foil - 6 weeks; SOL CF 9 = Solarization - black foil - 9 weeks, D = dazomet, K = control)

5.2.3  Mikorizna in nemikorizna kolonizacija korenin jagod

V poljskem poskusu so bile razlike v mikoriznosti med obravnavanji neizrazite (Slika 17,
Priloga V), statisti¢no neznacilne. F% je bila najvecja v obravnavanjih s ¢rno folijo (SOL
CF 6 in SOL CF 9) vendar se je statistiéno znacilno razlikovala le od obravnavanja, v
katerem je bil zaoran drobnoplodni krmni bob (V).

M% se med obravnavanji ni statisticno razlikovala (Priloga V). V povpre¢ju je bila, v
primerjavi z ostalimi obravnavanji, najvecja v obravnavanjih s prozorno folijo in najmanjsa
v obravnavanjih z biocidnimi rastlinami. Vrednosti m% so se med obravnavanji
razlikovale podobno kot vrednosti M%.

A% se med obravnavanji ni statisti¢no razlikovala. Vrednosti so bile izredno majhne, od

0,3 do 1,3 %. Nekoliko vecja je bila le A% v kontroli (1,1 %) in v obravnavanju s Sa (1,3
%).
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Razlike v gostoti arbuskulov v koloniziranih delih korenin so bile v primerjave z A%
nekoliko vecje, vendar sta se med seboj statisti¢no razlikovali le gostoti v obravnavanju
SOL CF 9 in Sa. Med vsemi ostalimi obravnavanji ni bilo statisticno znacilnih razlik.
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Slika 17: Frekvenca mikorize (F%) v poljskem poskusu

Stolpec prikazuje povpre€je (n = 5) + SN. Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo
pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test) (Priloga H)

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 =
solarizacija - prozorna folija — 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija — 9 tednov; SOL CF 6=
solarizacija - ¢rna folija — 6 tednov; SOL CF 9= solarizacija - ¢rna folija — 9 tednov; D = dazomet; K =
kontrola)

Figure 17: Frequency of mycorrhiza (F%) in the field experiment

Column shows the mean (n = 5) + SE. Values marked with different letters are statistically different at p
<0.05 (ANOVA, Duncan's test) (Annex H)

(Bj = Brassica juncea, Sa = Sinapis alba, Es = Eruca sativa, Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 =
Solarization - transparent foil - 6 weeks; SOL PF 9 = Solarization - transparent foil - 9 weeks; SOL CF 6 =
Solarization - black foil - 6 weeks; SOL CF 9 = Solarization - black foil - 9 weeks, D = dazomet, K = control)

Vezikle smo v rastlinah spremljali so¢asno z mikorizno Kkolonizacijo. Razlike med
obravnavanji niso bile statisti¢no znacilne. V povprecju, ne glede na obravnavanja, so bili
vezikli prisotni pri 43,5 % rastlin (Priloga Z). Najve¢ rastlin z vezikli je bilo v
obravnavanjih pod prozorno folijo, najmanj pa v obravnavanjih Vf in Sa. Majhno $tevilo
rastlin z vezikli je bilo v obeh obravnavanjih s ¢rno folijo, kar je nasprotno v primerjavi s
frekvenco mikorize. Predvidevamo, da je priSlo do napake v razlikovanju med vezikli in
veziklom podobnimi mikrosklerocij. Pri lonénih poskusih smo upostevali razlike med
vezikli mikoriznih gliv in mikrosklerociji nemikoriznih gliv.

Prisotnost nemikoriznih mikrosklerocijev na koreninah se je med obravnavanji razlikovala
(Priloga Z). Razlike med obravnavanji niso bile statisticno znalilne. Najve¢ rastlin z
nemikoriznimi mikrosklerociji je bilo v obravnavanju SOL PF 6, D in SOL CF 9, najman;
pa v obravnavanjih Sa in VT (3,3 %) ter v kontroli (4,8 %). Biocidne rastline niso izrazito
vplivale na delez rastlin z nemikoriznimi mikrosklerociji.
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5.3 Primerjava vplivov alternativnih metod razkuZevanja na jagode
5.3.1 Primerjava med lon¢nimi in poljskim poskusom

V lonénih poskusih sta bili masa listov in Stevilo plodov, v primerjavi s poljskim
poskusom, izrazito manjsi. Razlog za razliko je bil v razli¢nih tipih sadik, ki smo jih v
poskusih sadili. V poljskem poskusu smo sadili frigo sadike, v lon¢nih poskusih pa izrazito
Sibke, tkivno vzgojene sadike. Razlike so bile tudi med posameznimi lon¢nimi poskusi.
Razlog je bil v razlicnem obdobju sajenja poskusov, razli¢ni starosti mikoriznega
inokuluma, prepolovljeni koli¢ini dazometa v LP Il in v izpadu obravnavanja SOL+MI v
LP I. Za primerjavo med posameznimi poskusi nismo vzeli absolutnih vrednosti meritev
posameznega dejavnika v posameznem LP, ampak povprecje, ki je le nakazalo trend
posameznega obravhavanja.
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Slika 18: Povpreéno $tevilo plodov na rastlino v vseh lon¢nih poskusih v primerjavi s sorodnimi

obravnavanji v poljskem poskusu

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija (lon¢ni poskusi ) podatek za
poljski poskus SOL PF 9;D = dazomet; K = kontrola)

Figure 18: The number of fruits per plant in each pot experiments compared with similar treatments in the
field experiment

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = Solarization (pot experiments), SOL PF
9 - data for field trial; D = dazomet; K = control)

Povprecno Stevilo plodov v lon¢nih poskusih smo v obravnavanjih brez MI izracunali na
osnovi treh poskusov, obravnavanja z MI pa na osnovi dveh poskusov. Izjema je bilo
obravnavnje SOL+MI, ki temelji zgolj na LP I1. Podatki niso bili statisti¢cno ovrednoteni. V
primerjavi povprecnega Stevila plodov iz vseh lon¢nih poskusov s Stevilom plodov v
poljskem poskusu (Slika 18), je bila bistvena razlika med stevilom plodov v lon¢nih in
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poljskem poskusu. Povpre¢no Stevilo plodov v lonénih poskusih je nihalo med 3 in 8
plodov na rastlino, v poljskem poskusu pa med 43 in 52.

V lonénih poskusih je bilo povprecno Stevilo plodov v obravnavanjih brez dodanega Ml v
obravnavanjih Bj in Es vecje kot v obravnavanjih z MI. V ostalih obravnavanjih je bilo
Stevilo plodov v obravnavanjih z M1 vecji kot v obravnavanjih brez M1

V lon¢nih in poljskem poskusu je bil najvecji pridelek (glede na stevilo plodov) dosezen v
obravnavanjih Sa. Med obravnavanji kemi¢nega razkuzevanja (D) v lon¢nih in poljskem
poskusu, so bile razlike v Stevilu plodov velike. V poljskem poskusu je bil dosezeni
pridelek na kemi¢no razkuzenih parcelah velik (takoj za Sa), v lon¢nih poskusih pa izrazito
majhen ali pa ga ni bilo.

V lon¢nih poskusih sta obravnavanju Sa sledili obravnavanji Es in Bj ter nato K in SOL.

5.3.2 Primerjava vplivov alternativnih metod razkuZevanja na merjene
parametre

Alternativne metode razkuzevanja SO Vv primerjavi s kontrolo (z in brez MI) v lon¢nih
poskusih znacilno vplivale na posamezne parametre (pozitivno - rde¢e in oranzno obarvana
polja; brez vpliva — rumeno obarvana polja; negativno - svetlo in temno sivo obarvana
polja). V poljskem poskusu odstopanj v obravnavanjih, razen v Stevilu listov med D in K
ter delezu DSE o0z. nepoznanih koreninskih endofitov v obravnavanju SOL PF 6 v
primerjavi s kontrolo, ni bilo.

V prvem lonénem poskusu je imela, v primerjavi s kontrolo, najve¢ pozitivnih uéinkov
biocidna rastlina Sa in sicer v obravnavanjih z in brez mikoriznega inokuluma. Najve¢
pozitivnih vplivov v primerjavi med inokuliranimi obravnavanji in neinokulirano kontrolo
je bilo prav tako dosezenih pri Sa. V LP II je bil vpliv Sa nekoliko manj izrazit le v
primerjavi inokuliranih obravnavanj, kjer je bil bolj izrazit vpliv Bj. V primerjavi s
kontrolo je bil izrazen negativen vpliv Sa na gostoto arbuskulov v inokuliranih in
neinokuliranih rastlinah. VV LP 11l je bil vpliv vseh treh biocidnih rastlin v primerjavi s
kontrolo velik.

Vse alternativne metode razkuzevanja so imele najvecji vpliv na zapleveljenost, nato na
rast jagod o0z. listno maso, Stevilo plodov in DSE 0z. nepoznane koreninske endofite. Vpliv
razkuzevanja na mikorizno kolonizacijo jagod je bil neizrazit (rumeno obarvana polja).
Negativen vpliv (sivo obarvana polja) je bil le pri kemi¢nem razkuzevanju z dazometom v
LP I'in LP II, ter v neinokuliranih obravnavanjih drugega loncnega poskusa. Z inokulacijo
rastlin z mikoriznim inokulumom ob sajenju se je morebitni negativen vpliv aternativnih
metod na mikorizne glive v vseh obravnavanjih iznic¢il. V vseh poskusih sta na delez rastlin
z DSE oz. nepoznanih koreninskih endofitov imeli velik vpliv obravnavanji Es in Bj.
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Lonéni | Obravnavarja Masa | Stple | Stple | Foe M% | m% | A% a% DSE
poskus listov | dov. velow, o
girastl | rasfl. | rastl
LPI Menokulirana j 1.6
obravnavara’
Me inokulirana
kontrola
Inokulirana
obravnavara’
Inokulirana
kontrola
Inokulirana
obravnavara’
Memokhilirana
kontrola
LFII Memokulirana
cbravnavama’
Memokulirana
kontrola
Inokulirana 09
cbravnavama’ 03 0.5
Inckulirana 1.0 1.0 0.8 0.8
kontrola 0o 0.2 0o 1.0
0.6 0,7 0.6 1.0
Inokulirana 1.5 0,7
obravnavarja 0.8 0.7 03 200
Neinoklulirana 1.0 1,5 14 1.0 0.6
kontrola 13 12 1.0 0.8 0.0
D 0.9 0.9 a,7 0.8 200
LFIII MNeinokulirana Ej 20 1.0 25 0.6
cbravnavama/ Sa f 1.5 08 1.0 0.1 0.0
MNeinokulirana E= 3.8 12 1.1 20 100
kontrola 0.9 03 04 0.0 03 100
D 12 15 04 0.3 0.2 0.0 0.0 10,0

Slika 19: Vpliv alternativnih metod razkuZevanja tal na rast in rodnost jagod, zaplevalejnost ter na AM in
DSE kolonizacijo korenin jagod v inokuliranih in neinokuliranih obravnavanjih v primerjavi z inokulirano in
neinokulirano kontrolo v treh lon¢nih poskusih

(rdeca polja — statisti¢no znagilno izrazito boljsa od kontrole - **; oranzna polja - statistiéno znaéilno boljsa
od kontrole - *; rumena polja — rezultati se statisti¢no ne razlikujejo od kontole; svetlo siva - statisti¢no
znacilno slabsa od kontrole - *; temno siva - statisti¢no znacilno izrazito slab$a od kontrole - **)

Figure 19: The effect of alternative methods of soil disinfection on growth and yield of strawberries, weeds
and the AM and DSE colonization of strawberry roots in the inoculated and inoculated treatments compared
to the inoculated control and neinokulirano in three pot experiments

(red - statistically significantly much better than the control - **; orange - significantly better than the control
- * yellow - the results are not statistically different from the control, light gray - significantly worse than
the control - *; dark gray - statistically significantly more worse than the control - **)
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Medsebojni vpliv mikorizne kolonizacije, listne mase (oz. Stevila listov v poljskem
poskusu) in Stevila plodov smo preucevali tudi z linearno regresijsko funkcijo.

Povezavo med spremenljivkami smo ovrednotili s koeficientom korelacije. V poljskem in
vseh lon¢nih poskusih smo ugotovili pozitivno korelacijo med rastjo in rodnostjo (Primer
LP I - Slika 20). Tudi v tej primerjavi sta najvi§jo vrednost dosegli obravnavanji Sa+MlI in
Sa. Medsebojni vpliv mikorizne kolonizacije (F%) in rasti (masa listov) smo s 95 %
verjetnostjo lahko potrdimo le v LP Ill. Povezava med ostalimi parametri mikorizne
kolonizacije in rastjo (maso listov) ni bila dokazana. V povezavi med rodnostjo (Stevilo
plodov) in parametri kolonizacije (F% in M%) smo pozitivno korelacijo ugotovili le v LP |
(LP I —Slika 21 in Slika 22) in v LP 1II.

V LP I in LP III je rodnost (Stevilo plodov) v zelo velikem delezu (F%: LP I -57,7% in LP
I -70,7%; M%: LP I - 56,8% in LP Il - 72,1%) pojasnjena s frekvenco in intenziteto
mikorize.
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Slika 20: Korelacija med $tevilom plodov na rastlino in maso listov v LP |

Pearsonov koeficient R = 0,66 pri p < 0,05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola,
- MI = brez mikoriznega inokuluma; + MI = z mikoriznim inokulumom)

Figure 20: The correlation between the number of fruit per plant and the mass of the leaves in LP
Pearson's coefficient R = 0.66 at p <0.05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control;
-MI = uninoculated; +MI = inoculated with mycorrhizal inoculum)
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Slika 21: Korelacija med $tevilom plodov na rastlino in frekvence mikorize (F%) v LP |

Pearsonov koeficient R = 0,76 pri p < 0,05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola,
- MI = brez mikoriznega inokuluma; + MI = z mikoriznim inokulumom)

Figure 21: The correlation between the number of fruits per plant and the frequency of mycorrhiza in the LPI
Pearson's coefficient R = 0.76 at p <0.05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control,
-MI = uninoculated; +MI = inoculated with mycorrhizal inoculum)
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Slika 22: Korelacija med stevilom plodov na rastlino in intenziteto mikorize (M%) v LP |

Pearsonov koeficient R = 0,75 pri p < 0,05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola,
- Ml = brez mikoriznega inokuluma; + MI =z mikoriznim inokulumom)

Figure 22: The correlation between the number of fruits per plant and the intensity of mycorrhiza in LP |
Pearson's coefficient of R = 0.75 to p <0.05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alb; Es = Eruca sativa; SOL = solarization; D = dazomet; K = control,
-MI = uninoculated; +MI = inoculated with mycorrhizal inoculum)

70



Koron D. Pomen alternativnih metod razkuzevanja tal...mikorize jagode (F. X ananassa Duch.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

5.3.3  Medsebojni vplivi merjenih parametrov

Z razlicnimi metodami razkuzevanja smo v tla ali substrate vnesli razlicne koli¢ine hranil
in organske snovi, ki so vplivali na rast in pridelek jagod, delno pa tudi na kolonizacijo z
mikoriznimi glivami. Ker smo analizo substratov po obiranju izvedli le v LP Il v
obravnavanjih brez dodanega MI, smo vpliv alternativnih metod na posamezne parametre
lahko spremljali le v tem poskusu. Najvecje $tevilo plodov in maso listov smo dosegli v
obravnavanju z biocidnimi rastlinami. Iz primerjav med posameznimi grafikoni (Slika 23)
lahko sklepamo, da sta parametra rasti in rodnosti jagod v veliki meri odvisna od deleza
organske snovi ter koli¢ine K ter P v tleh. Mikorizna kolonizacija (F%) na rast in pridelek
ni imela bistvenega vpliva, saj je bila pri vi§jih vsebnostih P in K (biocidne rastline),
frekvenca mikorize manjsa.
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Slika 23: Vpliv dostopnega P in K ter organske snovi in frekvence mikorize na §tevilo plodov in listno maso
jagod v obravnavanjih brez mikoriznega inokuluma v LP 11

Figure 23: Influence of available P and K, and organic matter and frequency of mycorrhiza on fruit number
and mass of leaves in uninoculated treatment in LP |1
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6 RAZPRAVA

Rezultatov vpliva posameznih tehnoloskih ukrepov v kmetijski pridelavi na fiziologijo in
morfologijo pridelovanih rastlin je malo, Se manj pa je raziskav vpliva tehnoloskih ukrepov
na zivljenjski prostor rastline oz. na organizme, ki zZivijo v simbiozi z gojenimi kmetijskimi
rastlinami.

V nasi raziskavi smo ugotovili ugoden ali nevtralen vpliv, v nekaterih primerih pa tudi
negativen vpliv zelenega gnojenja z biocidnimi in nebiocidnimi rastlinami ter solarizacije
na rast in rodnost jagod ter razvoj koristnih mikoriznih gliv v tleh. Biofumigacija in
solarizacija, kot dve izmed najbolj perspektivnih alternativnih metod razkuzevanja tal,
lahko kot del kolobarja skrajsata trajanje tradicionalnega kolobarja ter s tem pripomoreta k
vedji rodovitnosti tal. Poleg organske snovi in zalozenosti s hranili vplivata tudi na ugodno
razmerje med koristnimi in skodljivimi talnimi MO.

6.1  Alternativne metode razkuZevanja tal in zaloZenost s hranili

Z zaoravanjem biocidnih in nebiocidnih rastlin v tla vnesemo organsko snov, zato ta ukrep
imenujemo tudi zeleno gnojenje (Lazzeri in sod., 2009). Zeleno gnojenje s kriznicami sodi
med alternativne metode, ki ima poleg vpliva na Skodljive talne organizme tudi veliko
hranilno vrednost za gojene kmetijske rastline. Bj in Sa sta rastlini, ki imata znacilen
dusic¢ni cikel, pri katerem je visek izlo¢anja dusika od 30 do 50 dni po zaoravanju, zato je
N iz zaorane rastlinske snovi pomemben za slede¢o kulturo (Smith in sod., 2004; Marchetti
in sod., 2008). V nasem poljskem poskusu smo z zaoravanjem Bj v tla vnesli 4,1 kg
organske snovi na m?, s Sa 2,3 kg organske snovi na m?, z Es 3,2 kg organske snovi na m*
in z Vf 5,7 kg organske snovi na m?, podobno kot v poljskih poskusih drugih raziskovalcev
in uporabnikov biofumigacije (Lazzeri in sod., 1999; Lazzeri in Manichi, 2001). Kljub
temu, da smo v poljskem poskusu s Sa v tla vnesli najmanj organske snovi v primerjavi z
Bj in Es, je na pridelek v prvem in drugem letu Sa najugodneje delovala. Vpliv Sa na
pridelek je bil najve¢;ji tudi v lon¢nih poskusih. Masa dodanih rastlin na volumen zemlje je
bila v lon¢nih poskusih ve¢ja. V primerjavi s poljskim poskusom, pri Sa kar za 5 krat. Po
zaklju¢enem drugem lon¢nem poskusu je bilo v obravnavanjih z biocidnimi rastlinami v
substratu od 10 do 31 % vec organske snovi kot v kontroli. V' primerjavi s kontrolo je bil
vedji tudi delez skupnega N, dostopnega K in dostopnega P, z izjemo v obravnavanju Bj.
Koli¢ina organske snovi v substratu je bila, v primerjavi s koli¢ino organske snovi v zemlji
pred tretiranjem, povecana tudi v obravnavanjih SOL, D in K, kar je bilo verjetno
posledica gostega koreninskega sistema jagod, ki je prepletal celotno koreninsko grudo
odvzetega vzorca. Koli¢ina dostopnega kalija je bila v obravnavanjih SOL, D in K majhna
zaradi porabe jagod za rast in pridelek. V obravnavanju z dazometom je bila koli¢ina
dusika v substratu enaka kot v obravnavanju z Bj.

Dazomet nedvomno vpliva na vecji pridelek jagod s svojim biocidnim in hranilnim
delovanjem. Po uporabi dazometa je v tleh prisotna vecja koli¢ina duSika kot v kontrolnih
obravnavanjih (Harris, 1991; Eitel, 1995). Glede na to, da je bilo delovanje biocidnih
rastlin na AM, v primerjavi s kontrolo nevtralno ali delno ugodno, sklepamo, da je na rast
in pridelek v nasih poskusih v najvecji meri vplivala organska snov oz. hranila, ki so se
sproscala iz biocidnih rastlin. Pri sprejemanju makro in mikroelementov v rastlino imajo
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nedvomno velik pomen mikorizne glive. Paraskevopoulou-Paroussi in sod. (1997) so ob
meritvah z AM inokuliranih jagod na izrazito s P slabo zalozenih tleh, pri mikoriznih
rastlinah, v primerjavi z nemikoriznimi, ugotovili povecano suho snov, povecano koli¢ino
P v listih, vecje stevilo in velikost listov ter vecje Stevilo poganjkov in Zivic. Koncentracija
K, Ca in Mg je bila v vseh obravnavanjih enaka, ne glede na stopnjo mikorizne
kolonizacije. Soodvisnost zivih in nezivih dejavnikov tal se izrazi v razmerju med AM in
P. Vecja zaloZenost tal s P ima negativen vpliv na AM, zato je v nasadih potrebno zmerno
gnojenje (Vestberg in sod., 2002; Stewart in sod., 2005). Mikorizna kolonizacija tkivno
vzgojenih sadik jagod niha glede na dodano koli¢ino P. Nemikorizne rastline za isti
pridelek potrebujejo ve¢ P kot mikorizne rastline (Sharma in Adholeya, 1994).

V drugem lon¢nem poskusu, kjer smo analizirali vzorce substratov pred in po poskusu, je
bilo razmerje med zaloZenostjo s P in frekvenco mikorize zelo izrazito. V obravnavanjih,
kjer je bil delez P vecji, je bila frekvenca mikorize manjsa in obratno.

V poljskem poskusu smo v tla najve¢ organske snovi vnesli v obravnavanju Vf, vendar se
pridelek od obravnavanj z biocidnimi rastlinami, ki so imele manjSo maso, ni statisti¢no
razlikoval. Frekvenca mikorize v obravnavanju VT je bila najmanjsa. Glede na to, da
gnojenje statistiéno znacilno ne zmanjsa stopnje kolonizacije z mikoriznimi glivami, tudi
zaoravanje organske snovi (zeleno gnojenje) ne bi smelo vplivati na zmanjS$anje
mikoriznosti (Williams in sod., 1992). Ker biocidne rastline zavirajo rast skodljivih
organizmov, je vkljucevanje biocidnih rastlin v kolobar najboljSa tehnoloska reSitev
(Kirkegaard, 1996; Charron in Sams, 1999; Gengotti, 2001). K ve¢ji u¢inkovitosti izrabe
organske snovi v tleh pripomore solarizacija, ki vpliva na pospeseno mineralizacijo
organske snovi, kar ima neposreden vpliv na rastline.

6.2 Vpliv alternativnih oblik razkuZevanja tal na parametre rasti in rodnosti
jagod

Intenzivnost rasti in rodnost oz. pridelek sta najbolj vidna parametra uspesnosti gojenja
vsake kmetijske kulture. Na rast in rodnost jagod imajo velik vpliv sorta, tehnologija,
klimatske razmere, tip tal, zdravstveno stanje rastlin, mikroorganizmi v tleh in drugo.

6.2.1  Biofumigacija

Kolobarjenje z ustreznimi kmetijskimi rastlinami je eden izmed tehnoloskih ukrepov, ki v
pridelavi jagod predstavlja uc¢inkovito razkuzevanje tal. Z rastlinami za zeleni podor kot so
indijska trava (Sorghastrum avenaceum), sudanska trava (Sorghum bicolor x S. sudanese),
graSica (Vicia villosa), Zametnica (Tagetes patula), ajda (Fagopyrum esculentum), okrasna
trava - vejicasto proso (Panicum virgatum) in dr., vplivamo na rodovitnost tal in s tem
neposredno na vecji pridelek ter na talne MO, ki zmanjSujejo negativen vpliv ponovnega
sajenja jagod na isto parcelo (avtotoksi¢nost). Pozitivne povezave med rastjo in rodnostjo
jagod sicer ne moremo vedno dokazati (Seigies in Pritts, 2006). Rastline za zeleni podor na
rodnost vplivajo posredno, preko fizikalnih lastnosti tal, vlage, prisotnosti skodljivih
organizmov in dr. V primerjavi z biocidnimi rastlinami ima razkuzevanje tal z MB vecji,
hitrejsi in bolj neposreden vpliv na rast gojenih rastlin (Seigies in Pritts, 2006; Lazzeri in
sod., 1999, 2009).
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V lon¢nih poskusih je v povpre¢ju na rast in stevilo plodov, v primerjavi s kontrolo in
kemi¢nim razkuzevanjem, imela najvecji vpliv Sa. Ucinek delovanja je bil povecan ob
dodajanju MI. Iz tega lahko sklepamo, da ucinek delovanja Sa ni povezan le z organsko
snovjo, ampak tudi z vsebnostmi posameznih GSL (Arcuti in sod., 2001). Vpliv Sa se je le
malo razlikoval od vpliva Es. V poljskem poskusu je Bj od biocidnih rastlin imela
najmanjsi vpliv na rast in rodnost. V lon¢nih poskusih je Bj zelo razlicno delovala na
parametre rasti in rodnosti, vendar od Sa in Es ni bistveno odstopala. Podatki iz nasih
poskusov med seboj niso popolnoma primerljivi, ker so med posameznimi poskusi
dolocene razlike (¢as sajenja posameznih poskusov; izpad obravnavanja SOL+MI v prvem
lon¢nem poskusu; substrata za mikorizni inokulum za LP Il in LP 11l sta bila z rastlinami
koruze posejana daljse obdobje; tretji lon¢ni poskus je bil brez obravnavanj z MI). Podatki
nasih poskusov so tudi tezko primerljivi s podatki v literaturi, kjer so med biocidnimi
rastlinami v preizku$nji v glavnem selekcije Bj z visokim delezem GSL za biofumigacijo.
Es zasledimo le v poskusu Curto in sod. (2006), ki so v svoje poskuse, z namenom
zatiranja ogorcic, vkljuéili Es. Ugotovili so, da je bil pridelek korencka po kolobarjenju z
Es ve¢ji od pridelkov v kolobarju z Vicia villosa, Crambe abyssincia, Raphanus sativus, Bj
in kontrolo. Statisti¢no se pridelek ni razlikoval le od Bj. V nasem poljskem poskusu se
rast jagod, ki smo jo ovrednotili s Stevilom izraslih Zivic in Stevilom listov na rastlino, med
obravnavanji z biocidnimi rastlinami in bobom, statisti¢no ni razlikovala. Tudi rodnost, ki
smo jo ovrednotili s Stevilom cvetov in plodov, maso pridelka na rastlino in povpre¢no
maso plodu, se med obravnavanji ni razlikovala. Med vsemi obravnavanji z rastlinami za
zeleni podor, v poljskem poskusu v prvem in drugem letu, v primerjavi s kontrolo, ni bilo
statisticno znacilnih razlik.

6.2.2  Solarizacija

V lonénih poskusih je bila masa listov iz obravnavanja SOL enaka kontroli. V' primerjavi z
ostalimi obravnavanji, razen v LP Ill, je bila rast najmanjsa v obravnavanjih SOL. Razlog
za manjSo bujnost rastlin iz obravnavanj SOL bi lahko bil v manjsi koli¢ini hranil, v
primerjavi z biofumigacijo, kjer smo dodali organsko snov. Obstaja pa tudi moznost, da
razkuzevanje zemlje (v nasem poskusu toplotna obdelava), spremeni kemiéno sestavo tal
in povzro€i sproséanje za rastlino strupenih elementov, npr. Mn (Wolf in sod., 1989). V
poljskem poskusu smo v obravnavanjih solarizacije s ¢rno ali prozorno folijo, ne glede na
trajanje prekrivanja, v primerjavi z ostalimi obravnavanji, dosegli najman;jsi pridelek, ki pa
se statisticno ni razlikoval od ostalih pridelkov. Kljub dejstvu, da je bila kolonizacija
korenin z mikoriznimi glivami v obravnavanjih s ¢rno folijo najvedja, je bil pridelek prav v
teh dveh obravnavanjih najmanjsi. Stevilo listov v obravnavanju SOL v poljskem poskusu
je bilo v povpre¢ju manjse kot pri biofumigaciji ali dazometu ter enako kontroli.

V loné¢nih poskusih je bilo stevilo plodov v obravnavanju SOL primerljivo ali enako K, v
primerjavi z biocidnimi rastlinami pa nekoliko manjse. Na osnovi rezultatov sklepamo, da
je na stevilo plodov v nasem poskusu imela najvecji vpliv organska snov, ki smo jo vnesli
z rastlinami za zeleni podor. Solarizirana zemlja dodatnih hranil v obliki organske snovi ni
dobila. V poljskem poskusu je bil pridelek pri kontroli enako velik kot na solariziranih
povrsinah, kar lahko pripisemo masi plevelnih rastlin, ki so se v manj$i meri razrasle na
poskusnih parcelah in po mineralizaciji prispevale k dodatni zaloZenosti zgornje plasti tal s
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hranili. V lon¢nih poskusih dodatne organske snovi v obliki plevelnih rastlin ni bilo, zato je
bil pridelek v obravnavanju K v lon¢nih poskusih izrazito manj$i v primerjavi z
obravnavanji z biocidnimi rastlinami. Podobni so bili rezultati Baruzzija in sod. (2000), ki
so ugotovili, da kemi¢no razkuzevanje z MB in mikorizacija z glivami iz rodu Glomus (v
primerjavi z nerazkuzenimi in nemikorizinimi obravnavanji) niso dali statisti¢no znacilnih
razlik v parametrih rasti gojenih rastlin. Statisticno znacilni ucinki so bili dosezeni samo ob
dodajanju organske snovi. U¢inki solarizacije so v razmerah zmernega pasu in na tezjih
tleh manj$i kot v mediteranskem obmocju ali na lahkih pescenih tleh, kjer je mogoce
doseci izjemno visoke temperature in kjer so ze nesolarizirana tla mocno segreta v
primerjavi s tlemi zmernega pasu (Benlioglu, 2005). Pridelki jagod v poskusih v osrednji
Italiji so bili pri solarizaciji v povprecju vec€ji od kontrole, vendar ne vecji kot v
obravnavanjih z MB (Baruzzi in sod., 1997; Rosati, 2002; Arcuti in sod., 2001; Rieger in
sod., 2001; Palermo in sod., 2012). S solarizacijo so v nekaterih poskusih dosegali z MB
primerljive rezultate, vendar ne boljsih kot z meSanico kloropikrina in diklorpropena, ki jo
vse pogosteje uporabljajo namesto MB. Solarizacija je imela na pridelek vecji ali podoben
vpliv kot dazomet, vendar je bila povpreéna masa plodov pri kemi¢nem razkuzevanju
vecja kot pri solarizaciji (D'Anna, 2005). V Izraelu in na Siciliji so s solarizacijo dosegli
boljse pridelke jagod kot z MB (Razik, 1989; Prinzivalli in sod., 2001). Solarizacija vpliva
tudi na izrasanje vecjega Stevila zivic in na vec¢jo maso plodov (Stapleton in DeVay,
1984).

V Sloveniji v pridelavi jagod dazomet ni bil nikoli dovoljen. Ob¢asno so ga pridelovalci
uporabljali za razkuZevanje tal za predkulture. Delovanje dazometa je nestabilno, zato se v
tujini za kemicéno tretiranje tal za nasade jagod uporabljajo druge aktivne snovi, ki v
kombinaciji s primerno odbranimi sortami vplivajo na povecanje pridelka (od 16 do 50 %)
in bujnejso rast v primerjavi z nerazkuzenimi tlemi (Chandler in sod., 2001; Faedi in sod.,
2002; Particka in Hancoock, 2005). Objavljeni oz. predstavljeni rezultati o izredno
ugodnem vplivu kemi¢nih snovi na pridelek pri pridelovalcih vplivajo na ve¢jo uporabo
kemic¢nih sredstev in s tem posredno na veéjo degradacijo tal. Ekolosko osvesceni
tehnologi priporocajo nekemicno tretiranje tal s paro, solarizacijo, pridelavo izven tal,
biofumigacijo in razkuzevanje z drugimi metodami (Baruzzi in sod., 1997; Ajwa in sod.,
2003; Lopez- Aranda in sod., 2009). V nekaterih poskusih so ugotovili, da razkuZevanje
izbolj8a rast rastlin, vendar to vedno ne vodi k ve¢jemu pridelku (Seigies in Pritts, 2006). V
nasem poljskem poskusu je bilo $tevilo listov na rastlino v obravnavanju z dazometom
statisticno znacilno vecje od kontrole in ostalih obravnavanj, razen od Sa in Es. Uporaba
dazometa ni vplivala na koli¢ino in kakovost (masa) plodov. V lon¢nih poskusih je bilo
delovanje dazometa zelo moc¢no, zato smo koli¢ino dazometa v LP III prepolovili. V
primerjavi s poljskim poskusom, kjer je dazomet vplival na vecji pridelek, je v lonénih
poskusih dazomet vplival na izrazito zmanjSanje pridelka. Ob dodajanju Ml se je delovanje
dazometa v lonénih poskusih povsem iznicilo.

6.2.3  Inokulacija z AM glivami
Rastline, ki imajo z AM kolonizirane korenine, so bolj u¢inkovite v pridobivanju hranil in
vode, manj obcutljive na bolezni ter bolj rodne v danih rastnih razmerah kot nemikorizne

rastline (Smith in Read, 1997). Posledi¢no je listna povrSina mikoriznih rastlin vecja
(Branzanti in sod., 1998; Baruzzi in sod., 2000). Mikorizna kolonizacija kmetijskih rastlin
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lahko pomembno vpliva na rast in sprejemanje hranil ter posredno na pridelek. Pogosto je
vpliv AM na pridelek nejasen. Dodajanje mikoriznih inokulumov sicer vpliva na vecjo
mikorizno kolonizacijo, ki pa se vedno ne izrazi v ve¢jem pridelku (Regvar in sod., 2003;
Gosling in sod., 2006). V vecini poskusov, kjer so preucevali vpliv mikoriznih gliv na rast
in rodnost jagod, je bil vpliv mikoriznih gliv na rastline ugoden. Inokulirane rastline so
imele ve¢jo maso korenin in poganjkov, vecji pridelek in vecje plodove (Paraskevopoulou-
Paroussi in sod., 1997; Matsubara in sod., 2004). V ve¢ poskusih z ve¢ sortami jagod in
ve¢ inokulumi so ugotovili, da v ekoloski pridelavi nobeden od inokulumov, v primerjavi s
konvencionalno pridelavo, ni vplival na poveCanje pridelka. Inokulumi so vplivali na
kolonizacijo korenin z mikoriznimi glivami, ne pa na sprejemanje hranil v rastline
(Muramoto, 2003; Bull in sod., 2005).

U¢inek mikoriznih gliv na rast in razvoj jagod je lahko tudi negativen (Taylor in Harrier,
2001; Stewart in sod., 2005). Masa poganjkov tkivno vzgojenih jagod je, v primerjavi z
neinokuliranimi rastlinami, statisticno znacilno manjSa pri vseh rastlinah, ki so bile
kolonizirane npr. z mikorizno glivo Scutellospora sp. Vpliv posameznih gliv (G. rosea, G.
clarum, Scutellospora sp.) na sprejemanje hranil, maso korenin in kolonizacijo je zelo
razli¢en, od negativen do pozitiven. V vseh koloniziranih rastlinah je obi¢ajno veéja le
koli¢ina P. Mikoriza sicer lahko vpliva na bujnejSo rast, vendar ne na vecji pridelek
(Vestberg in sod., 2000, 2002; Bull in sod., 2005). V nasadih jagod, ki so na slabih
gostota spor v nasadih s konvencionalno pridelavo je med 340 in 1710 spor na liter zemlje,
v ekoloskih nasadih pa 4760 spor. Na koreninah je prisotnih med 6 in 8 vrst gliv,
najpogosteje Glomus mosseae, G. claroideum, G. clarum, G. hoi, G. geosporum in G.
scintillans. Mikoriza sicer vpliva na bujnejSo rast, vendar med pridelkom in mikorizno
kolonizacijo ni potrjenih nikakr$nih povezav. Potrjena pa je negativna povezava med
koli¢ino P in uc¢inkovitostjo mikorize (Vestberg in sod., 2002), kar lahko potrdimo tudi z
rezultati nasega drugega lon¢nega poskusa.

1z rezultatov poljskega poskusa ne moremo trditi, da sta bili rast in koli¢ina pridelka jagod
odvisni o0z. povezani s frekvenco ali intenziteto mikorize. Hipotezo, da mikorizna
kolonizacija vpliva na vecjo rast in rodnost smo le delno potrdili. V lon¢nih poskusih smo
medsebojni vpliv mikorizne kolonizacije (F%) in rasti (masa listov) lahko potrdili le v LP
I11, medsebojni vpliv rodnosti, F% in M% pa v LP | in LP Ill. AM glive so obligatni
biotrofi, kar pomeni, da so odvisni od svojega gostitelja. Obicajno so koristni za rastlino,
vendar lahko v dolo¢enih pogojih vplivajo na manjSo rast. V zgodnji fazi kolonizacija AM
lahko povzro€i parazitizem in ne simbiozo (Schonbeck, 1979).

Relativno majhen vpliv inokulacije z MI na mikorizno kolonizacijo jagod v primerjavi z
neinokulirano kontrolo je bil lahko posledica velike prisotnosti mikoriznih gliv v zemlji, ki
je predstavljala kontrolo in je bila sestavni del vseh substratov. Poznano je, da je
inokulacija z AM ucinkovita predvsem takrat, kadar naravne mikorizne glive niso prisotne
ali je njihovo stevilo zelo majhno (Azcon-Aguilar in Barea, 1997).

Razlike v rasti med obravnavanji z ali brez Ml si lahko razlagamo ne le z delovanjem

mikoriznih gliv, ampak tudi z vplivom samega naravnega inokuluma, ki je v lon¢nih
poskusih volumensko predstavljal pomemben delez substrata.
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6.3 Zapleveljenost

V jagodah poleg bolezni, najvecji problem predstavljajo pleveli. Zatiranje s herbicidi je
zaradi nujne selektivnosti pripravkov tezko in drago. V IP in EKO pridelavi neposredna
uporaba herbicidov ni dovoljena. Sajenje jagod na folijo omeji zapleveljenost na velikem
delu nasada, vendar predstavlja zapleveljenost sadilnih mest e vedno problem. Vecina
kemicnih sredstev za razkuzevanje tal deluje tudi herbicidno. Novejsa kemic¢na sredstva so,
v primerjavi z MB, bolj selektivna in manj uc¢inkovita. V nasem poljskem in lon¢nih
poskusih je bil dazomet, v primerjavi z alternativnimi metodami, pri zatiranju plevelnih
rastlin ucinkovit. Zapleveljenost sadilnih mest jagod v nasem poljskem poskusu se
bistveno ni razlikovala od povprecne zapleveljenosti v loncnih poskusih.

Med posameznimi lon¢nimi poskusi in obravnavanji so bile razlike v zapleveljenosti
velike. Razlike med posameznimi lonénimi poskusi SO verjetno izhajale iz razli¢nih
obdobji izvajanja poskusov. Dodajanje MI je v vseh obravnavanjih, razen v kontroli, v
povpre¢ju vplivalo na zmanjSanje plevelnih rastlin, vendar razlike niso bile statisti¢no
znacilne. V povprecju je bila najvecja zapleveljenost v drugem lon¢nem poskusu,
najmanjSa pa v tretiem. AM glive zmanj$ajo rast plevelov (Cameron, 2010; Rinaudo in
sod., 2010). Manjsa rast plevelov je mogoce posledica alelopatskega vpliva AM gliv,
zaradi katerega so plevelne rastline slabse prehranjene. Manjsa rast plevelnih rastlin zaradi
AM je bila dokazana tudi pri beli metliki (Chenopodium album) in navadni kostrebi
(Echinochloa crus-galli), ki v svetu sodita v skupino desetih najbolj agresivnih plevelnih
rastlin. Jordan in sod. (2000) so AM glive poimenovali potencialni Zivi unic¢evalci plevelov
(weed killers). Negativen vpliv na rast je bil izrazit predvsem pri plevelnih rastlinah, ki
niso gostiteljice AM gliv. Po mnenju Camerona (2010), je vloga AM kot zatiralca plevelov
v agroekosistemih zelo pomembna.

6.3.1  Biofumigacija in zapleveljenost

Kolobarjenje z rastlinami za zeleno gnojenje ima izrazit vpliv na fizikalne lastnosti tal in
povecano zapleveljenost (Lazzeri in Manichi, 2001). Vpliv posameznih rastlin (Bj) na rast
plevelov je na prostem (polje) lahko minimalen, v zavarovanem prostoru (lon¢ni poskus)
pa lahko popolnoma zavrejo rast plevelnih rastlin (Smith, 2001). Mlade plevelne rastline
propadejo zaradi toksi¢nega ucinka GSL (Schreiner in sod., 2001).

V lonénih poskusih je bila v povprecju zapleveljenost najvecja pri kontroli. V prvem
lon¢nem poskusu je bila zapleveljenost v obravnavanjih Bj in Sa ob dodanem MI manjsa, v
ostalih obravnavanjih pa se je ob dodatku MI zapleveljenost povecala. Zaradi statisti¢ne
neznacilnosti razlik med inokuliranimi in neinokuliranimi obravnavanji menimo, da razlog
za manjSe zapleveljenosti obravnavanj z inokulumom torej ne more biti v inokulumu. V
drugem lon¢nem poskusu je bila zapleveljenost najvecja pri Es, nato Bj in najmanjSa pri
Sa. V tem poskusu se je z dodajanjem MI zapleveljenost v vseh obravnavanjih zmanjsala,
iz Cesar bi lahko sklepali, da MI zmanjSuje zapleveljenost substrata ali da je bil v
mikoriznem inokulumu, ki je predstavljal velik delez posameznega substrata, manjsi
potencial plevelnih rastlin (semenski pleveli). V tretjem lon¢nem poskusu so bili podatki
med obravnavanji zelo izenaCeni, vendar je bila tudi v tem poskusu zapleveljenost
najmanjs$a pri Sa. V poljskem poskusu so bila obravnavanja z biocidnimi rastlinami bolj
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zapleveljena od ostalih obravnavanj. Stevilo plevelov se je v vseh obravnavanjih z
rastlinami za podor zelo povecalo. Najvecja zapleveljenost je bila v obravnavanju z
bobom, najmanjsa pa pri Sa. V primerjavi s kemicno razkuzenimi povr§inami (npr. z MB),
je bila zapleveljenost v poskusih v Italiji najvecja pri nebiocidnih pokrovnih rastlinah in
nato pri kriznicah (npr. brokoli in gorjusica). Razlike v zapleveljenosti so lahko tudi
nekajkratne (Lazzeri in Manichi, 2001). 1z vseh nasih poskusov lahko povzamemo, da je
izras¢anje plevelov prepreCevala le Sa, s ¢imer lahko le delno potrdimo hipotezo, da
biofumigacija zmanjsuje zapleveljenost. Mattner in sod. (2008) so v poljske poskuse jagod
vkljucili biocidni rastlini oljno repico (Brassica rapa) in ogrsc¢ico (B. napus). Po
zaoravanju biocidnih rastlin niso zaznali ITC, vendar je bila zapleveljenost jagod vseeno za
40 % manjSa. Predvidevali so, da so na zmanjSanje kaljenja plevelnih rastlin in na delno
zmanj$anje Skodljivih gliv vplivale druge snovi, npr. nitrili ali drugi bioloski mehanizmi, ki
so imeli vlogo v biofumigaciji. Klju¢ za izboljSavo ucinka biofumigacije je v optimizaciji
izlo¢anja ITC iz rastlinskega materiala.

6.3.2  Solarizacija in zapleveljenost

Ucinkovitost solarizacije je mo¢no odvisna od njenega trajanja. Od 4 do 6 tedenska
solarizacija zmanjSa zapleveljenost za 80 do 95 % in vpliva na vecjo rast in pridelek
(Ioannou N in Ioannou M, 2002). V lon¢nih poskusih je imela toplotna obdelava substratov
na prisotnost plevelov veéji uéinek kot solarizacija v poljskem poskusu. Plevelov je bilo
statisticno znacilno manj kot v kontroli. U¢inek solarizacije s prozorno folijo je bil v
poljskem poskusu dober, $e posebno pri daljsem prekrivanju povrsin. Stevilo plevelov v
obravnavanjih s solarizacijo s prozorno folijo se statisti¢no ni razlikovalo od obravnavanja,
kjer smo tla kemi¢no razkuZevali z dazometom. Solarizacija s ¢rno folijo pri zatiranju
plevelov ni bila u¢inkovita, saj je bilo Stevilo plevelov enako Stevilu plevelov na kontrolnih
parcelah. Temperatura tal nad 45 °C preprecuje rast plevelov. Uéinkovitost delovanja se
povecuje s Stevilom dni, ki presegajo temperaturni prag (Horowitz in sod., 1983). Debelina
folije na skupno Stevilo plevelov nima bistvenega vplivala, dodana organska snov pa
bistveno vplivala na prirasanje posameznih vrst plevelnih rastlin. Na prostem je
ucinkovita solarizacija do globine 10 cm (Palumbo in sod., 1999b). UV stabilizirane folije

so obstojnejSe in zato v borbi proti plevelom uspesnejSe kot nestabilizirane (Gill in sod.,
2009).

Med alternativna sredstva, ki vplivajo na plevelne rastline priStevamo vsa sredstva, ki so
namenjena za zatiranje talnih MO. Pri solarizaciji zaradi visokih temperatur plevelne
rastline neposredno po kaljenju propadejo (Schreiner in sod., 2001). Delovanje na plevelne
rastline je ucéinkovito predvsem v kombiniranih alternativnih oblikah razkuzevanja (npr.
solarizacija in biofumigacija).

6.4 Mikorizna kolonizacija jagod in razkuzZevanje tal

Mikorizna kolonizacija jagod je odvisna od zunanjih, genetskih in tehnoloskih dejavnikov
(Branzanti in sod., 2002; Duncan, 2002; Vestberg in sod., 2002). Z vnosom velikih koli¢in
organske snovi se v tleh poleg hranil poveca tudi §tevilo MO. Stevilo bakterij se je v
poskusih Ramirez-Villapudra in Munnecke (1988) povecalo za 16 krat, Stevilo gliv pa se je
zmanjSalo za 20 %. lIzjema so bile glive Penicillium spp., Aspergilus spp. in aktomicete,
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katerih stevilo je ostalo nespremenjeno. Lazzeri in Manici (2001) sta v poskusih na
prostem in v kontroliranem okolju (lonci) ugotovila, da zaorane ali dodane biocidne
rastline vplivajo na povecanje skupne populacije gliv v primerjavi s kontrolo (brez
podorin). 10 tednov po zaoravanju je bila skupna populacija gliv (S8kodljivih in
neSkodljivih saprofitskih gliv) za 200 do 600 % vecja kot v kontroli. Istocasno se je v
obravnavanjih z biocidnimi rastlinami populacija skodljive glive Pythium sp. znacilno
zmanjSala.

Mikorizno kolonizacijo jagod smo spremljali v lon¢nih in poljskem poskusu. Glede na to,
da se je zasnova poljskega poskusa delno razlikovala od zasnove lon¢nih poskusov in da je
poljski poskus potekal na prostem, lon¢ni pa v zavarovanem prostoru, so rezultati med
seboj le delno primerljivi (Gosling in sod., 2006; Leandro in sod., 2007). Lon¢ni poskusi
so vkljucevali tista obravnavanja, Ki so v poljskem poskusu izstopala po vplivu na rastline
ali mikorizne glive. Povpre¢na mikorizna kolonizacija je bila v poljskem poskusu nizja kot
v lon¢nih poskusih, povprecni pridelek oz. Stevilo plodov na rastlino in listna masa pa
izrazito vi$ja, kar je bilo posledica uporabe razli¢nega sadilnega materiala. Temeljni razlog
za razliko v stopnji mikoriznosti, ki je nastala v naSih poskusih, je bil v razliki med
naravnim okoljem in izoliranim okoljem rastlinjaka. V vzorcih iz vseh poskusov smo
opazili predvsem arbuskule in hife, le redko vezikle, nikoli pa svitkov. Prisotni so bili tudi
drugi mikrosklerociji, ki so predvidoma pripadali DSE, skodljivim glivam ali nepoznanim
koreninskim endofitom. Razlog za majhno zastopanost veziklov je bil verjetno v tem, da se
vezikli, ki predstavljajo zalozno strukturo, razvijejo po dalj$i uspesni povezavi glive in
rastline. VVzorci v nasih poskusih so bili odvzeti od 12 do 14 tednov po sajenju v poljskem
poskusu in 7 tednov po sajenju v lon¢nih poskusih, ko se je med rastlinami in glivami Sele
zacela vzpostavljati simbiontska povezava. Razlog za zgoden odvzem vzorcev je bil v tem,
da je delovanje sredstev za razkuzevanje tal najvecje neposredno po vkopavanju ali
dodajanju. V poznejsem obdobju je mozna remikorizacija tal, ki bi prikrila delovanje
alternativnih metod na mikorizne glive. Tudi gostota arbuskulov je bila zaradi zgodnjega
odvzema nizka. Veliko Stevilo arbuskulov je pokazatelj intenzivne izmenjave snovi med
rastlinami in glivami, ki se pojavi po dolgotrajnejsi kolonizaciji (Branzanti in sod., 2002).
Podatki posameznih lonénih poskusov so prikazani lo¢eno, saj se stopnja kolonizacije
spreminja tudi med posameznimi leti, izrazito pa je tudi spreminjanje mikoriznosti med
letnimi Casi oz. med razlicnimi fazami rasti rastline. Maksimalna mikorizna kolonizacija
(med 50 in 70 %) je obi¢ajno na visku rasti (maj) (Branzanti in sod.,1998; Branzanti in
sod., 2002; Scagel, 2003). Frekvenca mikorize jagod je bila v nasih poskusih zelo velika, z
izjemo v obravnavanju, v katerem smo uporabili dazomet. V poljskem poskusu je bila od
37,0 % do 55,5 %, v LP I in LP Il brez dodanega MI pa od 47,3 % do 96 %. V
obravnavanjih z dodanim MI je bila frekvenca mikorize vecja. V tujih poskusih je bila
frekvenca mikorize jagod po 8 tednih do 27 % (Niemi in Vestberg, 1992; Branzanti in sod.,
1998; Branzanti in sod., 2002).

V lon¢nih poskusih smo polovici rastlin dodali naravni MI, ki je bistveno vplival na vecjo
mikorizno kolonizacijo rastlin. Kljub temu, da podatki med lon¢nima poskusoma | in Il
zaradi razlicnega obdobja izvajanja poskusov niso direktno primerljivi, smo zasledili
podobne trende v merjenih parametrih (vec¢ja kolonizacija z AM v obravnavanjih z Ml -
F%, M%, A%). O vplivu mikoriznosti na rast rastlin je veliko razli¢nih podatkov. Jagode
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se na inokulacijo z AM odzivajo razli¢no. Nekatere z inokulacijo pridobijo, druge izgubijo
(Stewart in sod., 2005).

Inokulacija jagod z AM in PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) vpliva na vecje
Stevilo korenin ne glede na sorto. V kombinaciji s foliarnimi gnojili se Stevilo korenin in
listna masa zmanjsata. To nakazuje na dejstvo, da MO pri ¢rpanju hranil pripomorejo samo
v neprehranjenih tleh. Odziv rastline na AM in PGPR je genetsko pogojen, saj se
posamezne sorte na inokulacijo zelo razli¢no odzovejo. Aplikacija AM in PGPR je imela v
poskusu mnogo ve¢ji ucinek na rast koreninskega sistema kot na rast poganjkov, zato se
inokulacija ni vedno izrazila v povecani rasti rastlin, ampak je vpliva celo na zmanj$anje
rasti (Gryndler in sod., 2002; Malusa in sod., 2006). ManjSo listno maso smo izmerili tudi
v nasem LP I v obravnavanju Es+MI, vendar manjsa listna masa ni vplivala na manjso
rodnost.

6.4.1  Vpliv biocidnih rastlin na mikorizno kolonizacijo

Zaoravanje zmulCenih biocidnih rastlin v tla ali dodajanje zmletih biocidnih rastlin
razli¢nim substratom ima na mikorizno kolonizacijo pridelovane rastline negativen ali
pozitiven vpliv. Schreiner in Koide (1993) sta ugotovila, da tudi nedotaknjene
(nezmul¢ene) korenine gorjusice zavirajo kaljenje spor AM mikoriznih gliv. Koruza, ki so
jo posejali za belo gorjusico, je bila manj kolonizirana in je imela man;jsi pridelek. Za
predposevkom son¢nic negativnega vpliva na mikorizne glive niso zaznali (Karasawa in
sod., 2002). Pozitiven vpliv biocidnih rastlin na koristne MO (aerobne bakterije, koristne
prostozivece ogorcice, Pseudomonas spp. in aktinomicete) je bil potrjen v Stevilnih
poskusih (Scott in Kundsen, 1999; Riga, 2007; Mattner in sod., 2008). Fitotoksi¢nosti
biocidnih rastlin se izognemo s sejanjem ali sajenjem sledece kulture vsaj nekaj tednov po
zaoravanju biocidnih rastlin (Scott in Kundsen, 1999).

V nase poskuse smo Bj vkljucili na podlagi literature (Harding, 2001; Lazzeri in Manichi,
2001), Sa na podlagi dejstva, da je v Sloveniji dokaj razsirjena polj$¢ina ter ES, ki se je v
preteklosti na posameznih zelenjadarskih kmetijah na Primorskem (obalno obmocgje) sejala
v kolobarju s paradiznikom. Setev smo izvedli v optimalnih terminih, dosegli ustrezen
sklop rastlin in jih zmuléili ter zaorali v obdobju, ko naj bi po navedbah v literaturi rastline
dosegle najvecji delez GSL. Masa rastlin, ki smo jih vdelali v zemljo pri posameznih
obravnavanjih, je bila zelo razli¢na. V nasem poljskem poskusu smo v tla zaorali podobne
koli¢ine biocidnih rastlin kot v v tujih poskusih (Lazzeri in Manichi, 2001). Biomasa
rastlin za biofumigacijo, ki naj bi jo zaorali v tla naj bi bila med 70 in 90 t/ha, kar je
priblizno od 10 do 20 t/ha suhe snovi, odvisno od pedoklimatskih razmer in nacina
pridelave biocidnih rastlin. K listni masi je potrebno dodati od 8 do 10 % mase
koreninskega sistema. Po zaoravanju se v tla sprosti od 20 do 50 pmol GSL/g suhe snovi
(Lazzeri in sod., 2009). V nasem poljskem poskusu je bila koli¢ina vnesenih skupnih GSL
bistveno manjsa, od 6,5 do 20,8 umol GSL/g suhe snovi v poljskem poskusu in od 6,4 do
16,8 umol GSL/g suhe snovi v lon¢nih poskusih. Ker smo v naSem poljskem poskusu z Bj
v tla vdelali manj GSL, smo koli¢ino dodane listne mase v lon¢nih poskusih povecali.
Enako smo povecali tudi koli¢ino Sa in Es. V lon¢nih poskusih smo dodali zamrznjene
biocidne rastline. Price in sod. (2005) so ugotovili, da se ITC po zamrzovanju ohranja v
enakih razmerjih kot v sveZem materialu. Kirkegaard (2001) je preizkusal sproscanje ITC
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iz zelenih in zamrznjenih rastlin. Ugotovil je, da se pri zmrznjenih rastlinah poveca
spros¢anje ITC, zato so razvijali metode razgradnje celic in s tem povecanega izloCanja
ITC.

V lonéne poskuse smo vnesli vedno enako koli¢ino organske snovi biocidnih rastlin,
vendar razli¢ne koli¢ine GSL. V istih biocidnih rastlinah smo dobili razli¢ne GSL kot npr.
Curto in sod. (2006). Razlike v koncentracij GSL so zelo velike tudi med sortami in deli
rastlin, razlikujejo pa se tudi od nacina pridelovanja (na prostem ali v rastlinjaku, gnojenje)
(Rosen in sod., 2005; Kang in sod., 2006). V delovanju posameznih biocidnih rastlin na
razli¢ne parametre mikoriznosti ter na rast in rodnost razlike nastanejo tudi zaradi nacina
izvajanja poskusov (poljski ali lon¢ni), odvisne so od temperature tal, pokritosti tal s folijo,
teksture tal (Price in sod., 2005). Poskus, ki sta ga izvajala Lazzeri in Manici (2001) je
potekal na prostem in v loncih. V loncih je sistem zaprt, zato je bila izguba GSL v
primerjavi s poljem manjsa. V nasem poskusu je bilo delovanje biocidnih rastlin v lon¢nih
poskusih bolj izrazito. V poljskem poskusu smo v tla z biocidnimi rastlinami vnesli
razli¢ne koli¢ine organske snovi in s tem razli¢ne koli¢ine GSL. Z zaoravanjem Bj smo v
tla vnesli 18,0 mg GSL/kg zemlje, predvsem sinigrina, s Sa smo v tla vnesli 23,5 mg
GSL/kg zemlje, predvsem glukoalizina, z Es smo v tla vnesli 8,3 mg GSL/kg zemlje,
predvsem GSL7 (neidentificirani GSL). Sa je imela izrazito manj GSL kot ostali dve
biocidni rastlini. Tudi delez posameznih GSL je bil povsem drugacen.

V prvem lon¢nem poskusu, brez dodanega mikoriznega inokuluma, se F% pri biocidnih
rastlinah statisticno ni razlikovala od K in SOL. Ob dodajanju mikoriznega inokuluma se
razmerja pri biocidnih rastlinah bistveno niso spremenila. V drugem lonénem poskusu, se
je F% med biocidnimi rastlinami razlikovala. Na znizanje F% v primerjavi s kontrolo so
vplivale Bj in Sa, Es pa ne. Ob dodajanju MI negativnega vpliva biocidnih rastlin na
mikorizo ni bilo. Mikorizna kolonizacija je bila podobna kot pri kontroli. V poljskem
poskusu so rastline za zeleni podor (bob) in biocidne rastline minimalno vplivale na F%. V
primerjavi s kontrolo je bila F% manjsa v obravnavanju Vf za 12,7 %, v obravnavanjih z
biocidnimi rastlinami pa od 1,1 do 6 %. Najnizjo F% je imelo obravnavanje VT, ki se je
edino statisticno razlikovalo od mikorizno najbolj koloniziranih rastlin pod ¢rno folijo
(SOL CF 6).

Iz primerjav med vplivom delovanja biocidnih rastlin in kontrolo (brez dodajanja MI)
lahko razberemo majhen negativen vpliv biocidnih rastlin na mikorizno kolonizacijo
(poljski poskus, lon¢ni poskus II) ali celo ugoden vpliv biocidnih rastlin na mikorizno
kolonizacijo (lon¢ni poskus I in IIT), s ¢imer smo potrdili naso hipotezo. Vpliv GSL na AM
je bil lahko minimalen ali celo ugoden zaradi zastopanosti posameznih GSL v rastlinah
(Pongrac in sod., 2008). Spremljanje vpliva biocidnih rastlin Sa in Es na mikorizno
kolonizacijo jagod smo prvi¢ preizkusili v nasih poskusih. Vpliv Bj je bil v poskusih ze
raziskan (Branzanti in sod., 2002). Zaradi moznosti strupenega delovanja GSL smo v nasih
poskusih in nadalje v praksi zamaknili ¢as sajenja jagod po biofumigacij na najmanj dva do
tri tedne po zaoravanju biocidnih rastlin. Delovanje GSL na F% in DSE se bistveno ni
spremenilo tudi ob inokulaciji z AM.

Razmerja pri ostalih parametrih mikoriznosti jagod (M%, m%, A%, a%) so bila priblizno
enaka kot pri F%. Dosezene vrednosti navedenih parametrov so bile v nasem poskusu, Vv
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primerjavi z doseZenimi vrednostmi Branzantijeve in sod. (2002), mnogo nizje. V ¢asu
cvetenja je bila A% v njihovih poskusih najvecja (25 %), M% pa okrog 42 %. V obdobju
obiranja je bila M% najvisja, 64 %, medtem ko se je A% zmanjsala na 20 %. V nasih
poljskih poskusih M% ni presegla 5,5 % in A% 1,3 %, v lon¢nih poskusih pa M% ni
presegla 24,4 % in A% ni presegla 12,9 %. Jagode kaZejo izrazito sezonsko nihanje v
mikorizni kolonizaciji, neodvisno od tehnologije pridelovanja. Izjema je bila pri kemi¢nem
razkuzevanju. Po obiranju za¢nejo vrednosti A% in M% upadati, kar lahko pomeni, da
mikoriza izgublja na pomenu pri prehrani rastlin. Vrednosti A% in M% so bile v nasem
poskusu tako majhne zato, ker so bili vzorci korenin odvzeti zelo zgodaj po sajenju.
Branzantijeva in sod. (2002) so parametre mikoriznosti spremljali pri ekoloski pridelavi,
zmanjSanem gnojenju, zelenem gnojenju z jeCmenom, zelenem gnojenju z Bj, kemicnem
razkuzevanju z MB in kontroli. Ugotovili so, da je bila M% pri ekoloski pridelavi in
kontroli nekoliko nad 25 %, pri zmanj$anem gnojenju priblizno 6 %, pri zelenem gnojenju
z je¢menom priblizno 14 % in pri dodajanju Bj priblizno 8 %. Ugotovili so izrazito majhen
vpliv biocidnih rastlin na F%, nekoliko izrazitejsi vpliv na M% in m% ter A% in a%, kar je
nedvomno odvisno od ¢asa odvzema vzorca. M% in A% se poveCujeta s trajanjem
mikorizne kolonizacije.

Arcuti in sod. (2001) so ugotovili, da se ucinek delovanja GSL poveca v kombinaciji s
solarizacijo. Delovanje biocidnih rastlin grbasta repnica (Rapistrum rugosum), konjski bob
(Vicia faba var. minor) in MB v primerjavi s kontrolo v kombinaciji s solarizacijo in brez
solarizacije je imelo na rast in rodnost jagod (masa pridelka, $tevilo plodov) velik vpliv.
Razlike v povpre¢nem pridelku med obravnavanji s solarizacijo in obravnavanji brez
solarizacije so bile izrazite. Pridelek jagod je bil najvecji pri obravnavanjih z MB.
Statisti¢no se je pridelek razlikoval od ostalih obravnavanj. Najman;jsi je bil pri podoru z
bobom. Spremljali so tudi vpliv obravnavanj na skodljivo glivo Pythium sp. Najizrazitejse
je bilo delovanje biocidne rastline grbasta repnica in nato MB. Ucinek boba na $kodljivo
glivo je bil enak kot pri kontroli. Skupna mikroflora je bila najvecja v obravnavanju z
grbasto repnico. Na podlagi dejstva, da skodljivih gliv v obravnavanjih z grbasto repnico ni
bilo, obenem pa, da je bil delez skupne mikroflore prav v obravnavanju z grbasto repnico
najvedji, lahko velik pridelek pripisemo skupnemu delovanju povecane organske snovi in
biocidnega delovanja rastlin.

6.4.2  Vpliv solarizacije na mikorizno kolonizacijo

V slovenskih klimatskih razmerah je s solarizacijo tezko doseci potrebno koli¢ino visokih
temperatur v tleh, zato je kombinacija biofumigacije in solarizacije zelo perspektiven
tehnoloski ukrep. Daugovish in sod. (2003) so primerjali vpliv rastlin Bj, Sa, Vf in
mesanice rzi (Secale cereale) in tritikale (Triticum aestivum x Secale cereale) na sklerocije
Skodljive glive Sclerotinia minor, ogorcice (Tylenchulus semipenetrans) in na kalitev
plevelnih rastlin mnogolicna meteljka (Medicago polymorpha), mnogocvetna ljulka
(Lollium multiflorum) in srhkodlakavi $¢ir (Amaranthus retroflexus). Polovico poskusnih
parcel so po mulCenju pokrili s PVC folijo. Populacija ogorcic se je v primerjavi z
mesanico detelj in Zit pri biofumigaciji z Bj in Sa zmanjsala za 92 %. Biofumigacija na
sklerocije skodljivih gliv ni vplivala, medtem ko se je pri kombinaciji Bj in solarizacije
zmanj$ala prisotnost sklerocijev $kodljivih gliv za 75 %. Na poskusnih parcelah je bila
kljub biofumigaciji Se vedno mocno zastopana gliva z biocidnim potencialom
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(Trichoderma sp.). Rezultati se ujemajo z rezultati Smitha (2001), ki je ugotovil, da se
gliva Trichoderma sp. ob prisotnosti ITC normalno razvija, medtem ko so ze ob nizkih
koncentracijah ITC glive Gaemannomyces graminis, Pythium sulcatum in bakterija
Ralstonia solonacearum propadle. Vpliv Sa in folije se je izrazil tudi v ve¢jem pridelku.
Smith je ugotovil, da biofumigacija ne deluje na vse MO, ampak prizadene samo dolocene.

V nasem poljskem poskusu smo dokazali ugoden oz. nevtralen ucinek solarizacije na
razvoj mikorizne glive. V poskusu s ¢rno in prozorno folijo z razlicnim trajanjem
prekrivanja smo dosegli razlicne ucinke. Pod prozorno folijo je bila doseZena visja
temperatura tal in globlje ogrevanje. Za razliko od nasih poskusov, Rieger in sod. (2001)
niso dobili bistveno drugacnih temperatur tal pod prozorno in ¢rno folijo. Tudi razlike v
temperaturi tal pod enojnimi in dvojnimi folijami so bile minimalne. Razlike med ucinki
folij se z globino manjSajo in so bile na 25 cm prakti¢no izena¢ene. V nasSem poljskem
poskusu smo pod prozorno folijo na globini 10 cm presegli kriticno temperaturo 37 °C v 6
dneh (170 ur). Povpre¢na maksimalna temperatura na globini 10 cm je bila 39,8 °C, na
globini 20 cm pa 36,6 °C. Pod ¢rno folijo je bila povprecna maksimalna temperatura na
globini 10 cm 36,7 °C, za 3,1 °C nizja kot pod prozorno folijo. Na globini 20 cm je bila
temperatura 33,4 °C. Temperatura tal na globini 20 cm je bila pri kontroli le 24,9 °C, vec
kot 12 °C nizja kot pod prozorno folijo. Trajanje visokih temperatur je bilo ob vseh nacinih
prekrivanja prekratko. V mediteranskih obmocjih, kjer solarizacijo Ze vkljuCujejo v proces
priprave tal, dosegajo bistveno vi§je temperature in dolga obdobja trajanja visokih
temperatur tudi na vec¢jih globinah (Razik, 1989; Baruzzi in sod., 1997; Chase in sod.,
1999; Palumbo s sod.,1999; Prinzivalli in sod., 2001; Rosati, 2002; Su in sod., 2007).

Prozorna folija je v poljskem poskusu nedvomno vplivala na manjse Stevilo plevelov, ni pa
imela, v primerjavi z ostalimi alternativnimi metodami in kontrolo, vpliva na mikorizno
kolonizacijo ali pridelek. Crna folija je v poljskem poskusu vzpodbudila ve&jo mikorizno
kolonizacijo. Glede na to, da se v Sloveniji Stevilo dni s temperaturami nad 30 °C v
zacetku poletja, ko solarizacija poteka, vse bolj povecuje, bomo lahko ta ukrep vse bolj
ucinkovito izkori$¢ali. Ukrep solarizacije je u¢inkovit predvsem na lazjih pescenih tleh, ki
se bolj ogrejejo kot tezka tla, ki prevladujejo v nasih rastnih razmerah. U¢inek solarizacije
je v Sloveniji lahko man;jsi tudi zaradi Stevilnih obla¢nih in dezevnih dni, ki se pogosto
pojavijo v zaéetku junija, to je v obdobju, ko naj bi zaceli s postopkom solarizacije zemlje
za jagode.

Vpliv solarizacije na mikorizno kolonizacijo v poljskem poskusu in segrevanje substrata v
lonénih poskusih je bilo primerljivo z vplivom delovanja biocidnih rastlin, kar potrjuje
naSo hipotezo. Solarizacija s ¢rno in prozorno folijo ter trajanje solarizacije so razli¢no
vplivali na F%. Razlike med obravnavanji solarizacije v poljskem poskusu in ostalimi
obravnavanji so bile prisotne, vendar niso bile statisti¢no znacilne. Vpliv prozorne folije na
segrevanje tal ter s tem neposredno na zmanjSanje F% je bil mnogo ve¢ji kot vpliv ¢rne
folije, kjer so bile temperature tal izrazito nizje. Trajanje prekrivanja je imelo na mikorizo
velik vpliv, saj je bila F% v obravnavanju, kjer je bila zemlja za tri tedne dalj prekrita s
prozorno folijo, manjsa za 5,4 %, pri ¢rni foliji pa za 2,9 %. Solarizacija vpliva na
zmanjsanje populacije ne samo skodljivih gliv, temve¢ tudi mikoriznih. V primerjavi s
kontrolo se je Stevilo spor na gram solarizirane zemlje v poskusih Mishra in sod. (2002)
zmanjSalo za eno tretjino, kar se je neposredno odrazalo tudi na manjSem pridelku.
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Schreiner in sod. (2002) so dobili druga¢ne podatke. Temperatura tal na globini od 5 do 20
cm se je dvignila za 8 do 10 °C, vendar ni vplivala na zmanjSanje AM. V veliki meri pa je
vplivala na zmanjSanje Stevila plevelnih rastlin.

Pomemben je tudi podatek, da je bila mikoriznost korenin pod ¢rno folijo najvecja, vendar
ne statisticno znacilna v primerjavi z vsemi ostalimi obravnavanji in kontrolo. Uporaba
¢rne folije je standard v prakti¢no vseh tehnologijah pridelave jagod. Zanimiv je tudi
podatek, da je bilo najve¢ DSE oz. nepoznanih endofitnih gliv pod prozorno folijo.
Negativen vpliv segrevanja substrata na 37 °C je bil na mikorizne glive zelo majhen. V
prvem lon¢nem poskusu je bila F% skoraj 90 %, v drugem pa nad 50 %. Pri kontroli je bila
F% v obeh lon¢nih poskusih nekaj nad 80 %. Ob dodatku mikoriznega inokuluma so se
vrednosti mikorizne kolonizacije v skoraj vseh obravnavanjih priblizale kontroli. Vrednost
F% in ostalih parametrov se pri kontroli niso spremenile, ¢e smo zemlji dodali MI. Scagel
(2003) trdi, da inokulacija z mikoriznimi inokuli znacilno poveca kolonizacijo z
mikoriznimi glivami tako v razkuzenih (para) kot nerazkuzenih tleh.

6.4.3  Vplivdazometa na mikorizno kolonizacijo

Kemic¢no razkuZevanje tal uni¢i mikorizne glive oz. zavira njihov razvoj (McGraw in
Hendrix, 1986; Branzanti in sod., 2002). Ponovna reinfekcija se vzpostavi po priblizno pol
leta. Prisotnost posameznih vrst v tleh je mo¢no odvisna od letnega ¢asa. Na kemicno
razkuzevanje so mikorizne glive razli¢cno obcutljive. U¢inek kemicnega razkuzevanja z
dazometom je bil v naSem poljskem poskusu majhen. Frekvenca mikorize jagod v
obravnavanju z dazometom je bila v primerjavi s kontrolo manjsa samo za 1 %. Razlog za
majhen vpliv dazometa na mikorizne glive v poljskem poskusu so bili lahko zunanji
dejavniki in velika remikorizacija tal (Niemi in Vestberg, 1992). V lon¢nih poskusih je
dazomet skoraj popolnoma uniCil mikorizne glive. Razlog za tako izrazito delovanje
dazometa bi lahko bil tudi v slabem zracenju substrata po zakljuku razkuzevanja ali
prevelika koncentracija sredstva (Harris, 1991). V obravnavanjih, kjer smo v lonénih
poskusih z dazometom razkuZenemu substratu dodali MI, so bile rastline normalno
kolonizirane, pridelek in rast pa sta se bistveno povecala v primerjavi z obravnavanji brez
MI. Frekvenca mikorize se ni razlikovala od kontrole. V nasem poskusu so bili parametri
mikoriznosti po inokulaciji enaki parametrom naravno inokuliranih rastlin v poskusih, ki
so jih izvajali Baruzzi in sod. (2000).

6.5 DSE in nepoznani koreninski endofiti ter alternativne metode razkuZevanja
tal

Jagode najpogosteje odmrejo zaradi bolezni koreninskega sistema, ki so povezane s
tezkimi, izérpanimi in okuzenimi tlemi ter obcutljivostjo sorte. S kemi¢nim razkuzevanjem
uni¢imo prakticno vse MO, zato v kemicno razkuzenih tleh redko zaznamo odmiranje
rastlin. V' primerjavi s kontrolo, kjer odmre nad 10 % rastlin, v solariziranih nasadih
odmre priblizno 5 % rastlin (Baruzzi in sod.,1997). Ugotovitve pa so lahko tudi nasprotne,
da ve¢ rastlin odmre v kemic¢no razkuzenih tleh (Chandler in sod., 2001). Rezultati
posameznih poskusov so lahko tako razli¢ni tudi zato, ker z razkuzevanjem tal z MB
zatremo glive iz kompleksa, ki povzroc¢ajo ¢rno koreninsko gnilobo. Ponovna okuzba s
hitro rasto¢imi glivami kot sta Pythium sp. ali Rhizoctonia sp. je zelo velika, kar zmanjSuje
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u¢inek MB in verjetno tudi drugih kemi¢nih sredstev za razkuZevanje tal (Katan, 1981). Pri
boleznih koreninskega sistema ima pomembno vlogo obcutljivost sorte. Okuzbe
tolerantnih sort s skodljivo glivo ne vplivajo na zmanjsanje koreninskega sistema in listne
povrsine. Vpliv skodljivih gliv se izrazi le na obcutljivih sortah (Branzanti in sod., 1998).

Ob spremljanju mikoriznih gliv smo v nasih poskusih (na posameznih vzorcih korenin)
zasledili mikrosklerocije, ki niso pripadali mikoriznim ali Skodljivim glivam in na rast
rastlin niso imele negativnega vpliva. Obravnavali smo jih kot DSE glive ali nepoznane
koreninske endofite, ki so tezko doloc¢ljivi in malo poznani. Njihova vloga v naravi je
neraziskana. V nasih poskusih smo se osredoto¢ili na neskodljive koreninske endofite zato,
ker so skodljive glive v odnosu do alternativnih metod razkuZevanja tal tema Stevilnih
raziskav. Ob kontroli mikoriznosti smo le v enem izmed nasih vzorcev zasledili konidije
glive, ki so bile podobni skodljivi glivi Alternaria alternata, opisani v raziskavi Cavannija
in sod. (1996).

Delez rastlin z DSE, skodljivimi ali nepoznanimi koreninskimi endofiti je bil v poljskem
poskusu zelo majhen. V lon¢nih poskusih je bil delez rastlin z razliénimi mikrosklerociji
nemikoriznih gliv ve¢ji. V obravnavanjih brez mikoriznega inokuluma je bilo
mikrosklerocijev manj kot v obravnavnjih z dodanim mikoriznim inokulumom. Glede na
to, da se prezivetvene strukture (sklerociji) pojavijo ob stresu, lahko predvidevamo, da
inokulacija rastlin z mikoriznim inokulumom predstavlja dolocen stres. Med
nemikoriznimi glivami so v lon¢nih poskusih prevladovali mikrosklerociji Tipa 4 in Tipa
1, ki jih z molekulskimi metodami nismo uspeli dolo¢iti. V' poljskem poskusu je bilo
najvec rastlin z nemikoriznimi mikrosklerociji v obravnavanju s kemi¢nim razkuzevanjem
in pod prozorno folijo. V lon¢nih poskusih je bilo v LP I in LP II izrazito ve¢ nemikoriznih
mikrosklerocijev v obravnavanjih, ki jim je bil dodan MI in to v obravnavanjih z
biocidnimi rastlinami. Razlog za ve¢jo pojavnost teh organizmov smo iskali v mikoriznem
inokulumu. S pomoc¢jo molekulskih metod nam ni uspelo dolociti nobene od navedenih
nemikoriznih gliv.

6.6 Molekulska identifikacija AM, DSE in koreninskih endofitov

Prisotnost AM, DSE in skodljivih gliv ter ostalih koreninskih endofitov je bila dokazana z
meritvami mikoriznosti vzorcev korenin in spremljanjem posameznih mikrosklerocijev
neznanega izvora, ki smo jih obravnavali kot DSE, skodljive ali nepoznane koreninske
endofite. Z metodo PCR in TTGE smo v vzorcih iz drugega in tretjega lon¢nega poskusa
delno identificirali vrste mikoriznih in ostalih endofitnih gliv. DNA smo izolirali in
pomnozevali s specifiécnimi zacetnimi oligonukleotodi za glive. Z molekulsko
identifikacijo gliv v koreninah jagod smo Zeleli poenostaviti dokazovanje mikoriznih gliv,
ki je prej temeljilo na osnovi spor in skodljivih gliv, ki je temeljilo na dolo¢anju na osnovi
kolonizacije. S prvim TTGE smo dokazali samo prisotnost gliv iz rodu Glomus spp. ter
prisotnost skodljive glive Rhizoctonia sp. Z drugim TTGE nam je uspelo senkvenciranje
dveh nepoznanih gliv, Microdiplodia sp. in ene mikorizne glive (Glomus intraradices).
Stevilo fragmentov je bilo povsod priblizno enako, ne glede na obravnavanje.
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Na podlagi rezultatov TTGE metode smo iz drugega lon¢nega poskusa med vzorci iz
kontrole (K 2, K 10 in K13) in vzorci iz obravnavanja, kjer je bila rastnemu substratu
dodana biocidna rastlina Es, ugotovili veliko razliko med pogostnostjo posameznih
fragmentov DNA. Stevilo gliv v kontrolnih vzorcih je bila mnogo vegje od stevila gliv iz
obravnavanja z biocidno rastlino Es. Biocidne rastline niso vplivale le na stopnjo
kolonizacije (podatki mikoriznosti pri Es) temve¢ tudi na raznovrstnost (diverziteto) AM
gliv.

6.7 Sklepi

Pomen raziskovanja alternativnih metod razkuzevanja tal ni le v preizkusanju tehnologij za
neposredno uporabo v kmetijski pridelavi, temve¢ v spoznavanju vplivov posameznih
ukrepov na okolje, predvsem na zivljenje v tleh. V rastlinski pridelavi se vse pogosteje
sreCujemo s pomanjkanjem zemljis¢. Vse ve¢ je nerodovitnih tal, ki jih ovrednotimo kot
utrujena, izérpana, degradirana, zasoljena, zasiCena, mrtva in dr. Z intenzivnim
kmetovanjem v tleh ustvarjamo neravnovesje v zalozenosti s hranili in v zasi¢enosti S
Skodljivimi organizmi, kar dolgoro¢no vodi v vse manjsi in manj kakovosten pridelek.
Alternativne metode razkuzevanja tal so namenjene ustvarjanju ugodnih pogojev za rast
gojenih rastlin, obenem pa ohranjanju oziroma vzpodbujanju sozitja med kmetijskimi
rastlinami in mikroorganizmi v tleh. Biofumigacija in solarizacija sta zaradi izrazito
trajnostne naravnanosti vse bolj raziskovana tehnoloska ukrepa (Gianinazzi in sod., 2010).
Na osnovi rezultatov nasih poskusov, ki smo jih postavili na podlagi postavljenih hipotez,
smo prisli do sledecih sklepov:

-V nasi raziskavi, ki je temeljila na lon¢nih in poljskem poskusu smo ugotovili, da
sta imeli biofumigacija in solarizacija na parametre rasti, rodnosti in zdravstvenega
stanja jagod nevtralen ali pozitiven vpliv. U¢inki so bili rezultat delovanja ve¢
dejavnikov. Pri biofumigaciji smo z biocidnimi rastlinami v tla wvnesli
glukozinolate, ki so predvidoma zmanjsali populacijo $kodljivih organizmov,
obenem pa smo z vnosom velike koli¢ine organske snovi vplivali na ugoden razvoj
mikorize in s tem na povecano kolonizacijo korenin z AM v primerjavi s kemi¢nim
razkuzevanjem (lon¢ni poskusi). S solarizacijo smo vplivali na MO in soc¢asno na
povecano mineralizacijo. Uc¢inkovitost biofumigacije in solarizacije je bila v
poljskem poskusu primerljiva z delovanjem kemiénega razkuzevanja z dazometom.
V lonénih poskusih je bilo delovanje obeh alternativnih metod na parametre rasti in
rodnosti bolj ugodno kot kemi¢no razkuzevanje.

- Z biocidnimi rastlinami smo v lon¢nih poskusih v substrat vnesli velike koli¢ine
organske snovi, zato se je povecala koli¢ina P in K. S povecanjem koli¢ine P se je v
drugem lon¢nem poskusu sorazmerno zmanjsala frekvenca AM jagod.

-V poljski poskus je bila vkljucena tudi nebiocidna rastlina drobnoplodni krmni bob,
ki je imela najvecjo listno maso. Posebnega ucinka na pridelek in na MO v tleh

rastlina ni imela.

- Na zatiranje plevelov je bila v poljskem poskusu, v primerjavi s kontrolo, delno
ucinkovita le solarizacija s prozorno folijo. V primerjavi s kontrolo, se je

86



Koron D. Pomen alternativnih metod razkuzevanja tal...mikorize jagode (F. X ananassa Duch.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

zapleveljenost v obravnavanjih z biocidnimi rastlinami povecala. Razlog je bil
verjetno v vnosu organske snovi v zgornjo plast zemlje, ki je vplivala na boljse
kaljenje plevelnih rastlin. V lon¢nih poskusih je rast plevelov zavirala bela
gorjusica (Sa).

- Z zaoravanjem razli¢nih biocidnih rastlin Smo v tla vnesli razli¢ne vrste in koli¢ine
GSL, ki na kolonizacijo korenin jagod z AM niso delovale negativno. To smo
potrdili z ocenjevanjem kolonizacije po Trouvelotu. Obcutljivost na posamezne
vrste AM na GSL smo potrdili z molekulsko tehniko TTGE. Ugotovili smo, da je
bilo v vzorcih kontrolnih rastlin prisotnih ve¢ vrst AM gliv kot v vzorcih iz
obravnavanja z biocidno rastlino navadna rukvica (Es).

- Solarizacija na mikorizno kolonizacijo v primerjavi s kontrolo ni imela vpliva. To
potrjuje dejstvo, da mikorizne glive dobro prenasajo visoke temperature.

- Vpliv folij na pridelek v poljskem poskusu je bil enak vplivu dazometa in se ni
razlikoval od kontrole.

- Dodajanje naravnega mikoriznega inokuluma v dveh lonénih poskusih je vplivalo
na povecano mikorizno kolonizacijo jagod (F%). V prvem lon¢nem poskusu razlike
niso bile statisti¢no znacilne, v drugem pa so bile v vseh obravnavanjih, razen Es in
kontroli. Na izenacenost dodanih mikoriznih inokulumov v prvem in drugem
poskusu lahko sklepamo iz primerjav parametrov mikoriznosti v kontroli, ki so bili
v prvem in drugem lon¢nem poskusu skoraj enaki.

- Hipoteza, da kemi¢no razkuzevanje skoraj popolnoma uni¢i AM je bila zanesljivo
potrjena v lon¢nih poskusih. V poljskem poskusu rezultati niso bili prepri¢ljivi, saj
je bila F% pri razkuzevanju z dazometom vecja kot v kontrolnih obravnavanjih, kar
je bilo verjetno posledica hitre remikorizacije tal.

- Delez rastlin z DSE, $kodljivimi ali nepoznanimi koreninskimi endofiti je bil v
poljskem poskusu majhen, v lon¢nih poskusih pa nekoliko vecji. V obravnavnjih z
dodanim Ml je bilo mikrosklerocijev ve¢ kot v obravnavanjih brez Ml. Glede na to,
da se prezivetvene strukture (sklerociji) pojavijo ob stresu, lahko predvidevamo, da
inokulacija rastlin z MI predstavlja dolocen stres.

- Mikroskopsko spremljanje mikoriznosti je dolgotrajno in zahtevno, vendar izraza
dejansko stanje MO v tleh. Molekulske metode PCR in TTGE so hitre, vendar
ustreznih povezav med laboratorijskimi rezultati in rezultati v naravi $e ni.

- Na podlagi lon¢nih poskusov smo ugotovili, da je za doseganje vecjih uéinkov
biofumigacije in solarizacije v tleh (naravno okolje) potrebno povecati maso
zaoranih rastlin (sorta, Cas setve, gnojenje, varstvo, Cas zaoravanja) ter pri
solarizaciji podaljSati rok prekrivanja s prozorno folijo.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

Intenzivna pridelava jagod (Fragaria x ananassa Duch.) vkljucuje tehnoloske ukrepe
priprave tal in varstva rastlin, ki bi se morali ob vse ve¢ji skrbi za okolje in zdravje ljudi ter
ob vse ve¢jem prehajanju na ekolosko pridelavo spremeniti. Fizikalne, kemi¢ne in bioloske
lastnosti tal neposredno vplivajo na kakovost in koli¢ino pridelka jagod. V vseh
tehnologijah pri napravi nasadov dajemo velik poudarek izbiri lege, lokaciji ter pripravi tal,
pri kateri je pomembno upostevanje vecletnega kolobarja in poznavanje rastlin, primernih
za kolobarjenje. S tem se izognemo enostranskemu izérpavanju hranil iz tal, predvsem pa
Skodljivim talnim glivam, ki predstavljajo enega izmed najtezje resljivih problemov v
pridelavi jagod. Pri zelo visoko intenzivnih tehnologijah vlogo kolobarja nadomesti
kemi¢no razkuzevanje, ki je zdravju ljudi skodljivo in okolju neprijazno. V trajnostno
kmetijsko pridelavo se uvajajo alternativne oblike razkuzevanja tal, med katerimi sta
najbolj razSirjeni biofumigacija in solarizacija, s katerima zelimo veéletni kolobar v
pridelavi jagod skrajsati na eno do dve leti. Vse metode razkuZevanj posegajo v zivljenje
Skodljivih in koristnih MO, med katerimi so tudi AM glive. Vpliva alternativnih metod na
koreninske endofite in posreden vpliv na pridelek sta odvisna od tipa razkuzevanja, rastnih
in Klimatskih razmer ter gojene kulture. Spremljanje vpliva razkuzevanja tal na koreninske
endofite je s konvencionalnimi metodami (ocenjevanje kolonizacije po Trouvelotu)
dolgotrajno, zato smo v analizo sprememb v tleh vkljuéili tudi molekulske metode (PCR in
TTGE), s katerimi smo ovrednotili vpliv metod razkuzevanja tal na koreninske edofite in
delno dolo¢ili raznolikost gliv.

Posledice biofumigacije in solarizacije na razvoj rastlin, AM in DSE gliv smo tri leta
spremljali v lon¢nih poskusih v zavarovanem okolju in eno leto v poljskem poskusu na
prostem. Vpliv alternativnih metod razkuZevanja smo spremljali v primerjavi s kemi¢nim
razkuzevanjem z dazometom in kontrolo. V lon¢nih poskusih smo solarizacijo izvedli z
ogrevanjem zemlje na 37 °C, biofumigacijo pa z dodajanjem zmletih biocidnih rastlin Bj,
Sa in Es. V lonénih poskusih smo polovico rastlin vsakega obravnavanja inokulirali z
naravnim mikoriznim inokulumom, gojenim na koreninah koruze, posejane v zemljo iz
ekoloskega nasada jagod. V poljskem poskusu smo solarizacijo izvedli s ¢rno in prozorno
folijo, s katerima smo poskusne parcele prekrili za 6 in 9 tednov. Biofumigacijo smo v
poljskem poskusu izvedli z zelenim gnojenjem z biocidnimi rastlinami iz druZine kriZznic
Bj, Sa in Es v primerjavi z zelenim gnojenjem z Vf.

Alternativne metode razkuzevanja tal, predvsem biofumigacija, spremenijo razmere v tleh.
S kemicno analizo zemlje pred izvedbo lonénega poskusa in po zaklju¢ku poskusa smo
dokazali nevtralen ali ugoden vpliv zelenega gnojenja z biocidnimi rastlinami ter
solarizacije na rast jagod in razvoj koristnin AM gliv. Solarizacija in biofumigacija sta s
povecanjem organske snovi in hranil v tleh ter vzpostavitvijo ugodnih razmer za razvoj
koristnih talnimi MO pripomogli k vecji kakovosti tal. Kriznice pomembno vplivajo na
zalozenost tal z dusikom za sledeco kulturo (Smith in sod., 2004; Marchetti in sod., 2008).
Kljub temu, da smo v poljskem poskusu s Sa v tla vnesli najmanj organske snovi, je na
pridelek najugodneje delovala. Vpliv Sa na pridelek je bil najbolj ugoden tudi v lon¢nih
poskusih.
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V poljskem poskusu smo v tla z biocidnimi rastlinami zaorali razli¢ne koli¢ine organske
snovi in s tem razli¢ne koli¢ine GSL. V lon¢ne poskuse smo vnesli vedno enako koli¢ino
organske snovi biocidnih rastlin.

Poleg bolezni predstavljajo v jagodah najvecji problem pleveli. Zatiranje s herbicidi je
zaradi nujne selektivnosti pripravkov tezko in drago. V IP in EKO pridelavi neposredna
uporaba herbicidov ni dovoljena. Sajenje jagod na folijo omeji zapleveljenost na velikem
delu nasada, vendar je zapleveljenost sadilnih mest Se vedno zelo velik problem. Vecina
kemicnih sredstev za razkuzevanje tal deluje tudi herbicidno. NovejSa kemicna sredstva so
v primerjavi z MB bolj selektivna in manj uc€inkovita. V nasSem poljskem in lon¢nih
poskusih je bil dazomet, v primerjavi z alternativnimi metodami, pri zatiranju plevelnih
rastlin ucinkovit. Kolobarjenje z rastlinami za zeleno gnojenje ima izrazit vpliv na
fizikalne lastnosti tal in povec¢ano zapleveljenost (Lazzeri in Manichi, 2001). V poljskem
poskusu so bila obravnavanja z biocidnimi rastlinami bolj zapleveljena. Stevilo plevelov se
je v vseh obravnavanjih z rastlinami za podor, vkljuéno z biocidnimi, zelo povecalo.
Najvecja zapleveljenost je bila v obravnavanju Vf, najmanjSa pa pri Sa. Iz vseh Stirih
poskusov lahko povzamemo, da je rast plevelov preprecevala le Sa, s ¢imer lahko le delno
potrdimo hipotezo, da biofumigacija zmanjSuje zapleveljenost. Ucinek solarizacije s
prozorno folijo na zapleveljenost je bil v poljskem poskusu od alternativnih metod
najvecji. Statisticno se ni razlikoval od obravnavanja, kjer smo tla kemi¢no razkuzevali z
dazometom. V lon¢nih poskusih je od alternativnih metod na zapleveljenost imelo najvec;ji
vpliv obavnavanje Sa, katerega ucinek se statisti¢no ni razlikoval od obravnavanja D.

Mikorizna kolonizacija jagod je odvisna od zunanjih, genetskih in tehnoloskih dejavnikov
(Branzanti in sod., 2002; Duncan, 2002; Vestberg in sod., 2002). Z vnosom velikih koli¢in
organske snovi se v tleh poleg hranil poveca tudi Stevilo MO. Povpre¢na mikorizna
kolonizacija je bila v poljskem poskusu nizja kot v lonénih poskusih. Temeljni razlog za
razliko v mikorizni kolonizaciji je bil v razliki med naravnim okoljem in zavarovanim
okoljem rastlinjaka. V vzorcih iz vseh poskusov smo opazili predvsem arbuskule in hife, le
redko vezikle, nikoli pa svitkov. Prisotni so bili tudi drugi mikrosklerociji, ki smo jih
obravnavali kot DSE ali nepoznane koreninske endofite. Razlog za majhno zastopanost
veziklov je bil v tem, da vezikli predstavljajo zalozno strukturo, ki se razvije po daljsi
uspesni povezavi glive in rastline. Frekvenca mikorize jagod je bila v nasih poskusih zelo
velika, z izjemo v obravnavanju, v katerem smo uporabili dazomet. V poljskem poskusu je
bila od 37 % do 55,5 %, v LP | in LP Il brez dodanega MI pa od 47,3 % do 96 %. V
obravnavanjih z dodanim M1 je bila frekvenca mikorize vecja. Jagode so se na inokulacijo
z AM v razli¢nih obravnavanjih razlicno odzivale. Nekatere so z inokulacijo pridobile,
druge izgubile (Stewart in sod., 2005). Z biofumigacijo nekateri koristni MO (aerobne
bakterije, koristne prostozivece ogorcice, Pseudomonas spp. in aktinomicete) pridobijo,
drugi pa izgubijo (Scott in Kundsen, 1999; Riga, 2007; Mattner in sod., 2008). Strupenosti
biocidnih rastlin na sledec¢o kulturo se izognemo s sejanjem ali sajenjem glavne kulture
vsaj nekaj tednov po zaoravanju biocidnih rastlin (Scott in Kundsen, 1999). 1z podatkov
vpliva biocidnih rastlin na mikorizno kolonizacijo v kontroli (brez dodajanja MI) lahko
razberemo zelo majhen negativen vpliv (poljski poskus, LP II) ali celo ugoden vpliv
biocidnih rastlin na mikorizno kolonizacijo (LP I in LP I1I). Podatki pri ostalih parametrih
mikoriznosti jagod (M%, m%, A%, a%) so bili podobni F%. Dosezene vrednosti ostalih
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parametrov, so bile v naSem poskusu nizke, podobno kot v poskusu Branzanti in sod.
(2002).

V slovenskih klimatskih razmerah s solarizacijo tezko dosezemo potrebno koli¢ino visokih
temperatur, zato je kombinacija biofumigacije in solarizacije zelo perspektiven tehnoloski
ukrep. V poljskem poskusu smo dokazali nevtralen uc¢inek solarizacije na mikorizne glive.
Pod prozorno folijo je bila dosezena visja temperatura tal in globlje ogrevanje kot pod ¢rno
folijo. V poljskem poskusu smo pod prozorno folijo na globini 10 cm presegli kriticno
temperaturo 37 °C v 6 dneh (170 ur). Trajanje visokih temperatur je bilo v vseh nacinih
prekrivanja tal prekratko. Prozorna folija je v poljskem poskusu nedvomno vplivala na
manjSe Stevilo plevelov, ni pa imela, v primerjavi z ostalimi alternativnimi metodami in
kontrolo, vpliva na mikorizno kolonizacijo ali pridelek. Najve¢ DSE o0z. nepoznanih
koreninskih endofitov je bilo pod prozorno folijo. Mikoriza je bila, tudi v primerjavi z
vsemi ostalimi obravnavanji in kontrolo, najbolj razvita pod ¢rno folijo.

Kemicno razkuzevanje tal uni¢i mikorizne glive oz. zavira njihov razvoj (McGraw in
Hendrix, 1986; Branzanti in sod., 2002). Prisotnost posameznih vrst MO v tleh je mo¢no
odvisna od letnega Casa. Na kemic¢no razkuzevanje so AM glive razlicno obcutljive.
Ucinek kemi¢nega razkuzevanja z dazometom v poljskem poskusu je bil majhen.
Frekvenca mikorize jagod v obravnavanju z dazometom je bila v primerjavi s kontrolo
manjsa samo za 1%. Razlogi za majhen vpliv dazometa na mikorizne glive v poljskem
poskusu so bili lahko zunanji dejavniki in velika mo¢ remikorizacije tal (Niemi in
Vestberg, 1992). V lon¢nih poskusih je dazomet skoraj popolnoma unic¢il mikorizne glive.

Z AM Kkolonizirane rastline so bolj ucinkovite v pridobivanju hranil in vode, manj
obcutljive na bolezni ter bolj produktivnhe v danih rastnih razmerah kot nemikorizne
rastline, vendar med pridelkom in mikorizno kolonizacijo ni jasnih povezav (Smith in
Read, 1997; Vestberg in sod., 2002). Dodajanje MI sicer vpliva na vi§jo stopnjo
kolonizacije, ki pa se nujno ne izrazi v vi§jem pridelku (Regvar in sod., 2003; Gosling in
sod., 2006). V vecini poskusov, kjer so preucevali vpliv mikoriznih gliv na rast in rodnost
jagod, je bil vpliv mikoriznih gliv na rastline pozitiven. Inokulirane rastline imajo vecjo
maso korenin in poganjkov, ve¢je plodove in vecji pridelek (Paraskevopoulou-Paroussi in
sod., 1997; Matsubara in sod., 2004; Sharma in Adholeya, 2004). U¢inek mikoriznih gliv
na rast in razvoj jagod pa je lahko tudi negativen (Taylor in Harrier, 2001; Stewart in sod.,
2005). Iz rezultatov poljskega poskusa ne moremo trditi, da sta bili intenziteta rasti in
koli¢ina pridelka odvisni oz. povezani s frekvenco mikorize ali intenziteto mikorizne
kolonizacije. V lonénih poskusih smo medsebojni vpliv F% in rasti (masa listov) lahko
potrdili le v LP 111, medsebojni vpliv rodnosti ter F% in M% pa v LP | in LP Ill. AM so
obligatni biotrofi, kar pomeni, da so odvisni od svojega gostitelja. Obic¢ajno so koristni za
rastlino, vendar lahko rast rastlin tudi zmanjSajo in postanejo pod dolo¢enimi pogoji
paraziti, predvsem v zgodnji fazi kolonizacije (Schonbeck, 1979). V poljskem poskusu
smo v obravnavanjih s solarizacijo s ¢rno ali prozorno folijo, ne glede na trajanje
prekrivanja, dosegli najmanjsi pridelek. Kljub dejstvu, da je bila kolonizacija korenin z
mikoriznimi glivami v obravnavanjih s ¢rno folijo najvec¢ja (ne staristicno znacilno), je bil
pridelek prav v teh dveh obravnavanjih najman;si.
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Ob spremljanju mikoriznih gliv, smo na posameznih vzorcih Kkorenin zasledili
mikrosklerocije, ki niso pripadali mikoriznim ali $kodljivim glivam. Obravnavali smo jih
kot DSE ali nepoznane koreninske endofite. DSE, katerih vloga je v naravi slabo poznana,
so tezko dolocljive in malo poznane. V lon¢nih poskusih je bil delez rastlin z nepoznanimi
mikrosklerociji vec¢ji, v poljskem poskusu pa zelo majhen. Med mikrosklerociji so v
lon¢nih poskusih prevladovali Tip 4 in Tip 1. Gliv z molekulskimi metodami nismo uspeli
dolo¢iti. V poljskem poskusu je bilo najve¢ rastlin z nepoznanimi mikrosklerociji v
obravnavanju s kemi¢nim razkuzevanjem in pod prozorno folijo, v lon¢nih poskusih pa v
obravnavanjih Es, kar nakazuje na to, da se DSE razvijejo v stresnih razmerah.

Prisotnost mikoriznih, DSE, S$kodljivih in nepoznanih koreninskih endofitov je bila
ovrednotena ob mikroskopiranju vzorcev korenin. Z molekulskimi metodami PCR in
TTGE smo delno dolo¢ili vrste mikoriznih in ostalih gliv. Z molekulsko dolo¢itvijo gliv v
koreninah jagod smo Zzeleli poenostaviti dokazovanje mikoriznih gliv na osnovi spor in
metodami smo odbrali na osnovi rezultatov mikorizne kolonizacije. S TTGE smo dokazali
prisotnost gliv iz rodu Glomus sp. in Glomus intraradices ter prisotnost Skodljive glive
Rhizoctonia sp. V primerjavi kontrolnih vzorcev in vzorcev iz obravnavanja Es na
elektroferogramu smo ugotovili veliko razliko med pogostnostjo posameznih fragmentov
DNA. V kontrolnih vzorcih je bilo ve¢ razliénih mikoriznih gliv kot v vzorch z Es.
Biocidne rastline na stopnjo kolonizacije niso vplivale tako moc¢no kot na zastopanost oz.
raznolikost posameznih vrst mikoriznih gliv.
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SUMMARY

Intensive strawberry production (Fragaria X ananassa Duch.) requires a change of soil
cultivation and plant protection due to the growing concern for the environmental
protection, care for human health and increasing transition to organic production. The
quantity and quality of strawberry yield are directly affected by physical, chemical and
biological soil properties. In all cultivation technologies great emphasis has to be paid to
the position of strawberry field, its location, soil cultivation with respect to the multiannual
crop rotation with suitable plants. This is to avoid a unilateral depletion of nutrients from
soil and the most serious problem with soil pathogens which present one of the greatest
issues in the strawberry production. In the very intensive strawberry technologies, crop
rotation replaces chemical disinfection which is harmful and environmentally unfriendly.
In sustainable agriculture, solarization and biofumigation are alternative methods of soil
disinfection which can reduce the crop rotation to one to two years. All disinfection
methods affect the pathogen and beneficial microorganisms (MO), including the AM fungi
and DSE fungi. The effect of alternative methods on the beneficial MO and the indirect
effect on yield depend on the type of disinfection, the growing and climatic conditions and
the cultivated crops. Monitoring the impact of disinfection methods on MO with
conventional methods (Trouvelot’s evaluation of mycorrhiza colonization) is slow, so we
also included molecular methods (PCR and TTGE) which were used for the evaluation of
the impact of different alternative soil disinfection methods on the beneficial MO and
determination of their diversity.

The effect of solarization and biofumigation on plant growth, mycorrhiza and DSE was
evaluated in a pot experiment conducted in the protected environment for three years and
in a field experiment conducted for one year. We compared the effect of alternative
disinfection methods to that of chemical disinfection with dazomet and the control
treatment. In the pot experiment, solarization was carried out by heating the soil to 37 °C
while biofumigation was performed by adding the Bj, Sa and Es ground biocidal plants. In
the pot experiments half of the plants of each treatment were inoculated with natural
mycorrhizal inoculum produced by growing the VA mycorrhiza on maize roots in the soil
coming from an ecologic strawberry field. In the field experiment the soil was solarised
with black and transparent foil for 6 and 9 weeks. Biofumigation was carried out with
green manure using the Bj, Sa and Es biocidal plants and compared with green manure
using the Vf non-biocidal plant.

The conditions in the soil were essentially changed due to alternative disinfection methods,
especially biofumigation. On the basis of soil analyses made before and after the pot
experiment, neutral or beneficial effect of green manure with biocidal plants and
solarization on strawberry growth and development of beneficial AM fungi was proved.
Solarization and biofumigation contributed to higher soil quality by raising the content of
organic matter and nutrients in soil and the reestablishment of favourable ratio between
beneficial and pathogenic MO. The Brassicaceae plants provide a significant effect on the
N supply for the next culture (Smith et al., 2004; Marchetti et al., 2008). Even though in
the field experiment with Sa the lowest quantity of organic mass was incorporated into the
soil, the effect on the yield was very good. The effect of Sa was the most favourable in the
pot experiments, too.
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In the field experiment, different amount of organic mass and that of GSL was
incorporated with biocidal plants in soil. In the pot experiment we always added the same
amount of biocidal organic mass.

In the strawberry production, next to diseases, weeds are the biggest problem. Treatment
with herbicides is difficult and expensive because it requires herbicides with selective
activity. In the IP and EKO production the direct use of herbicides is not permitted.
Planting on foil reduces the growth of weeds, but not those in the planting holes where
they still present a problem. The majority of soil disinfectants have herbicidal effect.
Recent chemical disinfectants are more selective and less effective than MB. In our field
and pot experiments, dazomet was successful if compared with alternative methods. Crop
rotation with plants for green manure has a significant influence on the physical soil
properties and increased weediness (Lazzeri and Manichi, 2001). In the field experiment,
treatments with biocidal plants had more weeds. The number of weeds in all treatments
with green manure, including biocidal plants, was bigger, probably due to the increased
organic matter in soil. The maximum weediness was observed in the VT treatment and the
minimum one in the Sa treatment. We can not confirm the hypothesis that biofumigation
reduces the weeds, because in all experiments only the Sa treatment reduced the weed
growing. Solarization with the transparent foil in the field experiment has the greatest
influence on weeds among alternative methods. There was no statistical difference between
solarization treatment and dazomet treatment. In pot experiments, Sa treatment had the
greatest influence on weeds and it was not statistically different from D treatment.

The strawberry mycorrhizal colonization is influenced by external, genetic and
technological factors (Branzanti et al., 2002; Duncan, 2002; Vestberg et al., 2002). The
incorporation of large amount of organic mass increases the amount of nutrients and MO in
the soil. The average mycorrhizal colonization in the field experiment was lower in
comparison with that in the pot experiments. The main reason for that was the difference
between the natural environment and the isolated conditions in the greenhouse. In the root
samples from all experiments we observed primarily arbuscules and hyphae, rarely
vesicles, but no coils. We also observed unknown fungi structures which presumably
belonged to DSE or to pathogenic fungi. The reason for the low presence of vesicles,
which are store structures, was found in a short mycorrhizal colonization of plants. The
frequency of strawberry mycorrhiza was very high in our experiments, with the exception
of dazomet treatments. In the field experiment it ranged from 37 % to 55.5 % and in the LP
I and LP Il without MI it ranged from 47.3 % to 96 %. The frequency of mycorrhiza was
higher in the MI treatments. The responses of strawberries in different treatments to AM
inoculation were varied. Some of them gained with the inoculation, other incurred a loss
(Stewart et al., 2005). With the biofumigation, too, some of the beneficial MO (aerobic
bacteria, gram negative bacteria, free leaving nematodes, Pseudomonas spp. and
actinomycetes) gained or incurred a loss (Scott and Kundsen, 1999; Riga, 2007; Mattner et
al., 2008). The biocidal plant toxicity is avoided by sowing or planting the succeeding crop
a few weeks after the incorporation of biocidal plants (Scott and Kundsen, 1999). From the
data of the impact of biocidal plants on mycorrhizal colonization and control treatment
(without MI) a very small negative effect of biocidal plants on mycorrhizal colonization
(field experiment, LP I1) or even their beneficial effect (LP I and LP I11) was observed. The
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data were the same in other mycorrhizal parameters (M%, m%, A%, a%). The values
achieved by other parameters in our experiment were very low (Branzanti et al., 2002).

In the Slovenian climatic conditions the combination of solarization and biofumigation is a
perspective technological step because with solarization it is difficult to achieve the
required amount of high temperatures. In the field experiment we proved a beneficial or
neutral effect of solarization on the beneficial soil MO. We achieved higher soil
temperature under transparent foil than under the black one. The differences decreased
with the depth. Under transparent foil in the field experiment the critical temperature of 37
°C at the depth of 10 cm was exceeded in 6 days. The duration of high soil temperatures in
all types of covering was too short. Transparent foil in the field experiment undoubtedly
reduced weeds in comparison with other alternative methods and the control treatment but
did not have any influence on the mycorrhizal colonization and yield. Under transparent
foil the majority of DSE or unknown fungi were observed. In comparison with other
treatments, mycorrhiza was the most developed under black foil. The duration of
solarization had an effect on mycorrhiza. In the treatment which was three weeks longer
covered with transparent foil, F was by 5.4 % lower and under black foil it was lower by
2.9 %.

Chemical disinfection of soil destroys the mycorrhiza or inhibits its development of
(McGraw and Hendrix, 1986; Branzanti et al., 2002). The presence of individual MO
species in soil is highly influenced by seasons. Chemical disinfection has a diversified
effect on the AM fungi. In the field experiment the effect of dazomet was minimal. The
frequency of strawberry mycorrhiza in the dazomet treatment was only by 1 % lower in
comparison with the control treatment. The reason for the poor effect of dazomet on the
mycorrhiza fungi in the field experiment may have been the external factors and the high
soil re-mycorrhization (Niemi and Vestberg, 1992). In the pot experiments dazomet almost
completely destroyed the mycorrhizal fungi.

The AM colonized plants are more efficient in obtaining nutrients and water, less
susceptible to diseases and more productive in current growing conditions than the non-
mycorrhizal ones, however, there are no explicit relations between yield and mycorrhizal
colonization (Smith and Read, 1997; Vestberg et al., 2002). Inoculation with natural
inoculum influences the level of colonization, but it is not necessarily expressed in a higher
yield (Regvar et al., 2003; Gosling et al., 2006). In most experiments, mycorrhiza had a
beneficial effect on the growth and yield of strawberries. Inoculated plants had a greater
mass of roots and shoots, larger fruits and higher yield (Paraskevopoulou-Paroussi et al.,
1997; Matsubara et al., 2004; Sharma and Adholeya, 2004). However, the effect of
mycorrhizal fungi on the growth and yield of strawberries may also be negative (Taylor
and Harrier, 2001; Stewart et al., 2005). From the results obtained in the field experiment
we could not confirm that the intensity of growth and the quantity of yield were dependent
on the frequency or intensity of mycorrhiza. We can confirm the influence of F% and
growth (mass of leaves) only in the LP Ill, and the interaction of yield, F% and M% in the
LP I and LP I1l. AM are obligate biotrophic fungi dependent on their host. Usually, they
are beneficial, but sometimes they reduce the growth and in certain conditions they become
parasites and not symbionts (Schonbeck, 1979). In the field experiment, solarization with
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black or transparent foil of different duration achieved the lowest yield. Despite the highest
mycorrhiza colonization under the black foil, the yield was the lowest.

During the evaluation of mycorrhiza, in some samples of roots, fungal structures which
were not mycorrhizal or pathogenic were detected but they had no negative effect on plant
growth. We recognised them as less known and difficult to determine DSE fungi. Their
role in the nature is unknown. The share of plants with DSE fungi in the field experiment
was very small. In the pot experiments the share of plants with unknown structures was
greater. The share of dead plants was greater in the pot experiments. Among the structures
in the pot experiments which we could not determine, Tip 4 and Tip 1 dominated. In the
field experiment the majority of unknown structures were found with chemical
disinfections and under transparent foil while in the pot experiments they were found with
Es treatments.

Mycorrhizal, DSE and pathogen fungi were evaluated by microscoping of root samples.
We identified the mycorrhiza and other fungi using PCR and TTGE methods. With the
molecular methods we wanted to simplify the detection of mycorrhizal fungi on the basis
of spores and that of pathogen fungi on the basis of fungi growing on different culture
media. We selected the samples for molecular determination on the basis of the results of
mycorrhizal colonization. The presence of the genus Glomus sp. and the species Glomus
intraradices and also the presence of the pathogenic fungi Rhizoctonia sp. was proved
using the TTGE method. In the comparison of the control treatment and the Es treatment in
the electroferogram great difference was found between the frequencies of individual DNA
fragments. The Es treatment confirmed a decrease in the AM population when compared
with the control treatment. Biocidal plants had a greater influence on the diversity of
mycorrhizal fungi than on the mycorrhizal colonization.
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PRILOGA A: Analize glukozinolatov v biocidnih rastlinah v letih 2002 (poljski poskus) in 2003 (lon¢ni poskusi) (umol/g ss)

Annex A: Analysis of glucosinolates in biocidal plants in 2002 (field experiment) and 2003 (pot experiments) (umol / g dw)

Vrsta Deli Vsota
rastline rastline PRO SIN ALY 40H GSL2 GBN GSL3 GSL4 GSL6 GSL7 GSL8 GSL
V letu

2002

Bj listi 8,34 8,34
Sa listi 19,46 1,35 20,81
Es listi 0,35 0,26 5,92 6,53
V letu

2003

Bj listi 13,50 0,80 0,53 1,98 16,81
Bj korenine 66,32 4,15 70,47
Sa listi 5,30 0,40 0,65 6,35
Sa korenine 0,28 1,07 1,23 2,58
Es listi 0,28 0,17 3,90 12,24 16,59
Es korenine 0,71 0,38 0,83 18,43 12,21 3,69 36,25
Legenda:

PRO - progoitrin

SIN — sinigrin

ALY — glukoalizin

40H — 4-hidroksibrasicin

GBN - glukobrasikanapin

GSL — neidentificirani glukozinolati



PRILOGA B: Koli¢ina zaorane biomase in GSL v obravnavanjih z biocidnimi rastlinami (poljski poskus - setev v letu 2002)
Annex B: Quantity of incorporated biomass and GSL in tretments with biocidal crops (field experiment - sowing in 2002)

Rastlina Lastnosti rastline Vsebnost GSL v rastlini GSL dodani tlom*
Masa Suha snov
kg/ m? mg/g umol/g umol/g mmol/ m? mmol/kg mg/kg
suhe snovi sveze Snovi zemlje** zemlje

Bj 4,1 164 8,3 1,36 5,576 0,039 18,0
Sa 2,3 150 20,8 3,12 7,176 0,051 23,5
Es 3,2 126 6,5 0,82 2,624 0,018 8,3
\ii 57 / / / / / /

* PreraCuno na osnovi podatkov Lazzeri in Manici (2001)
**1m? zemlje na srednje tezkih tleh je priblizno 140 kg (Lazzeri in Manici, 2001)



PRILOGA C: Izra¢un mase rastlin in GSL dodanih substratom v lonénih poskusih (setev v
letu 2003)

Annex C: Calculation of the mass of plants and GSL added to the soil in pot experiments
(sowing in 2003)

Rastlina Suha GSL v rastlini GSL dodani zemlji*
snov
ma/g umol/g umol/g mmol/ mmol/kg mag/kg
suha sveza lon¢ek zemlje** zemlje
snov snov (250)
Bj 113 16,8 1,89 0,047 0,171 78,9
Sa 105 6,4 0,67 0,017 0,062 28,6
Es 98 16,6 1,62 0,045 0,163 75,2

* Preracuno na osnovi podatkov Lazzeri in Manici (2001)
**1m? zemlje na srednje tezkih tleh je priblizno 140 kg (Lazzeri in Manici, 2001)



PRILOGA D: Nihanja maksimalne temperature tal pod folijami
Annex D: Oscillation of maximum soil temperature under films
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Priloga D-1: Maksimalne temperature tal, doseZzene na globini 10 cm pod razli¢nimi folijami
in maksimalna temperatura zraka (°C)

Annex D-1: The maximum soil temperature reached at a depth of 10 cm under different foils
and maximum air temperature (° C)
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Priloga D-2: Maksimalne temperature tal, dosezene na globini 20 cm pod razli¢nimi folijami

in maksimalna temperatura zraka (°C)

Annex D-2: The maximum soil temperature reached at a depth of 20 cm under different foils

and maximum air temperature (° C)



Priloga D-3: Povprec¢na in maksimalna temperatura tal doseZena na globinah 10 in 20 ¢cm na
nepokritih tleh in pod prozorno in ¢rno folijo (prekrivanje 6 in 9 tedenov) ter Stevilo ur s
temperaturo tal nad 37 °C

Annex D-3: The average and maximum soil temperature reached at the depths of 10 and 20
cm under uncovered and with transparent and black foil covered ground (covering 6 and 9
weeks) and the sum of hours with soil temperature above 37 °C

Tip Globina Povprecna DoseZena Vsota
solarizacije temperatura maksimalna uri nad
in kontrola tal temperatura 37°C
tal
cm °C °C
SOL PF 6 10 25,7 38,4 80
20 24,6 35,3 0
SOL PF9 10 27,4 39,8 170
20 26,4 36,6 0
SOL CF 6 10 23,5 35,1 0
20 22,4 31,9 0
SOL CF 9 10 25,1 36,7 0
20 24,0 334 0
K 10* / / /
20 18,1 24,9 0

*po polovici meritev je bil kabel merilne sonde poskodovan



PRILOGA E: Izracun mikorizne kolonizacije

Annex E: Calculation of mycorrhizal colonization

Frekvenca mikorize (F%)

F% = (8tevilo mikoriznihih korenin / stevilom vseh korenin ) x 100

Intenziteta mikorize (M%)
M% = (95 n5 + 70 n4 + 30 n3 + 5 n2 + nl) / Stevilo vseh korenin

n5 — Stevilo fragmentov, razvr§éenih v razred 5 .... nl — Stevilo fragmentov, razvrscéenih v razred 1.

Razredi infekcije koreninskih fragmentov:
Razred 0 — fragment ni inficiran

Razred 1 — fragment je inficiran od 0 do 1 %
Razred 2 — fragment je inficiran od 1 do 10 %
Razred 3 — fragment je inficiran od 10 do 50 %
Razred 4 — fragment je inficiran od 50 do 95 %
Razred 5 — fragment je inficiran od 95 do 100 %

Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenin (m%)

m % = M x Stevilo vseh korenin /Stevilo mikoriznih korenin=M x 100/ F

Gostota arbuskulov (A%)
A% =ax (M/100)

Razred AQ — arbuskuli niso prisotni
Razred Al — od 0 do 25 % arbuskulov
Razred A2 — od 25 do 50 % arbuskulov
Razred A3 — od 50 do 100 % arbuskulov

Gostota arbuskulov v koloniziranih delih korenin (a%)
a % = (100mA3 + 50 mA2 + 10 mAl) / 100
mAL = ((95n5A1 + 70n4A1 + 30n3A1 + 5n2A1 + nl1Al) / §tevilo mikoriznih korenin) x 100 / m

nlAl, n2Al, ..., n5A1 = §tevilo fragmentov z gostoto arbuskulov Al v posameznih razredih za

mikorizno kolonizacijo in enako za A2 in A3 (Glavina, 2005) .



PRILOGA F: Mikorizna kolonizacija korenin jagod

Annex F: Mycorrhizal colonization of strawberry roots

200 pm T ¥

Priloga F-1: Hife mikorizne glive na korenini jagode (povecava 100 x)
Hyphae of mycorrhizal fungus on the roots of strawberry (100 x)

Priloga F-2: Z AM koloniziran rastni vr§icek korenine jagode (povecava 100 x)
With AM colonized growing tips of strawberry root (100 x)

Priloga F-3: Apresorij mikorizne glive na povrsini korenine jagode (povecava 400 X)
Appressoria of mycorrhizal fungus on the surface of the root of strawberry (400 x )



epidermis skorja-

hipodermis korteks

strzen

arbuskul

Priloga F-4: Arbuskili v korenini jagode (povecava 400 X)

Arbuscules in the root of strawberry (400 x )

Priloga F-5: Vezikli v korenini jagode (povecava 400 x)
Vesicles in the root of strawberry (400 x )

Priloga F-6: Vezikli v korenini jagod (povecava 100 x)
Vesicles in the root of strawberry (100 x )

intracelularna hifa



Priloga F-7: Spora mikorizne glive in arbuskuli v korenini jagode (povecava 100 x)
Spore of arbuscular mycorrhizal fungus in the root of strawberry (100 x)



PRILOGA G: Nemikorizna kolonizacija korenin jagod (DSE ali nepoznani koreninski
endofiti)

Annex G: Nonmycorrhizal colonization of roots of strawberry (DSE or unknown root
endophytes)

LS
Priloga G-1: Mikrosklerociji nemikoriznih gliv — Tip 1 (povec¢ava 400 x)
Microsclerotia of nonmycorrhizal fungi — Type 1(400 X)

200 pm

Priloga G-2: Mikrosklerociji nemikoriznih gliv — Tip 2 (pove¢ava 100 x)
Microsclerotia of nonmycorrhizal fungi — Type 2 (100 x)

Priloga G-3: Mikrosklerociji nemikoriznih gliv — Tip 2 in septirana hifa (poveéava 1000 x)
Microsclerotia of nonmycorrhizal fungi — Type 2 and septate hyphae



200 pm

Priloga G-4: Hife mikoriznih gliv in odebeljene, zelo temno obarvane hife neznanih gliv (pove¢ava 100 X)
Hyphae of mycorrhizal fungi and thick, very dark colored hyphae of unknown fungi (100 x)



PRILOGA H: Masa listov in Stevilo plodov na rastlino v LP |
Annex H: Mass of leaves and number of fruits per plant in LP |

Obravnavanje Masa listov Plod
g/rastlino Stevilo / rastlino

Brez Ml Bj 50 +03 «cd 52 +04 bc
Sa 93 +£0,7 ab 59 £03 b
Es 81 +£05 b 46 +05 bcd
SOL 34 +£04 e 39 £04 bcd
D 40 +£0,7 de 00 +£00 e
K 31 +£02 e 36 +£03 «cd

ZMI Bj 55 +02 «cd 58 £04 b
Sa 10,1 +0,8 a 82 +15 a
Es 6,1 +04 ¢ 52 +05 bc
D 58 0,7 ¢ 29 +£11 d
K 30 +03 e 40 + 05 bcd

Statisti¢na znacilnost

Obravnavanje Fhx Fkk

Ml NS *

(Povprecna vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, pri obravnavanjih z ali brez Ml, se
statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)

NS p > 0,05; *0,05 >p > 0,01, ** 0,01 >p > 0,001, *** 0,001> p

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA I: Masa listov in §tevilo plodov na rastlino v LP II
Annex |: Mass of leaves and number of fruits per plant in LP |1

Obravnavanje Masa listov Plod
g/rastlino Stevilo / rastlino

brez Ml Bj 46 +0,3 bc 75 +05 a
Sa 55 +0,3 ab 75 +11 a
Es 3,8 +0,2 cd 55 + 0,8 abcd
SOL 25 +0,3 ef 43 + 05 d
D 37 +£04 cd 23 +0,8 e
K 22 +0,3 f 40 + 04 de

Z Ml Bj 53 + 04 ab 51 £+ 0,5 bed
Sa 54 + 0.2 ab 73 £ 05 a
Es 56 =+ 0,3 a 6,9 =+ 07 ab
SOL 34 +04 de 45 + 04 cd
D 41 + 04 cd 48 + 0,3 cd
K 23 +03 f 64 + 0,8 abc

Statisti¢na znacilnost

Obravnavanje falele il

Ml falale NS

Obravnavanje x Ml * *k

(Povpre¢na vrednost + SN). Vrednosti, oznadene z razli¢nimi ¢rkami, pri obravnavanjih z ali brez Ml, se
statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)

NS p > 0,05; *0,05>p > 0,01, ** 0,01 >p > 0,001, *** 0,001> p

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA J: Povprecno Stevilo plevelov na rastlino v lon¢nih poskusih

Annex J: Average number of weeds per plant in pot experiments

Obravnavanje LP 1 LP 1l LP Il Pleveli (LP 1+ LPIl1+LP I

Brez Ml Bj 6,7 10,7 2,2 66 04 bc
Sa 3,7 5,7 1,4 36 +04d
Es 49 11,6 1,7 6,1 =04 bc
SOL 8,1 8,5 1,2 59 +0,3 bc
D 0,4 0,2 0,1 02 =+01g
K 8,7 10,0 2,0 69 +0,2 ab

Z Ml Bj 4,3 4,1 42 +0,2 de
Sa 2,2 3,1 26 +04 e
Es 6,3 53 58 +0,5 bc
SOL / 5,5 55 +06 ¢
D 1,0 1,9 14 +02 f
K 9,6 6,9 80 +£07 a

Statisti¢na znacilnost

Obravnavanje —

Ml NS

Obravnavanje x Ml el

/ ni podatka

(Povpre¢na vrednost + SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, pri obravnavanjih z ali brez MI, se
statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)

NS p >0,05; *0,05 >p >0,01, ** 0,01 >p>0,001, ***0,001>p

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA K: Povprecno Stevilo zivic in listov na rastlino v poljskem poskusu

Annex K: Average number of runners and leaves per plant in the field experiment

Obravnavanje Zivice Listi

Zeleni podor Bj 7,7+0,4 ab 20,6 £0,6 b
Sa 83+0,6 a 21,6 £0,9 ab
Es 83+04 a 21,2 £0,6 ab
Vf 7,7£04 ab 19,2 £1,0 b

Solarizacija SOL PF 6 74+04 ab 20,5 +0,7 b
SOL PF 9 8,1+0,6 a 193 12 b
SOL CF 6 72+0,4 ab 196 £1,0 b
SOL CF 9 6,5+0,4 b 194 +12 b

Kemiéno razkuzevanje D 83+0,5 a 235 +1,1 a
K 7,8+0,4 ab 19,3 £0,9 b

Statisticna znacilnost NS *

(Povpre¢na vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno razlikujejo pri p < 0,05

(ANOVA, Duncanov test)

NS p >0,05; *0,05 > p > 0,01, ** 0,01 > p > 0,001, *** 0,001> p

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 = solarizacija
- prozorna folija - 6 tedvnov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 = solarizacija - ¢rna
folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA L: Povprecno stevilo cvetov, masa pridelka in Stevilo plodov na rastlino ter povpre¢na masa plodu v prvem letu poljskega poskusa
(2003)

Annex L: The average number of flowers, yield and number of fruits per plant and average mass of fruit in the first year of the field experiment
(2003)

Obravnavanje Cvetenje Pridelek Plod
Stevilo cvetov / rastlino Masa plodov / rastlino Stevilo plodov / g
rastlino
Zeleni podor Bj 67,7 + 22 a 4975 + 8,6 ab 448 + 1,8 ab 11,1 £+ 03 a
Sa 70,0 £ 3,1 a 542,9 + 21,6 a 515+ 23 a 10,6 £ 0,1 ab
Es 651+ 71 a 478,1 £ 30,2 ab 475 + 2,0 ab 10,1 + 0,2 bcd
\Yi 692+ 15 a 501,0 £ 32,2 ab 49,1 £ 23 ab 10,2 + 0,2 bc
Solarizacija SOL PF 6 694 £ 15 a 465,1 + 452 ab 455+ 39 ab 102 + 0,2 bc
SOL PF9 663 + 56 a 420,6 + 150 b 433 + 14 ab 9,7+ 0,2 cd
SOL CF 6 64,1 £+ 13 a 421,5 £+ 190 b 412 +£ 12 b 10,2 + 0,2 bc
SOL CF 9 646 + 33 a 4292 + 546 b 453 + 50 ab 94+ 03d
KemiCno razkuzevanje D 72,1 £ 19 a 4927 £+ 95 ab 488 + 18 ab 10,1 + 0,2 bed
K 623 + 45 a 503,5 + 46,8 ab 455+ 3,2 ab 11,0 + 0,3 a
Statisti¢na znacilnost NS NS NS Fkok

(Povprecna vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)

NS p > 0,05; *0,05 >p >0,01, ** 0,01 > p >0,001, *** 0,001> p

Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 = solarizacija - prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija -
prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 = solarizacija - &rna folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA M: Povprecna masa pridelka v drugem letu poljskega poskusa (2004)
(g/rastlino)

Annex M: The average yield in the second fruiting season in the field experiment (2004)
(g/plant)

Obravnavanje Masa pridelka (g / rastlino)
Zeleni podor Bj 853,2 £ 150,3 a
Sa 858,0 + 2106 a
Es 835,8 £+ 319 ab
\i 903,9 + 1423 a
Solarizacija SOL PF 6 829,9 + 43,7 ab
SOL PF9 853,8 + 857 a
SOL CF 6 642,3 + 1932 bc
SOL CF 9 7653 + 76,7 abc
Kemicno razkuzevanje D 602,3 = 160,2 c
K 801,3 + 123,6 abc
Statisti¢na znacilnost NS

(Povprecna vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno razlikujejo pri p < 0,05
(ANOVA, Duncanov test)

NS p > 0,05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 = solarizacija
- prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 = solarizacija - ¢rna
folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA N: Stevilo plevelov na sadilno mesto v poljskem poskusu
Annex N: The number of weeds in the planting site in the field experiment

Stevilo plevelov/sadilno

Obravnavanje mesto

Bj 12,0 + 0,9 ab
Sa 9,4 + 2,1 abc
Es 11,5 + 1,8 ab
\i 13,3 +23 a
SOL PF 6 8,2 + 0,9 abc
SOL PF9 6,9 + 0,3 bc
SOL CF 6 9,4 + 0,9 abc
SOL CF 9 8,7 + 1,0 abc
D 53 + 05 ¢
K 91 + 2,5 abc

*
*
*

Statisti¢na znacilnost

(Povprecna vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno razlikujejo pri p < 0,05
(ANOVA, Duncanov test)

NS p > 0,05; *0,05 >p >0,01, ** 0,01 >p>0,001, ***0,001>p

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 = solarizacija
- prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 = solarizacija - ¢rna
folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA O: Mikorizna kolonizacija korenin jagod v LP | (%)
Annex O: Mycorrhizal colonization of strawberry roots in LP | (%)

Obravnavanje F% M% m% A% a%

Brez Ml Bj 940 2,1 ab 178 £ 2,6 abc 18,7 £ 2,5 abc 103 £ 2,1 ab 556 + 5,2 a
Sa 96,0 +£14 a 244 + 25 a 253 +£24 a 129 +£ 2,7 a 515 £+ 68 a
Es 92,7 £2,7 ab 16,5 + 2,0 bc 174 £ 1,7 bc 40 £ 1,1 cd 234 + 46 d
SOL 88,1 £48 ab 150 + 3,0 bc 16,4 £ 2,9 bc 54 £ 15 bcd 339 £ 80 bcd
D 20 £0,7 d 0,0 £ 00 d 05 +£02 d 00 £00 d 0,0 £ 00 e
K 82,3 £4,5 abc 10,7 £+ 20 ¢ 124 £+ 20 ¢ 55 +1,4 bcd 49,7 +£ 5,6 ab

ZMl Bj 83,7 £3,9 abc 96 £26 ¢ 108 + 2,7 ¢ 29 + 0,7 «cd 292 + 45 d
Sa 85,4 +£50 abc 198 £ 39 ab 21,8 +£ 3,6 ab 85 + 3,4 abc 326 £ 79 «cd
Es 82,3 £56 bc 102 £ 32 ¢ 11,1 + 31 ¢ 27 £ 15 cd 185 + 4,7 d
D 743 £57 ¢ 116 £ 25 ¢ 145 + 2,7 bc 44 + 15 «cd 31,7 £ 52 cd
K 85,0 £3,4 abc 145 +20 bc 16,6 £ 1,9 bc 73 £ 1,3 bc 48,1 + 2,8 abc

Statisti¢na znacilnost

Obravnavanje **k*x **k* **k* *%* **k*

Mi * NS NS NS NS

(Povpre¢na vrednost = SN). Vrednosti, ozna¢ene z razli¢nimi ¢rkami, pri obravnavanjih z ali brez M, se statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)
NS p > 0,05; *0,05>p > 0,01, ** 0,01 >p > 0,001, ***0,001>p
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA P: Mikorizna kolonizacija korenin jagod v LP 11 (%)
Annex P: Mycorrhizal colonization of strawberry roots in LP 11 (%)

Obravnavanje F% M% m% A% a%

Brez Ml Bj 500 + 96 ¢ 35 £ 16 ef 44 £ 14 fg 23 £ 12 de 46,6 + 6,5 bcd
Sa 473 =+ 49 ¢ 35 £ 1,1 ef 6,4 £ 1,4 def 1,9 £ 0,7 de 418 + 7,8 cd
Es 80,3 + 50 ab 44 £ 1,0 def 51 + 1,1 efg 3,3 £09 cde 66,2 + 6,1 ab
SOL 52,1 + 104 ¢ 6,2 + 21 de 84 + 2,2 cdef 48 £ 1,9 bed 48,9 + 115 bcd
D 1,3 + 05 d 0,0 £ 00 f 04 +£02 g 00 £ 00 e 00 £ 0,0 e
K 843 + 54 ab 95 +£ 1,6 bcd 11,0 £ 1,9 bcd 76 £ 15 abc 749 + 46 a

Z Ml Bj 97,3 £ 11 a 211 £24 a 216 £24 a 11,7 £+ 2,3 a 53,1 + 58 bc
Sa 89,3 £+ 35 ab 74 £ 15 cde 8,1 £ 15 cdef 22 + 08 de 293 + 6,8 d
Es 88,0 + 35 ab 142 £+ 27 b 157 £ 26 b 73 + 1,8 abc 47,0 £ 59 bcd
SOL 84,7 + 3,8 ab 119 £+ 26 bc 13,2 £+ 24 bc 79 + 2,3 abc 62,8 £ 5,8 abc
D 756 + 47 b 8,1 + 1,2 cde 10,4 + 1,2 bcde 50 + 1,2 bcd 61,1 £ 8,3 abc
K 86,0 + 4,1 ab 139 £+19 b 157 £ 17 b 88 + 1,7 ab 61,0 £ 6,1 abc

Statisti¢na znacilnost

Obl'avnavanje ***x *** **k%* *** **k%*

MI ***x **k* **k%* *** NS

Obravnavanje x Ml okl ** *x * Hxk

(Povprecna vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, pri obravnavanjih z ali brez M, se statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)
NS p > 0,05; *0,05>p >0,01, ** 0,01 >p >0,001, ***0,001>p
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es= Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA R: Mikorizna kolonizacija jagod v LP 111 (%)
Annex R: Mycorrhizal colonization of strawberry roots in LP 111 (%)

Obravnavanje F% M% m% A% a%

Bj 20,7+5,1 ab 0,8+03 a 33+£09 ab 0,05+0,04 a 29+21 b
Sa 16,7+ 6,2 abc 0,611 a 2,8+1,6 ab 0,02+0,02 a 03+£02 b
Es 273+55 a 1,5+0,6 a 4,1+1,1 a 0,23+0,12 a 9,0+2,4 a
SOL 9,0+1,9 bc 0,1+£0,0 a 1,3+£0,2 ab 0,00£0,00 b 1,3£09 b
D 53+£25 ¢ 0,1+£0,0 a 0,602 b 0,00+ 0,00 a 0,000 b
K 12,6 £49 bc 0,4+0,7 a 33+1,4 ab 0,02+0,02 a 4,5+0,8 ab
Statisti¢na

znacilnost * NS NS * NS

(Povpre¢na vrednost = SN). Vrednosti, oznadene z razli¢nimi ¢rkami, pri obravnavanjih z ali brez Ml, se
statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test)

NS p > 0,05; *0,05 >p > 0,01, ** 0,01 >p>0,001, ***0,001>p

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; SOL = solarizacija; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA S: Mikorizna kolonizacija ter delez nemikoriznih mikrosklerocijev v vzorcih za molekulsko identifikacijo I (10 mesecev po sajenju)

(%)

Annex S: Mycorrhizal colonization and share of nonmycorrhizal fungal structures in the samples for the molecular identification I (10 months

after planting) (%)

St. vzorca Oznaka vzorca F%* M% m% A% a% Vezikli**  Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip4 Tip 6
1 Es+MI 1 100 20,5 20,5 0,0 0,1 23,3 26,6 6,6 0,0 0,0 0,0

2 Sa+Ml 6 86,7 331 38,2 0,2 0,6 16,7 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

3 Es6 36,7 15 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 66,7
4 Es 10 93,3 186 19,9 0,7 3,7 16,7 0,0 10,0 30,0 66,7 0,0

5 K2 933 11,8 12,6 7,1 60,4 [H** / / / / /

6 K10 931 80 8,6 1,7 21,1 52,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

7 K13 96,7 144 14,9 12,6 87,4 / / / / / /

8 2 K (2+10+13)

*mikorizna kolonizacija po Trouvelotu (F%, M%, m%, A% , a% )

**delez veziklov in nemikoriznih mikrosklerocijev = delez koreninic z mikrosklerociji v vzorcu 30. delov koreninic

***[ - meritve niso bile opravljene



PRILOGA T: Mikorizna kolonizacija ter delez nemikoriznih mikrosklerocijev v vzorcih za molekulsko identifikacijo IT (%)

Annex T: Mycorrhizal colonization and share of nonmycorrhizal fungal structures in the samples for the molecular identification Il (%)

F%* M% m% A% a% Vezikli**  Tip1 Tip 2 Tip3 Tip4 Tip6
1Bj1 66,67 0,93 1,40 0,01 1,07 0,0 0,0 3.3 0,0 6,7 0,0
2Es6 80,00 1,07 1,33 0,01 0,62 0,0 0,0 10,0 0,0 16,7 0,0
3Bj5 40,00 0,40 1,00 0,04 10,00 0,0 20,0 6,6 0,0 33 6,6
4Sa4 83,33 4,67 5,60 0,22 4,64 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5SOL 7 83,33 1,50 1,80 0,03 2,00 0,0 10,0 33 0,0 0,0 0,0
6K2 63,30 1,57 2,47 0,08 511 0,0 0,0 0,0 3.3 40,0 0,0
7TEs8 40,00 0,40 1,00 0,00 0,83 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 Sa 6 46,67 1,00 2,14 0,19 19,33 0,0 3.3 0,0 0,0 0,0 0,0
9Es+MI1 100,00 20,47 20,47 0,02 0,08 23,3 26,6 6,6 0,0 0,0 0,0
10 Sa + M1 6 86,67 33,10 38,19 0,20 0,61 16,7 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
11Es6 36,67 1,47 4,00 0,00 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 66,7
12Es 10 93,30 18,57 19,89 0,69 3,70 16,7 0,0 10,0 30,0 66,7 0,0

*mikorizna kolonizacija po Trouvelotu (F%, M%, m%, A% , a% )
**delez veziklov in nemikoriznih mikrosklerocijev = delez koreninic z mikrosklerociji v vzorcu 30. delov koreninic



PRILOGA U: Produkti PCR (ITS4in ITS 3)
Annex U: PCR products (ITS 4 and ITS 3)

S12 3456789

L

500bp — | -
250bp —» ® - Sbes

111213141516 -

- ...-

eed® -

PCR produkti fragmentov iz TTGE; Vzorci od 1 do 16; S - standard (lestvica 1kb); — negativna kontrola
PCR products from TTGE fragments; Samples from 1 to 16, S - standard (scale 1KB) - negative control



PRILOGA V: Mikorizna kolonizacija korenin jagod v poljskem poskusu (leto sajenja 2002) (%)
Annex V: Mycorrhizal colonization of roots of strawberry in the field experiment (planting year 2002) (%)

Obravnavanje F% M% m% A% a%

Zeleni podor Bj 43,746 ab 33+11 a 76+1,6 a 0,6+0,4 ab 11,6+30 a
Sa 459+50 ab 56+12 a 94+1,7 a 1,2+04 ab 158+33 a
Es 498+49 ab 45+11 a 68+1,7 a 16+04 a 148 +3,2 a
\i 37,0+4,7 b 30+£1,1 a 58+16 a 0,6+0,4 ab 143+3,1 a

Solarizacija SOLPF6  474+49 ab 49+11 a 94+1,7 a 0,6+04 ab 97+32 a
SOL PF9 42,0+50 ab 55+1,1 a 10,1 +1,7 a 0,604 ab 10,0 £ 3,2 a
SOL CF 6 555+4,8 a 54+11 a 8,5+1,6 a 0,7+0,4 ab 8,8+3,1 a
SOL CF 9 53,1+5,0 a 56+11 a 93+1,7 a 02+04 b 57+3,3 a

Kemi¢no

razkuzevanje D 50,8+4,8 ab 54+11 a 92+16 a 0,8+04 ab 124+3,1 a
K 49,7+50 ab 53+1,1 a 8,6+1,7 a 1,1+0,4 ab 14,7+3,3 a

Statisti¢na znacilnost NS NS NS NS NS

(Povpreéna vrednost = SN). Vrednosti, ozna¢ene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no razlikujejo pri p < 0,05 (ANOVA, Duncanov test) NS p > 0,05
(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 = solarizacija - prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija -
prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 = solarizacija - ¢rna folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K = kontrola)



PRILOGA Z: Delez rastlin z vezikli in mikrosklerociji DSE 0z. neznanimi koreninskimi
edofiti v vzorcu posameznega obravnavanja v poljskem poskusu (%)

Annex Z: The proportion of plants with vesicles and structures of DSE or unknown root
endophytes in each treatment of the field experiment (%)

Obravnavanje Vezikli DSE *
% %
Zeleni podor Bj 49,2+10,9 ab 10,4+50,8 ab
Sa 30,0+ 20,8 ab 33+£33 b
Es 40,0+ 10,0 ab 16,7+3,3 ab
Vf 229+119 b 33+£33 b
Solarizacija SOL PF 6 80,0+20,0 a 458+ 29,2 a
SOL PF9 52,5+ 20,7 ab 18,0+ 12,9 ab
SOL CF 6 30,0+ 153 ab 256+12,4 ab
SOL CF 9 36,7+18,6 ab 6,7+6,7 ab
Kemiéno razkuzevanje D 50,0+ 11,6 ab 36,7+8,8 ab
K 43,8+17,0 ab 48 +48 Db
Statisti¢na znacilnost NS NS

*DSE in nepoznani koreninski endofiti

(Povpreéna vrednost = SN). Vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno razlikujejo pri p < 0,05
(ANOVA, Duncanov test) NS p > 0,05

(Bj = Brassica juncea; Sa = Sinapis alba; Es = Eruca sativa; Vf = Vicia faba var. minor; SOL PF 6 = solarizacija
- prozorna folija - 6 tednov; SOL PF 9 = solarizacija - prozorna folija - 9 tednov; SOL CF 6 = solarizacija - ¢rna
folija - 6 tednov; SOL CF 9 = solarizacija - ¢rna folija - 9 tednov; D = dazomet; K = kontrola)



