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Z eksogeno aplikacijo hormona metilnega estra jasmonske kisline (MJ) je bil proucevan
vpliv na odpornost sejank obmorskega bora (Pinus pinaster) proti patogeni glivi Fusarium
circinatum. Ugotavljalo se je tudi pomen razli¢nih koncentracij NPK (dusik, fosfor, kalij)
gnojil za rast in razvoj sejank ter vpliv posameznih hranilnih elementov na odpornost
sejank proti patogeni glivi. Bolezen borov smolasti rak je karantenska bolezen, ki kuzi vse
vrste borov, zlasti v drevesnicah in nasadih. Poskus je bil opravljen na 3 mesece starih
sejankah Pinus pinaster. Sejanke so bile razdeljene v 4 bloke ter znotraj blokov v 9 skupin,
z razlicnimi koncentracijami NPK gnojila. Dva bloka sejank (III in IV) sta bila najpre;j
tretirana s 25 mM MJ, nato pa skozi rane okuZena s patogeno glivo. Simptomi razvoja
bolezni so bili opazovani 8 tednov. MJ je imel negativen vpliv na rast apikalnih
meristemov in ni vplival na ve¢jo odpornost sejank, smrtnost je bila celo vecja kot pri
netretiranih sejankah. Vzrok je lahko v toksicnem delovanju MJ. Razlike v koli¢ini
travmatskih smolnih kanalov med tretiranimi in netretiranimi sejankami ni bilo zaznati.
Visje koncentracije gnojil v substratu vplivajo na hitrejSo in bujnejSo rast sejank. Dodani
dusik je vplival na vecjo obcutljivost sejank za bolezen. Fosfor je povzrocil mo¢nejSo rast
koreninskega sistema. Pri preucevanju vpliva kalija na sejanke, specifiénih sprememb
nismo opazili.
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Influence on the resistance toward the pathogen fungus Fusarium circinatum after
exogenous application of methyl jasmonate (MJ) on seedlings of maritime pine (Pinus
pinaster) was investigated. The impact of different concentrations of NPK (nitrogen,
phosphorus, potassium) fertilizers on the growth and development of seedlings and
consequently the effects of particular nutrients on the seedling resistance against the fungus
was also examined. Pitch canker is a quarantine disease that can affect all species of pine,
especially in nurseries and plantations. The experiment was performed on 3 months old
seedlings of P. pinaster. The seedlings were divided into 4 blocks; each of them consisted
of 9 groups with different NPK treatments. Seedlings in two blocks (III and IV) were
treated with 25 mM of MJ. A day later, they were infected through wounds with F.
circinatum. The symptoms were monitored for 8 weeks. We have observed that MJ had no
effect on better resistance; the mortality was even higher than in untreated seedlings. MJ
had a negative influence on the growth of apical meristems. Possible cause could be the
toxicity of MJ. There was no difference in the number of traumatic resin ducts between
treated and untreated seedlings. Large concentrations of fertilizer in the substrate provoked
the seedlings to grow faster and bigger, albeit lowering the resistance toward the fungus.
The treatment with nitrogen especially lowered the plant resistance. Phosphorus caused
stronger growth of the seedlings root system. No specific change was observed after
treatment of plants with potassium.
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1 UVOD

1.2 OPREDELITEV PROBLEMA

Borov smolasti rak, ki ga povzroca gliva Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnel, je
bolezen, ki prizadane veliko vrst borov, na razli¢nih koncih sveta (Dwinell in sod. 1985,
Viljoen in sod. 1994). Gliva povzroca poskodbe v ve¢ fazah razvoja dreves, tako v
semenih, sejankah kot tudi na odraslih drevesih. Poleg smolastih rakavih ran med
simptome bolezni Stejemo tudi poleganje kalckov v tleh ter gnitje korenin nekoliko
starejSih sadik. Simptomi bolezni pri sadikah niso specificni. Kazejo se kot nekroza skorje,
rumenenje, smolenje in odmiranje iglic. Okuzbe v koreninskem predelu povzrocijo
odebelitev koreninskega vratu, smolenje in sprijemanje korenin s prstjo, nekrozo skorje ter

venenje in odmiranje iglic, kar vodi do propada rastline.

Pri starejSih drevesih se na mestu okuzbe pojavi nekroza skorje in mo¢no smolenje. Rane
se lahko pojavijo na vejah, koreninah ali deblu. Zaradi mo¢nega smolenja prihaja do
motenj v pretoku vode. To povzro¢i venenje vrhov vej in rumenenje iglic, ki s¢asoma
postanejo rdeckaste in odmrejo. Ce odstranimo skorjo na mestu okuZbe, je les moé¢no
prepojen s smolo in znaCilno jantarno obarvan (barva medu). Tak les je z vidika

lesnopredelovalne industrije neprimeren za pridobivanje kakovostnih sortimentov.

Prvi¢ so glivo opisali Ze leta 1946 (Hepting in Roth) na severovzhodni obali ZDA. Nato se
je Sirila tudi na zahodno obalo ZDA, kjer so leta 1948 glivo izolirali iz obolelega
kalifornijskega bora (Pinus radiata D. Don.). Od takrat so bolezen zaznali na razlicnih
vrstah bora v severovzhodnih ZDA, Japonski, Mehiki, Juzni Afriki in Cilu. Leta 2005
(Landeras in sod.) se je bolezen pojavila v severni Spaniji. To je prvo poro¢ilo o izbruhu te

bolezni v Evropi. Tu so okuZeni predvsem Pinus radiata, P. pinaster in P. sylvestris.

V Sloveniji gliva Se ni prisotna. Od 18. junija 2007 je uvrScena na karantensko listo, saj so
jo istega leta zasledili v sosednji drzavi Italiji. Najverjetneje je pojav glive povezan s
transportom lesa. V Italiji so bolezen odkrili na posameznih alepskih borih in pinijah,

rasto¢ih v urbanem okolju. Leta 2007 so nad pojavom in Sirjenjem glive F. circinatum
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uvedli obvezen nadzor. Podlaga za nadzor je Odlocba komisije o za¢asnih nujnih ukrepih
za preprecevanje vnosa glive F. circinatum Nirenberg & O'Donnell v Skupnost in njenega

Sirjenaja v Skupnosti (2007/433/ES).

Posebni nadzor nad patogeno glivo obsega preglede in vzorcenja, pri katerih sodelujejo
fitosanitarni inSpektorji, ki pregledujejo objekte za pridelovanje sadilnega materiala v
okrasnih drevesnicah in vrtnih centrih ter uvozne poSiljke semen in sadik. Sodelavci
Oddelka za varstvo rastlin na Kmetijskem inStitutu Slovenije opravljajo vzoréenja v parkih
in na drugih javnih povrSinah ter vrtovih. Naloga Gozdarskega instituta je pregledovanje

gozdnih in okrasnih drevesnic, po potrebi in presoji preverjajo tudi gozdne sestoje.

Namen diplomske naloge je bilo ugotoviti ali lahko s primerno vrednostjo hranilnih
elementov v substratu in hormonsko tretacijo vzgojimo sejanke, ki so za patogeno glivo

manj dovzetne ali celo rezistentne.

Prva hipoteza poskusa je bila, da so rastline, ki so dodatno tretirane s sinteticno
pridobljenim metil jasmonatom, na glivo F. circinatum bolj odporne. Jasmonska kislina
(JA) je snov, ki v rastlini sprozi zascito pred biotskimi in abiotskimi stresnimi dejavniki.
Rastline JA in njen ester metil jasmonat (MJ) proizvajajo v stresnih stanjih (npr. napad
patogenih dejavnikov). Delujejta kot signalne molekule, ki sproZijo proizvajanje
fitoaleksinov. T1 na patogene organizme delujejo toksi¢no in preprecijo njihovo nadaljno

razras$canje.

Druga hipoteza poskusa je, da so sejanke, ki rastejo v substratih z neprimerno koli¢ino
gnojil, na glivo F. circinatum manj odporne. To razmi$ljanje izhaja iz nacina vzgoje rastlin
v drevesnicah, saj je tam praksa dodajanja gnojil, ki vsebujejo predvsem elemente dusik,
fosfor in kalij (NPK), nekaj povsem obicCajnega. Gliva F. circinatum je najve¢ Skode
povzrocila v drevesnicah bozi¢nih drevesc v severni Karolini leta 1946. Bolezen so omejili

s primernejS$o vzgojo in drugacno pripravo rastnega substrata.

Na vitalnost rastline in njeno odpornost pred skodljivimi dejavniki vplivajo hranilne snovi
v substratu, v katerem se rastlina razvija. Hranilne snovi delimo v makroelemente in
mikroelemente. V nasem poskusu smo uporabili dusik, kalij in fosfor ter kalcij in

magnezij. Z razlicnimi koncentracijami NPK gnojil, ob enaki koncentraciji ostalih dveh
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elementov (Ca in Mg), smo ugotavljali, kateri dodani elementi rastlini povecajo ali

zmanj$ajo odpornost na glivo F. circinatum.

Ker preucevana gliva F. circinatum lahko povzro¢i veliko ekonomske, ekoloSke in
socialne Skode (Wingfild in sod. 2001), smo Zeleli s poskusom pridobiti odporne sejanke. S
tem bi resili problem mnogih drevesnic, ki vzgajajo gostitelje tega patogena ter preprecili

nadaljnje Sirjenje bolezni.

Praktiéni del diplomske naloge je bil izveden v Spaniji, na univerzi v Extremaduri,
Univerzitetnem centru za tehni¢ni gozdarski inZeniring (Ingenieria Técnica Forestal
especialidad en Explotaciones Forestales, Plasencia) v Plasenciji, v okviru Erasmus
izmenjave Studentov. Poskus se je izvajal tri mesece, od aprila do julija 2008. Delo je
potekalo pod vodstvom dr. Alejandra Solla Hach, rednega profesorja na omenjeni univerzi.
Pri delu mi je pomagal diplomant na Univerzi Extremadura Alejandro Montero Romero, ki
je izdelal diplomsko nalogo z enako tematiko. Doktorandka Maria Vivas je dobljene
rezultate uporabila v svoji doktorski dezertaciji ter napisala ¢lanek (PRILOGA C), ki je bil
predstavljen na 5. Nacionalnem gozdarskem kongresu v Spaniji, ki je potekal od 21.-25. 9.

2009 v Avili.

Extremadura je pokrajina, ki leZi v zahodnem delu Spanije, ob meji s Portugalsko (slika 1).
Je pomembno naravovarstveno obmoéje Spanije, z zelo pestrim Zivalskim in rastlinskim
svetom. Na tem obmodju se nahaja tudi eden izmed 14 nacionalnih parkov v Spaniji,
imenovan Parque Nacional Monfragiie (slika 2). Obmocje je Ze od leta 1979 varovano kot
naravni park, leta 2007 je pridobilo status Nacionalnega parka. Od leta 2003 je uvrs¢en v
seznam svetovne dedis¢ine, ki jo $¢itt UNESCO, kjer ima status naravnega rezervata. Na
tem obmocCju so drevesne vrste Pinus pinaster in druge vrste borov mocno zastopane.
Ogrozenost zaradi okuzbe z boleznijo F. circinatum je zato lahko velika, zlasti na pozarno
ogrozenih povrS§inah. V primeru, da se pogorele povrSine pogozduje z rastlinami iz

drevesnic, kjer je prisotna patogena gliva, je ogrozenost teh obmocij lahko Se vecja.
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Slika 2: Nacionalni park Monfragiie, Extremadura (Vir: Monfragiie..., 2004)
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Fusarium circinatum NIRENBERG & O’ DONNELL

2.1.1 Sistematika

Teleomorf: Gibberella circinata Nirenberg & O'Donnell
Anamorf: Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell

Sinonimi: Fusarium subglutinans f.sp. pini J.C. Correll, T. R. Gordon, McCain, J. W. Fox,
C. S. Koehler, D. L. Wood & M. E. Schultz; Fusarium lateritium f. sp. pini

Taksonomska klasifikacija: Fungi: Ascomycota: Hypocreales: Nectriaceae
Pogosto ime: borov smolasti rak (Slovensko); pitch canker of pine (Anglesko)
EPPO koda: GIBBCI

Mnogo let je bila poznana samo nespolna oblika glive (anamorf) Fusarium subglutinans
(Correll in sod. 1991). Od odkritja spolne oblike (teleomorf), ki se je razvila v laboratoriju,
je gliva poznana tudi po imenu teleomorfa Gibberella circinata in imenu anamorfa

Fusarium circinatum (Nirenberg in O'Donnell 1998).

Prvi opis glive F. circinatum leta 1946 (Hepting in Roth) pravi, da so bolezni podvrzeni
predvsem bori v fazah starejSega drogovnjaka in debeljaka. KasnejSe raziskave (Barnard in
Blakeslee 1980, Dwinell in sod. 1985, Matthews 1962) so pokazale, da bolezen lahko
povzro¢i poSkodbe na neodpornih gostiteljih v skoraj vseh fazah razvojnega cikla (cvet,
seme, sejanka, odraslo drevo). Okuzbe in poskodbe so odvisne od starosti, genetske

odpornosti, lokacije in vitalnosti gostitelja, kot tudi od mesta okuzbe na gostitelju.

Primeri okuzb: 1) lahko so okuzeni ali uni€eni storZi in semena gostitelja. To je znacilen in
obcasen problem, ki se pojavlja v semenskih sestojih, 2) Ze okuZena in/ali kontaminirana
semena lahko v drevesnicah povzrocijo visoko smrtnost sejank, 3) okuzba sejank, kjer

simptomi $e niso jasno izrazeni, lahko vodi do propadanja mladih dreves v novo osnovanih
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plantazah ter 4) okuzbe na odraslih drevesih povzroc¢ijo deformacijo debla in krosnje,
nepravilnen razvoj drevesa, zmanjSanje proizvajanja storzev in semen, zmanjsa se vitalnost
in stabilnost ter s tem vecja verjetnost lomljenja vej in vrhov v primeru $kodljivih abiotskih

dejavnikov, kot sta veter in Zled.

Borov smolasti rak je endemicen v jugovzhodni ZDA. Znan je tudi v drugih koncih sveta
(Correll in sod. 1991, Storer 1994, Dwinell in sod. 1985; Gedgil in sod. 2003, Sinclair in
Lyon 2005). Za bolezen so dovzetne vse juzne vrste rodu Pinus. Epidemije bolezni se
pojavljajo raztreseno v Casu in prostoru. Frekvenca in jakost izbruha bolezni je v veliki
meri odvisna od na¢ina gospodarjenja z gozdovi. Vecje epidemije bolezni so nastopile v
sedemdesetih letih v umetnih nasadih bora (Pinus ellliottii Engelm. ), v centralni Floridi.
Tam so zaznali skoraj 90 % okuzbo dreves, smrtnost je v posameznih sestojih narasla do
25 % (Blakeslee in Oak 1970). Nato so se pojavili manjsi izbruhi bolezni v nasadih Pinus
taeda L. v jugovzhodnem delu ZDA (Kuhlman in Cade 1985). Na Floridi je leta 2001
bolezen borov smolasti rak postala nevarna v umetnih nasadih bora, saj so drevesa
propadla ze v zaCetnih fazah razvoja. Smrtnost le teh je bila izjemno visoka. Propadlo je 5
ha pogozdenih povrSin. Zlasti se je ta problem pojavljal na obmocjih, kjer so skusSali
spremeniti opuscene kmetijske povrSine v borove gozdove. Najbolj so bili prizadeti
predeli, kjer so prej rasle strocnice in citrusi (Bernard, neobjavljeno). Sejanke, s katerimi

so povrsine pogozdili, so izvirale iz drevesnice na Floridi.

Izbruhi bolezni borovega smolastega raka so najbolj uni¢ujoci v obmocjih, kjer za bolezen
najbolj dovzetni bori rastejo v neprimernih razmerah. Te so prevelika koncentracija gnojil
v prsti ter izpostavljenost vodnemu stresu (Claeson in Smith 1977, Fisher in sod. 1981,
Schmidt in sod. 1976). Kot dokaz obstajajo opazeni izbruhi bolezni 1) v neposredni blizini
perutninskih farm, 2) na prekomerno pognojenih borovih plantazah, 3) v sestojih,
pognojenih in/ali namakanih z vodami, ki vsebujejo industrijske odplake (anorganske in
organske) ter 4) na intenzivno obdelanih povrSinah kot so npr. igriS¢a za golf. Zabelezen je
tudi primer, kjer je bila gliva F. circinatum glavni vzrok za visoko smrtnost
dolgoiglicastega bora (Pinus palustris Mill. ). Izpostavljen je bil emisiji duSika, zlasti

amoniaka, ki je izhajal iz kemic¢ne industrije v neposredni blizini sestoja.
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2.1.2 Gostitelj

Gliva Fusarium circinatum je sposobna okuZiti vrste iz rodu Pinus spp. V severni Ameriki
so najbolj ogrozene domace vrste kot so: Pinus elliottii, P. palustris, P. patula, P. radiata,
P. taeda, P. virginiana. Bolezen je bila opaZena na ve¢ kot 30 ostalih vrstah iz rodu Pinus
spp., vklju¢no na Evropskih vrstah kot so P. halepensis (alepski bor), P. pinaster
(obmorski bor) in P. sylvestris (rdeci bor). Patogena gliva je prisotena tudi na nekaterih
vrstah bora, ki so bile iz severne Amerike preneSene v Evropo. To so predvsem P. contorta
in P. strobus (zeleni bor). Obcutljive so tudi Azijske vrste P. densiflora in P. thunbergiana.
Poznan je tudi osamljen primer okuzbe duglazije, Pseudotsuga menziesii, kjer bolezen ni

povzrocila vec¢jih poSkodb.

2.1.3 Geografska razSirjenost vrste

Prvi¢ je bila bolezen borov smolasti rak opazena leta 1946 v jugovzhodnih ZdruZenih
drzavah Amerike (Hepting in Roth, 1946), kjer je gliva povzrocila veliko Skode na borovih
plantaZah in semenskih sestojih (Dwinell, Barrows-Broaddus in Khulman 1985). Bolezem
se je Sirila po jugovzhodnih ZDA (Kuhlman in sod. 1982; McCain in sod. 1987), na
Japonsko (Muramota in Dwinell, 1990), v Mehiko (Guerra-Santos 1999), v Juznoafrisko
republiko (Viljoen in sod.1994), v Cile (Wingfield in sod. 2002) in na Novo Zelandijo
(Ormsby 2004).

Pred kratkim se je bolezen pojavila tudi v Evropi. Prva detekcija bolezni je dvomljiva. Ze
leta 1986 je italjanski fitopatolog Motta omenjal pojav te bolezni v Evropi, vendar se je
porocilo kasneje izkazalo za identifikacijsko pomoto. Nato je leta 1998 Dwinell s sodelavci
poroéal o izbruhu bolezni v Spaniji (European and Medeiterranean...,2000). Bolezen so
zaznali v plantazah obmorskega (Pinus pinaster) ter kalifornijskega bora (Pinus radiata).
Kasneje je leta 2005 Landeras s sodelovci ponovno poro¢al o novem izbruhu bolezni v

severni Spaniji, na severovzhodni obali Galicije.
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L Distribution Maps of Quarantine Pests for Europe

Gibberella circinata

Slika 3: Sirjenje glive F. circinatum in moznosti vnosa v Spanijo (Vir: Gibberella circinata..., 2006)

Lokalno $irjenje bolezni poteka s pomocjo vetra in zuzelk, zlasti iz rodu ril¢karjev in
podlubnikov (Curculionidae, Scolytidae). To so vrste hroscev, ki se prehranjujejo s semeni
in lesom rastlin. Tako raznaSajo mikro in makrokonidije patogena iz gostitelja na gostitelja.
Z vrtanjem v storZe in semena prenesejo trose v novo generacijo gostitelja ter tako

povzroc¢ajo propad naravnega podmladka.

Problem v drevesnicah in na plantazah je Sirjenje bolezni po koreniskem sistemu. Tako
lahko patogena gliva napade celoten koreninski pletez, kar lahko povzro¢i propad

celotnega nasada sejank.

Na dolge razdalje se bolezen prenasa z okuzenimi semeni, sadikami, lesom in zemljo. S
sajenjem in sadnjo okuzenih osebkov se bolezen prenese na obmocja, kjer je prej ni bilo.

Gliva se lahko prenasa s transportom neobeljenega lesa, lesnih polizdelkov ter z mletim
lesom in skorjo, ki se navadno uporablja kot biomasa za proizvajanje energije. Spore v

primernih okoljskih pogojih prezivijo v posekanem lesu in semenih pol leta, v prsti eno
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leto. Tako se je najverjetneje bolezen prenaSala iz ZDA na Japonsko, v Mehiko,

Juznoafrisko republiko, v Cile, na Novo Zelandijo, v Evropo,...

2.1.4 Biologija patogena

Okuzbe zaradi F.circinatum se pojavijo na borovih vejah kot rakove tvorbe na skorji. V
naravi teleomorf ni bil najden, zato lahko smatramo, da Siritev bolezni ni odvisna od
askospor. Do okuzbe gostitelja pride zaradi makrokonidijev in/ali mikrokonidijev, ki jih v
naravi raznaSajo veter ter zuzelke. Znacilno je, da se hrosci, ki se prehranjujejo in Zivijo v
lubju (npr. Pityophthorus spp. , Ips paraconfusus Lanier, Conophthorus radiate Hopkins,
Ernobius punctulatus LeConte), zadrzujejo v ze okuzenih delih drevesa. Micelij glive se
razra$¢a pod skorjo. Odrasli osebki, okuzeni s konidiji patogena, tako prenaSajo bolezen na
druge gostitelje. Na novih gostiteljih povzrocijo rane, ki so primerne za vdor bolezni

(Storer in sod. 1997).

Ker je za razvoj bolezni potrebna velika vsebnost vlage v zraku ter relativno visoka
temperatura, se najve¢ okuzb pojavi na obmoc¢jih oz. v letnem casu, ko so ti pogoji
izpolnjeni. Tako je npr. v jugovzhodnih ZDA v Casu poletnih neviht (Dwinnell in sod.
1985), v Kaliforniji se bolezen pojavlja v neposredni bliZini obale. Ravno tako je prva

detekcija bolezni v Evropi na severnozahodni obali Spanije (Landeras in sod. 2005).

Glede na to, da se bolezen pojavlja le na obmocjih s toplejSimi temperaturami zraka, lahko

sklepamo, da niZje temperature na patogeno glivo delujejo restriktivno (Gordon in sod.
2001).

Gliva v okuzenem lesu pri zmernih temperaturah prezivi tudi leto in vec¢, v zemlji pol leta.

2.1.5 Detekcija in determinacija

Gliva lahko okuZzi veje in debla dreves vseh starosti. Infekcija se na odraslih gostiteljih
kaZe kot znacilno rdece obarvanje iglic v vrhovih vej ter poveSanje terminalnih poganjkov

na okuzenih vejah. Odmiranje vej se najpogosteje pojavlja od konca poletja do jeseni.
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Iglice nad mestom okuzbe zaénejo veneti, nato spremenijo barvo (iz temno zelene, preko
rumene v rjavo barvo). Na mestu okuzbe se pojavi velika koli¢ina smole. Okuzene veje
pocasi odmrejo v roku enega meseca, odvisno od aktivnosti patogena. StarejSe okuzbe
prepoznamo po temno, sivorjavo obarvanih iglicah na koncih vej. Odmrli poganjki lahko

ostanejo na drevesu tudi do enega leta. Iglice so oblite z izlo¢eno smolo, tako da ne

odpadejo z drevesa (slika 5B).

Slika 4: Simptomi bolezni na odraslih drevesih. A) odmiranje vrhov okuZenih dreves, B) povecana koli¢ina smole
na okuZenih vejah, C) povecana koli¢ina smole pod skorjo okuZene veje, D) sporodohiji glive F.circinatum se
nahajajo na brazgotinah, kjer so izrasc¢ale iglice (Vir: Barnard E. L. , Blakeslee G. M. 2006)

Hitrost odmiranja drevesa je odvisna od mesta, Stevila in intenzivnosti posameznih okuzb.
Ce se miceliji glive, ki okuZijo drevo na razliénih mestih zdruZijo in obdajo celoten obod
debla ali veje, vrh drevesa ali veje odmre. Patogen lahko na gostitelju zivi ve¢ let. Na
mestih razvoja unic¢i kambialne celice, zato je na teh predelih razvoj premera debla ali veje
neenakomern. Patogen povzroc¢i povecano izlo¢anje smole na povrsini skorje, kot tudi v
lesu, zato je les na mestu okuzbe znacilno jantarno obarvan (Blakeslee in sod. 1980) (slika

4).

Slika 5: Znadilno jantarno obarvan les kot posledica pove¢anega smolenja gostitelja, zaradi okuzbe s patogeno
glivo F. circinatum (Vir: Further outbreaks...2008)
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V gozdu in v drevesnicah lahko gliva okuzi tudi sejanke. Simptomi se kazejo kot padavica
sejank, nenadno venenje in odmiranje mladih sadik, nekroza terminalnih poganjkov,
odmiranje Ze olesenelih, nekoliko starejSih sejank. Olesenele sejanke, stare od 1 do 2 leti
so velikokrat okuzene na ali tik ob tleh. Tipi¢ni simptom okuzenih sejank je gnitje
hipokotila blizu ali na povrSini tal, kar povzro¢i padanje sejank. Posledica je povecano

smolenje koreninskega vratu in debla, kar onemogoci ¢rpanje hranilnih snovi (slika 6).

Slika 6: Primer izgleda koreninskega sistema pri rodu Pinus, okuZenega s F. circinatum A) v drevesnicah in B) v
naravnem sestoju (Vir: Barnard E .L. , Blakeslee G. M. 2006)

Posledi¢no terminalni poganjki venejo, spremenijo barvo in odmrejo. Sejanke se lahko
okuzijo tudi s substratom, ki vsebuje patogeno glivo. V obeh primerih se simptomi ne
razlikujejo veliko od ostalih patogenov, ki povzrocajo padavico sejank (slika 7). Okuzba
korenin se najpogosteje pojavljajo v drevesnicah (prim. drevesnice z bozi¢nimi drevesi v

ZDA), ni pa izkljuceno tudi gnitje izpostavljenih korenin odraslih dreves v plantazah.

UGAASZAOLQ_]

Slika 7: Primer okuZbe sejank v drevesnicah (Vir: Barnard E. L. 2001)

V drevesnicah gliva okuzi celotni koreninski pletez sejank. Pojavi se rjava diskoloracija ter

razkroj skorje. Nadzemni simptomi se pokazejo, ko gliva doseze koreninski vrat ter micelij
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obda steblo sejanke. To nato vodi do venenja in spremembe barve iglic, ki se iz temno

zelene preko rumene obarvajo rjavo.

Gliva lahko povzroc¢i tudi odmiranje zenskih cvetnih zasnov kot tudi zrelih storzev (slika
8). Vpliva na kakovost semen (Barrows-Broaddus 1987, Carey in sod. 2005, Miller in
Bramlett 1979). OkuZena semena kaZejo razli¢ne znake, ki se razlikujejo pri posameznih
vrstah borov. Lahko 1) so semena manjs$a kot obicajno, 2) pride do roznatega obarvanja

storzev, 3) se pojavi nekroza storzev, 4) se izjemno poveca izlo¢anje smole.

Slika 8: Primer okuzbe storzev (Vir: Barnard E. L. 2001)

Gliva se lahko nahaja tudi na semenih ,v notranjosti ali na povrSini. Tako so sejanke ze v
zaCetnem razvojnem stadiju okuzene s patogenim mikroorganizmom. Okuzenost semen je
tezko ugotoviti. Potrebna je izvedba laboratorijske izolacije glive, ki se nahaja na semenih.

Na podlagi dobljenih ¢istih kultur, se nato doloci vrsta patogena.

2.1.6 Prenasalci bolezni

Okuzba gostitelja se lahko pojavlja skozi celo leto, vendar najbolj pogosto konec poletja in
jeseni. V tem cCasu je velika verjetnost neviht in moc¢nega vetra, kar poveca raznos spor v
okolico. Tedaj se poveca tudi dovzetnost dreves na bolezen, saj ima patogena gliva vecjo
verjetnost, da vdre v gostitelja skozi rane, ki so nastale zaradi zunanjih Skodljivih
dejavnikov (Khulman in sod. 1982). Hkrati se v tem Casu na mladih zelenih poganjkih
pricnjo hraniti rilckarji P. nemorensis Germ. , v juznem delu ZDA znani prenasalci bolezni

borov smolasti rak, ki v gostitelja s hranjenjem vnaSajo spore patogene glive (slika 9).
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Gliva proizvaja konidije v galerijah in bubilnicah, ki jih izdelujejo tik pod skorjo odmrlih

ali mrtvih dreves.

Ker je F. circinatum gliva, ki gostitelja okuzi skozi rane, je okuzba velikokrat povezana z
razmerami v okolju. Najvec¢ okuzb se pojavlja na obmod;jih, kjer so drevesa poskodovana
zaradi Skodljivih okoljskih dogodkov (snegolomi, vetrolomi,...), kjer so drevesa
poskodovana zaradi Cloveske dejavnosti (rane nastale zaradi pridobivanja storzev v
semenskih sestojih, poSkodbe v drevesnicah bozi¢nih drevesc, prekomerno gnojenje,
onesnazenost substrata,...) ter kjer je velika koncentracija Zzuzelk, ki s hranjenjem
povzrocajo rane (P. nemorensis, Dioryctria spp. , Rhyacionia spp. ) (Dwinell in sod. 1980,
Matthews 1962). V drevesnicah je bolezen najveCkrat prineSena z okuzenimi semeni

(Carey in sod. 2005), ni pa izklju¢ena moznost, da se spore prenasajo z vetrom.

Slika 9: PrenaSalci bolezni; A) Pissodes nemorensis Germar (Vir: Murray T. 2007), B) Rhyacionia spp. (Vir:
Whinney N. 2010), C) Dioryctria spp. (Vir: Dioryctria...2009)

2.1.7 Morfologija

Okuzba z borovim smolastim rakom se pricne z mikroskopskimi sporami imenovanimi
konidiji. Konidiji nastajajo v majhnih (< 3 mm) bradaviCastih sporodohijih, roznato-
oranzne barve, ki nastajajo na odmrlih ali odmirajoc¢ih vejah. Sporodohiji se najveckrat
pojavijo na brazgotinah odpadlih iglic (slika 5D), lahko pa tudi na steblu okuzenih sejank
(Barnard in Blakeslee 1980).

V kulturi gliva F. circinatum proizvaja mikro in makrokonidije (Nirenberg in O'Donnell

1998). Makrokonidiji imajo tri septe, stene so rahlo ukrivljene, velike so okoli 32-48 x 3,3-
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3,8 um (slika 9). Podobni so drugim vrstam iz rodu Fusarium, zato je na podlagi
morfoloskih znakov tezko determinirati vrsto. Za popolno identifikacijo vrste je pogosto

potrebna uporaba molekularnih metod.

Mikrokonidiji so enoceli¢ni, prosojni in navadno ovalne oblike. Nastajajo v grucah na
polifalidah. Konidiofori mikrokonidijev se razvijejo v obliki hifnih zvitkov. Pridevek
circinatum pomeni zvito, kar je znacilno za hife glive. Od tod tudi izhaja njeno ime (slika

11).

Slika 10: Mikrokonidiji (a) in makrokonidiji (b) (Vir: Leslie J.F. in Summerell B.A. 2006)
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Slika 11: A) Hifni zvitki s konidijofori, na katerih se nahajajo mikrokonidiji, B) skupina spiralasto zvitih hif in

polifialidi¢nih konidioforov (Vir: EPPO Bulletin, 2009) ter C) hifni zvitki (Vir: Presence of..., 2006)

Glivni micelij, ki se razvija v Cisti obliki, je puhast in bel. Lahko je tudi rahlo vijoli¢no

obarvan, predvsem v sredini kulture (slika 12).

Slika 12: Sterilni micelij glive vzgojen na PDA (Vir: 04 Fusa circi PDA..., 2007)

Spolna oblika glive, Gibberella circinata, se v naravi ne pojavlja. Njen razvoj je do zdaj

zabelezen samo v Cistih kulturah, vzgojenih v laboratoriju.

Morfolosko razlikovanje vrste ni vedno zanesljivo, zato je potrebno za to¢no determinacijo
uporabiti razliéne molekularne metode. Identifikacija temelji na prepoznavanju znacilnih

bolezenskih znamenj. Iz gostitelja izoliramo patogno glivo ter v laboratorju vzgojimo ¢isto
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kulturo. Ce so bolezenska znamenja gostitelja in morfoloski znaki glive enaki kot je
opisano zgoraj, je determinacija uspeSna. Za popolno prepricaje izvedemo dodatno
inokulacijo gostitelja s patogeno glivo ter spremljamo razvoj simptomov (Correll in sod.

1991).

2.1.8 Ekonomski in varstveni problem

Borov smolasti rak, ki ga povzroca gliva F. circinatum, je resna bolezen, ki prizadene
borove plantaze in drevesnice na razlicnih koncih sveta (Dwinel in sod. 1985, Viljeon in
sod. 1994). V jugovzhodnih ZDA je bolezen povzrocitelj velike Skode v proizvodnji in
plantazah z vrstami Pinus spp. ter v drevesnicah (Barnard in Blakeslee 1980) in semenskih
sestojih (Dwinell in sod. 1981; Dwinell in sod. 1985). V naravnih gozdovih Skoda ni
velika. Bolezen predstavlja izgube pri kvaliteti in koli¢ini, vendar celoletne izgube niso
zelo velike. Najvec Skode je zabelezeno v letih od 1974 do 1979 (Dwinell in sod. 1985), ko
so bila najbolj prizadeta obmocja z juznimi vrstami bora kot je Pinus elliotti. V tem €asu so
bile na Floridi izgube zaradi borovega smolnatega raka med 13,6 in 30,7 miljonov
kubi¢nih metrov lesa na leto. Nato so z uvedbo bolj odpornih genotipov in s spremembami
v nacinu pogozdovanja, mocno zmanjSali vpliv patogene glive. Naslednje vecje izgube
zaradi te bolezni so se pojavile v Kaliforniji leta 1986, kjer je bila prizadeta vrsta Pinus
radiata v urbanem okolju in v naravnih gozdovih. Ta vrsta bora je bila v Kaliforniji
izjemno priljubljena v urbanem okolju kot okrasno drevo ali za snovanje drevoredov.
Kalifornijski bor so sadili ob prometnicah, kjer je sluZil kot zvocna in prasna za$¢ita, hkrati
je imel tudi estetsko vlogo. Ravno ta drevesa so utrpela najve¢jo Skodo v sredini
osemdesetih let v okrozju Santa Cruz. Stroski sanacije okuzenih dreves in njihova menjava
je narasla do nekaj miljonov ameriSkih dolarjev (Templeton in sod. 1997). Okuzene so bile
tudi ostale vrste borov. Odkar je bolezen prisotna v JuZnoafriSki republiki, je veliko
semenskih sestojev, namenjenih za pridobivanje semenskega materiala vrst Pinus spp. ,

utrpelo velike izgube (Viljoen in sod. 1994). Enak uéinek je bolezen povzroéila v Cilu.
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2.1.9 Kontrola

Preventiva je najucinkovitej$i nacin zmanjSevanja izgub zaradi F. circinatum. Pomembna
je pravilna tehnika gojenja.V jugovzhodnih ZDA so problem s patogeno glivo resili s ¢im
bolj natancno kontrolo bolezni, v dobro organiziranih drevesnicah. Uporabljati so priceli
manj dovzetne rastline ter preprecevali raznos patogenega organizma s pravocasnimi
sanitarnimi ukrepi (Dwinell in sod. 1985). Kemicne in bioloske metode za preprecevanje
bolezni so neucinkovite in ekonomsko nesprejemljive. V upoStev pride le tretiranje semen

s fungicidi.

Pomembno je, da so drevesnice locirane na primernem obmocju, in da se uporabljajo
neokuZena semena, pridobljena iz naravnih gozdov. Prepreciti je potrebno preobilno
gnojenje ter poskrbeti, da semenskega materiala ter sejank ne poSkodujemo, saj s tem
povzro¢imo lazji vdor glive v gostitelja. Na splosno je potrebno v drevesnicah zagotoviti
dobro higieno tako pri semenih in sejankah, kot tudi pri orodju ter zemlji. V plantazah se
okuZenih dreves ne sme prenasati, saj lahko tako prenesemo tudi bolezen. Z lupljenjem in

izdelavo lesa na samem mestu poseka prepre¢imo raznos bolezni z Zuzelkami.

Obsezne raziskave v Ameriki so pokazale, da obstajajo velike razlike v dovzetnosti za
bolezen med razli¢énimi vrstami bora (Hodge in Dvorak 2000). Pinus radiata predstavlja
vrsto, ki je zelo obcutljiva na bolezen, vendar je sama dovzetnost nanjo mo¢no odvisna od
okolja kjer osebki rastejo (naravni gozd ali plantaze) (Storer in sod. 1999, 2002). 1zkazalo
se je, da so drevesa v plantazah bolj podvrZzena bolezni, posledicno so tudi vecje
ekonomske izgube. Enako je bilo opaziti pri vrstah P. elliottii (Dwinell in Phelps 1977), P.
taeda in P. virginiana (Kelley in Williams 1982, Kuhlman in sod. 1982, Barrows-
Broaddus in Dwinell 1984).

V primeru, ko je okuZeno drevo, ki ima veliko ekonomsko vrednost, se bolezen skusa
omejiti s higiensko primernim obvejevanjem prizadetih delov. Ce je okuZeno drevo le eno
izmed redkih v sicer zdravem sestoju, je varneje, da okuzen osebek ¢im prej odstranimo in
uni¢imo. Na splo$no je najboljSa zasc¢ita pred boleznijo sadnja vrst, ki niso bori, ali vrste
borov, ki so za to bolezen manj dovzetne. V Kaliforniji so tako zaceli gojiti sredozemske

vrste bora, ki so na to bolezen bolj odporne kot domace vrste (Gordon in sod. 1998).
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2.2 Pinus pinaster AIT.

Pinus pinaster, slovensko ime obmorski bor, je vrsta bora, ki spada k sredozemsko-
atlantskemu flornemu elementu. Za svojo uspesno rast potrebuje nekaj ve¢ vlage, kot je to
potrebno za uspevanje alepskega bora (P. halepensis) in pinije (P. pinea), zato je v€asih
lahko prizadet zaradi poletne suse. Dobro prenasa izjemno visoke temperature. Ne prenasa
nizkih temperatur in mraza. Najraje raste na peScenih, silikatnih, kislih tleh. V¢asih uspeva
tudi na apnencu, vendar so vecji sestoji redki. Zadovolji se z revnimi tlemi. Je zelo
svetloljubna vrsta ter dobro prenasa slana tla in sol v zraku. Ze samo ime nam pove, kje se
ta vrsta najpogosteje nahaja. Naravno je raz$irjen samo v zahodnem Sredozemlju. Raste na
Pirenejskem polotoku in se ob atlantski obali §iri proti Franciji. Nekaj naravnih nahajaliS¢
je tudi v AlZiriji, Maroku in Tuniziji. Vzhodna meja razsirjenosti je na zahodnih obalah
Apeninskega polotoka. Navadno raste v pasu ob morju, do nadmorske viSine 1000 m, na

Korziki ga najdemo na nadmorski viSini 1600 m (cit. po Brus, 2004)

Pinus pinaster
5

EUFORGEN

This distribution map, showing the natural distribution area of Pinus pinaster was compiled by members of the EUFORGEN Networks and was published in:
Alia, R. and S. Martin. 2003. EUFORGEN Technical Guidelines for genetic conservation and use for Maritime pine ( Pinus pinaster ).
International Plant Genetic Resources Institute, Rome, Italy 6 pages.

First published online on 2003 -  Updated on 30 July 2008 0 125 250 500

Slika 13: RazSirjenost obmorskega bora (Pinus pinaster Ait.) (Vir: Distribution map...,2003)
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Slika 14: Primer storZa in semen obmorskega bora (Vir: Pinus pinaster..., 2007)

V zahodnem Sredozemlju, zlasti na atlantskih obalah, je pomembna pionirska drevesna
vrsta. S svojim Siroko razraslim koreninskim sistemom in hitro rastjo v mladosti, je
primerna drevesna vrsta za utrjevanje in stabiliziranje peS¢enih obmorskih brezin. S tem
preprecujejo zasipanje s peskom in zmanjSujejo moc¢ vetra v blizini obale. S to vrsto bora
pogozdujejo tudi poleti izredno vroce peSene povrSine v notranjosti Pirenejskega
polotoka. Primer vec¢jih pogozditvenih povrS$in je Extremadura, provinca v zahodni

centralni Spaniji, kjer je potekala izdelava prakti¢nega dela diplomske naloge.

V Extremaduri je podnebje zelo mesano. Prepletajo se vplivi mediterana iz juzne smeri,
atlantik blazi suho ozra¢je in visoke temperature iz zahoda ter vpliv celine, ki ustvarja
kontinetalno klimo. Na splosno lahko re¢emo, da so znacila izjemno vroca in zelo suha
poletja ter dolge blage zime. Povprecna letna temperatura se giblje med 16 °C in 17 °C.
Temperature v severnem delu pokrajine so nizje kot tiste na jugu, saj v severnem delu
relief dviguje v gorovje Sierra Morena. Poletne povprecne temperature so okoli 26 °C,

nemalokrat se temperatura povzpe na 40 °C in ve¢. Povpre¢na zimska temperatura je 7,5

°C (Extremadura...,2006).

Velika povrsina planta? obmorskega bora na tem obmodju Spanije sluZi za pridobivanje
lesa, ki ga uporabljajo v gradbenistvu in papirni industriji. KvalitetnejSi les atlantske

podvrste pa uporabljajo tudi za proizvodnjo furnirja in parketa. V Spaniji je $¢ vedno
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prisotno smoljarjenje. Veliko nasadov je namenjenih pridobivanju smole oz. francoskega
ali bordojskega terpentina. Tudi eteri¢na olja so produkt te drevesne vrste in jih uporabljajo
v farmacevtski in kozmeti¢ni industriji. Veliki in lepi storzi ter lubje se uporablja za razne
dekoracije. Na obmo¢jih, kjer obmorski bor naravno ni razsirjen, ga sadijo v parkih kot

okrasno drevo.

Slika 15: Pinus pinaster (njegov habitus) ter slika nasada z isto drevesno vrsto, Spanija, Extremadura (foto:
Vrhovnik M. , 2008)
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2.3 JASMONSKA KISLINA IN NJEN ESTER METIL JASMONAT

Preglednica 1: Kemijski zapis jasmonske kisline in metil jasmonata

JASMONSKA KISLINA METIL JASMONAT
ITUPAC ime: (-)-1a, 2B-3-okso-2-(cis-2- Metil (1R, 2R)-3-o0kso-2-(2Z7)-2-
pentenil)-ciklopentanonska pentenil-ciklopentanonacetat
kislina
Molekulska formula: C12H1803 C13H2()O3
Molska masa: 210,27 g/mol 224,3 g/mol
CH CH,

O
f-’iﬂm o QO
HO g 2
H,C

Slika 16: Molekularna zgradba jasmonske Kkisline (levo) in metil jasmonata (desno) (Vir: Jasmonic acid, 2009)

2.3.1 Jasmonati

Jasmonati, derivati ciklopentanona, biosintetsko izvirajo iz linolenske kisline. Gre za
oksilipine, ki so bioaktivni derivati masc¢obnih kislin (Pefia-Cortes in sod. 2005). Jasmonati
so signalne molekule, ki sodelujejo pri razvoju rastlin in pri njihovem odzivu na stres
(Brinc, 2003). V skupino jasmonatov spadajo jasmonska kislina (JA), njen ester metil
jasmonat (MJ), njeni aminokislinski konjugati in ostali metaboliti kot je 12-
hidroksijasmonska kislina (12-OH-JA). Oktadekanoidna cis-(+)-12-oksofitoidna kislina
(PDA) je prekurzor JA (Stenzel in sod. 2008).

Pot biosinteze poteka preko oktadekanoidne poti, sestavljene iz vsaj 7 encimskih korakov.
Kon¢ni produkt je (+)-7-iso-jasmonska kislina. To je fizioloSko aktivna substanca, ki se

hitro preoblikuje v svojo stereoizomero, stabilno (-)-jasmonsko kislino (JA). Najdemo jo v




Vrhovnik M. Inokulacija sejank obmorskega bora (Pinus pinaster) z glivo Fusarium circinatum... 22
Dipl.delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BF, Odd. za gozdarstvo in obnov. gozdne vire, 2010

rastlinah poleg njenega metilnega estra (MJ), aminokislinskih konjugantov, glukoznih
estrov in hidroksilnih oblik.

Glavna struktura, ki jasmonatom zagotavlja fiziolosko aktivnost, je pentanosnki obro¢, ki
ima na C7 pripeto pentenilno verigo, na C3 acetilno ali daljSe stranske verige in keto
skupino na Cé6. Jasmonate lahko zaznamo po celi rastlini, vendar so najbolj koncentrirani v
meristemskih tkivih: v vrSickih poganjkov, v konicah korenin, nezrelem sadju in v mladih

listih (Wasternack in Parthier 1997).

Metil jasmonat je bil izmed jasmonatov, leta 1962, prvi izoliran in kemi¢no identificiran
kot sestavni del esencialnega olja iz jasmina (Jasminum grandifolia L.) in rozmarina
Rosmanrinus officinalis L.), medtem ko so prosto jasmonsko kislino izolirali leta 1971 iz
kulture glive Lasiodiploida theobromae. Creelman in Mullet (1997) navajata, da je
aktivnost metil jasmonata vecja kot aktivnost jasmonske kisline, kar naj bi bila posledica
bolj hlapljive oblike in lipofilne narave. V poskusu smo uporabili to obliko hormona.

MIJ je poleg samega obrambnega delovanja v rastlini tudi pomemben komunikacijski
element med rastlinami, saj se hlapljive molekule kot signali prenasajo po zraku (Farmer in

Ryan 1992, cit. po Pefia-Cortes in sod. 2005).

Ce jasmonate dodajamo eksogeno, prihaja do razli¢nih pleiotropnih vplivov, ki v celotni
rastlini ali pa samo v dolo¢enem organu, delujejo indukcijsko ali inhibicijsko na fiziolske
in bioloske procese. V vecini primerov gre za spremenjeno ekspresijo genov (Wasternack

in Parthier 1997).

2.3.2 Funkcija metil jasmonata in jasmonske Kisline v rastlini

Splosna prisotnost jasmonatov in raznolikost njihovih bioloskih wvplivov, uvrsca te
substance med rastlinske hormone. Eksperimenti izvedeni leta 1990 so pokazali kako
mocan vpliv imata MJ in JA kot signalni molekuli na izrazanje obrambne reakcije rastline
v stresnih razmerah. Spoznanje le tega je pritegnilo veliko pozornosti med znanstveniki, saj
lahko s pomoc¢jo zunanjega dodajanja MJ ali JA vplivamo na odpornost rastlin na patogene

dejavnike.
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Sinteza JA od linolenske kisline preko oktadekanoidne poti je aktivirana, ko je rastlina v
stresnem stanju. Stres v rastlini je lahko povzrocen zaradi okuzbe s patogenimi organizmi
(glive, virusi, bakterije), ranitve (zuZelke, abiotski dejavniki), zaradi osmotskega stresa ali
poskodbe zaradi UV svetlobe. Naceloma JA in MJ nastajata vedno, kadar pride do

poskodbe celicne membrane (Wasternack in Parthier 1997).

V zadnjem desetletju se je izkazalo, da sta JA in PDA neodvisna signala, ki delujeta pri
odzivu na biotski ali abiotski stres. Kadar je rastlina pod stresom pride do poviSanja
endogene JA in PDA, povzrocene z de novo biosintezo in sta del kompleksne signalne

transdukcijske poti (Stenzel in sod. 2008).

Vpliv JA in njenega estra MJ na razvoj in rast rastline je lahko zelo razlicen. Lahko
inducira senescenco, abscizijo listov ali inhibira kalitev. Ce pride do sensence, se zmanj$a
vsebnost klorofila v listih, zmanjSa se aktivnost ribuloze bifosfat karboksilaze, akumulirajo
se novi proteini (Creeman in Mullet 1995). Creeman in Mullet v istem clanku (1995)
navajata, da JA in MJ inhibirata rast korenin, inducira tvorbo gomoljev in stimulira zorenje
sadezev. PospeSeno zorenje sadezev je najverjetneje posledica vpliva JA in MJ na

biosintezo etilena.

Ce so jasmonati uporabljeni v nizkih koncentracijah, lahko inducirajo gene, ki kodirajo
proteinazne inhibitorje, to so encimi flavonoidne in seskviterpenoidne biosinteze, tionin,
osmotin in lipoksigenazo (Petrovi¢ in sod. 1997). JA lahko inducira ekspresijo
lipoksigenaze, to je encim, ki je vkljuCen v sintezi JA, in tako v rastlini sprozi odziv na
patogene organizme (Creeman in Mullet 1995). Ze nizke koncentracije jasmonatov

pospesujejo rast rastlin in razvoj korenin (Ravnikar 1991).

2.3.2.1 Oktadekanoidna signalna pot in biosinteza jasmonske kisline

Ko rastlino okuzi patogeni organizem, se sistemsko induciran protein iz 200 aminokislin,
imenovan prosistemin, pretvori v sistemin. Sistemin je peptid sestavljen iz 18 aminokislin.
Prenese se vzdolz floema. Zaznava tega proteina, preko Se neznanega kompleksa

receptorjev, sprozi povisanje koncentracije linolenske kisline (LA) (Wasternack in Parthier
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1997). A-linolenska kislina se ob zacetku signalne poti sprosti iz membranskih lipidov s
pomocjo encima fosfolipaze A (Creeman in Mullet 1997). Encim 13-lipoksigenaza (LOX),
lociran v kloroplastu nato pretvori LA v 13-hidroksilinolensko kislino. Ta se dalje pretvori
z encimoma alenoksid sintazo (AOS) in alenoksid ciklazo (AOC) do PDA. Z redukcijo in
tri kratno B-oksidacijo v peroksisomu se potem tvori (-)-jasmonska kislina (Wasternack in
Parthier 1997). Ta se lahko kasneje konjugira v aminokislino. Poleg transporta signalnih
molekul po zilnem sistemu rastline, lahko hlapni metabolite, kot je metil jasmonat, ravno
tako igrajo pomembno vlogo pri signaliziranju znotraj rastline. Signaliziranje preko Zilnega
transporta v kombinaciji s hlapljivimi metaboliti pripelje do optimalne odpornosti

oddaljenih delov rastline (Heil in Ton 2008).

2.3.2.2 Lokalni in sistemski odziv rastlin na ranitev

Aplikacija metil jasmonata na nepoSkodovano skorjo pri vrstah druZine Pinaceae, izzove
enake reakcije rastlin, kot ¢e bi priSlo do poskodbe skorje. Razlika je v tem, da se ne

pojavijo poSkodbe tkiv, nekroze, odmiranje skorje ali drugi znaki odmirajocega tkiva.

Zasluga za odpornost iglavcev na podlubnike in glive, ki Zivijo v skupni asociaciji, gre
obrambnim mehanizmom, ki v rastlini Ze obstajajo ter tistim, ki se v primeru napada ali

okuzbe na novo inducirajo.

Kot je znano za Pinaceae, je produkcija smole v primeru poskodbe skorje s patogenimi
organizmi, mo¢no povecana (Lieutier and Berryman 1988, Lewinsohn in sod. 1991,
Klepzig in sod. 1995). Poskodba izzove nastanek travmatskih smolnih kanalov, ki
nastanejo v bliZini rane. S tem drevo omeji nadaljnje razras€¢anje patogenih organizmov po
deblu s t. 1. barijerno cono. Tok smole je na mestu poskodbe tako velik, da je prezivetje
patogenih organizmov otezeno ali onemogoceno. Enako se zgodi v primeru eksogene

aplikacije MJ.

Druga moc¢na obrambna komponenta pri iglavcih so fenoli, ki nastajajo v polifenoli¢nih
parenhimskih celicah (PPc). Te so ves Cas prisotne v sekundarnem floemu in sodelujejo pri

sintezi, skladiS¢enju in modifikaciji fenolov. PPc se v primeru poskodbe aktivirajo,
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sprostijo fenole na mesto poSkodbe ter v bljizno okolico rane (Franceschi in sod. 1998,

2000, Hudgins in sod. 2003, Krekling in sod. 2000).

Obrambne snovi, kot so smola in fenoli, ki so najbolj u€¢inkoviti pri obrambi, bazirajo na
terpenoidih ter mnogih drugih sekundarno formiranih snoveh, ki nastajajo preko
fenilpropanoidnih poti (Klepzig in sod. 1991, Trapp in Croteau 2001). Skupno delovanje
obstojecih ter induciranih obrambnih mehanizmov je kljucni pogoj, da so iglavci, kljub

Stevilnim Skodljivim organizmom, preziveli ze ve¢ kot 200 miljonov let (Doyle 1998).

Poleg opisanih obrambnih snovi k uc€inkovitemu obrambnemu mehanizmu iglavcev
pripomorejo tudi plasti periderma, lignificirane celi¢ne stene, floemska vlakna ter kristali

kalcijevega oksalata (Weinhouse in sod. 1997).
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2.4 HRANILNI ELEMENTI IN NJIHOV FIZIOLOSKI POMEN PRI RASTLINAH

Med hranilne elemente uvr§¢amo tiste kemijske elemente, ki so vklju€eni v proces pretoka
energije znotraj ekosistema. Lahko so vgrajeni v osnovno zgradbo organskih snovi ali pa
sodelujejo pri klju¢nih ekoloSkih in fizioloskih procesih v rastlinah. Glede na koli¢ino
elementa, ki ga rastlina potrebuje za normalen razvoj, elemente delimo v makrohranila in

mikrohranila (cit. po Kotar 2005)

Med makrohranila Stejemo vodik, ogljik, kisik, duSik, kalcij, kalij, fosfor, magnezij in
zveplo. Med mikrohranila pa Stejemo bor, klor, mangan, zelezo, baker, zelezo, mangan in
nikelj. Nekatere rastline dodatno potrebujejo Se natrij, silicij, krom, nikel, kobalt ter

aluminij (Perry 1994, cit. po Kotar 2005).

Glede na vlogo posameznih elementov v rastlinski fiziologiji ter znacilnosti njihovega

krozenja v ekosistemih, hranilne elemente delimo v §tiri skupine:

1. Skupina (C, H, O) so elementi, ki tvorijo osnovno zgradbo organskih snovi. Ogljik
sluzi kot ogrodje organskih molekul. Vodik in kisik sta vezana na ogljik in skupaj
tvorijo ogljikove hidrate (sladkorji, Skrob, celuloza), mas¢obne kisline (lipide in
voske) in terpene ter fenole (lignin, tanin). Stevilne molekule, ki so zgrajene na
osnovi teh treh elementov, sluzijo kot gradbeni elementi (lignin in celuloza) ali kot
snovi z uskladiS¢eno energijo (sladkorji, Skrob). Nekatere snovi sluzijo tudi kot
za$Cita proti patogenim glivam, objedanju ali ultravijoli¢nim (UV) sevanjem. To so

zlasti terpeni in fenolne komponente.

2. Skupina (N, S, P) so elementi, ki se vezejo na ogljik (N in S) ali kisik (S in P).
Kombinacije enega ali ve¢ elementov s skupino ogljika, vodika in kisika tvori
pomembne organske molekule kot so: proteini (N, S), fosfolipidi (P) in nukleinske
kisline (N, P). Vezava reduciranega N (NH;3;) na CHO molekulo, ki ima skupino
COOH, privede do osnovnih aminokislin, ki so sestavni del proteinov. Proteini
imajo pri rastlinah predvsem vlogo regulacijskih in strukturnih spojin.

Aminokisline, ki vsebujejo zveplo, dolo¢ajo terciarno zgradbo beljakovin, t. j.
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encimov in strukturnih spojin. Encimi v rastlinah vodijo in uravnavajo zivljenske
procese. Fosfor ima funkcijo bistvene komponente pri transportnem sistemu
energije v celicah, t. j. pri molekulah adenozin difosfat (ADP) ter adenozin trifosfat
(ATP). Skupaj z dusikom je graditelj nukleinskih kislin, ki tvorijo DNA in RNA, je

hkrati tudi pomembna sestavina fosfolipidov in gradnikov vseh membran.

3. Skupina (Ca, K, Mg) so elementi, ki so vezani na mati¢no podlago. V obliki soli
organskih kislin omogocajo elektricno nevtralnost v rastlini. Kot osmotski agenti
vzdrzujejo celiéni turgor. Od 15 % do 20 % magnezija najdemo vezanega v
molekulah klorofila. Je pomemben element pri prenosu energije in sluzi kot
povezovalni encim z ADP in ATP molekulami. Kalcij je gradbeni element srednje
lamele in je pomemben pri rasti in delitvi celic ter zagotavlja pravilno delovanje
membrane. Kalij je najbolj ucinkovit monovalentni kation, ki sluzi za aktiviranje
Stevilnih encimov. Je bistveni element pri odpiranju in zapiranju listnih por. Vsi
trije elementi te skupine so precej topni, zato so moc¢no podvrzeni izpiranju iz tal,

hkrati pa so ravno zaradi velike topnosti rastlinam lahko dostopni.

4. Skupina (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, B, Cl, Ni) so elementi, ki so pomembni za
delovanje encimov (z izjemo B in Cl). Mangan lahko nadomesti magnezij pri
povezovanju encimov z ADP in ATP. Ima velik pomen pri prenosu elektronov ter
dodatno vlogo kot klor v procesu fotosinteze pri sprostitvi kisika. Mangan skupaj z
zelezom posredujeta pri prenosu elektronov znotraj celic in v tleh. Omogocata
redoks reakcije, saj lahko menjata valentnost. Zelezo je bistven element
citokromskega sistema in je vpleten v transport elektronov v procesu fotosinteze.
Funkcija bora je pomembna pri transkripciji in translaciji v sintezi beljakovin ter pri
regulaciji spolnega razmnozevanja. Sodeluje pri regulaciji transporta ogljikovih
hidratov skozi celi¢ne membrane ter pri redoks reakcijah. Z izjemo Zeleza, se vsi
elementi nahajajo v maticni podlagi v zelo majhnih koli¢inah. So bolj ali manj
slabo topni pri pH vrednostih v katerih rastejo rastline, zato je njihova dostopnost
rastlinam zelo omejena. Topnost teh elementov nara$¢a s katalizacijo. Kelati, ki

vsebujejo huminske kisline in veliko drugih organskih snovi, ki se izlo¢ajo preko
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korenin, mikoriznih gliv in drugih mikrobov v rastnem substratu, so pomembni pri

oskrbi rastlin z elementi te skupine (Perry 1994, cit. po Kotar 2005).

V naSem poskusu smo sejankam dodajali hranilne elemente dusik, fosfor in kalij. Gnojenje
spada med najpomembnejSe agrotehni¢ne ukrepe pri vzgoji rastlin. Tu se lahko pojavi
problem prenasienosti ali pomanjkanja hranilnih elementov v substratu. Eden izmed
vzrokov razSirjenja patogene glive F. circinatum, je v veliki meri odvisen od vsebnosti
hranilnih elementov v rastlinah. Znano je, da je v borovih sestojih, ki rastejo na substratih,
kjer je dodajanje NPK gnojil veliko in je prisotna patogena gliva F. circinatum, Skoda
zaradi bolezni zelo velika (Lopez-Zamora in sod. 2007). Nekaj epidemi¢nih izbruhov
bolezni borov smolasti rak so zasledili v borovih nasadih, lociranih blizu perutninskih
farm, v borovih nasadih s pretiranim gnojenjem, na obmoc¢jih kjer so gnojili z
industrijskimi odpadki (organskimi in anorganskimi) ter na umetno preoblikovanih
obmocjih kot so golf igris¢a (Barnard in Blakeslee 2006). DusSik se smatra kot hranilni
element, ki v primeru prenasi¢enosti v substratu in rastlini lahko zmanjSa odpornost
rastline proti patogenim organizmom, saj zavira obrambni sistem rastline. Kalij povecuje
odpornost proti boleznim, fosfor v rastlini izove razlicne odzive (Huber in Thompson
2007). Odziv rastline na patogen organizem v odvisnosti od hranilnih elementov je
pogojen s koncentracijo elementov, ki jih dodajamo, s ¢asovnim razporedom gnojenja, s
stanjem rastnega substrata ter z interakcijo z drugimi elementi (Huber in Thompson 2007).
Ni Se znano, kako hranilni elementi v tleh vplivajo na odpornost obmorskega bora (Pinus

pinaster Ait. ) proti patogeni glivi F.circinatum.
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3 METODA DELA

Prakticno delo diplomske naloge je potekalo v Plasenciji, na Univerzitetnem centru za
tehniéni gozdni inZeniring (Ingenieria Técnica Forestal especialidad en Explotaciones
Forestales), na Univerzi v Extremaduri v Spaniji. Delo je potekalo v njihovem laboratoriju
ter v rastlinjaku. Poskus se je pricel 15. 11. 2007, ko je Maria Vivaz, doktorandka pod
vodstvom dr. Alejandra Solla Hacha, posadila semena obmorskega bora kot je opisano v
nadaljevanju. Moje delo se je zacelo 21. 4. 2008. Sejanke so bile tedaj stare 5 mesecev.
Prakti¢no delo poskusa smo zakljucili 25. 6. 2008. Delo je potekalo v okviru projekta »Los
efectos maternos de Pinus pinaster en relacion a la resistencia inducida. Histologia y
respuestas defensives ante inoculaciones con Fusarium oxysporum«, ki je trajal od januarja
2006, do decembra 2009. Odlocitev, da glivo F. oxysporum zamenjamo za F. circinatum je
bila sprejeta naknadno, saj je bila patogena gliva F. circinatum v tem &asu v Spaniji vse

bolj navzoca ter je povzrocala veliko Skode v drevesnicah in borovih nasadih.

3.1 PRIPRAVA SUBSTRATA IN VZGOJA SEJANK Pinus pinaster AlT.

Za izvedbo poskusa smo potrebovali sejanke obmorskega bora. Vsa posejana semena so
izvirala iz istega maticnega drevsa, ki raste na severozahodni obali Spanije (Cangas,

Pontevedra: 42°16'S,8°47"'Z, 126 n. m. ).

Slika 17: A) StorZ Pinus pinaster Ait. , vir semen ter B) dezinfekcija semen v 30% raztopini H,0, (foto: Vivaz M.
2007)
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Kot substrat smo uporabili droben pesek, ki smo ga sprali pod tekoo vodo ter ga
sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi 121 °C. Preden smo semena posejali, smo jih pod
tekoco vodo spirali 12 h. Da bi preprecili kakrSnokoli okuzbo semen, smo jih dodatno
razkuzili s 30 % raztopino vodikovega peroksida. Semena smo v 30 % H,O, namakali 30
minut (slika 17). Po razkuZevanju smo semena 10 krat sprali z destilirano vodo. Tako

tretirana semena so bila pripravljena za setev.

Posode, namenjene rastnemu prostoru rastlin, so bile plasticne, valjaste oblike, visoke 15
cm ter Siroke 5 cm (V = 294 cm’). Razkuzili smo jih z 2 % peroksidom. Zapolnili smo jih s
peskom ter v vsako posodo dodali po dve semeni P. pinaster. Nato smo jih zalili z

destilirano vodo. Vsak lon¢ek s sejanko smo posebej oznacili s Stevilko.

Slika 18: Posode z razkuZenim rastnim substratom (foto: Vivaz M. 2007)

Posode s semeni so bile shranjene v sobi s stalno temperaturo 22 °C. Ko je vzklila zadostna
koli¢ina semen, smo posode postavili v hladilnik s stalno temperaturo 4 °C. S tem ukrepom
smo preprecili nadaljno kalitev. Vzklilo je 200 semen. Sejanke so bile po dveh mesecih
rasti v laboratoriju prenesene v rastlinjak s konstantno temperaturo in vodnimi razmerami.
Avtomatiziran namakalni sistem je vsakodnevno ob 18:00 uri zalival sejanke. Rastline so

dnevno prejele 3 mm vode.
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Slika 19: Izgled sejank, predno so bile prenesene v rastlinjak (foto: Vivaz M. 2008)

Po desetih dneh rasti v rastlinjaku, smo rastlinam zaceli dodajati gnojila. Eksperiment je
vseboval 8 razlicnih kombinacij gnojil kalija, dusika in fosforja, ki smo jih dodajali
sejankam. Sejanke so bile razdeljene v dva bloka. Znotraj vsakega je bilo 9 skupin po 10
sejank, razen v skupini S2, kjer je bilo 40 sejank. Skupina K je sluzila kot kontrola, ki ji

nismo dodajali gnojil. Skupno smo v poskus vkljucili 200 rastlin.

Slika 20: Tri mesece stare sejanke Pinus pinaster, razdeljene v 10 skupin po 20 rastlin (foto: Vrhovnik M. 2008)

Dodajanje gnojil je potekalo v obliki vodne raztopine, z razlicnimi koncentracijami gnojil.
Kalij smo dodajali v obliki kalijevega nitrata, fosfor kot raztopino didusikovega
hidrogenfosfata, dusik pa v raztopini amonijevega nitrata. Vsem sejankam smo dodali
enako koli¢ino kalcija v obliki raztopine kalcijev sulfat dihidrat ter magnezija v obliki

raztopine magnezijevega nitrata (Preglednica 2).



Vrhovnik M. Inokulacija sejank obmorskega bora (Pinus pinaster) z glivo Fusarium circinatum... 32
Dipl.delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BF, Odd. za gozdarstvo in obnov. gozdne vire, 2010

Preglednica 2: Tretiranje sejank Pinus pinaster s hranilnimi elementi. Prisotnost elementa je oznacena s +,
odsotnost z -.

Gnojila Raztopine Odmerki Skupine

Kontrola Sl S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

N Dusikov 5 mg N - + + - - - + + _
nitrat rastlina ™

P Didusikov 1 mg P - + - + - + + _ _
hidrogen rastlina ™
fosfat

K Kalijev 35mgK - + + + + - - - -
nitrat rastlina ™

Ca Kalcijev 0,35 mg - + + + + + + + +
sulfat Ca
dihidrat rastlina ™

Mg Magnezijev 0,45 mg - + + + + + + + +
nitrat Mg

rastlina ™

Sejanke smo z gnojili tretirali vsakih 10 dni. Dodali smo 5 ml raztopine na sejanko. Taksna

nega je potekala 3 mesece. Kontrolna skupina je prejemala samo vodo.

22. 4. 2008, 5 dni po zadnjem dodajanju gnojil, smo sejanke izmerili z milimeterskim
ravnilom. Izmerili smo dolzino stebla in dolzino zelenega dela rastline. Dobljene podatke
smo zabeleZili v podatkovno datoteko. Primerjava razli€no razvitih sejank nam je v
nadaljevanju sluzila pri ugotavljanju vpliva razlicnih koncentracij NPK gnojil na rast in

razvoj sejank.

3.2 TRETIRANIJE SEJANK Z METIL JASMONATOM TER INOKULACIJA SEJANK S
PATOGENO GLIVO Fusarium circinatum NIRENBERG & O’DONNELL

Tr1 mesece stare sejanke smo razdelili v 4 bloke. Vsak blok je vseboval 50 sejank,
razvr§Cenih v 9 skupin po 5 sejank, razen skupina S2, ki je vsebovala 10 sejank. Postopek

razvr$€anja je potekal v naslednjem zaporedju:
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Prvo sejanko 1z prve skupine smo uvrstili v blok 1. Drugo sejanko iz prve skupine v blok I,
tretjo v blok III in Cetrto v blok IV. Tako smo nadaljevali, dokler nismo v vsakem bloku

dobili 10 skupin po 5 sejank, z razli€énimi koncentracijami NPK gnojil.

Slika 21: Potek razvrsc¢anja tri mesece starih sejank Pinus pinaster v 4 bloke (foto: Krajnc B. 2008)

Blok I je sluzil za kontrolo. Na teh sejankah nismo izvajali nobenih dodatnih ukrepov.
Sejanke v bloku II smo tretirali s sinteticno pridobljenim metilnim estrom jasmonske
kisline (MJ). Blok III je bil tretiranja z MJ in okuzen s patogeno glivo F. circinatum.

Sejanke v bloku IV smo okuzili s patogeno glivo F. circinatum.

Po razdelitvi sejank v bloke, je sledila priprava raztopine metil jasmonata. Delo je potekalo

v laboratoriju. Za raztopino 25 mM MJ smo potrebovali:

° 0,275 ml Tween® 20
) 250 ml destilirane H,0

. 1,41 ml metil jasmonata

# Panreac

Slika 22: Tween ®20 in 95% metil jasmonat (foto: Vrhovnik M. 2008)
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Tween ® 20 je emulgator, ki omogo¢a, da se eteri¢na olja, med katera spada tudi MJ,
raztopijo v vodi. ManjSe kot so kapljice MJ v destilirani vodi, ve¢ja je verjetnost, da bodo
rastline skozi listne pore absorbirale pripravljeno raztopino. Je neke vrste detergent, ki se
uporablja kot sredstvo za spremembo povrSinske napetosti na rastlini (surfaktant). S tem je

omogocena lazja absorbcija snovi v rastline.

Tretiranje sejank s 25 mM raztopino metil jasmonata je potekalo s pomocjo razprSilca.
Vsako sejanko iz bloka II in III smo poskropili iz petih strani. Zgoraj, levo in desno,
spredaj in zadaj. Tako smo zagotovili enakomeren nanos. Okularno smo ocenili, ¢e so

kapljice na sejankah enakomerno nanesene.

Sledila je priprava &istih kultur F. circinatum. Cisto kulturo patogene glive F. circinatum
(F 7-1, PDA. Vir: Asturias, Izolacija 2005), ki smo jo uporabili za inokulacjo, smo dobili iz
fitopatoloskega laboratorija Politehni¢ne univerze v Madridu. V laboratoriju smo vzgojili
ve¢ Cistih kultur patogena. V oduhi, ki je bila ociS¢ena z alkoholom, smo pripravili

naslednje potrebne inStrumente:

Slika 23: Priprava Cistih kultur glive F. circinatum v laboratoriju (foto: Vrhovnik M. 2008)

. PDA rastni medij (Patato Dextrose Agar (krompirjev agar) je mikrobioloski medij,
narejen iz izvleCkov krompirja in glukoze, in je pogosto uporabljen kot rastni medij za
laboratorijsko gojenje kultur gliv in bakterij, ki okuzijo zive rastline ali odmirajoci
rastlinski material)

. Ogenj
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. Skalpel
. Parafilm
. Pisalo

Nad plamenom smo segreli konico skalpela. Tako smo preprecili okuzbo ¢iste kulture
patogena glive. Preden smo zarezali v micelij glive, smo skalpel pomocili v PDA medij, da
se je ohladili. Nato smo izrezali 1 cm” micelija, skupaj z rastnim medijem ter ga nanesli na
¢isti PDA medij, ki je bil v naprej pripravljen v sterilni petrijevki. Postopek smo veckrat
ponovili, da smo dobili dovolj zasnov za razvoj Cistih kultur glive, s katerimi smo nato
inokulirali 100 sejank (slika 23). Tako pripravljene petrijevke, zatesnjene s parafilmom,

smo postavili v hladilnik na konstantno temperaturo 4 °C, v temo.

Postopek inokulacije smo izvedli po metodi Dwinell in Barrows-Broaddus, iz leta 1981, ki
pravi, da je potrebno sejanke pred inokulacijo raniti. Zato smo vsako rastlino iz bloka II, IIT
in IV ranili. Rastlinam smo 5 ¢cm nad nivojem substrata, na delu sejanke kjer so Ze prisotne

iglice, s skalpelom longitudialno zarezali ranice, dolge 3-4 mm (slika 24).

Slika 24: Primer ranitve sejanke (foto: Vrhovnik M. 2008)

Nato smo na ranice nanasali kulturo patogene glive. S skalpelom smo iz petrijevke

postrgali del¢ek micelija, vzgojene Ciste kulture F. circinatum ter ga previdno nanesli na
rano (slika 25).
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Slika 25: Postopek okuzbe s patogeno glivo F. circinatum; nanos micelija glive na rano (foto: Vrhovnik M. 2008)

Sejank v bloku I, ki so sluzile za kontrolo, nismo ranili, niti nismo poskropili z raztopino

vode in Tweena ® 20. Sluzile so za kontrolo ter za analizo vpliva gnojil na razvoj rastline.
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3.3 SPREMLJANIJE SIMPTOMOV RAZVOJA BOLEZNI

Po opravljeni okuzbi sejank iz bloka III in IV, smo naslednjih 8 tednov spremljali
simptome bolezni. Jakost okuZzbe smo dolocali s klasifikacijskimi razredi po Mufiozu in

Ampudia (2005), ki je predstavljena na Preglednici 3.

Preglednica 3: Klasifikacija simptomov bolezni (Mufioz in Ampudia 2005)

Simptom Opis simptoma

0 Ni znakov okuzbe

1 Znaki okuZbe vidni, steblo je rahlo rumeno- rjavo obarvano

2 Znaki okuZbe vidni do 2cm okoli rane, steblo je rumeno-rjavo obarvano

3 Znaki infekcije mo¢no vidni, steblo je v celoti porumenelo, vrh je povesSen
4 Rastlina je odmrla

Ocene simptomov na inokuliranih sejankah smo belezili v podatkovno tabelo. Spremljanje
razvoja bolezni je potekalo tedensko. Sejanke iz bloka I in II, ki niso bile inokulirane s
patogeno glivo, smo po treh tednih opazovanja vkljucili v nadaljnjo raziskavo. Blok III in
IV z inokuliranimi sejankami je ostal v rastlinjaku, kjer smo nadaljevali s spremljanjem

razvoja bolezenskih stanj bolezni.

3.4 ANALIZA NEINOKULIRANIH SEJANK

Sejanke, razdeljene v blok I in II, smo prestavili v laboratorij. Namen nadaljne raziskave je
bilo ugotavljanje vpliva MJ in razlicnih koncentracij NPK gnojil na rast in razvoj

nadzemnih ter podzemnih delov rastline.
Vsaki sejanki posebej smo izmerili naslednje dele:

o Dolzino in maso stebla v soku
o Dolzino in maso zelenega dela sejanke v soku (pod zeleni del sejanke Stejemo tisti

del, ki je porascen z iglicami)
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. Dolzino, povr§ino in suho maso korenin

Vsako sejanko smo s Skarjami odstrigli na nivoju substrata. Steblo smo locili od zelenega
dela rastline. Izmerili smo dolzino stebla in dolo¢ili maso z umerjeno digitalno tehtnico

(slika 26). Enako smo storili z zelenim delom rastline.

Slika 26: Merjenje posameznih delov sejank P. pinaster z digitalno tehtnico (foto: Vrhovnik M. 2008)

Steblo smo nato prerezali na dva dela, zgornji in spodnji. Zgornji del stebla smo spravili v
epruvetke, ki so vsebovale fiksator FAA (Formalin-Acetic-Alcohol). Volumsko razmerje

snovi v fiksatorju je bilo:
formaldehid : ocetna kislina : etanol (70 %) =1:1:18

Fiksator FAA je primeren za shranjevanje rastlinskih delov kot so: stebla, korenine,
oleseneli deli rastlin. Deluje kot mocan stabilizator tkiv, saj v njem lahko skladis¢imo

material tudi vec let (slika 27).
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Slika 27: Zgornji del stebla, shranjen v fiksatorju FAA (foto: Vrhovnik M. 2008)

Sledilo je spiranje korenin. Koreninski sistem vsake sejanke smo previdno loc¢ili od
substrata, z rahlim spiranjem pod tekoco vodo. Da bi zagotovili kar se da pravilne
rezultate, je bilo potrebno iz korenin odstraniti tudi najmanjSe kamencke, ki so se sprijeli s
koreninskimi laski. Tako pripravljene korenine smo rahlo osusili s papirjem (slika 28).

Sledilo je skeniranje sveZih korenin.

Slika 28: Priprava korenin za skeniranje (foto: Vrhovnik M. 2008)

Korenine smo razporedili na ravno povrS$ino skenerja (Scanner Epson 100000). S
programom Win RHIZO smo izvedli meritve. Dobljene skenirane slike smo shranili za

nadaljno primerjavo (slika 29). Win RHIZO je avtomatiCni ter interaktivni sistem za
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analizo slik, zasnovan posebej za merjenje korenin. Poleg osnovnega merjenja povrsin,
dolzin in debelin, program zaznava tudi morfologijo, relief, strukturo, barvo in bolezenska

stanja korenin. Dobljene rezultate smo shranili v podatkovno tabelo.

Slika 29: Primeri skeniranih korenin sejank P. pinaster (foto: Vrhovnik M. 2008)

Izmerjene sveze korenine smo shranili v papirnate vrecke, jih oznacili s Stevilkami sejank,
katerim so korenine pripadale ter jih postavili v suSilnico. Susenje je potekalo sedem dni,
na temperaturi 40 °C in potem $e naslednjih 24 ur, na temperaturi 65 °C. Nato smo izmerili

suho maso korenin (slika 30).

Slika 30: Primer papirnatih vreck, v katerih smo suSili korenine P. pinaster (slika levo) ter korenine primerne za
merjenje suhe mase snovi (slika desno) (foto: Vrhovnik M. 2008)

Sledila je analiza stebla. Zanimala nas je vsebnost smolnih kanalov v posamezni sejanki.
Zgornje dele stebel, ki smo jih skladis¢ili v FAA fiksatorju, smo uporabili za pripravo

mokrih preparatov.
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Z britvico smo odrezali ¢im tanjSo rezino stebelnega tkiva ter ga s pinceto prenesli v
kapljico destilirane vode na objektivnem steklu. Preparat smo pokrili s krovnim stekelcem
ter ga postavili pod mikroskop. Na okular mikroskopa smo nastavili fotoaparat znamke
Canon. Z objektivom z 10 kratno povecavo, smo poslikali tkiva. (slika 30). Na podlagi

dobljenih slik okularno dolo¢ili Stevilo smolnih kanalov v vsakem prerezu (priloga A).

Slika 31: Slika tkiva pridobljena na mikroskopu s fotoaparatom Canon (foto: Vrhovnik M. 2008)

Sledila je statisti¢na obdelava podatkov. Ugotavljali smo vpliv natrija, kalija in fosforja na
rast in razvoj sejank, ki so bile samo inokulirane z F. circinatum ter vpliv gnojil na
sejanke, ki so bile inokulirane s patogeno glivo ter predhodno tretirane z MJ. Zanimalo nas
je tudi, Ce obstaja statisticno znacilna razlika med sejankami, ki so tretirane z MJ ter
tistimi, ki niso, na dovzetnost za patogeno glivo F. circinatum. Poleg tega nas je zanimalo,
kakSen vpliv ima razlicna koncentracij NPK gnojil ter MJ na odpornost rastline na
patogeno glivo. Mogoce obstajajo statisticno znacCilne razlike, med koli¢ino smolnih

kanalov, pri tretiranih in netretiranih sejankah z MJ.
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4 REZULTATI

4.2 VPLIV NPK GNOJIL NA RAZVOJ SEJANK

Za anlizo vpliva razliénih koncentracij NPK gnojil na razvoj sejank, smo uporabili

program Statgrafics Plus, s katerim smo izvedli ANOVA test. Uporabili smo meritve

sejank, predno smo jih tretirali z MJ. Vzorec je vseboval 199 sejank, razdeljenih v devet

razlicnih fertilizacijskih skupin.

One —way ANOVA test kaze statisticno znacilne razlike vplivov 9 razli¢nih fertalizacijskih

skupin na viSino sejanke. Sejanke iz skupine S1, t. s. sejanke, ki smo jim dodajali vsa

hranila, so bile najvi§je (11,49 cm). Sejanke iz kontrolne skupine S9, so bile v povprecju

najmanjSe (9,04 cm). Velikosti skupin S7, S6 in S2 so se gibale med 10,87 cm in 10,99 cm.

Sejanke S8, S5, S4 in S3 pamed 10,11 cm in 10,57 cm.
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Slika 32: Vpliv NPK skupin na viSino sejanke

Najvec vpliva na velikost sejank ima element dusik, saj so vse sejanke iz skupin, v katerih

smo substratu dodajali dusik (S1, S6, S7), najvisje. Sledile so sejanke, ki so v substratu

vsebovale kalij v kombinaciji z dusikom (S2). V skupini S3, kjer smo dodajali kombinacijo

fosforja in kalija, brez dusSika, so sejanke zrastle vi§je kot v skupini S5, kjer smo dodali
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samo fosfor. V povprecju so poleg kontrolne skupine S9 dosegle najnizjo visino sejanke v
skupini S8, kjer dusika, fosforja in kalija nismo dodali, ter v skupini S5, kjer smo dodali

samo fosfor (slika 32).

Ce primerjamo vpliv posameznih elementov NPK gnojil na visino rastline, ugotovimo, da
ima najvecji vpliv na visino sejank dusik. Kombinacija vseh treh elementov je vplivala na

najvisjo rast sejank (11,49 cm). Sledila je kombinacija N in K (10,99 cm).

Sejankam smo poleg celotne viSine posebej izmerili dolzino zelenega dela sejanke ter

dolzino stebla (slika 33).

Slika 33: Delitev sejanke na dolZino A) zelenega dela ter dolZzino B)stebla (foto: Vrhovnik M. 2008)

Pokazale so se statisticno znacilne razlike v viSini zelenega dela rastline, glede na

fertilizacijske skupine (slika 34).
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Slika 34: ViSina zelenega dela sejanke glede na fertilizacijske skupine

Sejanke v kontrolni skupini so imele najkrajSo dolzino zelenga dela (4,32 cm), v skupini
S1 pa so imele sejanke zeleni del najdalj$i (6,70 cm). Pri sejankah, ki v substratu niso
imele dodanega dusSika, skupine S8, S3, S4 in S5, se je zeleni del z iglicami razvil do
dolzine med 5,80 cm (S8) in 6,03 cm (S3). Sejanke v skupinah z vsebovanim dusikom so

zelene dele razvile od dolzine 6,24 cm (S2) cm do 6,70 cm (S1).

Vsebnost duSika najbolj vpliva na dolzino zelenega dela. Razlike med sejankami, ki v
substratu imajo N in tistimi, ki ga nimajo, so ocitne. Najvecji zeleni del so razvile sejanke,
ki so rastle v substratu, v katerem je bila kombinacija vseh treh elementov (6,70 cm).
Sledijo jim sejanke s kombinacijo N in K v substratu (6,40 cm). Kombinacija N in P je
vplivala na krajSe razvite zelene dele sejanke (6,24 cm), kot Ce je bil v substrat dodan samo

N (6,36 cm).
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Slika 35: Vpliv fosforja na povrsino koreninskega sistema
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Fosfor je pri sejankah, ki so bile tretirane z MJ, vplival na razvoj koreninskega sistema
(slika 35). Sejanke, ki so imele dodan hranilni element fosfor, so imele ve¢jo povrsino
plasc¢a (SA) koreninskega sistema. Srednje vrednosti SA koreninskega sistema tretiranih
sejank, ki so imele dodan fosfor v substratu, so bile 61,82 cm’ ter 52,22 cm® pri sejankah

kjer fosfor ni bil dodan.

4.2 VPLIV METIL JASMONATA NA ANATOMSKE SPREMEMBE V RASTLINI

Po zbiranju podatkov, ki smo jih analizirali v zgoraj opisanih raziskavah, smo sejanke
lo¢ili v 4 bloke. Sejanke v bloku II, IIT in IV smo ranili, nato smo blok II in III tertirali z

MJ, blok III in IV pa smo inokulirali s patogeno glivo F. circinatum.

Ze po enem tednu so se pokazale vizualne razlike med sejankami, ki so bile, in tistimi, ki
niso bile tretirane. Vrhovi tretiranih sejank so postali bolj svetlo zeleni, iglice so se na
konicah rahlo ukrivile, kot da bi prenehale rasti (slika 36). Deformacija vrSickov je bila

jasno vidna, na dotik so bili bolj lepljivi in zbiti.

Slika 36: Vizualna primerjava rastnih vr§ickov netretiranih (slika levo) in tretiranih sejank z MJ (slika desno)
(foto: Vrhovnik M. 2008)
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Vzrok spremenjene barve vrSiCkov je lahko inducirana senescenca v rastlini zaradi
tertiranja z MJ. Senescenca se lahko izraZza v zmanjSani sintezi klorofila v iglicah in
posledi¢no v spremembi barve. Ukrivljanje konic iglic in smolenje so lahko tudi posledica

toksi¢nega delovanja MJ zaradi prevelike koncentracije.

V nadaljevanju smo se osredotocili, kako vpliva MJ na razvoj sejank. Zanimalo nas je, ¢e
obstajajo statisti¢no znacilne razlike vpliva MJ na kon¢no visino rastlin ter dolzino in maso
posameznih delov kot so steblo, zeleni del ter korenine. V to analizo smo vkljucili blok I,
ki je sluzil kot kontrola ter blok II, ki je bil tertiran z MJ. Skupaj 99 sejank. Rezultate
prikazuje slika 37.

Tudi v tem poskusu smo izvedli One-way ANOVA test. Izkazalo se je, da obstajajo
statisticno znacilne razlike med koncno visSino sejank, ki so tretirane z MJ ter sejankami, ki

niso tretirane z njim.

0......sejanke niso tretirane MJ
1......sejanke so tretirane z MJ
[...se

116 1
L L i

Koncna visina sejank (cm)

10,4 T
i

Metil jasmonat

Slika 37: Vpliv metil jasmonata na kon¢no visino sejank

Sejanke v bloku I, ki niso bile tretirane z MJ, so dosegle visjo kon¢no visino (11,56 cm)
kot sejanke, ki so bile tretirane z MJ (10,43 cm). Tu se postavi vprasSanje, ali na tako
razliko res vpliva MJ ali pa ima vecji vpliv ranitev, ki smo jo izvedli na vseh sejankah v
bloku II. Za ta odgovor bi morali imeti kontrolni vzorec netretiranih in ranjenih sejank, ki

ga Zal nismo imeli.
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Zato smo v nadaljevanju upoStevali, da imata MJ in ranitev skupni u¢inek na sejanko.

Ugotavljali smo vpliv ranitve in tretiranja sejank z MJ na rast in razvoj rastline.

Vpliv ranitve in MJ na dolzino zelenega dela sejanke kaze statisticno znacilne razlike
(slika 38). Sejanke iz bloka I so razvile dalj$i zeleni del rastline (6,78 cm), kot sejanke iz
bloka II (5,31 cm).

0......sejanke niso tretirane z MJ
1......sejanke so tretirane z MJ
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Slika 38: Vpliv ranitve in metil jasmonata sejank na koncno dolZino zelenega dela rastline

Primerjava kon¢ne dolzine stebel sejank v bloku I in II, ni pokazala statisticno znacilnih

razlik.Zaznali smo razlike v masi zelenega dela med sejankami v bloku I in II (slika 39).
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Slika 39: Vpliv ranitve in metil jasmonata na maso zelenega dela sejanke
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Masa zeleneih delov sejank v bloku I je dosegla visje vrednosti. Zeleni deli sejank so v

povprecju tehtali 1,02 g, v bloku I1 pa 0,79 g.
V masah stebel med blokom I in II ni bilo statistiéno znac¢ilnih razlik.

Zaznali smo tudi statisti¢no znacilne razlike v koreninskem sistemu sejank (slika 40).
Sejanke v bloku I so razvile vecji koreninski sistem. Primerjava mase suhih korenin kaze
razlike med blokoma. V bloku I so imele sejanke povpre¢no maso 0,28 g, sejanke tretirane

z MJ in ranjene, so v povprecju razvile koreninski sistem z maso 0,21 g.

0......sejanke niso tretirane z MJ
1......sejanke so tretirane z MJ
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Slika 40: Vpliv ranitve in metil jasmonata na maso suhih korenin

Razlike so se pojavile tudi v povrSini koreninskega sistema (slika 41). PovrSina korenin je
bila izmerjena s programom WinRIZO. Na podlagi skeniranih koreninskih sistemov sejank
bloka I in II, smo z omenjenim programom dolo¢ili projekcijsko povr§ino korenin (PA) ter
dolzino in povrSino plas¢a korenin (SA). Sejanke v bloku I so imele ve¢jo SA korenin kot

sejanke v bloku II.

Povprecna povrSina plasca korenin netretiranih in neposkodovanih sejank je znasala 76,95
cm’ medtem, ko so sejanke v bloku II razvile povpretno 56,06 cm’ plasta korenin. Ce
primerjamo PA korenin, dobimo enak rezultat. Sejanke iz bloka I imajo vecjo PA kot

sejanke iz bloka II.
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Slika 41: Vpliv ranitve in metil jasmonata na povrsino plasc¢a korenin (SA)

V dolzini korenin med razli¢nimi fertalizacijskimi skupinami razlik nismo ugotovili.

Pri analizi tkiv smo primerjali koli¢ino smolnih kanalov v sejankah bloka I in II. SkuSali
smo izvedeti, ali smo z ranitvijo in tretiranjem z MJ vplivali na pove€ano koli¢ino smolnih
kanalov v posamezni sejanki. Na podlagi dobljenih slik in poznavanju celicnih struktur
smolnih kanalov, smo dolo¢ili Stevilo v posamezni sejanki. Izkazalo se je, da razlik v
koli¢ini smolnih kanalov v sejankah bloka I in II ni bilo. Vse sejanke so povprecno
vsebovale 10 smolnih kanalov. Ocene so zgolj vizualne in niso popolnoma zanesljive, saj
so bili prerezi tkiv razlicnih debelin. To je lahko vplivalo na koli€ino vidnih smolnih

kanalov.

[z zgornjih primerjav lahko sklepamo, da je ranitev sejank in tretiranje z MJ vplivalo na
razvoj sejank. Sejanke v bloku II so prvi stres dozivele z ranitvijo, drugi stres pa s
tretiranjem z MJ. Odziv rastline na ranitev, tretiranje rastlin z MJ ter inokulacijo s
patogeno glivo je lahko preusmeritev energije v odgovor rastline na stres in ne v razvoj
koreninskega ali asimilacijskega sistema. Sejanke v bloku I niso doZivele dodatnih stresov,

zato so nemoteno razvijale korenine in asimilacijsko tkivo.
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4.3 RAZVOJ SIMPTOMOYV IN SMRTNOST SEJANK ZARADI Fusarium circinatum,
GLEDE NA VSEBNOST NPK GNOIJIL V SUBSTRATU TER TRETIRANIJE Z METIL
JASMONATOM

Po inokulaciji sejank smo 8 tednov spremljali razvoj simptomov bolezni na okuzenih
sejankah v bloku III in bloku IV. Kriterij ocenjevanja simptomov smo povzeli po avtorjih
Muiioz in Ampudia (2005).

-

Slika 42: Izgled simptomov kategoriziranih po Muiioz in Ampudia, 2005 (foto: Vrhovnik M. 2008)
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Slika 43: Razvoj simptomov sejank v bloku III

Sejanke v bloku III so bile tretirane z MJ. Najhitrejsi razvoj simptomov v bloku III se je
pokazal na sejankah, ki so spadale v skupino S4. To je skupina, ki smo ji dodajali samo
kalij. Ze prvi teden po okuZbi je imelo najve¢ sejank prve znake okuZbe, steblo je zagelo
rahlo rumeneti. V drugem tednu se je okuzba razsirila do 2 cm okoli rane, ze v Cetrtem
tednu so bili znaki okuzbe moc¢no vidni. Vrhovi sejank so se povesili. Kasneje se je stanje
sejank nekoliko izboljSalo na racun novonastalih poganjkov pod mestom okuzbe. Dokaj
hitro so se simptomi razvijali na sejankah iz kontrolne skupine ter S5 (dodan samo P) in S7
(dodan samo N). Simptomi okuzbe so se na prehodu iz 2. v 3. teden Sirili do 2 cm okoli
rane, v 4. tednu je imela vecina sejank skupin S5, S6 in S7 poveSene vrhove v celoti

porumenela stebla.

Zanimivo je dejstvo, da so si nekatere rastline skozi Cas
opazovanja simptomov nekoliko opomogle. V okolici
mesta okuzbe so pognali speci poganjki tako, da je
sejanka kljub temu, da je bil vr$ni poganjek posusen, Se
vedno kazala znake zivljenja in se na ta nacin borila

proti okuzbi (slika 44).

Slika 44: Primer sejanke, ki so se ji pod mestom okuZbe priceli
razvijati speci poganjki (foto: Vrhovnik M. 2008)
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S ¢asoma se je lahko zmanjsal znak okuzbe pri posamezni sejanki. To smo v 5. tednu
opazovanja opazili pri sejankah v skupini S3, S4, S5 in K. Tudi sejankam v skupini S1 so
se znaki okuzbe nekoliko zmanj$ali na ra¢un rasti novih poganjkov, nato je sledil razvoj
simptomov, ki so se koncali s 100 % smrtnostjo sejank. Ravno tako je sejankam skupine
S5 po okrevanju sledilo povecanje simptomov bolezni. Na koncu opazovanja je odmrlo 80
% sejank. Najve¢ prezivelih sejank je bilo v skupini S4 (dodan samo K) in v kontrolni
skupini. Odmrlo je le 40% sejank. V skupinah S3, S6, S7 in S8 je odmrlo 60 % sejank.

Mortaliteta blok III [%]
100
80
60 60 60 60
50
I I 40 I I I 40
Sl s2 s3  s4 85 S6 ST S8 K

Slika 45: Smrtnost sejank v bloku III po 8. tednu opazovanja

V bloku IV, kjer so bile sejanke samo inokulirane s patogeno glivo F. circinatum, je razvoj

simptomov potekal, kot kaze graf (slika 46).
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Slika 46: Razvoj simptomov na sejankah v bloku IV
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Ze po prvem tednu so se znaki okuzbe pokazali na vseh sejankah. Najmanj simptomov so
imele sejanke iz skupine S7 (dodan samo N), najvec pa sejanke iz skupine S3 (dodana P in
K) in S2 (dodana N in K). V drugem tednu so se na sejankah iz kontrolne skupine povecali
znaki okuzbe do 2 cm okoli rane, spremembe na ostalih sejankah niso bile tako o€itne. V
tretjem tednu je izstopala skupina S6 (dodana N in P), v kateri so sejanke vidno slabele. Ko
smo primerjali razvoj simptomov v ¢etrtem tednu med blokom III in IV, smo ugotovili, da
je razvoj simptomov v bloku IV pocasnejSi. Nobena sejanka Se ni imela v tem casu
povesenih vrhov ter popolnoma porumenelega stebla. Sele v petem tednu so bili znaki
okuZbe zelo ocitni. Vrhovi so se povesili sejankam iz skupine S2 (dodan N in K) in iz
kontrolne skupine. Simptomi bolezni na ostalih sejankah so bili rumenenje do 2 cm okoli
rane. PoveSanje vrhov vecine sejank se je pricelo Sele med Sestim in osmim tednom
opazovanja. To velja za sejanke v skupinah S2, S3, S1, S6, S7 in K. Tudi v tem bloku smo
zaznali nekaj izboljSanja pri vmesnem stanju, rast specih poganjkov, ter nato nadaljnji
razvoj simptomov bolezni, zlasti v skupinah S6 (dodana N in P), S7 (dodan N) in S5
(dodan P).

Smrtnost sejank po osmih tednih opazovanja razvoja bolezni smo podali v odstotkih. Za ta
nacin smo se odlocili zaradi neenakega Stevila sejank v skupinah. V vseh skupinah je bilo
po 10 sejank, razen v skupini S2, kjer je bilo sejank 20. Vemo, da se pri tako majhnem
vzorcu podatkov ne podaja v odstotkih. Tako smo lahko izvedli primerjavo med

skupinami.

Kontrolna skupina je v zadnjem tednu kazala najmocnejSa znamenja okuzbe, vendar je bila
kon¢na smrtnost sejank le 50 %. V skupini S7 (dodan N) je odmrlo 100 % sejank. Najmanj
sejank je odmrlo v skupinah S4 (dodan K) in S8 (ni dodanih NPK), to je 20 %. Sejanke v
skupinah S1, S2 in S3 so imele v osmem tednu vidne znake okuzbe ter poveSene vrhove,
smrtnost je bila 60 %. Veliko sejank je podleglo okuzbi v skupini S6 (dodana N in K), saj

je prezivelo le 20 % sejank, pa Se te z zelo izrazenimi znaki okuzbe (slika 47).
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Slika 47: Smrtnost sejank v bloku IV po 8.tednu opazovanja
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Slika 48:Primerjava mortalitet bloka III in bloka IV

Na koncu opazovanja je prislo do Stevilénih razlik odmrlih sejank v bloku III in IV (slika
48). Razlika je bila sicer majhna. V bloku III je odmrlo 60 % vseh sejank, v bloku IV pa 55
% vseh sejank. Obstajajo zanimive razlike znotraj skupin. Sejanke, ki so bile tretirane z MJ
in smo jim dodajali vse tri glavne hranilne elemente, so v celoti odmrle (S1). Smrtnost
netretiranih sejanke enake fertilizacijske skupine je bila 60%. Razvidno je, da dodani dusik
vpliva na koli¢ino odmrlih rastlin. Vse fertilizacijske skupine, ki so vsebovale dusik, so

dosegle mortaliteto 50 % in ve¢ (S1, S2, S6, S7).
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Slika 49: Smrtnost sejank glede na fertilizacijsko skupino. Fertilizacijske skupine so enake, le oznake so razli¢ne
(C=K, T1=S1, T2=S2, T3=S3, T4=S4, T5=S5, T6=S6, T7=S7, T8=S8, T9=S) (Vir: Vivas in sod. 2009).

Slika 49 prikazuje fertilizacijske skupine ter stopnjo mortalitete v vsaki skupini. Tudi tu je
razvidno, da je v skupinah, kjer je dodan duSik, statisticno znacilna razlika in je stopnja
mortalitete najvecja. V naSem primeru je to skupina S1 in S7. Odmrlo je kar 80 % sejank.
V nasprotju je pri sejankah, ki smo jim dodajali samo fosfor, priSlo do najmanjSe

mortalitete (S4).

Primerjava razvoja simptomov med sejankami, ki so bile tretirane z MJ in inokulirane z F.

circinatum, ter tistimi, ki so bile samo inokulirane, prikazuje grafikon (slika 50).
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Slika 50: Casovni razvoj simptomov tretiranih in netretiranih sejank
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Odpornost sejank, ki so bile tretirane z MJ, se je v prvem tednu opazovanja povecala, saj
so bili simptomi na tretiranih sejankah manj izraziti kot na netretiranih. Nato se je vpliv
metil jasmonata zabrisal oz. nasprotno, tretirane sejanke so bile podvrzene hitrejSemu
razvoju simptomov bolezni v vseh preostalih tednih opazovanja. Tu ne moremo trditi, da je
ravno metil jasmonat vplival na poveCano smrtnost sejank. Da bi preverili ucinek
emulgatorja Tween” 20 na sejanke, bi morali kontrolni blok poskropiti z raztopino vode in

emulgatorja. Tako bi lahko preverili, ¢e ima vpliv na sejanke.
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S RAZPRAVA

5.1 VPLIV NPK GNOJIL NA RAZVOJ SEJANK Pinus pinaster TER ODPORNOST
PROTI PATOGENI GLIVI Fusarium circinatum

Dusik, skupaj z fosforjem in kalijem, predstavlja osnovne elemente, pomembne za rast in
razvoj rastlin. Rezultati so pokazali, da duSik vpliva na razvoj nadzemnega dela rastline,
fosfor pa na povrs§ino koreninskega sistema. Znano je, da dusik povzroci hitrejSe deljenje
in rast celic, kar povecuje skupno biomaso rastline (Mattson 1980). Nohrstedet (2001) je
opazil, da je bil duSik, ki je bil rastlinam dodan posami¢no, v primerjavi s kalijem in

fosforjem, edino gnojilo, ki je izzvalo pove€ano rast rastlin.

Smolni kanali navadno oblikujejo obrambne bariere proti herbivorom in patogenim
organizmom. V naSem poskusu nismo ugotovili, ali produkcija travmatskih smolnih
kanalov spada v obrambni odziv rastline proti patogeni glivi F. circinatum. Je pa znano, da
je okuzba z glivo poSkoduje celice smolnih kanalov tako, da je produkcija smole

onemogocena (Barrows-Broaddus in Dwinell 1983).

Okularna primerjava tkivnih preparatov ne kaze znacilnih razlik v Stevilu smolnih kanalov
med sejankami razli¢nih fertilizacijskih skupin. Obstajajo Studije, ki pravijo, da je Stevilo
smolnih kanalov manjSe, ¢e je rastlini na voljo ve¢ hranil (Vanakker in sod. 2004, Moreira
in sod. 2008). Imeli smo premajhno Stevilo sejank (n=10) posamezne fertilizacijske
skupine, da bi lahko zaznali razlike v Stevilu smolnih kanalov med skupinami. Napake so
se lahko pojavile Ze pri tehniki priprave preparatov, saj so bile debeline prerezov razli¢ne.

Debelejsi kot je preparat, slabsa je prepoznava tkivne strukture.

Rosner in Hannrup (2004) navajata, da ima pri produkciji smolnih kanalov ve¢jo vlogo
genetski vpliv kot okoljski. Ker smo pri naSem poskusu uporabili semena enega drevesa, to

najverjetneje poleg premajhnega vzorca, mo¢no vpliva na dobljeni rezultat.

Ko smo ugotavljali ali posamezni elementi vplivajo na mortaliteto sejank P. pinaster
zaradi patogene glive, smo ugotovili, da dusik mortaliteto zviSuje. Je glavni element, ki
vpliva na ve€jo smrtnost, medtem ko imata dodani kalij in fosfor v kombinaciji z duSikom

enak ucinek. Predhodne raziskave so pokazale, da prevelika koli¢ina duSika zmanjSuje
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obrambne sposobnosti rastlin v primeru napada dolocenih patogenih organizmov.
Dodajanje anorganskega gnojila, ki vsebuje dusik, je povzroCilo ve¢jo Skodo zaradi F.
circinatum na plantazah Pinus ellioti. PoveCala se je smrtnost in nastale so Stevilne
nepravilnosti v rasti dreves (Fisher in sod.1981; Fraederich in Witcher, 1982). Fraederich
in Witcher (1982) v podobnih §tudijah ugotavljata, da je pri sejankah Pinus virginiana, ki
so bile gnojene z dusikom v kombinaciji s fosforjem in kalijem, vecja verjetnost pojava
padavice klic kot pri tistih, ki duSika niso prejemale. Bloomberg (1981) ravno tako pravi,
da velika koncentracija duSika v prsti poveCa smrtnost sejank zaradi patogene glive
Fusarium oxysporum. Tudi druge glive, kot je npr. Gremmenilla abietina, so v primeru, da
je prst bogata z duSikom, bolj agresivne do gostitelja (Sairanen, 1990). Zato avtorji, kot je
Sinclair in sod. (1995) predlagajo, da lahko z primernim gnojenjem omejujemo razvoj

patogenih gliv kot je npr. F.oxysporum, F.circinatum,...

Kot obrazlozitev povecane dovzetnosti sejank P. pinaster na patogeno glivo F.circinatum,
lahko zapiSemo naslednje hipoteze: (1) za uspeSno okuzbo gostitelja s patogeno glivo so
potrebna hranila, ki jih vsebuje gostiteljska rastlina v tkivu. Zato pove€an dusik v tkivu
rastline predstavlja bolj ustrezno in za glivo bolj bogato okolje (Snoeijers in sod. 2000) in
(2) v rastlinah povecana dostopnost gnojil spremeni razporeditev energije v rastlini, kar
lahko vpliva na jakost obrambnega mehanizma rastline. Herms in Mattson (1992)
ugotavljata, da imajo pocasi rastoce rastline na razpolago ve¢ energijskih virov, ki jih v
primeru napada lahko usmerijo v obrambni mehanizem, kot hitro rasto€e rastline. Tako
imenovano ravnotezje med rastjo in diferenciacijo celic pravi, da obstaja ravnovesje med
rastjo in sekundarnim metabolizmom, ki ga rastlina uravnava z omejevanjem rasti celic. V
nas$i Studiji je dodajanje dusSika vplivalo, da se je ravnovesje pomaknilo v prid rasti sejank,
in ne v proizvodnjo sekundarnih metabolitov, ki bi zavirale razrast patogena v rastlini. S
temi ugotovitvami je prva hipoteza, da so sejanke, ki so rastle v okolju z zelo bogato

koli¢ino hranilnih snovi manj odporne na patogeno glivo, bolj verjetna.
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5.2 VPLIV METIL JASMONATA NA RAZVOJ SEJANK Pinus pinaster TER
ODPORNOST PROTI PATOGENI GLIVI Fusarium circinatum

NaSa hipoteza je bila, da so sejanke, ki so tretirane s sinteticno pridobljenim estrom
jasmonske kisline, bolj odporne na patogeno glivo F. circinatum. Rezultati so pokazali
nasprotno. Izkazalo se je celo, da je tertiranje z metil jasmonatom povzrocilo hitrejSi razvoj
boleznskih stanj. Vzrok temu lahko pripiSemo premajhnemu vzorcu ter genetski
enolicnosti semen. Obstaja tudi moZnost, da smo na sejanke nanesli preveliko
koncentracijo metil jasmonata (koncentracija je bil 25 mM), saj smo kmalu po nanosu
opazili, da se tretirane sejanke drugace razvijajo. PriSlo je do rahle spremembe barve,
sejanke so postale bolj svetlo zelene, vrSicki so prenehali rasti, na dotik so postali rahlo
smolasti. Spremembe rastlin lahko pripisujemo toksicnemu delovanju metil jasmonata. Pri
analizi podatkov se je porodilo vpraanje, ali je na sejanke vplival tudi emulgator Tween®
20. Tween® 20, sinonim polisorbat, je surfaktant, ki omogoca raztapljanje eteri¢nih olj v
vodi. Polisorbati so vrsta emulgatorjev, ki se uporabljajo v farmaciji, bioloSkih raziskavah
in prehrambeni industriji. Zaradi stabilnosti in relativne nestrupenosti se kot detergent
uporabljajo v Stevilnih znanstvenih aplikacijah. ZmanjSuje povrSinsko napetost rastlin.
Ravno ta lastnost je lahko pripomogla k intenzivnej$i okuzbi sejank s patogeno glivo. Te
ugotovitve ne moremo potrditi, saj v nasem poskusu nismo posebaj ugotavljali vpliv
Tween® 20 na sejanke. To bi lahko naredili, &e bi kontrolno skupino poskropili z raztopino

vode in Tween® 20.

Do sprememb je priSlo tudi pri razvoju koreninskega sistema. Izmerjene povrSine
koreninskega sistema s programom Win RHIZO tretiranih in netretiranih sejank, so
pokazale statisticno znacilne razlike. Sejanke, ki so bile tretirane z MJ, so razvile manj$i
koreninski sistem. Njihova skupna povrSina plasca korenin (SA) je bila manjSa. PovrSina
plas¢a korenin predstavlja absorbcijsko kapaciteto rastline. Ko smo pregledovali slike
korenin, ki smo jih skenirali, smo ze okularno lahko ocenili razliko v koreninskem sistemu,
ki jo imajo tretirane sejanke (PRILOGA B). Vse tretirane sejanke so imele manjso
povrsino korenin. Vecina tretiranih sejank je razvila moc¢nejSo glavno korenino, lahko so se
pojavile tudi zelo dolge stranske korenine (zlasti v primeru dodanega P ali vseh treh

hranil), ter drobne koreninice. Pri netretiranih sejankah je bil koreninski sistem bujnejsi,
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razvitih je bilo ve¢ drobnih korenin. Pri tretiranih sejankah, ki so vsebovale P in vsa tri
hranila skupaj smo opazili podobno. Kaze se tudi zakonitost, da imajo sejanke iz kontrolne
skupine manj bujno razvejan koreninski sistem. Slednje velja za tretirane in netretirane

sejanke.

Tretirane sejanke so bile v povpre¢ju manjSe. Povprecna koncna velikost 5 mesecev starih
sejank tretiranih z MJ je znasala 10,43 cm medtem, ko so netretirane dosegle povpre¢no
velikost 11,58 cm. Netretirane sejanke so razvile 1,5 cm daljSe zelene dele sejank (6,78 cm
vs. 5,31 cm). Razlika je lahko posledica prenehanja rasti vrSicka tretiranih sejank, in tudi
slabSe razvijanje drobnih korenin. Lahko bi rekli, da je tertiranje z metil jasmonatom

povzroc€ilo poskodbo ali pa omejitev rasti apikalnih meristemskih tkiv.

V stevilu smolnih kanalov med tertiranimi in netretiranimi sejankami ni bilo razlik, ¢eprav
vemo, da eksogena aplikacija metil jasmonata izzove nastanek travmatskih smolnih
kanalov pri vrstah druZine Pianceae, enako kot se to zgodi v primeru ranitve (Franceschi in
sod. 2002, Martin in sod. 2002, Hudgins in sod. 2003). Hudgins in sod. (2004) so v Studiji
o delovanju jasmonske kisline pri razli¢nih vrstah iglavceh dokazali, da sta jasmonska
kislina in metil jasmonat osnovna za sproZitev nastanka travmatskih smolnih kanalov in da
sluZita kot signalni molekuli, ki sprozita kompleks obrambnih mehanizmov pri iglavcih.

Mi razlik v Stevilu smolnih kanalov nismo zaznali (PRILOGA A).

Nenadno razvijanje novonastalih poganjkov pod mestom okuzbe ni bilo znacilno za
posamezno skupino. Zrastli so na sejankah, ki so bile tretirane z MJ. Lahko da je metil
jasmonat vplival na meristeme specih poganjkov, ki so se nekaj tednov po okuzbi zaceli

naglo razvijati.
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5.2 MOZNOSTI POJAVA KARANTENSKE GLIVE Fusarium circinatum V. SLOVENIJI

V Sloveniji bolezen borov smolasti rak Se ni navzoca, obstaja pa velika verjetnost, da se bo
z nepazljivim in nekontroliranim delom s semenskim in lesnim materialom razsirila. Glede
na to, da je v sosednji drzavi Italiji bolezen Ze prisotna (EPPO 2005), je ta verjetnost Se
toliko vecja. Primerjava rastiS¢ nekaterth vrst borov, ki rastejo ob sredozemski obali,
pokaze, da se nekje areali prekrivajo (slika 51). Sredozemske vrste borov naj bi sicer bile
bolj odporne (Gordon in sod. 1998), vendar je bolezen ze bila opazena v sestojih alpskega

bora.

Pinus halepensis
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Ciation: Distribution map of Aleppo pine {<ita>Pinus halepensis </ita=} EUFORGEN 2000, www euforgen org.

First published online in 2002 - Updated on 24 July 2008

Slika 51: RazSirjenost alepskega bora v Evropi (Vir: Distribution maps... 2003)

V slovenskem prostoru lahko bolezen najve¢jo nevarnost predstavljala ¢rnemu boru, ki
raste na Kraskem svetu. Zlasti je lahko nevarna v sestojih, ki se nahajajo blizu kmetijskih
povrsin ali na pogozdenih opuscenih obdelovalnih povrSinah z veliko vsebnostjo hranilnih

snovi, ki so posledica mo¢nega gnojenja v preteklosti .
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Slika 52: RazSirjenost ¢rnega bora v Evropi (Vir: Distribution maps... 2003)
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Slika 53: RazSirjenost pinije v Evropi (Vir: Distribution maps... 2003)
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6 ZAKLJUCKI

Jasmonska kislina in njen ester metil jasmonat sta signalni molekuli, ki v primeru napada
patogenih organizmov v rastlini sproZita obrambni mehanizem. Ce poznamo njeno
funkcijo v rastlini, lahko z eksogeno aplikcijo sinteticno pridobljenega metil jasmonata
vplivamo oz. sprozimo hitrejSi obrambni odziv rastlin na Skodljivce. S tem povecamo
njihovo odpornost. V naSem poskusu rezultati tega niso pokazali, celo nasprotno. Sejanke,
ki smo jih tretirali, so bile podvrZene hitrejSemu razvoju bolezni zaradi patogene glive F.
circinatum. Vzrok temu ni napacna predstava o vlogi jasmonske kisline in metil jasmonata,
temvec je razlog verjetno drugje. Lahko, da smo na rastline nanesli preveliko koncentracijo
jasmonske kisline (M=25mM), ter s tem v rastlini povzrocili stres. Nato smo dan po
tretiranju z MJ sejanke ranili ter s tem ponovno povzrocili stres. S tem smo najverjetneje
zelo zmanjSali odpornost sejank tako, da so ob nanosu patogene glive sejanke hitreje
podlegle bolezni. Tega ne bi morali trditi za vse sejanke vrste P. pinaster, saj vemo, da je
odpornost rastline poleg okoljskega vpliva mo¢no odvisna od genetske zasnove. V nasem
poskusu smo imeli semena istega maticnega drevesa, torej enake genetske zasnove. Zato
menimo, da bi se bilo potrebno poskusa lotiti drugace, z manjSo koncentracijo metil
jasmonata in z ve€jimi Casovnimi intervali med posameznimi ukrepi. Za vecjo
reprezentativnost rezultatov bi morali vzeti StevilcnejSi vzorec ter vecjo genetsko
raznolikost. Ravno tako bi morali posebaj ugotaviti tudi vpliv emulgatorja Tween © 20 in
ranitve na sejanke. To bi lahko naredili tako, da bi vse sejanke v kontrolnem bloku I ranili

in poSpricali samo z emulgatorjem.

Ponovno smo potrdili pomembnost vsebnosti hranilnih snovi v substratu za razvoj in
odpornost sejank. Prenasi¢enost rastnega substrata s hranilnim elementom dusikom, vpliva
na manjSo odpornost rastline na patogene organizme. Res, da je razvoj rastline hitre;jsi,
vizualni izgled vitalnej$i in barva primerna, vendar rastline za optimalno delovanje in
obrambo potrebujejo enakomerno rast v substratu s primerno vsebnostjo vseh potrebnih
hranilnih elementov. Ze v osnovi naj bo lokacija drevesnic in nasadov ter okrasnega drevja
z za bolezen dovzetnimi vrstami na primernem obmoc¢ju. Ne smejo se nahajati v blizini

kmetijskopredelovalnih obratov in industrijskih odplak. Drevesnice ter okoljsko
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preoblikovana obmocja, kot so npr. golf igri§ca, naj se izogibajo prekomernemu gnojenju

ter s tem preprecijo pojav bolezni.

Siritev ni odvisna samo od ¢loveskega faktorja, temveé v veliki meri tudi od okoljskih
razmer (Zuzelke, veter). Nad njimi velikokrat nimamo nadzora. Zato je v takih primerih
potrebna kurativa, ki je ucikovita le, ¢e je opazovanje in spremljava sprememb v sestojih in

drevesnicah natan¢na in azurna.
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7 POVZETEK

Borov smolasti rak je bolezen, ki jo povzroc¢a patogena gliva Fusarium circinatum. Napada
vse vrste borov, opazen je bil tudi primer okuzbe na duglaziji (Pseudotsuga menziesii).
Bolezen je velika groznja borovim sestojom. Navzoc¢nost bolezni zmanjSuje kvaliteto
dreves v smislu lesnopredelovalne industrije, saj je les okuzen s patogeno glivo prepojen s
smolo. OteZeno je naravno pomlajevanje sestojev, pojavljajo se nepravilnosti v razvoju
dreves, odmiranje vej in koreninskega sistema. Znacilno je, da gliva lahko napade
gostitelja vseh starosti (seme, sejanke, odrasli sestoji). Patogena gliva gostitelja okuzi
preko ran. Rane lahko povzrocijo ZuZelke ki se prehranjujejo z lesom, antropogeni
dejavniki ter Skodljivi okoljski dejavniki. Trosi glive se prenaSajo z vetrom, z zZuzelkami,

lahko so prisotni v prsti ali v semenih.

Bolezen se je Sirila iz Amerike na Japonsko, v Mehiko, v JuZnoafrisko republiko, v Cile,
na Novo Zelandijo,... Leta 2005 je bila uradno zabeleZena tudi v evropskem prostoru.
Najprej se je pojavila v Spaniji, nato v Italiji ter v letu 2008 tudi v Franciji. Bolezen se je
po Evropi najverjetneje Sirila s semenskim materjalom, saj prva porocila o prisotnosti

bolezni izvirajo iz drevesnic.

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti ali lahko z eksogeno aplikacijo metil jasmonata
vplivamo na delovanje obrambnega mehanizma v rastlinah ter ali ima razlicna
koncentracija NPK gnojil vpliv na odpornost sejank proti patogeni glivi. Zanimalo nas je
ali je odpornost tako tretiranih sejank obmorskega bora na patogeno glivo F. circinatum

vecja.

Vzorec namenjen izvedbi poskusa je vseboval 200 sejank vrste P. pinaster. Sejanke so bile
razdeljene v 9 skupin. Tri mesece smo na 10 dni dodajali razlicne koncentracije NPK
gnojil v obliki vodne raztopine. Nato smo jih sistemati¢no razdelili v §tiri bloke. Blok I je
sluzil za kontrolo. Sejanke v bloku II smo tretirali z MJ. V bloku III smo sejanke tretirali z
MJ in okuzili s patogeno glivo. Sejanke v bloku I'V smo samo okuzil. S pomocjo razprsilca
smo na sejanke nanesli 25 mM koncentracijo metil jasmonata. Dan kasneje smo rastline

okuzili. Micelij Ciste kulture F.circinatum, vzgojene v laboratoriju, smo nanesli na rane, ki
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smo jih predhodno naredili s skalpelom. Sledilo je osem tedensko opazovanje razvoja

simptomov bolezni.

Sejanke v bloku I in II so bile namenjene opazovanju vpliva NPK gnojil ter MJ na rast in
razvoj sejank. Ugotovili smo, da je kombinacija kalija in duSika vplivala na rast v viSino,
dusik ter kombinacija duSika in fosforja na razvoj zelenega dela sejank. Fosfor je vplival
na rast koreninskega sistema. Metil jasmonat je v nasprotju s hranilnimi elementi, zaviral
rast apikalnih meristemov. Vse sejanke, ki so bile tretirane z MJ so bile manjSe, spremenile
so bravo (postale so bolj svetlo zelene), iglice na terminalnem poganjku so postale

smolnate in zbite, koreninski sistem je imel manj drobnih korenin.

Sejanke tretirane z MJ (blok III) so bile zaradi okuzbe s patogeno glivo bolj prizadete.
Odmrlo je vec sejank (60 %), tudi razvoj bolezenskih stanj je potekal hitreje. Tu je vzrokov
lahko veg. Lahko, da so sejanke doZivele premodan stres. Casovni interval ukrepov je bil
premajhen, saj smo izvedli tretacijo z MJ, ranitev in okuzbo v dveh zaporednih dneh.
Mozno je, da je bila koncentracija MJ premoc¢na (25 mM) in je na sejanke delovala
toksi¢no. Tudi vpliv emulgatorja Tween ® 20 ni bil proufevan.V kombinaciji z vecjo

koncentracijo hranilnih elementov, predvsem dusika, se je smrtnost sejank Se povecala.

Sejanke v bloku IV, ki so imele na razpolago najve¢ hranilnih elementov, so najbolj
podlegle okuzbi s patogeno glivo. V skupini S1, kjer smo sejankam dodajali vse tri
hranilne elemente, je odmrlo najve¢ sejank. Sledila je skupina S7 (dodan samo dusik), ter
S6 (dodan dusik in fosfor). V skupini S4, kjer je bil dodan samo kalij, je bila smrtnost
samo 20 %. Enaka smrtnost je bila v skupini S8, kjer ni bilo dodanih NPK hranil.

Pomembno je, da pri vzgoji sejank v drevesnicah ne dodajamo prevelike koliCine
mineralnih gnojil, zlasti duSikovih. Lokacija drevesnic naj bo oddaljena od idustrijskih in
intenzivnih kmetijskih povrSin. Semenski material mora biti pred setvijo in prodajo
pregledan tako, da se izklju¢i moZnost prenosa bolezni. Uporablja naj se semenski material
dreves, ki so na patogeno glivo manj dovzetni ali celo odporni. Tudi izbira primernih vrst
in provenienc za posamezna obmocja lahko vpliva na zmanjSevanje pojavljanja in Sirjenje

bolezni. V drevesnicah je pomembna higiena, tako prsti kot orodja.
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PRILOGE
Priloga A

Primer naklju¢no izbranih prerezov stebelnega tkiva in okularna ocena $tevila smolnih kanalov
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Priloga B

Primerjava koreninskega sistema tretiranih in netretiranih sejank (primer naklju¢no izbranih sejank iz vsake skupine)
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