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Abstract

Armillaria is a genus of week pathogens and saprophytes. Some of these species cause
root rot diseases and sometimes severe mortality to trees exposed to stress factors, e.g.
fires, insects, mistletoe, pollution etc. Armillaria spp. are common in Bosnia-Herze-
govina, occurring both in natural forests and plantations, but there is no knowledge
about the species colonising certain areas and which one is an important pathogen.
Presented work does the first step in Armillaria study in Bosnia-Herzegovina in order
to identify the common species and to have better understand of their role in our for-

est ecosystems.
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1. Uvod

Armillaria vrste zive kao paraziti na zivim biljkama ili kao saprofiti na
mrtvom drvetu. Kao patogeni uzrokuju trulez korjena i pridanka stabala, susenje
dijelova krosnje, zastoj u razvicu i na kraju potpuno susenje biljaka. Armillaria se
obi¢no javlja kao parazit slabosti, nakon stresnog djelovanja drugih ¢inilaca okoline
(pozar, susa, dugotrajna poplava, debalans u ishrani, napad imele, defolijacija od pri-
marnih insekata, industrijsko zagadenje i td.), koji na oslabljelim biljkama kondi-
cioniraju razvoj gljive. Nekada napadaju i potpuno zdrava stabla uzrokujuci susenje ili
slabljenje odbrambenog mehanizma biljke stvaraju¢i tako uvjete za ulancavanje
drugih Stetnih biotskih agenasa (insekata i drugih gljiva, na primjer).

U Bosni 1 Hercegovini Armillaria se javlja u svim prirodnim Sumama i
vjestacki podignutim zasadima u kojim su zabiljezene i epifitocije. Obzirom da su ove
gljive slabi patogeni, u procesu nastanka bolesti veliku ulogu imaju stresni faktori koji
predisponiraju biljku. Jedan od moguc¢ih stresnih faktora je industrijsko zagadenje.
Primjeri ovakvih epifitocija zabiljezeni su u blizini Banja Luke 1 Tuzle, gdje su stradale
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kvalitetne 1 dobro njegovane sastojine hrasta, to s¢ dovodi u vezu sa lokalnim mdus-
trijskim zagadenjem (Uscupli¢, 1986). Osim ovih pojava lokalne epititocije zabiljezene
su i u zasadima bijelog i crmog bora na Romaniji 1960. godine, podignutim na stanistu
pozarista. Lokalne epifitocije su kod nas zabiljezene 1 na sjecinama liscarskih degradi-
ranih 1 niskih Suma. koje su posumljene alohtonim vrstama drveca (Pinus strobus, Lariv
decidua, 1dr.), gdje su panjevi poslije sjeCe izvor zaraze (Us¢upli¢, 1978). Jak intenzitet
bolesti se javlja 2-3 godine nakon sadnje, traje par godina, zatim prestaje ili se razvija
sporadi¢no, sto se objasnjava postepenim adaptiranjem biljaka na nove uslove sredine,
odnosno jacanjem odbrambenog mehanizma biljaka.

Postoji vise vrsta Armillaria koje se razlikuju po seksualnom ciklusu,
geografskoj i ekoloskoj rasprostranjenosti. broju domacina koje naseljavaju, patogen-
itetu i ucestalosti pojave rizomorfi u tlu. Karakteristike kultura micelije kao §to su
boja, sposobnost plodonosenja i temperaturni optimum za rast su takoder kriteriji koji
se koriste za raspoznavanje vrsta.

Hintikka je 1973. godine bio prvi koji je ukazao da su Armillaria vrste hetero-
talusne 1 bifaktorijalne (tetrapolarne) sa jednom neuobiCajenom monokariotskom ali
diploidnom vegetativnom fazom (Guillaumin et al.. 1993). sto je otvorilo put budu¢im
izu€avanjima 1 koristenju "testa kompatibilnosti" (sparivanje kultura) pri identifikaciji vrsta.

2. Materijal i metod rada
2.1 Objekti istraZivanja

Sistematsko prikupljanje uzoraka izvrSeno je na lokalitetima blize okoline
Sarajeva, ali su koriSteni i podaci prikupljeni za potrebe drugih projekata (izrada
Sumsko-privrednih osnova, magistarskih radova, i sl.). Materijal za ovaj rad potice sa
slijedecih lokaliteta:

Sumsko-gospodarsko podruéje (SGP) "Olovsko":

Gospodarska jedinica (GJ) " Donja Stupcéanica”, odljel 10;
Gospodarska jedinica (GJ) "Krivaja", odjeli 1251 126;
Gospodarska jedinica (GJ) "Tribija-Dubostica”. odjeli 26 1 27.

Sumsko-gospodarsko podruéje (SGP) "Zavidovi¢ko™:

Gospodarska jedinica (GJ) "Gornja Krivaja", odjel 425.

Sumsko-gospodarsko podrucje (SGP) "Bistricko":

Gospodarska jedinica (GJ) "Vucija Luka", odjel 9.

Sumsko-gospodarsko podrucje "lgmansko":

Gospodarska jedinica (GJ) "Igman”, odjel 106.

2.2 Prikupljanje uzoraka
Uzorci za laboratorijsku analizu su sakupljani na pomenutim lokalitetima u

toku 2001. godine sa pet vista drveca: Abies alba, Pinus austriaca, Picea abies, Quer-
cus petraea 1 Fagus silvatica.



Armillaria species in Central Bosnia 43

Pri odabiru jedinki za prikupljanje uzoraka koristeni su vanjski simptomi
¢ime su reducirane moguce pogreske i skratilo vrijeme rada na terenu. Kao uzorci za
laboratorijsku analizu koristeni su:

» Karpofore (pecurke). 1z buketa oko panjeva ili napadnutih stabala odabi-
rane su po dvije-mlade i zdrave karpofore.

e Micelija gljive iz zarazenih biljaka. U sastojinama hrasta kitnjaka losih
stani$nih prilika, gdje se pojava Armillaria gljiva o¢ekivala, analizirana su stabla hras-
ta razne starosti sa znacima suhovrhosti i fizioloske slabosti. kao i prirodni jelov
podmladak. Prisustvo micelija utvrdivano je zarezivanjem kore nozem u pridanku bil-
jaka. Uzorak za analizu sastojao se od micelije gljive, dijela drveta i kore pridanka
debla, ¢ime se sprijecilo njeno brzo isusivanje. 2

e Rizomorfe. Skidanjem kore zarazenih stabala prikupljane su potkorne, a
kopanjem zemlje u zoni korjenovog sistema (10-30 cm dubine) podzemne rizomorfe.

Prikupljeni uzorci su pakovani u papime vrecéice, sa podacima o lokalitetu,
datumu prikupljanja, vrsti biljke domac¢ina i njenom organu i drugim podacima
znac¢ajnim za analizu. Uzorci su preneseni su u laboratorije Katedre za zastitu Suma
Sumarskog fakulteta u Sarajevu gdje su ¢uvani u fllZlderu pri 49C do izolacije i dobi-
janja ¢istih kultura gljive. ’

2.3 Laboratorijska istrazivanja
2.31 Izolacija patogena Gt

Izolacija patogena je vrsena na hranjivu podlogu "malt agar" (Biokar Diagnostics
- Beauvais France). Postupak izolacije prilagoden je vrsti 1 stanju sakupljenih uzoraka.

Kod uzoraka sa micelijem gljive analiziran je unutrasnji dio izmedu kore i
drveta koji je bio najvitalniji i najmanje kontaminiran bakterijama ili drugim mikroor-
ganizmima. Za izolaciju je isijecan komadi¢ micelije sa okolnim biljnim tkivom
veli¢ine oko 2 mm3? kratkotrajno sterilisan u alkoholu i na plamenu, a potom stavljen
na hranjivu podlogu.

U sluéaju rizomorfi prvo je vrSeno njihovo ispiranje u tekucoj vodi (radi
odstranjivanja zemlje. ¢estica humusa i drugih necisto¢a) a zatim u destilovanoj vodi,
poslije Cega su stavljane na ¢ist papir da se prosuse. Komadic¢i rizomorfi duzine 3-4
mm (sterilisani u alkoholu umakanjem 5-10 sekundi i brzim provlacenjem kroz pla-
men) su stavijani na hranljivu podlogu pripremljenu u petri posudama.

Izolacija patogena iz karpofora vr$ena je po postupku primjenjenom u slu¢aju
rizomortl (uzimani su dijelovi strucka ili Sesira veli¢ine oko 2 mmg)

Petrijeve posude sa hranjivom podlogom i dijelovima uzoraka gljive su
drzani u tami pri temperaturi 23-24 °C, s tim §to je povremeno vr$ena kontrola razvo-
ja kultura 1 eventualne kontaminacije.

2.32 "Mating" test (sparivanje kultura)

Nakon 3$to su dobijene Ciste kulture gljive izvrien je "mating" test (sparivan-
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je parova). Ovaj test podrazumijeva koristenje testera Armillaria vrsta, koji zapravo
predstavljaju haploide dobivene iz bazidiospora koje je obezbjedio Prof. Dr. Ottmar
Holdenrieder (Eidgendssische Technische Hochschule - ETH, Cirih). Koristeni su sli-
jededi testert:

Armillaria vrsta - Oznaka testera
A. ostoyae C-2; C-4; C-5;
A. gallica E-4; E-5
A. borealis A-1; A-5
A. cepistipes B-2; B-3
A. mellea D-1;.D-4

Ovaj test je zasnovan na Buller-ovom fenomenu po kojem se haploidni izo-
lat testera koji je bijele boje, pri kontaktu sa nekim nepoznatim ali kompatibilnim
diploidnim izolatom diploidizira, i tako transformise (morfoloski mijenja) u kulturu
koja ima krastast, tamnocrven izgled, §to je znak da se radi o istoj vrsti. Suprotno, ako
Je rije¢ o inkompatibilnom izolatu tada se na dodiru haploidnog testera i diploidnog
izolata, Ciji se identitet utvrduje, javlja jasna zona razdvajanja, bez promjene morfo-
loskog izgleda testera.

Na hranljivu podlogu u Petrijevim posudama fragmenti diploidnih kultura
nepoznatih Armillaria vrsta postavljani su u parovima sa fragmentima haploidnih kul-
tura testera na rastojanju 1-2 mm. Kulture su zatim drzane u tami pri temperaturi 23-
24°C i analizirane su nakon dva i Cetiri mjeseca. Identifikacija nasih izolata je vrSena
na osnovu morfoloskih promjena kultura.

3. Rezultati istrazivanja

Na terenu je ukupno prikupljeno 48 uzoraka od kojih su 33 koristeni u labo-
ratorijskoj proceduru. Preostali uzorci, najve¢im dijelom karpofore, nisu bili pogodni
za izolaciju gljive zbog loSeg stanja (oSteceni larvama insektima ili zahvaceni proce-
som trulezi)

Od ukupno 33 obradena uzorka iz 24 su dobivene Ciste kulture.

Nakon provedenog testa parova utvrdeno je da su analizirane kulture kom-
patibilne sa testerima kako je prikazano u tabeli 1:

Tabela 1.: Rezultati "mating" testa
Table 1.: Results of the mating test

Armillaria Oznaka Kultura
spp- testera Ukupno
A. ostoyae C-2 -
C-4 -
C-5 -
A. gallica E-4 2
E-5 ¥
A. borealis A-1 -
A-5 -
A. cepistipes B-2 1
B-3
A. mellea D-1 -
D-4 20
Ukupno 24
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Utvrdeno je da od ukupno 24 analizirane kulture 20 pokazuje kompatibilnost sa
vrstom A. mellea, tri sa A. gallica, a jedna sa A. cepistipes.

4. Diskusija i zakljucci

Ovaj rad predstavlja prvi korak u istrazivanju Armillaria vrsta u Bosni i
Hercegovini i pomoci ¢e boljem upoznavanju ovih patogena Sumskog drveca u nas, a
prije svega:

* koje vrste Armillaria su prisutne u BiH,

o kakav pristup ubuduce primjenjivati pri istrazivanju Armillaria vrsta,

¢ koje mjere borbe koristiti.

Testovima kompatibilnosti utvrdeno je da je A. mellea najzastupljenija, dok
su A. galica 1 A. cepistipes znatno rjede, §to se 1 o¢ekivalo, jer je prikupljanje uzoraka
izvr§eno sa zarazenih biljaka sa uocljivim simptomima bolesti. Naime, 4. mellea je
najpatogenija vrsta 1 pretpostavljalo se da ¢e biti predominantna.

Sto se ti¢e A. ostovae, koja nije konstatirana na Cetinarima gdje je "o¢eki-
vana", nije moguce dati kriti¢ki osvrt obzirom na veli¢inu uzorka. Naredna istrazivan-
ja ¢e pokazati koliko je ova vrsta znacajna za naSe podrucje, $to vrijedi i za ostale
Armillaria vrste koje se ocekuju na podru¢jima i supstratima koji odgovaraju njihovim
ekoloskim i1 bioloskim karakteristikama. U tom pogledu istrazivanjima koja su u toku
vise paznje ¢e se posvetiti prikupljanju uzoraka rizomorfl gljiva po sistematskom
mreznom modelu, $to ¢e omoguciti da se u sastojini obuhvate sve Armillaria vrste bez
obzira na pojavne simptome njihovog prisustva. Ovim istrazivanjima, medutim, akce-
nat je dat na parazitske vrste gljiva.
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