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EKTOMIKORIZA CETINARSKIH VRSTA DRVECA U CRNOJ GORI
SA POSEBNIM OSVRTOM NA MIKORIZU MUNIKE
- PINUS HELDREICHII CHRIST.

Izvod

Mikoriza predstavlja zajednicu izmedu grupe gljiva koje Zive u zemljistu i korena
visih biljaka. Mikoriza se javlja u svim terestricnim ekosistemima i ima vaznu ulogu u
usvajanju hranljivih materija. Osim toga, biljke sa mikorizom su otpornije na bolesti i susu.
Ekrtomikoriza je tip mikorizne simbioze karakteristican za drvece iz familija Betulaceae,
Pinaceae, Fagaceae i Salicaceae, koje predstavlja ekoloski i ekonomski najznacajnije drvenaste
vrste, dominantne u borealnim, mediteranskim $umama i $umama umerenog pojasa.

Analiza diverziteta i rasprostranjenja ektomikorize je znacajna za razumevanje njene
ckoloske uloge. Na osnovu objavljenih podataka, dosadasnjim istrazivanjima je u Crnoj Gori
zabelezeno 48 rodova ektomikoriznih gljiva: 12 rodova Ascomycota (50 taksona) i 38 rodova
Basidiomycota (267 taksona), $to predstavlja oko tre¢inu makromiceta zabelezenih u Crnoj
Gori.

Munika (Pinus heldrechii Christ.), tercijalni relikt i subendemit, predstavlja jedan od
najinteresantnijih elemenata dendroflore Balkana. Zajednice gljiva u $umama munike su
slabo istrazene, dok ektomikorizne zajednice munike nisu do sada opisivane, niti potvrdene.
Zbog svoje ekoloske plasti¢nosti munika se moze koristiti za po$umljavanje ekstremnih
terena. U tom smislu paznju zavreduju i ektomikorizne gljive koje opstaju bas na ovakvim
stanis$tima.

Cilj ove doktorske disetacije bio je upoznavanje sa ektomikoriznim zajednicama
munike, kao i ispitivanje moguénosti primene i kori$¢enja autohtonih ektomikoriznih gljiva
u rasadnickoj proizvodnji ¢etinara.

Formirana je kolekcija koja je sadrzala oko 40 kultura pretpostavljeno
ektomikoriznih gljiva sa prostora Crne Gore, koje su koris¢ene u daljim istrazivanjima.

Upotrebom razli¢itih metoda inokulacije u laboratorijskim uslovima ostvarena je

ektomikoriza izmedu munike i 18 vrsta gljiva.



Upotrebom molekularnih metoda izvr$ena je geneticka karakterizacija pojedinih
kultura ektomikoriznih gljiva. U Banku Gena NCBI deponavane su 22 sekvence gljiva od
kojih 20 pripada mikoriznim vrstama. Na ovaj nadin su geneticki okarakterisane gljive iz 10
ektomikoriznih rodova : Amanita, Boletus, Hebeloma, Lactarius, Russula, Suillus, Tricholoma,
Pisolithus, Scleroderma, kao i Chalciporus i Hypholoma.

Upotrebom restrikcionih enzima Hinf'1, Alu 1, Mbo 1, Bsur, EcoR 1 i Rsa 1 dobijeni
su restrikcioni $abloni za 25 vrste ektomikoriznih gljiva koji mogu posluziti za njihovo
pracenje.

Karakterizacija ektomikoriznih ~zajednica munike, obavljena molekularnom
analizom korena, na dva lokaliteta sa razli¢ito razvijenim zemljistem, pokazuje da se one
razlikuju po sastavu i strukturi.

U pionirskoj zajednici munike sa gotovo potpuno nerazvijenim zemljiStem, na
uzorcima korena identifikovano je 11 razli¢itih morfotipova iz kojih je izolovano je 29
ektomikoriznih taksona. Ektomikoriznom zajednicom munike na ovom stani$tu dominiraju
viste iz rodova Swillus, Rhizopogon, Amphinema, Tomentela, Willcoxina, Sebacine,
Pseudotomentella, Lactarius, Tricholoma, Inocybe.

U klimatogenoj zajednici munike na razvijenom smedem zemlji$tu na kre¢njacima,
u uzorcima korena identifikovano je 7 razli¢itih morfotipova, odakle je izolovan 21
mikorizni takson. Ovde dominiraju Amphinema taksoni, a zatim Tomentella, Sebacine,
Pseudotomentella, Suillus, Russula, Lactarius.

Ispitivanja fizioloskih karakteristika Chalciporus ammarelus (Quel) Bataile, Lactarius
deliciosus (L.) Gray, Russula sanguinaria (Schumach.) Rauschert, Swillus granulatus (L.)
Rousell, Suillus collinitus (Fr) Kuntze, Tricholoma batchii Gulden, Tricholoma imbricatum
(Fr.) Kumm, Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert, Scleroderma sp. u laboratorijskim
uslovima pokazuju da postoje razlike u izgledu kultura iste gljive kada se ona razvija na
razli¢itim temperaturama, razli¢itim izvorima azota i ugljenka. Ispitivani izolati poreklom iz
$ume munike najbolje rastu na temperaturi od 22 °C, dok izolati P. arhizus i Scleroderma
bolje rastu na 25 °C. Pokazalo se da su svi ispitivani izolati mogli da koriste amonija¢ni,

nitratni i proteinski azot, kao i da su prakti¢no svi imali sposobnost da koriste razli¢ite



ugljene hidrate (glukoza, saharoza, dekstrin, arabinoza, ksiloza, skrob) kao izvore hranljivih
materija, mada su ove sposobnosti varijabilne izmedu vrsta. Ispitivani izolati dobro su rasli
na pH izmedu 4i7,5.

Mikorizacija popravlja kvalitet sadnica za po$umljavanje. Ispitivane su moguénosti
kori$¢enja i efekasnost razli¢itih autohtonih ektomikoriznih gljiva u rasadnickoj proizvodnji
sadnica Pinus nigra Arnold na otvorenom.Tretmani sporama P. arbizus, S. granulatus, S.
collinitus, Xerocomus rubellus (10°, 107 i 108 spora/sadnici), Boletus luridus, Boletus fechtneri i
Boletus aestivalis (107 spora/sadnici), kao i sa vegetativnim inokulumom P. arhizus, S.
granulatus, Scleroderma sp. (1:16, 1:8 i 1:4) mogu se primenjivati za dobijanje
mikorizovanih kontejnerskih sadnica P. nigra. Porast sadnica, kao i stepen razvoja mikorize
razlikovao se u zavisnosti od primenjenih vrsta gljiva i metoda inokulacije. Zbog
jednostavnosti primene i niske cene, preporucuje se primena inokuluma spora P. arbizus sa
10 - 107spora/ sadnici, kao i spora S. granulatus i S. collinitus sa 10° spora po sadnici.

Kontrolisana mikorizacija sadnica nije uobic¢ajena u $umskim rasadnicima u Crnoj
Gori i Srbiji. Dobijeni rezultati mogu posluziti unapredenju rasadnicke proizvodnje crnog

bora i drugih éetinara.

Kljuéne reéi: cktomikoriza, Pinus heldreichii, molekularna karakterizacija (ITS),
cktomikorizne zajednice, fizioloske karakteristike, mikorizacija sadnica, ektomikorizni

inokulum.
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ECTOMYCORRHIZA OF CONIFEROUS TREE SPECIES IN
MONTENEGRO WITH SPECIAL ATTENTION TO MYCORRHIZA OF
PINUS HELDREICHII CHRIST

Abstract

Mycorrhizas are symbiotic associations formed between the group of specialized soil
fungi and roots of higher plants. Mycorrhizas are present in all terrestrial ecosystems and
play a central role in the nutrient uptake. In addition, mycorrhizal plants are often more
resistant to diseases caused by microbial soil borne pathogens and to the effects of drought.
Ectomycorhiza is being established with roots of trees, especially the families Berulaceae,
Pinaceae, Fagaceae and Salicaceae, representing ecologically and economically most
important tree species being dominated in boreal, Mediterranean forests and forests in
temperate region.

Analysis of diversity and distribution of ectomyccorhizas is important for
understanding of their ecological function. According to published data, 50 ectomycorrhizal
fungal genera have been recorded in Montenegro until now: 12 Genera of Ascomycota (50
taxa) and 38 Genera of Basidiomicota (267 taxa), representing c.ca one third of the total
number of macromycetes’ records here.

Pinus heldrechii Christ, being tertiar relict and subendemic, is one of the most
interesting elements of Balkan’s dendroflorae. Fungal communities in P. heldreichii forests
are only slightly examined, while their ectomycorrhizal communities have not been
described or even confirmed. Due to evident ecological adaptibility, P. heldreichii could be
used for afforestation of extreme terrains. In that sense, ectomycorrhizal fungi surviving on
these soils should receive a special scientific attention.

The overall aim of this doctorial dissertation was to introduce the ectomycorrhizal
communities of Pinus heldreichii, also as to examine the possibilities of application of
ectomycorrhizal fungi in nurrsery production of conifers.

The collection of c.ca 40 of fungal culture’s isolates of putative ectomycorrhizal

fungi from Montenegro area was established and used in further researches.



Using different methods of inoculation under laboratory conditions, ectomycorrhiza
were achieved between P. heldreichii and 18 fungal species.

Genetic characterisation of fungal cultures was performed using molecular methods
(ITS sequencing), and 22 fungal ITS sequences (20 ectomycorrhizal) were deposed in
NCBI GenBank. This way, fungi from 10 ectomycorrhizal genera were characterised:
Amanita, Boletus, Hebeloma, Lactarius, Russula, Suillus, Tricholoma, Pisolithus, Scleroderma,
also as Chalciporus and Hypholoma.

Using RFLP analysis with Hinf I, Alu 1, Mbo 1, Bsur, EcoRl i Rsa 1 restrictive
enzymes, RFLP patterns for 25 taxa were obtained, which could serve as an efficient tool for
their further monitoring.

Characterization of ectomycorrhizal fungal communities of P. heldreichii, done by
molecular analysis of plant roots on 2 localities with different soil development, shows their
differences in composition and structure.

In pioneer forest community of P. heldreichii on calcareous soils in initial phase, 11
morphotypes were identified on root samples, from which 29 ectomycorrhizal taxa were
extracted. Species from genera Swuillus, Rhizopogon, Amphinema, Tomentela, Willcoxina,
Sebacine,  Pseudotomentella, Lactarius, Tricholoma, Inocybe were predominant in
ectomycorrhizal community on this locality.

In climatogenous P. heldreichii forest on calcareous brown forest soil, 7
morphotypes and 21 ectomycorrhizal taxa were identified. On this locality, Amphinema taxa
were predominant, while Tomentella, Sebacine, Pseudotomentella, Suillus, Russula and
Lactarius followed.

Examination of physiological characteristics of Chalciporus ammarelus (Quel.)
Bataile, Lactarius deliciosus (L.) Gray, Russula sanguinaria (Schumach.) Rauschert, Suillus
granulatus (L.) Rousell, Swuillus collinitus (Fr) Kuntze, Tricholoma batchii Gulden,
Tricholoma imbricatum (Fr.) Kumm, Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert, Scleroderma sp. in
vitro, displays differences in appearances of cultures of same fungus developed on different
temperatures, nitrogen (NH4*, NOsj, protein) and carbon sources (glucose, sucrose,

dextrin, arabinose, xylose, starch). Examined isolates from P. heldreichii forests showed the



best growth at 22°, while the temperature of 25°C suited better P. arhizus and Scleroderma.
Examined isolates could have used ammonium, nitrate and protein as nitrogen sources, and,
practically, all of them were able to use the different carbohydrates as the carbon sources,
although those characteristics were variable between the species. All examined isolates
exhibited good growth on pH between 4 and 7,5.

Seedling mycorrhization acts as an efficient tool for improving the quality of
seedlings. The effectiveness of different autochthonous ectomycorrhizal fungi to produce
containerized ectomycorrhizal seedlings of Pinus nigra in open field conditions was
investigated. Spore inoculation with P. arbizus, S. granulatus, S. collinitus, Xerocomus
rubellus (10°, 107, 10%), Boletus luridus, Boletus fechtneri and Boletus aestivalis (107) and
vegetative inoculation with P. arbizus, S. granulatus, Scleroderma sp. (1:16, 1:8, 1:4) on
ectomycorrhizal formation and seedling growth were tested and proved to be an effective
method of obtaining containerized ectomycorrhizal P. nigra seedlings under open field
conditions after 11 months. Seedling growth also as ectomycorrhizal formation and
development differs according to applied fungal species and inoculation method.

According to obtained results, and having in mind the simplicity of application and
low costs, it would be feasible to use the spore inocula of P. arhizus with 10° - 107spores per
plant, also as S. collinitus and S. granulatus, with 10° spores per plant, to produce
ectomycorrhizal P. nigra plants on a large scale.

Controlled mycorrhizal inoculation of seedlings is not a common practice in
Montenegrin and Serbian nurseries; as such, the obtained results will contribute to the
enhancement of nursery production of Pinus nigra and other conifers.

Key words: ectomycorrhiza, Pinus heldreichii, molecular characterisation (ITS), ectomycorrhizal

community, phisiological characteristics, seedling mycorrhization, ectomycorrhizal inoculum.
Scientific field: Forestry
Scientific discipline: Forest protection
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1. Uvod

Termin mikoriza poti¢e od grekih reci miko = gljiva, i rhiza =koren. Ovaj termin
prvi je upotrebio nemacki $umar fitopatolog Albert Bernhard Frank (1885) za zajednicu
izmedju gljiva i drve¢a. On je verovao da se ova simbiotska zajednica izmedu biljke i gljive
ostvaruje radi ishrane oba partnera. Danas se mikoriza defini$e kao zajednica izmedu hifa
gljive i organa visih biljaka povezanih sa absorcijom jedinjenja (substanci) iz zemljiSta
(HARLEY i SMITH, 1983; BRUNDERTT, 2004). Novija i $ira definicija mikorize je: Mikoriza
je simbiotska asocijacija (zajednica) neophodna za jednog ili oba partnera, izmedu gljive
(specijalizovane da zivi u zemljistu i u biljci) i korena (ili drugog organa koji je u kontaktu sa
substratom-zemljistem) Zive biljke, koja je prvenstveno sluzi za transport hranljivih materija.
Mikoriza se javlja u specijalizovanim bilinim organima gde bliski kontakt predstavija rezultar
sinhronizovanog razvoja biljke i gljive.

Svaka biljka koja u sebi ima gljivu, pa tako i biljka sa mikorizom, moze biti
oznacena kao biljka domacéin, nezavisno od toga da li je zajednica korisna ili nije. Za
oznacavanje mikorizne gljive u biljci koriste se razliciti termini (simbiont, mikobiont,
,stanovnik®), ali je uobi¢ajeno da se ona naziva gljiva.

U ovoj simbiozi biljka gljivi obezbeduje staniSte i ugljenik, fiksiran u procesu
fotosinteze, dok gljiva obezbeduje domaéinu rastvorene organski vezane hranljive materije,
posebno azot i fosfor. Gljiva takode ima i druge funkcije, kao $to je ublaZavanje stresa
izazavanog negativnim uticajima Zivotne sredine, $to mogu biti uticaji hemijske prirode,
herbivore, patogeni ili susa.

Koristi koje biljka ima od mikorize mogu da se izraze ekoloski, pobolj$anjem opsteg
stanja biljke (,kondicije®) i ekonomski, u povecanju porasta i prinosa. To je posledica veze
koja se zahvaljuju¢i mikoriznim gljivama ostvaruje izmedu korena biljaka i zemljista.
Mikorizne gljive se razvijaju u zemljiStu i unutar biljke. Zemlji$na ili ekstramatri¢na micelija
usvaja hranljive materije iz zemlji$nog rastvora i transportuje ih do korena. Na ovaj nadin

mikoriza povecava efektivnu absorcionu povr$inu korena biljke. Na zemljistima koja su



siromas$na nutijentima i na kojima postoji deficit vlage, hranljive materije usvojene putem
ekstramatri¢ne micelije omogucavaju bolji porast biljaka i reprodukciju. Kao posledica
mikorize, mikorizne biljke su ¢esto kompetitivnije i bolje toleri$u stres izazvan nepovoljnim
uslovima spoljasnje sredine od nemikorizovanih biljaka.

Velika vedina terestri¢nih biljaka obrazuje simbiotsku zajednicu sa gljivama. Na
osnovu taksonomskih i ekoloskih ekstrapolacija, procenjuje se da oko 86 % terestricnih
biljnih vrsta obezbeduje mineralne hranljive materije preko mikoriznih korenova, odnosno
preko mikorizne simbioze (BRUNDRETT, 2009; TEDERSOO ez /., 2010). Stoga se moze reci
da ,stanje“ mikorize medu biljkama u prirodi predstavlja pravilo, a ne izuzetak. Takode,
mikoriza nije obligatna simbioza jer biljke mogu da rastu, ili da se gaje, i na stani$tima na
kojima ne postoje ogranicenja u pogledu hranljivih materija ili vode. Ali, na vedini
terestri¢nih staniSta, ona ima odluc¢uju¢u ulogu za razvoj i stabilnost biljnih zajednica, i

stoga se moze smatrati »ekoloski obligatnom« (BUSCOT ez al., 2000).

1.1. Osnovne ekoloske funkcije mikorize i njihov znadaj

1.1.1. Osnovni tipovi mikoriznih simbioza i njihovo rasprostranjenje

Mikorizne zajednice znacajno variraju u strukturi i funkciji. Iako postoje mnogi
izuzeci, moguce je naciniti generalizaciju u odnosu na geografsku Sirinu i nadmorsku visinu,
osobine zemljiSta i funkcije razlic¢itih tipova mikoriza koje naseljavaju dominantnu
vegetaciju po gradijentu klimatskih zona (READ, 1989).

Zbunasta vegetacija predstavnika familije Ericaceae, koja dominira na kiselim
zemljiStima koja se odlikuju visokim prisustvom organske materije, karakteristicnim za
subarkti¢ke i subalpijske regione, gradi zajednice sa grupom gljiva iz kolena (Phylum)
Askomycota, razvijajudi erikoidan tip mikorize. Ovaj tip mikorize karakterise se obilnim
rastom hifa unutar kortikalnih éelija (intracelularno), ali sa slabim rastom u zemljistu. Gljive

produkuju ekstracelularne (vanéelijske) enzime koji razlazu organsku materiju. Na taj nadin



biljke mogu lakse da asimiluju hranljive materije, mineralizovane iz organskih komponenti,
prisutne u koloidnom rastvoru koji okruzuje koren.

Pomeranjem ka Ekvatoru, zbunastu vegetaciju Ericacea, zamenjuje cetinarsko
drvece, kao dominantna vegetacija. Cetinarsko drveée gradi zajednicu sa velikom grupom
gljiva, ve¢inom Basidiomycota, koje rastu izmedu kortikalnih ¢elija korena (intercelularno)
formiraju¢i ektomikorizni tip mikorize. Ektomikorizne gljive mogu da obrazuju veliku
koli¢inu hifa na povr$ini korena i u zemljistu. Ove hife imaju ulogu u absorciji i
translokaciji neorganskih hranljivih materija i vode, ali isto tako lu¢e enzime ukljucene u
mineralizaciju organske materije, koji uticu na oslobadanje hranljive materije iz povrsinskih
slojeva stelje.

U toplijim i suvljim krajevima, pomeranjem dalje prema Ekvatoru, dominantnu
vegetaciju ¢ine zajednice trava. U ovim ekosistemima upotreba hranljivih materija je visoka i
ogranicavajudi faktor za rast vegetacije najc¢es¢e predstavlja nedstatak fosfora. Trave, i veliki
broj drugih biljaka koje su karakteristi¢ne za ovakva stanista, grade simbiozu sa gljivama iz
reda Glomeales (klasa Zigomycetes). Ove gljive grade arbuskule' ili jako razgranate
strukture unutar kortikalnih ¢elija korena (intracelularno), sto predstavlja arbuskularni tip
mikorize. Gljive iz reda Glomales obrazuju obilne ekstramatri¢ne hife (hife van korena) i
mogu znacajno da povecaju stepen unosa fosfora u biljku koju nastanjuju.

Divezitet asocijacija korena biljaka i gljiva omogucava biljkama postojanje niza
strategija koje doprinose efikasnom funkcionisanju u razli¢itim ,sistemima® biljka-zemljiste.
Postoji nekoliko podela mikorize na razlicite tipove na osnovu relativnog polozaja gljive u
korenu. Prvobitne morfoloske klasifikacije dele mikorize na endomikorize, ektomikorize i
ekto-endomikorize. Kasnije podele podrazumevale su nesto veéi broj tipova, koje su u
kasnijem radu BRUNDERTT-a (2004) okarakterisani kao podtipovi u okviru velikih
,kategorija“ vaskularno-arbuskularne mikorize (VAM) i ektomikorize (ECM).

BRUNDRETT (2004) predlaze da se mikorizne asocijacije definisu i klasifikuju
prvenstveno na osnovu anatomskih kriterijuma koji su kontrolisani od strane biljke
domacina, posto osobine (morfotipovi) koje su kontrolisane od strane gljive mogu da

variraju sa promenom biljke domaéina. Autor razlikuje 5 tipova mikoriznih asocijacija koje

! arbuskula znac¢i malo drvo



»kontrolise“ biljka domacin: 1) vezikularno-abuskularna mikoriza VAM, 2) ektomikoriza

ECM, 3) mikoriza orhideja, 4) erikoidna mikoriza, 5) subepidemalna mikoriza.

1.1.2.Funkcije ektomikorize u prirodnim §umskim ekosistemima

Od drugih pretpostavljeno mutualistickih interakcija izmedu biljke i gljive,
ektomikoriza se razlikuje na osnovu prisustva omotaca gljive i Hartigove mreze.

Omota¢ (engl. mantle) je izgraden od hifa razlicite debljine koji prekrivaju
(okruzuju) vrhove korena. Iz omotaca se hife, ili specijalizovane agregacije hifa (rizomorfe)
Sire radijalno u substrat da bi koristile vodu ili hranljive materije. Hife iz omotaca takode se
Sire u apoplast korteksa korena. Tu formiraju Hartigovu mrezu koja ima veliku povrsinu za
¢ija je osnovna funkcija razmena rastvora.

Hartigova mreza predstavlja kompleksan organ koji je sastavljen od kortikalnih ili
epidermalnih ¢elije korena biljke i hifa gljive, koje su razgranate izmedu pojedina¢nih éelija
korena, kako bi omogudile maksimalan kontaktnu povrsinu koja je neophodna za

recipro¢nu razmenu (transfer) hranljivih materija (BRUNDERTT, 2004; TEDERSOO, 2010).

Slika 1. a. Ekstraradikalna micelija Suillus bovinus u simbiozi sa Pinus sylvestris (foto D.].
Read); b. Dijagram ektomikorize na uzduinom i popre¢nom preseku prikazuje glavne
karakteristike koje se pojavljuju kod skrivenosemenica (gornja polovina i levo) i cetinara
(donja polovina i desno). Ekstraradikalna micelija (strelica), M-omota¢ (mantle), Hartigova
mreza (vrh strelice). (Preuzeto iz: PETERSON ez al., 2004, Mycorrhizas: anatomy and cell
biology: 7, 29).



Osnovni koncept ektomikorize predstavlja izbalansirani recipro¢ni odnos izmedu
korena biljaka i gljiva, gde je simbioza korisna (tj. mutualisticka) za oba partnera u
prirodnim uslovima. Medutim, treba imati u vidu da ova ravnoteza moze biti ozbiljno
narusena na antropogenim stanistima i pod vestackim uslovima, zbog toga $to poviSeni nivo
hranljivih materija u zemljistu (koji nije prirodan) omogué¢ava dominaciju jednog ili drugog
partnera (TEDERSOO, 2010).

Doprinos mikorize opS$tem stanju biljake izrazava se na viSe nadina. Prema READ
(1989), on se u najopstijim crtama odnosi na: 1)neophodnost mikorize za kompletiranje
zivotnog ciklusa kod pojedinih biljnih vrsta (Hyacinthoides non-stricta, VAM); 2) uticaj
mikorize na opstanak u zoni regeneracije (zajednice trava i AM gljive); 3) uticaj mikorize na
fekunditet (oplodenje), kvalitet semena i snagu izbojaka (VAM i ECM); 4) poboljsanu
otpornost na patogene (kao osnovu poboljsanog zdravstvenog stanja) (VAM i ECM); 5)
uticaji na fizioloske procese u biljci, koji nisu u direktnoj vezi sa ishranom (npr. znacajan
porast stope fotosinteze) (VAM i ECM); 6) otpornost prema ekstremnim uslovima

spoljasnje sredine (VAM i ECM ).

1.1.2.1.Trofi¢ki status i fluks ugljenika kod mikoriznih biljaka

Mikorizne gljive mogu biti obligatni simbionti, kada ugljenik dobijaju iskljuc¢ivo od
biljke domacina, $to je slucaj sa arbuskularno mikoriznim gljivama, ili, u manjoj ili vecoj
meri, fakultativnih simbionati, koji takode mogu da vr$e mineralizaciju organskog ugljenika
iz nezivih izvora, $to je slu¢aj sa nekim ektomikoriznim vrstama. Heterotrofne mikorizne
gljive u prirodi dobijaju sav, ili ve¢inu, ugljenika od autotrofnih biljaka domacina.

Utvrdeno je da se oko 20% ukupnog ugljenika koji biljka asimiluje premesta u
gljivu. Ovaj transfer ugljenika iz biljke domadina u gljivu se nekada smatrao ,,dreniranjem®-
cedenjem domacéina. Danas se zna da zahvaljujuéi prisustvu mikorize, biljka poveéava nivo
fotosinteze, i na taj nacin kompenzuje gubitak ugljenika prema ,zemljistu®, tj. mikoriznom

simbiontu. Poznato je da kao posledica mikorizacije moze da dode do smanjenja porasta



biljke, ali do toga dolazi u slu¢aju nedovoljne koli¢ine fotosintata, koji su posledica
ogranicene fotosinteze, usled nedovoljne koli¢ine svetlosti, ili visokog prisutva fosfora u
zemljiStu.

Ektomikorizne i erikoidne mikorize vrse transformaciju ugljenih hidrata domadina u
skladi$ne ugljene hidrate koji su pecifi¢ni za gljive, kao $to su manitol i trehaloza. Manitol i
trehaloza predstavljaj “zalihu® produkata fotosinteze koja olaksava transport ugljenih
hidrata.

Prisustvo mikorize znacajno pospesuje tok ugljenika prema zemljistu. Tok ugljenika
u prirodnim ekosistemima, koji se ostvaruje kroz ektomikoriznu miceliju ima izuzetnu
vaznost za funkcionisanje $umskih ekosistema. Kod nekih mikoriza, ekstramari¢ne hife
produkuju hidroliticke enzime, kao $to su proteaze i fosfataze, koji mogu da imaju znacajan
uticaj na mineralizaciju organske materije i raspolozivost nutrijenata. Ekstramatri¢ne hife
mikorize takode drie Cestice zemljista zajedno i na taj nadin doprinose agregaciji zemljista.
Kao posledica toka ugljenika prema gljivi, dolazi do razvoja jedinstvene rizosferne zajednice
mikroorganizama, koja se naziva mikorizosfera. Naucnici koji se bave zemljistem smatraju
da je tok ugljenika u zemljiste odlucujuéi za formiranje agregacija zemljiSta i odrZavanje

izbalansiranog i zdravog sistema biljka-zemljiste.

1.1.2.2.Usvajanje i transfer nutrijenata iz zemljista

Usvajanje hranljivih materija, posebno u slu¢ajevima kada je koli¢ina hranljivih
materija u zemljiSnom rastvoru ograni¢ena, zavisi od spoljne povr$ina korena. Hife
mikoriznih gljiva mogu znacajno da poveéaju absorbuju¢u povrsinu korena. Utvrdeno je da,
kod sadnica bora, ekstramatri¢na micelija ektomikoriznih gljiva ¢ini manje od 20% ukupne
mase povrsine koja vrsi absorciju, ali u isto vreme, ona ¢ini skoro 80% povrsine korena koja
visi absorciju (ROUSSEAU et 4l.,1994).

Za efikasno usvajanje hranljivih materija iz zemlji$ta, potrebno je da hife

ekstramatri¢ne micelije mikorize budu distriburirane izvan zone depletacije (ispraznjenja)



hranljivih materija, koja se formira oko korena. Zona depletacije hranljivih materija formira
se oko korena kada hranljive materije iz zemljiSnog rastvora mnogo brze odlaze, nego $to
mogu da budu zamenjene difuzijom. Za slabo pokretljive jone kakvi su fosfati, u blizini
korena se formira jasna i uska zona deplatacije. Hife mikoriznih gljiva mogu lako da
premoste ovu zonu i da “dosegnu® zone sa adekvatnim zalihama fosfora. Usvajanje mikro
elemenata kao $to su Zn i Cu je takode poboljsano u prisustvu mikorize jer su ovo elementi
sa ograni¢enom difuzijom u mnogim zemljistima.

Za mobilnije nutrijente, kakvi su nitrati, depletaciona zona je $iroka i manje je
verovatno da se hife Sire u zonu koja nije pod ,uticajem® korena. U slucaju usvajanja azota
prednost mikorize se odnosi na razli¢ite organske i neorganske oblike azota koje sama biljka
ne moze, ili ne moze dovoljno brzo i efikasno, da usvoji.

Drugi faktor koji doprinosi da mikoriza efikasno absorbuje hranljivie materije, je
mali pre¢nik hifa u odnosu na koren. Jadina gradienta difuzije za hranljive materije je
recipro¢na pre¢niku jedinice koja vi$i absorciju, tako da uska jedinice koja vrsi absorciju,
kao $to je hifa moze lakse da vrsi usvajanje vise koncentrovanog zemljisnog rastvora. Osim
toga, usled malog pre¢nika, hife mogu da prorastaju kroz uske pore zemljista koje nisu
dostupne korenu ili korenskim dlakama.

Karakeeristika korena koja je od izuzetne vaznosti za usvajanje hranljivih elemenata
je absorciona snaga za jone hranljivih materija i vodu. Distribucija absorcione snage korena
znacajno zavisi od uslova zemljista, kao $to je na primer temperatura. Jedna od izvanrednih
osobina mikorize je stalna snaga kojom se vrsi absorcija u zemljistu, dok je velika absorciona
snaga pojedinih delova nemikoriziranog korena prolazna. Osim toga, ne inficirani vrhovi
korena imaju vrlo karatak funkcionalni Zivotni vek (nekoliko dana do nekoliko nedelja),
dok se mikoriza odlikuje dugove¢no$éu, od nekoliko meseci do godine (BOWEN, 1970).

Usvajanje fosfora kod biljaka sa mikorizom je takode olak$ano usled toga Sto
mikorizne gljive omogucavaju pristup zalihama fosfora koje nisu lako pristupaéne biljkama.
Neke vrste ektomikoriznih gljiva produkuju velike koli¢ine oksalne kiseline. Uz pomo¢
organskih kiselina dolazi do oslobadanja fosfora, kroz reakciju organskih anjona niske
molekulske mase, kao $to su oksalati. FOX ez a/. (1990) smatraju da oksalati mogu da: 1)

zamene fosfor vezan na povrsini hidroksida metala preko reakcije razmene ligana, 2)



rastvore povrsinu oksida metala koja vezuje fosfor i 3) zadrze metale u rastvoru i na taj nadin
sprece precipitaciju fosfata.

Jo$ jedan mehanizam pomocu kojeg mikorizne gljive oslobadaju neorganski fosfor
je kroz mineralizaciju organske materije. Ovo se desava hidrolizom fosfatno-estarskih veza
(C-O-P) uz pomo¢ fosfataza. Znacajna aktivnost fosfataza zabelezena je kod mikoriznih
gljiva gajenih u kulturi, kao i kod izolovanih (odvojenih) intaktnih ektomikoriznih
korenova. U poljskim uslovima zabelezena je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti
fosfataza i duzine hifa gljiva koje su vezi sa ektomikoriznim omotacem (HAUSSLING &
MARSCHNER, 1989). Medutim, ovi rezultati se moraju pazljivo interpretirti jer sam koren,
kao i okolna mikroflora (rizosfera) takode produkuje organske materije i fosfataze. Smatra se

da mikoriza sigurno intenzivira ovu aktivnost.

1.1.2.3. Interakcija sa drugim zemlji$nim organizmima

Mikorizne gljive stupaju u interakciju sa velikim brojem organizama u rizosferi.
Rezultat interakcije moze biti pozitivan, negativan ili neutralan za mikoriznu zajednicu ili
pojedinaéne komponente rizosfere. Na primer, specifiéne bakterije stimuli$u formiranje
mikorize u rasadnicima Cetinara, i one se zovu bakterije koje pomazu mikorizaciju. Smatra
se da u nekim slucajevima zbog prisustva bakterija nema potrebe za fumigacijom zemljista
(GARBAYE, 1994).

Mikorizne gljive ,nastanjuju® vrhove korena, i na taj nacin su u interakciji sa
patogenima korena koji pretenduju da parazitiraju isto tkivo. Brojna istraZivanja su se bavila
uticajem mikorizne kolonizacije na patogene korena. Dokazano je da mikorizne gljive mogu
da redukuju pojavu i ja¢inu napada bolesti korena. Pretpostavlja se da ovi zastitni efekti
mogu da se objasne preko slede¢ih mehanizama: 1) formiranje mehanicke barijere za
infekciju patogena, $to se posebno odnosi na omota¢ ektomikoriznih gljiva, 2) proizvodnja
antibioti¢kih jedinjenja-materija koje ogranicavaju patogena, 3) kompeticija prema
hranljivim materijama sa patogenima, uklju¢uju¢i produkciju siderofora (siderophores) i 4)

indukcija odbranbenih mehanizama domadina.



1.1.2.4..Transfer ugljenika u ektomikoriznom sistemu

Mada postoje odredene specifi¢nosti u okviru ektomikoriznih simbioza, vedina
ektomikoriznih gljiva umerenih i borealnih $Suma pokazuje nisku selektivnost kada
kolonizira koren biljke doma¢ina (MOLINA ez al., 1992). Kao posledica toga, micelija ovih
gljiva formira Siroke fizicke medu-veze izmedu pojedinacnog drveca i izmedu drveca
razli¢itih biljnih vrsta.

FINLAY i READ (1986) su eksperimentima u mikrokosmosu, uz koris¢enje '* CO»,
omogudili vizuelizaciju micelijalne mreze koja formira vezu izmedu vrsta i demonstrirali da
ugljenik moZe da se kreée iz biljke u biljku kroz miceliju. Na ovaj nadin potvrdeno je
kretanje ugljenika iz biljke u biljku u jednom praveu.

Ogroman korak prema razumevanju funkcije ektomikorize u $umskim
ekosistemima napravili su SIMARD e /. (1997). Oni su istrazivali transfer ugljenika izmedu
Betula papyrifera Marsh. i Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, koris¢enjem dva izotopa
ugljenika koji lako mogu da se razlikuju,”C i "C, kojima su sinhronizovano »hranilic
individue drveéa. Na ovaj nacin kvantifikovali su bidirekciono (u dva smera) kretanje
ugljenika, i prvi put prikazali da u prirodi dolazi do transporta znadajne koli¢ine ugljenika
kroz mrezu micelije, u ovom sliu¢aju izmedju Berula papyrifera i Pseudotsuga menziesii. Ove
dve vrste drve¢a su u prirodi povezane sa preko 11 razli¢itih vrsta mikoriznih simbionata.
Tre¢a vrsta uklju¢ena u eksperimente bila je 7huja occidentalis L., koja nije ni davala ni
primala ugljenik. P. menziesii pokazuje nizu fotosinteticku aktivnost i nizu koncentraciju
azota u tkivu nego breza, te se smatra da je veca »usisna« snaga P. mensiesii, faktor koji je
odredivao pravac toka ugljenika.

Model distribucije ugljenika je »norma« u prirodi, i saznanje da on moze da se
kre¢e izmedu biljaka kroz mikoriznu mrezu, iz zona visoke u zone niske dostupnosti
asimilata, znacajno doprinosi nasem razumevanju dinamike ekosistema. Drveée sa
razli¢itom fotosintetickom efikasnos¢u je u ekosistemima povezano preko ektomikoriznih

gljiva i moZe da razmenjuje ugljenik (READ, 1999).



Istrazivanja SIMRAD i SMIT (1997) otvaraju brojna pitanja na biohemijskom nivou.
Jo$ od LEWIS i HARLEY (1965) prihvacerno je da da se proces prenoSenja ugljenika iz
autotrofa u gljivu (koji je zapazen kod svih tipova mikorize sem kod orhideja), desava u
jednom smeru. Hidroliza saharoze u glukozu i fruktozu pomoc¢u biljnih invertaza je praéena
konverzijom (prevodenjem) monosaharida u Se¢erne alkohole u gljivi, koji tamo postaju
nedostupni biljci. Ukoliko se ugljenik pomera iz donorskog do receptorskog autotrofa kroz
gljivu, on se mora kretati u nazad prema receptoru, ali u kom obliku? Pretpostavlja se
moguénost da amino grupe karboksiliraju pre nego $to bivaju prenesene duz »sistemac«
gljiva-biljka (SMITH i SMITH, 1990). SIMARD et al. (1997) zapazaju intenzivniji transfer
ugljenika iz tkiva koja imaju visok status azota, u tkiva niskog statusa azota, Sto moze da
bude objasnjeno ukoliko se ugljenik kre¢e duz gradijenta azota u obliku amino kiselina.
READ (1999) smara da se moze pretpostaviti da su, tokom evolucije simbioze, u velikom
broju razli¢itih mikoriznih sistema, razvijeni mehanizmi koji omoguéavaju reverzinbilan
transfer ugljenika u obliku ugljenih hidrata.

S obzirom da je specifi¢nost ve¢ine mikoriznih gljiva prema domacinu niska, biljke
mogu da budu kolonizovane i medusobno povezane sa velikim brojem simbiontskih gljiva.
Usled poznavanja ove ¢injanice, konvencionalno proucavanje pojedinacnih vrsta biljaka i
gljiva »u izolovanim« ogledima, dovedeno je pitanje. Smatra se da istrazivanja sprovedena na
ovaj nadin ne mogu mnogo doprineti razumevanja funkcija u simbiozi, i odvesti znatno

dalje od rezultata koji su postignuti do sada (READ, 1999).

1.1.2.5. Dinamika ektomikoriznih zajednica

Za razumevanje mesta i funkcije ektomikoriznih gljiva u Sumskim zajednicama,

znacajno je takode pitanje dinamike ektomikoriznih zajednica. Ranije se smatralo da sa

starenjem Sumskog drveca dolazi do sukeesije gljiva u zajednici (VISSER, 1995). Danas se

smatra da se ovaj princip uslovno moze primeniti jedino na $Sumske kulture.
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Utvrdeno je da u ranim fazama razvoja Sumskih kultura, na stanistima na kojima
ranije nije bilo Sume, preovladuju pionirske vrste gljiva, koje mikorizuju koren domadina
putem spora nosenih vazduhom. Sa razvojem zajednice, one bivaju zamenjene gljivama koje
dolaze u kontakt sa korenom domacdina i ,nastanjuju ga“ micelijom poreklom iz snaznih
micelijalnih sistema koji imaju sposobnost formiranja rizomorfi. Smatra se da ovakvi
micelijalni sistemi imaju veliki inokulacioni potencijal. To su gljive ,kasnije faze®.
Istrazivanja potvrduju da kako u $umama, tako i u kulturama, pionirske vrste ostaju
subordiniranoj ulozi u populacijama mikoriza, i da dolazi do progresivnog povecanja
diverziteta gljiva sa star§¢u sastojine (VISSER, 1995), do jednog odredenog momenta. Zrele i
klimaksne zajednice odlikuju se niZim diverzitetom vrsta, nego mlade sastojine koje se
razvijaju.

Ovakav sukcesioni model, medutim, nije primenjiv na prirodne $ume. Ovde
razlicite populacije gljiva, koje su u kulturama prepoznate ili kao pionirske, ili kao gljive
»kasnije faze«, koegzistirajuju, koloniziraju¢i jednako korenove klijavaca i zrelog drveéa
(MOLINA et al., 1992). Izgleda da razlike izmedu pionirskih, i onih vrsta koje »ulaze« u
mnogo starije plantaze leze ve¢inom u njihovim zahtevima za ugljenikom. Ekstenzivni
(obilni) micelijalni sistemi gljiva »kasnije faze« (nepionirskih vrsta) imaju znatno veée
zahteve za ugljenikom, koji mogu da budu zadovoljeni jedino od strane starijeg korenovog
sistema, odnosno starijeg drveta. Dokazano da klijanci breze, koji ni¢u u zreloj $umi, bivaju
kolonizovani rizomorfnim gljivama starijeg drve¢a. Na korenu klijanaca u prirodnim
sumama zabeleZene su mesane populacije pionirskih gljiva i gljiva »kasnije faze«. U
prirodnim  sastojinama, takode, klijavci izolovani od odraslog drveca su naseljeni

prvenstveno pionirskim gljivama (SIMARD ez /., 1997).
1.1.2.6. Evolutivna ekologija ektomikoriznih gljiva

Na osnovu prethodnih proucavanja nacina Zivota ektomikoriznih gljiva, i na osnovu
filogenetskih studija, smatra se da su se ektomikorizne gljive razvile od ne- mikoriznih

predaka. Na osnovu pretpostavljene ekologije nemikoriznih sestrinskih i sukcesivnih

taksona, ektomikorizne linije su evoluirale ve¢inom od saprotrofnih gljiva (94,7%). Izmedu
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sestrinskih saprotrofa, preovladuju saprobi humusa (61,1%), zatim saprobi drveta (30,6%) i
pirofilni saprobi (8,3%). Medu truleznicama, ektomikorizne linije izgleda da su evoluirale
od specialista bele trulezi, mrke trulezi i meke trulezi. Analiza TEDERSOO er al. (2010)
pokazuje da nijedna ektomikorizna linija nije nastala od truleznica stelje. Sekvestrirane
forme plodonosnih tela pojavljuju se u najmanje 30 linija (45,5%) ektomikoriznih gljiva.

Dominacija saproba humusa medu sestrinskim grupama ektomikoriznih linija
sugerie da je deljenje stanista u zemljistu jak preduslov za evoluciju ektomikorizne simbioze
kod gljiva. Vecina predaka pretpostavljenih saproba drveta su sekundarne truleznice drveta
koje Cesto dele svoje staniSte sa korenom drveéa koje prodire u trulo drvo. Smatra se da
usled iscrpljivanja rezervi nutrijenata u trulom drvetu, dolazi do ,snaznog pritiska“ na gljive
truleznice da upotrebe alternativne izvore energije. Dokazano je da neke truleznice mogu
formirati tanke, nediferencirane strukture koje podsecaju na omota¢ mikoriznih gljiva i
penetrirati u korenciée intercelularno, bez jasnih simptoma bolesti (VASILIAUSKAS ez al.,
2007). Kod Pezizales, pirofilne, kao i vrste koje prate poremecaje, predstavljaju sestrinske
taksone ektomikoriznim linijama sa manje vise pirofilnm i nad¢inom Zivota adaptiranim na
poremedaj (Sphaerosporella i Pulvinula). Ovo sugerise da odredeni ekoloski afiniteti mogu
nastaviti da postoje kod taksona gljiva i nakon razvoja ektomikoriznih osobina.

TEDERSOO et al. (2010) u evolucionim modelima erktomikoriznih linija nisu
evidentirali kretanje obrnutim smerom - ka neektomikoriznom nacinu ishrane. Ipak, vrlo je
verovatno da su bar neke ektomiokorizne vrste pocele da iskoris¢avaju svoje partnere.
Multigena filogenija na nivou reda je znacajno doprinela razumevanju evolucije ekoloskih i
morfoloskih karakteristika kod gljiva i potvrdila nezavisnu evoluciju taksona koji formiraju
ektomikorize, bez jasne evidencije za suprotno. Medutim, dosadasnje ,,uzorkovanje® taksona
i znanje o filogeniji ukazuju da postoji moguénost da se kod Atheliales, Boletales i

Telephorales ponovo stekne saprotrofni ili drugi model ishrane.?

2 Polifilektzam ili parafilektizam (nasuprot monofilektizmu) koji se javlja kod velikog broja rodova gljiva prestavlja glavni
problem kod oznadavanja trofickog statusa odredenih vrsta gljiva. Mnogi poli- ili parafilekti¢ki rodovi Askomycota
(Humaria, Peziza, Tricharina, Trichophaea), Basidiomycota (Amanita, Entoloma, Gyrodon, Lyophyllum, Ramaria, Sebacina,
Sistotrema, Tomentella, Tulasnella) i Zigomycota (Endogene), sadrze kako ektomikorizne, tako i saprotrofne vrste. Veéina
ovih rodova sadrzi veliki broj vrsta koji taksonomski nisu revidirani od vremena njihovog opsivanja. Mnogi od ovih rodova
su zadrZani usled nedostatka dobrih diskriminiacionih obeleZja morfoloskih karakeeristika. Posebno Sebacina, Tulasnella i
Ceratobasidium sadrze mnogo kripti¢nih (skrivenih) vrsta sa kontrastnim nacinima Zivota. Kod ovako heterogenih rodova,
ektomikorizne vrste su obi¢no grupisane unutar jedne ili viSe monofilektickih grana. Ali, jo§ uvek ne raspolazemo
filogenetskim tretmanima za mnoge od ovih rodova. Smatra se da prisustvo razlicitih troficnih modela unutar roda
predstavlja jak argument za ponovo razmatranje veza u okviru roda.
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1.2. Raznovrsnost ektomikoriznih gljiva u Crnoj Gori i njihova
distribucija

1.2.1.Uvod

Ektomikorizni domacini ¢ine ekoloski i ekonomski najznadajnije vrste $umskog
drve¢a  koje dominiraju Sumskim zajednicama u borealnim, mediteranskim i $umama
umerenog pojasa na Severnoj hemisferi (TEDERSOO er al, 2010), kao i u odredenim
delovima Juzne hemisfere. To su vrste autotrofnog drveéa i Zbunja iz familija Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Nothofagaceae, kao i Leptospermoidea fam. Myrtaceae
(uklju¢ujuéi Eucalyptus), Dipterocarpaceae i Ambersteae iz familije Caesalpinaceae. Gljive koje
obrazuju ektomikorizu pripadaju kolu Basidiomycota, Ascomycota i Zigomycota (TEDERSOO
etal., 2010).

Procenjuje se da u borealnim Sumama i Sumama umerenog regiona 5000-6000 vrsta
gljiva formira ektomikorize. Ovako veliki diverzitet gljiva omogucava razvoj vegetacije sa
malim diverzitetom drvenastih biljnih vrsta, jer su se ektomikorizne gljive prilagodile da
usvajaju i mobilizuju heterogene izvore fosfora i azota iz povrSinskih slojeva zemljista
(BUSCOT et al., 2000).

U Crnoj Gori je do sada registrovano vise od 1000 vrsta, i nizih taksonomskih jedinica
makromiceta, na osnovu praéenja pojave plodonosnih tela (PERIC i PERIC, 1994; LAZAREVIC ¢t
al, 2011). Analiza diverziteta i distributivnih modela ektomikorize znacajna je za razumevanje
njene ekoloske uloge. Smatra se da mikoriza odrazava heterogenost razli¢itih hranljivih
materija u razli¢itim zemlji$tima i da doprinosi stabilnosti biljnih zajednica (BUSCOT ez al,
2000). Iako je, osim u slucaju pojedinih rodova, specifi¢nost ektomikoriznih gljiva prema
domadinima niska, postoje i drugi faktori spoljasnje sredine koji uticu na pojavu i
rasprostranjenje gljiva. Podaci o njihovom rasprostranjenju, posmatrano na nivou vrsta i
taksona u odnosu na razli¢ite ekosisteme, mogu da doprinesu boljem poznavanju ekologije i
fiziologije gljiva i pruze vredne podatke o Sumskim ekosistemima u celini. Oni posredno

mogu da ukaZu i na ocuvanost, ili stepen poremecaja Sumskih ekosistema.
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1.2.2. Materijal i metod

Na osnovu do sada objavljenih podataka o rasprostranjenju makromiceta u Crnoj Gori,
ovde su izdvojene ektomikorizne vrste, a njihovo rasprostranjenje odredeno je u odnosu na
razli¢ite tipove klimazonalnih Sumskih ekosistema i na glavne domacine.

Lista pretpostavljeno ektomikoriznih vrsta gljiva u Crnoj Gori, sa¢injena je na osnovu
podataka iz literature koji se odnose na: 1) prisustvo plodonosnih tela pojedinih vrsta gljiva u
Crnoj Gori, kao i 2) na poznati troficki sastav pojedinih rodova i filogenetskih grupa gljiva.

Izvr$ena je analiza objavljenih podataka o prisustvu i rasprostranjenju gljiva u Crnoj

Gori?.

1.2.2.1. Kriterijumi za izdvajanje ektomikoriznih rodova

Rodovi ektomikoriznih gljiva izdvojeni su na osnovu preglednog rada TEDERSOO ez
al., 2010: “Ectomycorrhizal lifestile in fungi: global diversity, distribution and evolution of
phylogenetic lineages”, koji je integrisao savremene principe i saznanja o ekologiji, trofickom
statusu i filogeniji ektomikorizne simbioze.

Prema TEDERSOO ez 4/. (2010), rodovi ektomikoriznih gljiva izdvojeni su na osnovu
kriticke ocene sve raspolozive literature u kojoj je razmatran ektomikorizni status vrsta: 1)
pracenjem micelije ektomikoriznih gljiva od plodonosnog tela do korenskih zavrSetaka; 2)
poredenjem morfologije hifa iz plodonosnog tela i hifa ektomikorize direktnim
mikroskopiranjem; 3) sintezom mikorize u ¢istoj kulturi; 4) molekularnom identifikacijom 77
situ, upotrebom RFLP —a ili sekvenciranja DNK; 5) prouc¢avanja koja koriste stabilne izotope
za izdvajanje ektomikoriznih od saprobnih rodova i 6) filogenetske studije ektomikoriznih i
njima bliskih rodova.

Uobicajeno je i prihvaéeno kao princip u literaturi da se troficki status gljiva razmatra

na nivou roda, ili filogenetskih linija. U formiranu listu ektomikoriznih gljiva, koja je ovde

¥ Vecina eksikata deponovana je u mikoloskoj kolekciji Crnogorskog mikoloskog centra u Podgorici. Nalazi su
precizno evidentirani, i veéina vrsta pratena je foto dokumentacijom- makroskopskim fotografijama
plodonoskih tela, kao i fotografijama i crtezima mikrodetalja za¢ajnih za determinaciju vrsta.
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data na nivou taksona (vrsta i nizih taksonomskih jedinica) upisane su sve vrste iz potvrdenih
ektomikoriznih rodova. Medutim, troficki status pojedinih vrsta gljiva nije resen, i pojedini
poli i parafilekticki rodovi Ascomycota i Basidiomicota sadrze ektomikorizne i saprotrofne
viste. Ovakvi rodovi u fungiji Crne Gore su malobrojni, a sa stanovista ekologije vrsta jako
interesantni i jo§ uvek bez kona¢nog odgovora (npr. Peziza). Stoga su kao ektomikorizne
»predstavljene® sve do sada zabelezene vrste na teritoriji Crne Gore i iz ovih rodova.

Imena gljiva su data su prema Index Fungorum, osim za vrste iz fam. Boletaceae
(ukljucujuéi Gyrodontaceae, Gyroporaceae i Suillaceae), koje su date prema Index Fungorum i
MUNOZ (2005), sto je preuzeto iz PERIC i PERIC (2006) . Taksoni koje se u literaturi sre¢u
pod nekim drugim nazivom, ,prevedeni® su u naziv koji je trenutno validan na osnovu Index
fungorum, dok je naziv pod kojim je takson opisan naveden u napomeni.

U slucaju kada su taksoni predstavljani u preglednim radovima kao $to su PERIC i
PERIC (1997), PERIC i PERIC (2004), PERIC i PERIC (2006), sve ranije reference istih autora

koje su ovde upisane, nisu ponovo navodene.

1.2.2.2. Podela $umskih ekosistema u Crnoj Gori

Kod definisanja podele na razlicite komplekse $umskih ekosistema, javila su se dva
problema: velika raznovrsnost Sumske vegetacije zastupljene na teritoriji Crne Gore sa jedne
strane, i velika neujednadenost podataka koji se odnose na nalaze sporokarpa. Podaci o
domadinu, ili tipu Sume ¢esto nisu dovoljno precizni ili nedostaju, tako da su pojedini nalazi
svrstavani u odredene Sumske komplekse na osnovu iskljudivo geografskih pokazatelja
(lokaliteta).

Imajuéi u vidu da, mada odredene specifi¢nosti u okviru ektomikoriznih simbioza
postoje, ve¢ina ektomikoriznih gljiva umerenih i borealnih $uma pokazuje nisku selektivnost
kada kolonizira koren biljke domac¢ina (MOLINA ez 4/, 1992), podela sSumskih ekosistema u
Crnoj Gori, izvr$ena je u odnosu na klimatogenu $umsku vegetaciju i dominantne vrste
domadina. Osim toga, jedino ovakvom podelom Sumske vegetacije mogao je da se obezbedi

odgovarajudi nivo pouzdanosti, kao i preglednost podataka.
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Sumski ekosistemi u Crnoj Gori, podeljeni su u odnosu na klimatogenu $umsku
vegetaciju i dominantne vrste domaéina (BLECIC i LAKUSIC, 1976, BLECIC i LAKUSIC, 1987,
STEVANOVIC ez al, 1995, STEFANOVIC, 1977, TOMIC, 1992) na: mediteranske $ume i
kulture borova, termofilne submediteranske $ume li$¢ara, mezofilne Sume mezijske bukve,

borealne etinarske $ume i reliktne sume balkanskih borova?.

1. Mediteranske $ume i kulture borova, u kojima su pronalazena plodonosna tela
gljiva obuhvataju:

1.1 prirodne $ume alepskog bora (Pinus halepensis Mill.) i pinjola (Pinus pinea L.), sa
¢empresom (Cupressus sempervirens L.), koje se javljaju se kao razli¢iti degradacioni oblici
klimatogenih Suma iz sveze Quercion ilicis Br.-Bl., na Jadranskoj obali,

1.2 kulture alepskog bora u Podgorici i okolini.

Kao glavni edifikator i ektomikorizni domadin ovde se javlja Pinus halepensis Mill.

2. Termofilne submediteranske $ume liS¢ara u kojima su pronalazena plodonosna
tela gljiva obuhvataju:

2.1 submediteranske kserofilne Sume mediteranskog zaleda iz sveze Ostryio —
Carpinion orientalis Laks. et al., sa asocijacijama Querco — Carpinetum orientalis s.l, i
Quercetum trojanae s.1.,

2.2 kserofilne i kseromezofilne $ume kontinentalnih regiona, sa svezama Quercion
frainetto Horv., Quercion pubescentis petreae Br.-Bl., Quercion petrea — cerris Laks. et Jov. i
Orno — Ostryon Tom., kao i asocijacijom Seslerio — Ostryetum carpinifolia Ble¢. et Laks.,

2.3 termo-mezofilne Sume kestena na kiselim zemlji$tima submediteranskih regiona iz
asocijacije Querco — Castanetum submmediterraneum Wrab..

Kao glavni edifikatori i ektomikorizni domadini u ovim Sumama javljaju se Quercus

pubescens Willd., Q. trojana Webb, Q. cerris L. i Castanea sativa Mill.

# Precizniji podaci o rasprostranjenju pojedinih vrsta gljiva, kada se smatralo da to moze da ima posebnog znacaja,
dati su u napomeni.
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3. Mezofilne Sume mezijske bukve u kojima su pronalazena plodonosna tela gljiva
obuhvataju:

3.1 Sume iz sveze Fagion moesicae Ble¢. et Laks., asocijacije: Seslerio — Fagetum s.1.
Fagetum montanum s.1., Fagetum subalpinum s.l., Abieti — Fagetum s.1.

3.2 Sume iz sveze Querco — Carpinion betuli s.l., asocijacije Quercetum petraeae s.1. i
Quercetum petraeae-cerris Laks. et Jov..

Kao glavni edifikatori i ektomikorizni domaéini u ovim $umama javljaju se Fagus

moesiaca (K. Maly) Czeczott i Quercus petraea (Mattuschka) Liebl.

4. Borelne Cetinarske $ume obuhvataju:
4.1 $ume iz sveze Vaccinio Piceion Br.-Bl., asocijacije. Picetum excelsae montanum s. L.,
4.2 $ume iz sveze Eu-Vaccinio Piceenioni Br.-Bl., asocijacije Picetum excelsae subalpinum s.1.

Kao glavni edifikatori i ektomikorizni domaéini u ovim Sumama javljaju se Picea abies

(L.) H. Karst i Abies alba Mill.

5. Reliktne $ume balkanskih borova obuhvataju:
5.1 $ume iz sveze Pinion heldreichii Horv., asocijacija Pinetum heldreichii s.1.,
5.2 $ume iz sveze Pinion peucis Horv. et al., asocijacije Pinetum peucis s..

Kao glavni edifikatori i ektomikorizni domaéini u ovim $umama javljaju se Pinus

heldreichii H. Christ ili Pinus peuce Griseb..

1.2.3.Rezultati istraZivanja

Podaci koji su predstavljeni u ovome radu dobijeni su na osnovu pradenja pojave
plodonosnih tela ektomikoriznih gljiva u Sumama Crne Gore. Mikoloska istrazivanja u Crnoj
Gori do sada su se odnosila prvenstveno na determinaciju pojedinih vrsta gljiva (PERIC i
PERIC 1997, 2004). Iz podataka o ukupnom rasprostranjenju i broju nalaza, za sada, moze se

indirekeno izvoditi zaklju¢ak i o populacijama pojedinih vrsta gljiva.
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Tabela 1. Broj taksona gljiva zabrelezenih u Crnoj Gori unutar ektomikoriznih rodova Askomycota i Basiodiomicota i njihovo

rasprostranjenje
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Kompletna lista zabelezenih taksona data je u prilozima (Prilog 1).

Na osnovu sprovedene analize u Crnoj Gori je zabelezeno 50 rodova
ektomikoriznih gljiva, 12 rodova Ascomycota i 38 rodova Basidiomycota. Ukupan broj od
322 pretpostavljeno mikoriznih taksona predstavlja oko tre¢inu svih makromiceta
zabelezenih u Crnoj Gori. Broj zabelezenih taksona Basidiomycota iznosi 267 i 50 taksona
Ascomycota.

Najbrojniji ektomikorizni rodovi medu Basidiomycota-ma su: Lactarius (30),
Russula (27), Amanita (26), Boletus (26), Tricholoma (18), Cortinarius (17), Hygrophorus
(16), Inocybe (11), Entoloma (12), Ramaria (9), Cantharellus (8); kao i Peziza (18), Helvella

(11) i Geopora (5), medu Ascomycota-ma.

U mediteranskim Sumama borova zabelezeno je 73 taksona (20 Ascomycota i 53
Basidiomycota) pretpostavljeno ektomikoriznih gljiva. U termofilnim hrastovim $umama
zabelezen je 131 takson (17 Ascomycota i 114 Basidiomycota); u Sumama bukve zabelezeno
je 159 taksona (23 Ascomycota i 137 Basidiomycota); u Sumama smrée i jele zabelezeno je 79
taksona (1 Askomycota I 78 Basidiomycota), i u Sumama munike i molike zabelezeno je 22

taksona (1 Ascomycota i 21 Basidiomycota) pretpostavljeno ektomikoriznih gljiva.

1.2.4.Diskusija

S obzirom da je dostupan mali broj podataka o prisustvu pojedina¢nih vrsta u Crnoj
Gori, ne mogu se donositi opsti zakljuéci o pretpostavkama za razvoj pojedinih vrsta. Oni se
medutim uklapaju u globalnu sliku i potvrduju takode da je specifi¢nost ektomikoriznih gljiva
prema domadinima niska (CAIRNEY 1999, cit. MOLINA 1992). Veliki broj rodova i vrsta
ektomikoriznih gljiva gradi simbiozu sa velikim brojem li§¢arskog i cetinarskog drveca i
zbunja, dok su druge ograni¢ene na simbiozu sa nekoliko biljnih vrsta. Postoji, takode,
odreden broj vrsta kod kojih je zapazena specijalizacija prema odredenom domadinu. Takve
su Swuillus vrste, koje su gotovo isklju¢ivo vezane za domadine iz Fam. Pinaceae. Nalazi
Leccinum-a u Crnoj Gori vezani su za pionirsku vegetaciju breze i jasike, te kulture crnog

bora. Vrste iz roda Boletus pojavljuju se najce$ée uz hrastove, dok su Hydnellum-i uz smréu.
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Slika 2. Vegetacijska karta Crne Gore (preuzeto od BLECIC i LAKUSIC (1987), Sumarska

enciklopedija 3, Zagreb: 393 ) sa obelezenim lokalitetima na kojima su najées¢e belezena
plodonosna tela ektomikoriznih gljiva.
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Treba ista¢i da dosadasnja mikoloska istrazivanja nisu ravnomerno pokrila citavu
teritoriju Crne Gore. Ovo je posledica ¢injenice da je u rad uklju¢en mali broj istrazivaca kao i
¢injenice da su se ona odvijala u otezenim uslovima, bez adekvatne podrske od strane
nadleznih institucija. Tako su najbolje prouceni lokaliteti koji su najdostupniji: u bizini
Podgorice, u pojasu mediteranskih $uma borova i termofilnih hrastovih $uma. Tokom
viSegodisnjih istrazivanja odabran je jedan broj lokaliteta, u okviru razlicitih $umskih
zajednica, koji je stalno pra¢en. Oni, prema broju nalaza, predstavljaju dominantne lokalitete,
i mogu se smatrati kao reprezentativni za pojedine komplekse Sumskih ekosistema. U
kompleksu mediteranskih suma borova to su lokaliteti: Gorica i Ljubovi¢ u Podgorici, Lucice,
Sus¢epan i Herceg Novi (Savinska Dubrava, Kotobilje, Bori¢i). U kompleksu termofilnih
$uma hrasta, to su lokaliteti Pastrovacka Gora, Graden, Rausnik, Kakaritska gora i lokalitet
Livari, sa Sumom pitomog kestena. U kompleksu bukovih $uma permanentno su praceni
lokaliteti na Biogradskoj Gori i Bindzi (Komovi). Gotovo svi nalazi iz $uma smrée i jele
vezuju se za planinski masiv Durmitora, mada ima i nalaza sa Hajle i iz okoline Rozaja. Sume
munike predstavljaju lokaliteti na Humu Orahovskom, Kuckim Koritima i na Kastratu, sa
pojedina¢nim nalazima na Orjenu i Prokletijama. Sume molike su mikoloski neistrazene, sa
nekoliko nalaza makromiceta sa lokaliteta Ridsko jezero.

Veliki broj lokaliteta je za sada ostao nepokriven ili sa malim brojem nalaza, iako je na
osnovu dosadasnjih obilazaka terena i determinacije prikupljenog materijala ocigledno da se
oni odlikuju velikim bogatstvom vrsta gljiva. Pojedina¢ne posete novim lokalitetima, ¢esto su
belezile brojne taksonomski i ekoloski zanimljive vrste, $to podrzava opredeljenje da se ovakva
istrazivanja nastave. S druge strane, u crnogorskoj mikologiji se zapaza trend zapostavljanja
principa Siroko-obuhvatnog evidentiranja vrsta i njihove distribucije. Sve je prisutnija
tendencija specijalizacije i upuéivanja ka pojedinim taksonomskim grupama (Boletales,
Pezizales). Imajudi u vidu da je na teritoriji Crne Gore izdvojeno 37 klasa, 53 reda, 97 sveza i
267 asocijacija (BLECIC i LAKUSIC, 1967), $to je vise nego u celoj srednjoj Evropi, ovde treba
ocekivati izuzetno bogatstvo gljiva (PERIC i PERIC 2004).

Posmatrano u generalnim crtama, kada se uzmu u obzir frekventnost obilazaka terena
i broj nalaza sporokarpa, teritorijalna pokrivenost se moze smatrati dobrom. Raspolozivi
podaci predstavljeni i analizirani zbirno i na nivou klimatogenih $umskih zajednica pruzaju

dobar uvid u zastupljenost i znacaj pojedinih taksona, grupa taksona ili rodova u

odgovaraju¢im zajednicama.
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Troficki status pojedinih vrsta, odnosno rodova gljiva nije reSen (TEDERSOO et 4l.,
2010, TAMM ez al, 2010). Humaria, Peziza, Trichophaea kao i Geopora (Ascomycota,
Pezizales), koji su zabelezeni u Crnoj Gori, predstavljaju poli- ili parafilekticke rodove koji
sadrze kako ektomikorizne tako i saprobne vrste (TEDERSOO ¢t al., 2010, TAMM ez al., 2010).
Broj nalaza vrsta iz ovih rodova na planetarnom nivou nije velik, $to otezava preciznije
taksonomsko opisivanje i filogenetsku analizu.

Mnoge Pezizales u Crnoj Gori zabelezene su posle pozara na gorelom drvetu, kao i na
nekim drugim substratima, ili siromas$nim stani§tima. Prema TEDERSOO ez al., 2010 (cit.
WARCUP, 1990) mnogi Peziza taksoni koji se javljaju posle pozara lako formiraju mikorize sa
brojnim domadinima, a Cesti su u aridnim i semiaridnim oblastima (TEDERSOO ez 4l., 2010
cit. TRAPPE ez al., 2008). Poslednjih godina intenzivirana su izu¢avanja vrsta iz reda Pezizales
u Crnoj Gori, pri ¢emu se potvrduju tesko¢e u njihovom taksonomskom opisivanju. Ona u
perspektivi mogu da doprinesu boljem poznavanju ekologije i filogenetskim odnosima u
okviru ovog reda.

Do sada je u Crnoj Gori u oviru reda Pezizales objavljeno 50 taksona. U okviru rodova sa
spornim  trofickim  statusom (Humaria, Peziza, Trichophaea i Gegpora) determinisana su 24
taksona. Medu rodovima Basidiomycota konsatatovanim u Crnoj Gori kod kojih troficki status
nije u potpunosti reSen nalaze se: Amanita (26), Entoloma (12) i Ramaria (9); ukupno 47 taksona.

Aktuelna slika o diverzitetu ektomikoriznih gljiva u Sumama Crne Gore formirana je
na osnovu pracenja plodonosnje ektomikoriznih gljiva. Medutim, mikoloska istrazivanja u
svetu pocinju da se krecu u drugom pravcu. Pokazalo se da isklju¢ivo praéenje pojave
sporokarpa ne obezbeduje celovite informacije o populacijama ektomikoriznih gljiva, koje
naseljavaju mikorizovane korenove (GARDES i BRUNS, 1996). Oslanjajudi se isklju¢ivo na
prisustvo sporokarpa, moze se dobiti iskrivljena slika, o uce$¢u pojedinih vrsta u
populacijama. Preciznije informacije o prisustvu odredenih vrsta u ekosistemu dobijaju se
identifikacijom tipova mikorize na osnovu analize korenova prikupljenih u prirodnim
populacijama. (GARDES i BRUNS, 1996; RICHARD ¢t 4/, 2005). U danasnje vreme, ova
istrazivanja se uspesno obavljaju kori$¢enjem molekularnih metoda, $to je predstavljeno u

poglavlju 5 ove doktorske disertacije.
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Iako su podaci dobijeni iskljucivo na onovu analize pojave plodonosnih tela u prirodi,
sa relativno malog broja lokaliteta u odnosu na raznovrsnost stanista u Crnoj Gori, oni
pokazuju bogatstvo diverziteta ektomikoriznih gljiva u Sumama Crne Gore.

Tako je funkcionalni znacaj pojedinih taksona jos uvek slabo istrazen, poznato je da je
diverzitet ektomikoriznih gljiva veoma vazan za funkcionisanje Sumskih ekosistema. BURNS
(1995) naglasava da su faktori koji kontrolisu raznovrsnot ektomikoriznih gljiva na globalnom,

regionalnom, pa ¢ak i na nivou pojeda¢nog korena, jos uvek predmet otvorene debate.

1.2.5. Zakljucéak

Analiza diverziteta i rasprostranjenja ektomikorize znacajna je za razumevanje njene
ekoloske uloge. Dosadasnjim istraZivanjima je na osnovu pracenja pojave plodonosnih tela
zabelezeno 48 rodova ektomikoriznih gljiva: 12 rodova Ascomycota i 38 rodova
Basidiomycota. Ukupan broj pretpostavljeno mikoriznih taksona je 317, $to predstavlja oko
tre¢inu makromiceta zabelezenih u Crnoj Gori. Od toga 267 taksona pripada
Basidiomycotama a 50 Ascomycotama.

Na osnovu sprovedene analize, najbrojniji ektomikorizni rodovi medu
Basidiomycota-ma u Crnoj Gori su: Lactarius (30), Russula (27), Amanita (26), Boletus (26),
Tricholoma (18), Cotinarius (17), Hygrophorus (16), Inocybe (11), Entoloma (12),
Chantharellus (11). Medu Ascomycota-ma, to su : Peziza (18), Helvella (11) i Geopora (5).

U mediteranskim $umama borova zabelezeno je 73 taksona, u termofilnim hrastovim
$umama zabeleZen je 131 takson, u Sumama bukve 159 taksona, u $umama smrce i jele 79
taksona i u S$umama munike i molike zabelezeno je 22 taksona pretpostavljeno
ektomikoriznih gljiva.

Mikoloska istrazivanja u Crnoj Gori nisu ravnomerno pokrila ¢itavu teritoriju Crne

Gore. Vreme u kojim su zapoceta, otezani uslovi i problemi koji inace prate pionirski rad
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uzrokovali su neujednacenost i razlike kako u proucenim lokalitetima tako i u broju
zabelezenih taksona, unutar pojedinih Sumskih zajednica. Pretpostavlja se da je bogatstvo
diverziteta gljiva u Sumama Crne Gore vele i stoga je zapoceta istrazivanja potrebno nastaviti.

Raspolozivi podaci predstavljeni ianalizirani na nivou klimatogenih Sumskih
zajednica omogucavaju dobar uvid u zastupljenost i znacaj pojedinih taksona grupa taksona

ili rodova u odgovaraju¢im Sumskim zajednicama.

25



1.3. Munika, subendemo-reliktni bor Balkana

Munika je tercijarni relikt i subendemit Balkanskog i najjuznijih delova Apeninskog
poluostrva. Na Balkanu, njene sastojine nalaze na planini Hranisavi (Bosna), zatim na
Cvrsnici, Cabulji i Prenju (Hercegovina); u Crnoj Gori raste na Orjenu, Bjeloj Gori,
Lov¢enu, Durmitoru, Sinjajevini, Bjelasici, Maganiku, Kameniku, Komovima, Koritniku, i
na padinama Prokletija, preko kojih prelazi na albanske planine, pa dopire u Grcéku na
planine Pind i Olimp. U Makedoniji raste na Gali¢ici, Korabu, Rudoki, na kosovskom
ogranku Sare, pa dalje na istoku na bugarskim planinama Pirinu i Sjavjanki - Ali Botusu. U
Albaniji munika raste od severa do juga zemlje (VIDAKOVIC, 1982). U juznoj Italiji raste na

malom prostoru Kalabrije i Brazilikata (Slika 3).
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Slika 3. Rasprostranjenost Pinus heldreichii, prema CRITCHFIELDU i LITTLENU (1966)
(preuzeto od VIDAKOVIC, 1982).
Na nekim planinama $ume munike i molike predstavljaju klimaks zajednice

uslovljene specifiénom visokoplaninskom klimom (JANKOVIC, 1960).
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Munika - Pinus heldreichii Christ. i molika- Pinus peuce Gris. spadaju medu
najznacajnije vrste dendroflore Balkanskog poluostrva (JANKOVIC, 1960).

Munika i molika imaju isto visinsko rasprostranjenje, one rastu u istoj visinskoj zoni
nekih mediteranskih i submediteranskih balkanskih planina. U skladu sa specifi¢nostima
svojih ekoloskih i fizioloskih osobina, ali i uslova sredine u kojoj Zive, one se uzajamno
isklju¢uju ili dopunjavaju. Prilagodene su kratkom vegetacionom periodu visokoplaninske
zone, susnom i toplom planinskom letu sa veoma intenzivnom suncevom radijacijom, ali i
surovim zimama. Ekoloske i fizioloske karakteristike munike i molike, posebno adaptacije
koja im omogucavaju da podnesu velike ekstreme izmedu leta i zime, omogudile su im da
izgrade nekada mocan visokoplaninski pojas kserotermne i frigofilne vegetacije Balkanskog
poluostrva. Danas je ova vegetacija antropogeno veoma degradirana i poremecena
(JANKOVIC, 1960).

Primarno staniSte munike predstavlja karbonatni supstrat na visokim planinama
subalpskog regiona. Munika takode raste i na serpentinskoj podlozi Sar-planine i nekih
albanskih planina, kao i na silikatnoj podlozi na Prokletijama. Na primarnom stanistu raste
veoma sporo, na Prokletijama stabla munike starosti 150 godina dostizu visinu od 15,5 m.
Na terenima sa silikatnim supstratom munika bolje raste nego na kre¢njaku, i ukoliko nema
konkurencije sa brzorastu¢im vrstama moze dostiéi visine i do 20 m (VUKICEVIC, 1974).

Munika moZe da se javi i kao pionirska vrsta ukoliko se na niZim nadmorskim
visinama desi pozar ili se¢a pa je primarna $umska vegetacija uniStena. Sume munike tada
rastu na sekundarnom stanistu i predstavljaju prvu etapu u progresivnoj sukcesiji. Medutim,
trajnije odrzavanje ovih $uma uslovljeno je odgovarajué¢im gazdovanjem od strane ¢oveka, a
ono je diktirano fiziologijom i bioekologijom ove vrste (JANKOVIC, 1972).

Stabla munike imaju piramidalnu kro$nju. Kora stabla je veoma debela, siva,
ispucala u plocice, nalik panciru. Iglice su po dve na kratkom izbojku, mlade iglice su
svetlo-zelene, dok su starije sjajno-zelene. U toku razvoja, stabla munike razvijaju veoma jak
i razgranat koren koji im obezbeduje stabilnost u surovim klimatskim i stanisnim uslovima
(VIDAKOVIC, 1982). Koren munike prodire duboko u kamenite pukotine kre¢njaka i

mestimi¢no je deblji od samog debla. Prema KNEZEVIC (1958), nijedna druga vrsta ne bi se
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odrzala na tako strmim polozajima gde je munika sebi pronasla mesto i razvila se u srednje
visoka lepo razvijena stabla.

U prirodnim sastojinama munika pocinje da plodonosi nakon 40-te godine, a na
osami znatno ranije. Munika semenosi svake godine, a periodi¢nost semenosenja ispoljava
se smenama perioda sa dobrim i smanjenim urodom. Pojedina stabla po svojoj genetickoj
predispoziciji su sklona da obrazuju veliki broj $isarica iz godine u godinu, a druga neznatan
broj. Neka stabla osim $to obrazuju razli¢it broj sisarica iz godine u godinu, takode obrazuju
razli¢it broj semena u S$iSaricama (STOJICIC, 2005). Pri izboru stabala u semenskim
sastojinama ili pri podizanju klonskih plantaza neophodno je poznavanje ovih
karakteristika. Putem odabiranja moguce je odgajiti klonove koji mogu obezbediti veéu
koli¢inu $iSarica po hektaru, a takode i vecu kolicinu semena. Semena munike su
dormantna, a za prekid dormancije neophodno je semena stratifikovati Sest nedelja na 3-5
°oC (STILINOVIC, 1985). Prema JOVANOVIC (1971), munika pokazuje ograni¢enu
sposobnost za prirodno podmladivanje, te je zbog ove ¢injenice neophodno je pronadi
nacine da se ova vrsta o¢uva i obnovi na njenim prirodnim stani$tima.

Zna¢aj munike za $umarstvo proisti¢e ne samo iz Cinjenice da je ova vrsta
subendemit i tercijerni relike koji izgraduje posebnu Sumsku zonu sve do gornje $umske
granice ve¢ i zbog karaktera i polozaja visinske vegetacijske zone koju izgraduje. Nalazei se
u najvisoj vegetacijskoj Sumskoj zoni niza balkanskih planina, vegetacijski pojas munike ima
izrazito zastitnu ulogu, jer se ovaj pojas suprotstavlja razornom i cesto katastrofalnom
dejstvu erozije, bujica i lavina. Medutim, visokoplaninski $umski pojas munike je danas
veoma raskidan, mnogi njeni kompleksi su devastirani i degradirani a na mnogim
planinskim masivima svedeni su na najmanju meru ili ¢ak sasvim uni$teni (JANKOVIC,
1972). Imperativ naseg Sumarstva je restauracija visokoplaninske vegetacijske zone $uma
munike u ¢itavom podrud¢ju njihovog prirodnog areala, i zato na obnovi klimatogenog
vegetacijskog visokoplaninskog Sumskog pojasa munike treba insistirati (JOVANOVIC,
1971). lzrazita otpornost prema nepovoljnim klimatskim uslovima i uslovima stanista
ukazuje da je ova vrsta pogodna za poSumljavanje siromasnih terena i da je mogude

podizanje Sumskih zajednica izvan prirodnog areala munike (JOVANOVIC, 1971). Pokusaja
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da se munika introdukuje van njenog prirodnog areala je bilo i pre viSe decenija kada su u
severnim delovima Srbije podignute grupacije ili manje kulture munike (STILINOVIC i
TucovVIC, 1972). Prednosti koje munika ima treba da podstaknu Sumare da muniku koriste
za po$umljavanje kserotermnijih a ponekada i mezofilnijih stanista (STOJICIC, 2005).

Ova vrsta se veoma dobro razvija i u uslovima gradske klime, i dobro podnosi
zagadenost gradskog vazduha.

Opazanja sa terena medutim pokazuju da se u poslednje vreme, usled smanjene
ispase, munika uspesno prirodno obnavlja na mnogim lokalitetima (iznad 1200-1400 mnv),
a glavni faktor koji ugrozava njene populacije danas predstavljaju pozari.

Prema navodima KONTIC (1962), na Morakovu se, na oko 1000 mnv, pojavljuje se
odlican prirodni podmladak munike, narocito na terenima gde je bio vedi zahvat sece, ili
gde ranije uopste nije bilo munike. I na onim povrsinama koje su bile bez biljnog pokrivaca.
Zajhvaljuju¢i dobrom bioloskom potencijalu munike, danas imamo jako sklopljene mlade
sastojine. Prema podacima uredjajnog elaborata u pojedinim odeljenjima ima preko 2200

stabala po ha, $to govori da je prirodno podmladivanje na ovom terenu odli¢no uspelo.®

1.3.1.Sume munike Pinion heldreichii Horv.

Munika izgraduje raznovrsne i brojne $umske zajednice koje su uslovljene nizom
spoljasnjih uslova, geografskim poloZajem planinskih masiva, geoloskom podlogom,
nadmorskom visinom. Ovo su svetle $ume, pa to omogudava postojanje raznovrsne
spratovnosti zbunastih i prizemnih biljaka (JANKOVIC, 1972).

Sveza $uma munike predstavljena je u Crnoj Gori sa tri geografske varijante:
primorskom Pinetum heldreichii mediteraneo-mnontanum Ble¢ et Lakl. 69, prokletijskom
Pinetum heldreichii bertisceum Ble¢. 59 i kontinentalnom Pinetum heldreichii continentale

Ble¢ et Lak. 69.
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Primorska varijanta obuhvata $ume munike na Orjenu. Lovéenu. Rumiji, Stitovu.
Maganiku i Prekornici. Prokletijskoj varijanti pripadaju $ume munike na Komovima i
Prokletijama, a kontinentalnoj varijanti $ume munike na Bjelasici i Sinjajevini.

Mediteransko montane $ume munike javljaju se u pojasu izmedu 1200 i 1800 m
nad morem, na svim ekspozicijama i nagibima izmedu 5 i 40°, na karbonatnim i pli¢im
karbonatnim tlima. Skup karakeeristi¢nih vrsta ¢ine Pinus heldreichii, Senecio visianianus,
Dianthus petraeus ssp. Novakovicii, Gentiana amblyphylla, Lonicera glutinosa i Cerastium
grandiflorum. Daljom evolucijom tla i vegetacije ove $ume prelaze u termofilne $ume
mezijske bukve (BLECIC i LAKUSIC, 1969).

Prokletijske Sume munike, Pinetum heldreichii bertisceum Ble¢.59, zauzimaju $irok
pojas na karbonatnim masivima Prokletija, izmedu 1500 i 2000 mnv, na svim
ekspozicijama i nagibima. U karaktristicnom su skupu vrste Pinus heldreichii, Daphne
oleides, Daphne blagayana ssp. Zogovici, Wulfenia blecicii ssp. Blecicci, Thymus albanicus,
Acinos  alpinus ssp. Dinaricus, Achillea abrotanoides ssp. Montenegrina, Euphorbia
montenegrina i dr. Daljom evolucijom tla i vegetacije prelaze u jelove i bukovo jelove
mediteransko-montane $ume, a na severoisto¢nim Prokletijama i u smrcevo jelove (BLECIC i
LAKUSIC, 1969).

Kontinentalne $ume munike Pinetum heldreichii continentale Ble¢. et Lak. 69
javljaju se u obliku eksklava na juznim ekspozicijama Bjelasice i drugih kontinentalnih
dinarskih planina Crne Gore, u pojasu izmedu 1500 i 1700 mnv na strmim nagibima
(izmedu 30 i 70°). Geolosku podlogu ¢ine trijaski kre¢njaci, a zemljista su kalkoregosol i
kalkomelanosol, rede degradirani kalkokambisol. Skupinu karakteristi¢nih vrsta ¢ine: Pinus
heldreichii, Daphne blagayana, Pinus sylvestris var. Dinaricus, Thimus balcanus, Silene
viridiflora, ~Laserpitium marginatum 1 dr. Evolucija tla 1 vegetacije u ekosistemu
kontinentalnih $uma munike vodi prema jelovo-smrcevim, subalpskim bukovo-javorovim
ili subalpskim smréevim $umama, $to upucuje na floristicki sastav recentne fitpcenoze
(BLECIC i LAKUSIC 1969).

Geolosku  podlogu $uma munike najées¢e c¢ine mezozojski kre¢njaci, a
najrasprostranjeniji tipovi tla su buavica i smede kre¢njacko koje je najées¢e erodirano
(zemlji$ta razvijena na kre¢njacima od sirozema na kre¢njacima do humusnog i smedeg

kre¢njackog zemljista).

30



Sto se ti¢e koli¢ine padavina, moZe se ratunati na godi$nju sumu padavina od oko
2000-3000 mm, ponekad, narocito kada su u pitanju mediteransko montane Sume munike
i vise (preko 5000 mm). Raspodela padavina u toku godine, medutim, nije povoljna, jer je
u toku vegetativnog perioda ukupna koli¢ina padavina veoma niska ($to je za vegetaciju od
znatno vecg znacaja, nego ukupna koli¢ina padavina).

Spektar fitocenotipova ukazuje na brojno prisustvo i znacajne pokrovne vrednosti
elemenata reliktnih borovo-crnjusinih $Suma Klase Erico-Pinetea Horv.

Najbrojniji pratioci u prizemnom spratu munikinih $uma su biljke planinskih
rudina na kre¢njacima Klase Elyno-Seslerietea Br.-Bl. i biljke pukotina kre¢njackih stena
Klase Asplenietea rupestris (H. Meyr)Br.-Bl., koje zakonito predstavljaju prvu fazu u razvoju
odnosno progradaciji mediteransko-montanih i subalpinskih $uma munike na Balkanskom i
Apeninskom poluostrvu (BLECIC i LAKUSIC 1969).

Spektar flornih elemenata pokazuje izrazitu dominaciju balkanskih endemic¢nih
biljaka, posle koje slede submediteranske vrste sa arealima u razli¢itim pravcima (isto¢no-
submediteranske, submediteransko-subatlanske, submediteransko-prealpske,
submediteransko-kontinentalne i druge). Najmanje je alpskih vrsta, a nesto vise su
zastupljene severno-evroazijske-cirkumborealne biljke, $to je sasvim razumljivo s obzirom na
relikeni karakter ovih $Suma i njihovu autohtonost u jugoisto¢noj Evropi.

Spektar Zivotnih oblika ukazuje na izrazitu dominaciju hemi-kriptofita, $to je
uslovljeno svetlosnim rezimom u munikinim $umama i visokim temperaturnim
amplitudama, a narocito apsolutnim minimalnim temperaturama, koje u subalpijskom
pojasu mogu da se spuste i na -30°C. Visok procenat hamefita je uglavnom prouzrokovan
letnjom fizickom suSom staniSta, a procenat geofita i terofita je visok. Fanerofite u
kvantitativnom pogledu dominiraju i odreduju fizionomiju zajednice, fitoklimu i floristicki
sastav prizemnog sprata biljaka.

»Nakon analiza i komparativnih studija svih zajednica munike u Jugoisto¢noj
Evropi, s jedne strane i njihove komparacije sa Sumama crnog i belog bora u brdskom i
gorskom pojasu na dolomitima, serpenitima i kre¢njacima, postaje sasvim jasno da sve svetle
Cetinarske Sume jugoisto¢ne i juzne Evrope pripadaju Redu Pinetalia Heldreichii-nigrae,

Lksi¢ 1970, odnosno Klasi Erico-Pinetea Horvat® (BLECIC i LAKUSIC 1969).
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2. Sinteza mikorize munike pod kontrolisanim uslovima

2.1. Uvod

Borovi obligatno rastu u simbiozi sa ektomikoriznim gljivama - obligatni su
mutalisti (SMITH i READ 1997; READ 1998). Pinus heldrechii Christ. -munika, kao tercijalni
relikt i subendemit, predstavlja jedan od najinteresantnijih elemenata dendroflore Balkana.
Zajednice gljiva u Sumama munike su slabo istrazene, dok ektomikorizne zajednice munike
nisu do sada opisivane, niti potvrdene. Zbog toga njihovo proucavanje i opisivanje ima u
prvom redu karakter fundamentalnog istrazivanja.

Zbog svoje ckoloske plasticnosti munika moze da se koristi za poSumljavanje
ekstremnih terena. U tom smislu paznju zavreduju ektomikorizne gljive koje opstaju bas na
ovakvim stani$tima.

Cilj ovog istrazivanja je da se kroz oglede sinteze pokaze da su pojedine vrste gljiva
koje plodonose u Sumama munike njeni mikorizni simbionti. S obzirom da se velina
ektomikoriznih gljiva odlikuje niskim stepenom specifi¢nosti prema domacinu u ogledima
sinteze su kori$¢eni i izolati gljiva poreklom iz drugih Sumskih ekosistema.

Neophodan uslov za sprovodenje ogleda sinteze mikorize predstavljaju ¢iste kulture
ektomikoriznih gljiva. S toga je prvi zadatak u ovom istrazivanju bio izolacija
ektomikoriznih bazidiomiceta u Ciste kulture i formiranje mikoteke. Ciste kulture imaju
znacaja jer mogu da posluze za proucavanje ekologije gljiva u uslovima in vitro’, kao i za
inokulaciju sadnica Cetinara i liS¢ara u rasadnickoj proizvodnji®. Poznato je da izolacija
ektomikoriznih gljiva u ¢iste kulture za veéinu vrsta povezana sa brojnim poteskoéama i
problemima. Veéina ovih vrsta na hranljivim podlogama ima specifi¢ne zahteve, i odlikuje
se sporim rastom. Poznato je takode da mnoge vrste ektomikoriznih gljiva nikada nisu
izolovane u kulture (NYGREN, 2008; TEDERSOO ez a/., 2010). Pokazalo se tokom rada da

mnoge od vrsta, i nakon uspesne izolacije brzo propadaju- ne budu sac¢uvane u distoj

5 poglavlje 5
¢ poglavlje 6
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kulturi. Da bi se potvrdio identitet dobijenih kultura, ITS region rDNK je sekvenciran
upotrebom prajmera ITS1F i ITS4B, a dobijene sekvence su poredene sa bazama podataka
UNITE (KOLJALG ez al., 2005) i NCBI banke gena (BENSON ez a/., 2005.), $to je opisano u
poglavlju 3.

U ogledima sinteze testirano je nekoliko razli¢itih metoda inokulacije klijavaca
munike, $to je trebalo da obezbedi formiranje simbioze, kao i da pomogne u izboru
optimalnog metoda inokulacije sadnica u rasadnickoj proizvodnji sadnica éetinara.

U skladu sa iskustvima ste¢enim tokom ovih istrazivanja, koncipiran je dalji rad koji se
odnosio na:

1. Proucavanje ektomikoriznih zajednica munike na osnovu populacija gljiva prisutnih
na korenovima munike iz prirodnih populacija (poglavlje 4)

2. inokulaciju sadnica crnog bora u uslovima rasadnicke proizvodnje (poglavlje 6).

2.2. Materijal i metod

2.2.1.1zolacija ektomikoriznih bazidiomikota

U periodu 2005-2010, sporokarpi pretpostavljeno mikoriznih gljiva prikupljeni su
sa razlicitih lokaliteta u Crnoj Gori. Izvr$ena je taksonomska identifikacioja prikupljenih
plodonosnih tela. Da bi se dobile ¢iste kulture gljiva, izvrSena je izolacija iz sporokarpa na
Modifikovanoj Melin-Norkrans hranljivoj podlozi (MMN) (MARX,1969), sa dodatkom 50
ppm antibibiotika Streptomycin (Galenika, Srbija), Ampicillin (Panfarma, Srbija) i 5 ppm
Benomyl-a (Zorka, Srbija). Kulture su inkubirane na 22 °C u periodu od 10-40 dana
zavisno od vrste. Dobijeni izolati presejani su na neselektivnu MMN podlogu, a zatim i u
epruvete sa MMN podlogom. Kulture su odrzavane presejavanjem na svaka 3-4 meseca

(PARLADE et al., 1996; RINCON ez al., 1999).
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Modifikovana Melin-Norkransova (MMN) hranljiva podloga priprema se prema

sledecoj recepturi (MARX, 1969).

CaCl,

NaCl

KH,POy4
(NH4),HPO4
MgSO4x 7H,O
FeCl;

malc ekstrakt
glukoza/saharoza
ekstrakt kvasca
Tiamin HCI
agar

destilovana voda

2.2.2. Biljni materijal

AINSWORTH, 1993

1% 5 ml
1% 2.5 ml
05¢g
025¢g
0.15¢g
1% 1.2 ml
2g
58
lg
/
15¢
do1000 ml

MARX (1969)

0,05g
0,025
05¢g
0.25¢g
0.15¢g
1.2 ml
3g
10g
/
100 p
15¢

do1000 ml

Seme P. heldreichii sakupljano je u prirodnim $umskim sastojinama munike na

lokalitetima Kucka Korita i Kastrat u nekoliko uzastopnih godina (tabela 2). Seme je, posle

izdvajanja iz SiSarica i ¢i$¢enja ¢uvano na +4 °C i po potrebi koris¢eno za setvu ili

naklijavanje za ogleda sinteze mikorize.

Tabela 2. Lokaliteti i vreme sakupljanja semena P. heldreichii korid¢enog tokom

istrazivanja.
lokalitet datum sakupljanja nadfn'orska N E
visina

10.09. 2006.
K ~1 42°34’ 19°29°
astrat 03.09.2008. 300mnv 3 019°29

05.09.2006.
Korita 28.08.2007. =~1200 mnv 42°28 | 019°30°

03.09. 2008.

Tretman semena pre setve podrazumevao je u svim ogledima potapanje semena u

vodu tokom nod¢i, i povrsinsku sterilizaciju potapanjem u 3% H,O, u trajanju od 20-25

minuta. Posle toga seme je ispirano vodom, prosuseno i sejano.
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2.2.3. Inokulacija sadnica

U tabeli 3 dat je pregled izolata mikoriznih gljiva kori$¢enih u ogedima sinteze

mikorize, sa primenjenim tehnikama sinteze mikorize, i viemenom inokulacije.

Tabela 3. Izolati koris¢eni u ogledima sinteze mikorize sa P. heldreichii , primenjeni
metodi inokulacije i vreme inokulacije

tip inokuluma/inokulacije
nesterilno ster

S % =5 28 %
S 5] ES =

br vrsta/izolat izolata domadin Zz Bl 25 %5 E

1| Amanita sp. AG Pinus halepensis +

2 | Amanita crocea (Quél.)Singer 26 (AC) Fagus moesiaca +

3 | Amanita muscari (L.)Lam. 24 (AM) Picea abies +

4 | Inocybe sp. IG Pinus halepepensis | +

5 | Hebeloma sinapizans (Fr.)Sacc. 36 (HM) Pinus heldreichii + +

6 | Tricholoma batchii Gulden 12 (TBK) | Pinus heldreichii + +

7 | Tricholoma imbricatum (Fr.)Kumm | 3 (TIK) Pinus heldreichii +

8 | Tricholoma stans (Fr.)Sacc. 21(TSM 07) | Pinus heldreichii +

9 | Boletus luridus var. luridus Schaeff | 27 (BL) Quercus cerris + +

10 | Leccinum scabrum (Bull.)Gray LSL Corylus colurna +

11 | Chalciporus amarellus (Quél)Bat. 8 (Ch.A) Pinus heldreichii +

12 | Melanogaster odoratisimus MO Quercus sp. +

13 | Pisolithus arhizus (Scop.)Rauschert | 1 (PT) Cedrus atlantica

14| Scleroderma sp. 6 (ST 08) | Eucaliptus

15 | Suillus colinitus (Fr.)Kuntze 9 (SC) Pinus heldreichii + +

16 | Suillus granulatus (L.)Rousell 2 (SGG) Pinus heldreichii + +

17| Suillus granulatus (L.)Rousell SGK Pinus heldreichii +

18 | Russula solavis Ferd. & Winge RS Fagus moesiaca + +

19 | Hydnellum sp. HYL Fagus moesiaca +

2.2.3.1. Nesterilne tehnike inokulacije

Tokom ovih ogleda, biljke su gajene i inokulisane u laboratoriji, pod prirodnim ili

vestackim osvetljenjem, u saksijama ili kontejnerima.
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2.2.3.1.1.Inokulum micelije
2.2.3.1.1.1.Vermikulitski inokulum i inokulacija sadnica

Za dobijanje vegetativnog inokuluma, micelije gljiva su gajena u te¢noj kulturi oko
mesec dana ili na ¢vrstoj hranljivoj podlozi, a zatim je prebaena u staklene posude
zapremine 0,4 -0,7 litara u kojima se nalazio vermikulit natopljen MMN hranljivom
podlogom (glukoza redukovana na 2,5 g/l) do poljskog kapaciteta (dok podloga nije
prekrila vermikulit, $to je oko 250 c¢m vermikulita i oko 160 ml te¢ne podloge) i
autoklaviran (20 min, 120°C) (RINCON et 4/, 1999).

Vermikulitski inokulum pomesan je sa substratom koji se sastojao od mesavine
treseta (Gramaflor, Nemacka) i veremikulita (1:1) u odnosu 1:4. Inokulisanim substratum

su napunjene saksije zapremine 0,3 1, u koje je izvrsena setva semena munike.

2.2.3.1.1.2. Suspenzija micelije i inokulacija sadnica

Micelija gljiva sa povr$ine agar podloge, stara oko 2 meseca, homogenizovana je u
laboratorijskom blenderu u sterilnoj destilovanoj vodi (PARLADE ez 4l., 2004).
Suspenzija micelije injektovana je u rizosferu klijanaca munike starih 2-3 meseca posejanih
u mesavini treseta i perlita (1:1), u saksijama zapremine 0,3 1. Svaka biljka inokulirana je sa

10 ml suspenzije micelije.

2.2.3.1.2. Inokulum spora

Za inokulaciju sporama, kori$¢ena su plodonosna tela Melanogaster odoratisimus,
koji nije izolovan u ¢istoj kulturi i Boletus luridus. Spore M. odoratisimus su dobijene iz
plodonosnih tela, koja su posle ¢is¢enja (zemlje i peridiole) mlevena u laboratorijskom
blenderu (CASTELLANO i MOLINA, 1989; PARLADE et 4/.,1996).

Suspenzija spora B. luridus pripremana je na taj na¢in $to je kod prikupljenih
plodonosnih tela sporonosni sloj sa cev¢icama pazljiivo je odvajan od ostalog dela
plodonosnog tela i u svezem stanju (dan ili dva po sakupljanju) mesan sa destilovanom

vodom i mleven u blenderu, da bi doslo do oslobadanja spora (TORES i HONRUBIA, 1994).
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Koncentracija spora u suspenziji odredivana je pomoc¢u hematocitometra, i suspenzija je
razblazivana da bi se dobile Zeljene koncentracije.

Suspenzija spora injektovana je u rizosferu klijanaca munike starih 2-3 meseca
posejanih u mesavini treseta i perlita (1:1) u kontejnerima. Svaka biljka inokulirana je sa 5
ml suspenzije micelije.

Posto se pokazalo da ¢e sadnice munike biti gajene duze od 3 meseca, vrseno je
prihranjivanje sadnica sa 2g/l folijarnog dubriva Morton ijc plus NPK 19: 9: 27, (ZIKO
s.a., Greece) i 0.5 g/l Fertilion Combi 2 (COMPO Gmbh & Co.Kg, Germany),
primenjenog dodavanjem rastvora dubriva u rizoseru biljke, pri ¢emu je svaka biljka
primala po 10 ml rastvora, u proseku 3 puta u toku vegetacije u toku letnjih meseci (jedan

put mesecno).

2.2.3.2. Sterilne tehnike inokulacije

Seme P. heldreichii postavljeno je na klijanje, posle potapanja u vodu tokom noé¢i i
tretmana Captan-om (Captan WP-50, Arysta Life Science, Japan), u plastiécnim petri
posudama i na vlaznom filter papiru, natopljenom rastvorom Captana. Seme je klijalo u
periodu izmedu 14 i 21 dan, i biljke su, po klijanju, kada je korenak bio 1-2 ¢cm dug
(maksimalno 4 cm) prebacivane u staklene posude sa inokulisanim substratom.

Substrat za inokulaciju, koji se sastojao se od oko 250 cm’ vermiculita natopljenog
sa 160 ml te¢cne MMN podloge, autoklaviran je u zatvorenim’ staklenim posudama
(teglama) zapremine 0,4l. Nakon toga substrat je inokulisan sa 3-4 isecka micelije iz agarne
kulture ektomikoriznih gljiva, stare 30-60 dana.

U inokulisani supstrat su pazljivo postavljeni klijavci munike, sa korenkom od 1-2
cm, a retko do 4 cm.

Ogled je postavljen u periodu od 26. 05. do 02. 06. 2009, a zavr$en 15.09.2009.

U ovom ogledu koris¢ene su gljive: P. arbizus, S. granulatus, Scleroderma sp. i

T stans

7 zatvorene posude: zatvorene sa poklopcem, koji je probusen, a zatim zatvoren komadom vate
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Ogledi sinteze mikorize pod asepti¢nim uslovima obavljeni su u klima komori GC
300 (Korea), u kontrolisanim uslovima temperature i svetlosti u Fitopatoloskoj laboratoriji

Sumarskog fakulteta u Beogradu.

2. 2. 4.Pradenje mikorizacije

Mikorizirani korenovi sadnica su prikupljeni u periodu od najmanje 4 -6 meseca do
2 godine gajenja i pazljivo oprani od substrata. Formirane mikorizne strukture posmatrane
su pod binokularnom lupom (Biooptica XTL-2400D i Zeis Discovery V12- uvecanja 40-
90x). Pravljeni su ru¢ni poprecni i uzduzni preseci na kojima je pod stereomikroskopom
(Zeis Axioskop 2 plus, Leica DMLS) posmatrano prisustvo Hartigove mreze (uveéanje 200-
1000x). Preseci su posmatrani u vodi ili bojeni Chlorazol crnom E bojom i Toulidine
plavom bojom, kao i Pamuc¢no plavom, IKI i Melzerovim reagensom. Deo korenova
prtethodno je obezbojavan (10% KOH) pre bojenja, radi lak$eg uocavanja prisustva
Hartigove mreze.

Belezene su generalne morfoloske karakteristike mikorize: boja omotaca, porast
micelije izvan omotaca, prisustvo rizomorfi/micelijalnih traka, kao i razvijenost Hartigove
mreze (RINCON et al., 1999).

Ove karakteristike ocenjene su na slede¢i nacin:

Razvijenost Hartigove mreze:

+ Hartigova mreZa razvijena u spoljnjem sloju ¢elija korteksa,
++ Hartigova mreZa razvijena u prvom i drugom sloju ¢elija korteksa,

+++  Hartigova mreZa razvijena u prvom do tre¢em sloju ¢elija kortexa.

Porast micelije izvan omotaca : Rizomorfe/micelijalne trake:
- nije zabelezen - nisu zabelezene

+ retak + retke

++  obilan ++  obilne

+++ vrlo obilan +++ vrlo obilne
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2.3. Rezultati istrazivanja

2.3.1. Izolacija gljiva u &iste kulture

Lista izolata ektomikoriznih gljiva koji su dobijeni iz plodonosnih tela i kori$¢eni na
neki nadin tokom istraZivanja navedena je u tabeli 4. Ova zbirka sadrzala je 44 kulture

pretrpostavljeno ektomikoriznih gljiva.

Tabela 4. Kulture ektomikoriznih gljiva, dobijene iz plodonosnih tela sakupljenih u Crnoj
Gori u periodu 2005-2010.

datum
vrsta gljive izolat biljka domacin sakupljanja lokalitet
AGARICALES
Amanitaceae
1 | Amanita caesarea 7 Castanea 26.10.2008. | Livari,
(Scop.)Pers. sativa Skadarsko jez.
2 | Amanita crocea (Quél)Singer | 26 Fagus 12.07.2005. | Biogradska
moesiaca gora
3 | Amanita muscaria (L)Lam. | 24 Picea abies 10. 2008. Durmitor, Crno
AMD-X-08 Jezero
4 | Amanita pantherina 23 Quercus cerris | 07.2009. Krzanja, Kudi
(DC)Krombh
5 | Amanita vaginata (Bul)) 25 Pinus 4.10.2006. | Gorica,
Lam. halepensis Podgorica
Cortinariaceae
6 | Cortinarius sp. 14 Pinus 23.09.2009. | Kastrat, Kuci
heldreichii
Strophariaceae
7 | Hebeloma sinapizans 36 Pinus 27.09. 2006. | Graden, Kuci
(Fr.)Sacc. HsM-IX-06 | heldreichii
Hydnangiaceae
8 | Hygrophorus eburneus 19 Fagus moesiaca | 6.10.2009. | Graden, Kuci
(Bull)Fr.
9 Hygrophorus marzuolus 16 Fagus moesicae 06.2010. Hrid
(Fr.)Bres.
10 | Hygrophorus hipothejus 17 Pinus 10.2010. Hum
(Fr.) Fr. heldreichii Orahovski
11 | Hygroporus gliocyclus Fr. | 18 Pinus 10.2010. Hum
heldreichii Orahovski
12 | Hygroporus sp. 20 Fagus moesiaca | 07.2009. Rac¢ama, Kuci
HyG1-X-09
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datum

vrsta gljive izolat biljka domacin sakupljanja lokalitet
Inocybaceae
13 | Inocybe sp. 1G Pinus halepepensis | 4.10.2006. | Gorica,
Podgorica
Hydnangiaceae
14 | Laccaria ametystina Cooke | 34 Quercus cerris | 24.09.2009. | Grdjen, Kuci
15 | Laccaria laccata 35 Fagus moesiaca | 10.2010. Hum
(Scop.)Cooke Orahovski
Tricholomataceae
16 | Tricholoma batchii Gulden | 22 Pinus 14.11.2009. | Gorica,
TBGXI09 | halepensis Podgorica
17 | Tricholoma batchii Gulden | 12 Pinus 7.10.2006. | Korita, Kudi
TBKX06 | heldreichii
18 | Tricholoma imbricatum 3 Pinus 27.09. 2006. | Graden, Kuci
(Fr.)Kumm TIKI-IX09 | feldreichii
19 | Tricholoma imbricatum 39 Pinus 10. 2010. Korita, Kudi
(Fr.)Kumm TIK2X10 | heldreichii
20 | Tricholoma stans (Fr). Sacc. | 21 Pinus 12.10. 2007. | Bindza, Kuci
heldreichii
21 | Tricholoma sulphureum 13 Castanea 26.10.2008. | Livari,
Kumm. sativa Skadarsko jez.
BOLETALES
Boletaceae
22 | Boletus luridus var. 27 Quercus cerris | 07.2009. Krzanja, Kudi
luridus Schaeff BL1-VIL-09
23 | Boletus luridus var. 30 Quercus cerris | 07.2010. Krzanja 2,
luridus Schaeff. (1) BL2-VII-10 Kudi
24 | Boletus radicans Pers. : Fr 29 Quercus cerris | 5-10.2009. Graden, Kuci
Brad1-X-10
25 | Boletus satanas Lenz 28 Quercus cerris | 3-10.2010. Graden, Kudi
Bsat-X-10
26 | Leccinum scabrum LSL Corylus colurna | 4.09.2006. | Graden, Ku¢i
(Bull.)Gray
27 | Chalciporus ammarelus 8 Pinus 19.10.2009. | Korita, Kuci
(Quél) Bataile ChALX-09 | heldreichii
28 | Xerocomus sp.1 31 Simphoricarpus sp. | 07.2009. Podgorica
29 | Xerocomus sp. 2 32 Fagusmoesiaca | 07.2009. Racama, Kuci
+ P. heldreichii
30 | Xerocomus sp. 3 33 Quercus cerris | 07. 2009. Krzanja, Kuci
31 | Xerocomus rubellus 11 Quercus ilex 07.2009. Podgorica
(Krombh.) Quél. XRQ-VII-09
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datum
vrsta gljive izolat biljka domacin sakupljanja lokalitet
Sclerodermataceae
32 | Pisolithus arhizus 1 Cedrus atlantica | 10.09.2008. | Podgorica
(Scop.)Rauschert SPT1-X-09 04.09.2009.
33 | Scleroderma sp. 6 Eucaliptus, Prunus | 25.10. Tivat
ScT-X-08 2008.
Suillaceae
34 | Suillus granulatus 2 Pinus 24.06.2007. | Graden, Kudi
(L)Rousell 5GGI heldreichii
35 | Suillus granulatus SGK Pinus 7.10.2007. Korita, Kudi
(L)Rousell heldreichii
36 | Suillus granulatus 38 Pinus 10. 2010. Hum
(L.)Rousell SGH2 beldreichii Orahovski
37 | Suillus collinitus (Fr)Kuntze | 9 Pinus 27.09.2006. | Graden, Kudi
ScGl beldreichii
38 | Suillus mediteraneus 10 Pinus 5.07.2009. Crvena Gla-
(Jack&Bloom)Red. halepensis vica Petrovac)
39 | Suillus sp. 15 Pinus peuce 09. 2011. Hrid
RUSSULALES
Russulaceae
40 | Lactarius deliciosus (L.) 4 Pinus 19.09.2009. | Korita, Kudi
Gray IMKUIX09 1 heldreichii
41 | Lactarius sanguifluus (Paulet) 37 Pinus 10. 2010 Hum, Kudi
Fr. IMHZXA0 1 heldreichii
42 | Russula sanguinaria 5 Pinus 19.09.2009 | Korita, Kudi
(Schumach.) Rauschert RSK-IX-09 -\ heldreichii
43 | Russula solaris Ferd. & RS Fagusmoesiaca | 07.2006. Biogradska
Winge gora
TELEPHORALES
Bankeraceae
44 | Hydnellum sp. HYL | Fagus moesiaca ‘ 29.09.2006 | Lov¢en

izolat- oznaka izolata na nacin kako su obelezeni uzorci prilikom molekularnih istrazivanja

Kulture pojedinih gljiva kori$¢enih ovde u ogledima inokulacije su u kasnijem radu
izgubljene (Amanita vaginata, Leccinom, Hydnum, Inocybe, kao i Tricholoma stans) i njihov
identitet nije proveren molekularnim metodama istrazivanja. Molekularnim istrazivanjima
(sekvenciranjem ITS regiona) potvrden je, kasnije, identitet 22 kulture ektomikoriznih

gljva.
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2 .3 .2. Sinteza mikorize

Ukupno 19 gljiva je testirano u ogledima sinteze mikorize sa munikom in vitro.
Pokazalo se da je 18 gljiva formiralo mikorizu. Rezultati inokulacije, kao i generalne

morfoloske karakteristike formiranih mikoriza prikazanei su u tabeli 5.

Tabela 5. Generalne morfoloske karakteristike ektomikoriza formiranih sa munikom

- | £

< |58 ¢
br | vrsta/izolat oznaka izolata | boja omotaca = 8 E3 T E
L\ Amanita sp. AG smeda + + ++
2 | Amanita crocea (Quél.)Singer 26 (AC) smede rdasta - - T+
3 | Amanita muscari (L.)Lam. 24 belo smeda + - +

(AMD-X-09)
4 | Inocybe sp. 1G smeda + - ++
5 | Hebeloma sinapizans (Fr.)Sacc. 36 crna + - ++
(HsM-IX-06)

6 Tricholoma batchii Gulden 12 (TB) zuto smeda + T+
7 | Tricholoma imbricatum (Fr)Kumm. | 3 (TIK) smede rdasta + + ++
8 Tricholoma stans (Fr). Sacc. 21(TSM 07) smede rdasta - - ++
9 | Boletus luridus var. luridus Schaeff. | 27 (BL) crna + + ++
10 | Leccinum scabrum (Bull.)Gray LSL svetlo smeda + - ++
1L\ Chalciporus amarellus (Quél) Bat. 8 (Ch.A) Zuto smeda _ _ _
12 | Melanogaster odoratisimus MO bela |+ ++
13 | Pisolithus arbizus (Scop.)Rauschert | 1 (PT) rdasto smeda FIVER (NFIVIFI e
14 | Scleroderma sp. 6 (ST 08) belo-smeda | |
15 | Suillus colinitus (Fr.)Kuntze 9 (SC) smede narandZast | +++ | ++ +
16 | Suillus granularus (L.)Rousell 2 (SGQG) smede narandZast | +++ | ++ +
17\ Suillus granulatus (L.)Rousell SGK smede narandZast | +++ | ++ +
18 | Russula solaris Ferd. & Winge RS crna _ _ +
19 | Hydnellum sp. HYL svetlo smeda + + -
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Slika 4. Ektomikoriza (asepti¢na sinteza, posle 3 meseca) P. heldreichii-P. arhizus: a, b —
poprecni presek korena, Hartigova mreza i slabo razvijen omota¢ (a-10x uvecanje, b-40x );
i, j- spoljasnji izgled. P. heldreichii-T. stans: c-Hartigova mreza na poprecnom preseku
(100 x); struktura ektomikoriznog omotaca: d-prizmati¢na u gornjem sloju omotaca (40x);

f- angularna u donjem sloju omotaca; g, h- spoljasnji izgled.
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Slika 5. Ektomikoriza (asepti¢na sinteza, posle 3 meseca): a, f -P. heldreichii-Scleroderma
sp; b -P. heldreichii-S. granulatus; c -P. heldreichii-P. arhizus. Ektomikorize dobijene
sintezom u ne sterilnim uslovima: d- P. heldreichii-P. arbizus; e-P. heldreichii-Rusula
solaris; g -P. heldreichii-Suillus collinitus; h- P. heldreichii-T. imbricatum
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2.4. Diskusija

U periodu 2005-2010 sakupljen je veliki broj plodonosnih tela ektomikoriznih
gliiva. Medutim, ostvaren je relativno mali broj izolacija. U pocetku je dolazilo do velikih
zagadenja kultura. Zabelezeno je da se posebno tesko izoluju gljive iz rodva Russula,
Lactarius, Laccaria, Inocybe, dok npr. Cantharelus, uprkos brojnim pokusajima nije uopste
izolovan. Po pocetku primene antibiotika i fungicida procenat uspesnih inokulacija je
porastao. Vrste iz roda Boletus su takode tesko izolovane, a kasnije ih je bilo veoma tesko
odrzati u kulturi. Zbog toga je nekoliko Boletus kultura izgubljeno. Izgubljeni su u toku
gajenja i izolati Leccinum scabrum, Inocybe sp., Hydnum sp, Tricholoma stans i dr.

Ove probleme prepoznali su i dosadasnji istrazivadi, koji kao najcesée probleme koji
se javljaju prilikom sinteze, kao i drugih ogleda, sa gljivama u kulturi navode kontaminaciju
kultura gljiva, greske u identifikaciji kultura gljiva (prilikom izolacija), kao i nemoguénosti
da se ve¢ina ektomikoriznih gljiva uzgaja u kulturi, na hranljivim podlogama (NYGREN,
2008; TEDERSOO et al., 2010.)

U kasnijem radu, pokusali smo da optimizujemo kultivaciju jednog broja gljiva,
gajenjem na hranljivim podlogama sa dodatkom razli¢itih oblika azota (N), na razli¢itim

pH i na razli¢itim temperaturama (poglavlje 5).

Pozitivni rezultati sinteze mikorize pod vestackim uslovima potvrduju sposobnost
izolata gljiva da formiraju mikorizu sa klijavcima i sadnicama munike. Eksperimentalna
sinteza mikorize je od 1920-ih godina (MELIN, 1921; 1923, ciz. TEDERSOO et al., 2010) do
nedavne 2000. (PERA i ALVAREZ, 1995; TORES i HONRUBIA, 1995; RINCON et 4l., 1999),
potvrdila postojanje velikog broja mikoriznih gljiva, kao i simbiontskih partnerstava izmedu
biljke domac¢ina i odredenih vrsta gljiva. Formiranje ektomikorize u uslovima iz vitro
predstavlja jasan dokaz da ektomikorizni odnos moze da postoji izmedu gljive i biljke (PERA
i ALVAREZ, 1995; TEDERSOO et al., 2010). Razvojem molekularnih metoda istraZivanja,
omoguceno je da ektomikorizni simbionti budu ,prepoznati na osnovu poznavanja DNK

(TEDERSOO et al., 2010).
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Na korenu inokulisanih klijavaca/sadnica P. heldreichii zabelezeno je prisustvo
mikorize. Koren munike pokazuje znake mikorizacije u smislu karakteristi¢cnog grananja
korenskih zavrsetaka, zadebljavanja i/ili uvrtanja/spiralizacije neraragrananjatih (prostih)
vrhova korena, dok je spoljni omota¢ bio je u najve¢em broju slucajeva slabo razvijen.
Potvrda ostvarene mikorize obezbedena je na osnovu posmatranja Hartigove mreZe na
popre¢nim presecima korena. Formirane mikorizne strukture, medutim, nisu bile dovoljno
razvijene da bi njihovi morfo anatomski opisi mogli da imaju taksonomsko dijagnosticki
znacaj.

Postoji veliki broj nacina grananja zavr$etaka bocnih korenova koji su posledica
simbioze sa razli¢itim vrstama gljiva. Poznavanje strukture omotaca i karakteristika
ekstraradikalne micelije su neophodni za determinaciju vrste mikosimbionta. Razlic¢ita
terminologija se koristi za opisivanje grananja, slojevite strukture omotaca i ekstraradikalne
micelije, $to je ukljuéeno u kljuceve koji se koriste za identifikaciju gljiva na korenu
domadina (AGERER 1987-2004). Medutim, ovi elementi mogu se opisivati prilkom
morfoloske karakterizacije mikoriza prikupljenih u Sumama (AGERER 2001, PETERSON e
al., 2004), kada su mikorize dobro razvijene. Istrazivanja i klju¢evi INGLEBY ez al. (1990)
pokazuju nedovoljno izdiferencirane morfo-anatomske elemente mikorize (omotaca i
ekstraradikalne micelije) na korenu sadnica starih nekoliko meseci, nakon sinteze u
laboratorijskim uslovima. Na to ukazuju i istrazivanja RIFFLE (1973), PERA i ALVAREZ
(1995), RINCON et al. (1999), koja formirane mikorizne strukture opisuju na osnovu
generalnih morfoloskih karakteristika.

Koren P. heldreichii inokulisan razli¢itim izolatima pokazuje malo dihotomog
grananja i slab razvoj ektomikorize. Osim toga, prisustvo nekih mikoriza zabelezeno je tek
nakon dugog perioda rasta biljke i gljive u zajednici, u poredenju sa uobicajenih 1-4 meseca,
$to je vreme koje se navodi u literaturi (RINCON ez al., 1999) kao dovoljno za sintezu.
Nedovoljno razvijen ektomikorizni omota¢ i nepotpuno formiranje malog broja mikoriznih
korenova prema PERA i ALVAREZ (1995) i DAMES ez 4l.(1999) sugerise da su, u uslovima
koji su vladali u eksperimentu, izolati gljiva bili manje snazni u kolonizaciji korena. Iako
autori neuspeh ili slabu mikorizaciju korena domacdina objasnjavaju neodgovaraju¢im

uslovima za uspostavljanje mikorize i slabostima kori$¢enih izolata gljiva, u ovom slucaju
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verovatno se radi o nedovoljno dobrim uslovima za formiranje i rast korena domacina-
munike, koja je izrazita heliofita i spororastu¢a vrsta drveta. Nakon 4 meseca gajenja u
laboratorijskim uslovima na policama sa neonskim osvetljenjem klijavci munike su rasli, ali
je njihov korenov sistem bio slabo razvijen, i na njemu nije bilo zapazeno formiranje
mikorize. Uslovi ovakvog osvetljenja, kao i dnevnog osvetljenja u laboratoriji, pod kojima je
eksperiment prvobitno bio postavljen, nisu odgovarali munici. Poznato je da koli¢ina
svetlosti direktno uti¢e na razvoj korena biljke, kao i da za nesmetani razvoj mikorizne
simbioze neophodan uslov predstavlja nesmetan i pravilan rast i razvoj korena (SMITH i
READ, 1997). Bolji razvoj korenovog sistema i formiranje mikoriznih korenova munike
zapazeni su tek posle jednog perioda gajenja biljaka na otvorenom - na dnevnom svetlu. S
druge strane, biljke gajene u klima komori sa adekvatnim osvetljenjem imale su posle 3
meseca (a i ranije) dobro razvijen korenov sistem, sa formiranim mikorizama. Isto tako, neki
od izolata koji se u zajednici sa munikom formirali slabu mikorizu, kada su kasnije testirani
sa crnim borom pokazali su veoma dobru sposobnost kolonizacije — mikorizacije korena, $to
svedo¢i o tome da je kvalitet inokuluma bio dobar.

Sinteza mikorize u ¢istoj kulturi desava se pod vestackim uslovima, koji najcesée ne
odgovaraju uslovima kakvi preovladuju u prirodi, a poteskoée u sintetisanju pojedinih
mikoriza su belezeili i drugi istrazivadi. Istrazivanja PERA i ALVAREZ (1995) navode neuspeh
u formiranju mikorize izmedu dokazano ektomikoriznih simbionata, na osnovu cega se
pretpostavlja da uslovi koji su vladali u ogledu nisu mogli da omogudée ekspresiju-
ispoljavanje simbiontskih podudarnosti.

Neke od zabelezenih mikoriza prikazane su na slikama 4 i 5.

Morfoanatomska proucavanja mikorize nastavljena su kasnije na korenovima crnog
bora mikorizovanih inokulumom spora i micelije viSe vrsta gljiva (ogled opisan u poglavlju

6), gde je mikoriza bila dobro formirana, kao i na uzorcima korena munike prikupljenih u

prirodnim populacijama (poglavlje 5).

8 raspoznavanje odredenih vrsta na osnovu morfo-anatomskih karakeeristika odnosilo se na: na¢ina grananja,
razvijenost, teksturu i boju omotada, kao i karakeeristika spoljne micelije i rizomorfi, jer se ispostavilo se da je
sa postoje¢om opremom uprkos dugotrajnim procedurama pripreme i bojenja korena vrlo tesko (gotovo ne
moguce) opisiarti mikroskopske karakteristike prvenstveno omotaca, koje su neophodne za determinaciju vrsta
koris¢enjem postoje¢ih klju¢eva AGERER (1987-2004). Primenjeni »nivo« detaljnosti morfoloskog opisivanja
se, medutim, na osnovu literature moze smatrati zadovoljavaju¢im (MENKIS ez a/, 2005).
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2.5. Zakljucak

Tokom ovih istrazivanja formirana je mikoteka koja je sadrzala 44 kulture/izolata
ektomikoriznih gljiva sa prostora Crne Gore.

Upotrebom razlic¢itih metoda inokulacije, u laboratorijskim uslovima, ostvarena je
sinteza ektomikorize izmedu munike i 18 vrsta gljiva.

In vitro mikorizna simbioza izmedu ispitivanih vrsta gljiva i munike ranije nije bila
potvrdena. Ona se medutim moze smatrati oc¢ekivanom, jer je poznato da svi izolati
kori$¢eni u ovom ogledu predstavljaju ektomikorizne vrste.

Koren P. heldreichii inokulisan razli¢itim izolatima i na razli¢ite nadine pokazuje

nizak stepen razvoja ektomikorize.
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3. Identifikacija kultura ektomikoriznih vrsta gljiva molekularnim
metodama

3.1. Uvod

Do sada su se razli¢ite vrste gljiva razlikovale veéinom na osnovu fenotipskih
karakteristika. Razvojem molekularnih metoda istrazivanja otvorene su nove moguénosti
istrazivanja i aktuelizovana brojna pitanja na polju sistematike, filogenije i ekologije gljiva.
Idntifikacije gljiva na osnovu poznavanja DNK zasnivaju se na PCR proceduri (lan¢ana
reakcija polimeraze) tokom koje se vr$i amplifikacija varijabilnih region rDNK gljive.

ITS region rDNK odlikuje se visokim stepenom polimorfizma izmedu vrsta, ali se
smatra da je visoko konzervativan unutar vrste, te zbog toga predstavlja vredan geneticki
marker za identifikaciju vrsta ektomikoriznih gljiva (BRUNS, 1991; BUSCOT ez 4l., 2000).
ITS region rDNK “obuhvata” 3’ kraj 18S gena, ITS1 region, 5,8 s gen , ITS2 region i 5°
kraj 28s gena.

Za amplifikaciju ITS regiona u toku PCR reakcije upotrebljavaju se univerzalni
prajmeri ITS1 i ITS4, ili prajmeri specifi¢ni za bazidiomikote ITS1-F i ITS4-b (GARDES i
BRUNS, 1993).

ITS region kod ektomikoriznih gljiva ima znacajnu ulogu u identifikaciji srodnih
vista ili grupa srodnih taksona unutar vrste. Analiza ITS sekvenci kod gljiva generalno
pokazuje visok nivo varijacija izmedu vrsta, a nisku varijaciju unutar vrsta (GARDES i
BRUNS, 1993; BUSCOT ez 4/ ., 2000).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su, takode, da se izdvajanje vrsta na genetickom
nivou ne podudara uvek sa izdvajanjem vrsta zasnovanom na fenotipskim karakteristikama.
Do ovih problema, prema BUSCOT ez al., (2000) dolazi iz slede¢ih razloga: 1) kod nekih
grupa gljiva, razlike izmedu vrsta ograni¢ene su na mali broj (fenotipskih) karakiteristika, na
kojima se zasniva determinacija; 2) unutarvrsna fenotipska plasti¢nost cesto nije dovoljno
poznata; 3) konvergentna evolucija izgleda da je prili¢no Cesta; 4) kripti¢ne vrste (skrivene
vrste) koje su viSe puta izolovane, a pri tom morfoloski nisu opisane, izgleda da se javljaju u

velikom broju rodova gljiva.
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Na osnovu poznavanja ITS regiona, npr., detaljno su istrazeni rodovi Pisolithus,
Sarcodon i Rhizopogon (BUSCOT, 2000), pri ¢emu se pokazalo da je potrebno uraditi re-
klasifikaciju fenotipskih vrsta u okviru ovih rodova. S druge strane, pokazalo se da na
osnovu ITS regiona, kod roda Hebeloma ne mogu razdvojiti odigledno razlicite fenotipske
viste. Neki autori sada ve¢ sugeriSu istrazivanja na drugim regionima rDNK, kako bi se
prevazisli ovi problemi.Takode su kreirani prajmeri specifi¢ni za Boletus-e.

Identifikacija vrsta na osnovu ITS regiona je jo$ uvek ograni¢ena jer je jos uvek
relativno mali broj ektomikoriznih vrsta sekvenciran. Medutim podaci o ITS sekvencama
ektomikoriznih gljiva se akumuliraju veoma brzo. Tokom 2000. godine raspolagalo sa sa
manje od 100 sekvenci ektomikoriznih vrsta (BUSCOT e al., 2000). Prema podacima iz
2005. samo u UNITE’ bazi podataka bilo je deponvano 758 ITS sekvenci, poreklom od
455 ektomikoriznih vrsta iz 67 rodova (KOLJALG ez al., 2005), dok se danas (10.06.2012.) u
UNITE bazi nalazi 3888 ITS sekvenci, poreklom od 1511 vrste gljiva, iz 256 Familija.
Ukupan broj sekvrnci gljiva u UNITE bazi i Bazi podataka nukleotidnih sekvenci (UNITE
+INSD) iznosi 258 727.

Za proucavanje varjabilnosti ITS regiona moze se upotrebiri RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphizm) metod. Smatra se da je ovaj metod lak za upotrebu i
ekonomski isplativ. Tehnika za detekciju polimorfizma sastoji se u razlaganju
amplifikovanog produkta restrikcionim enzimima, a rezultati razlaganja ocitavaju se na gel-
elektroforezi. Ovaj metod zahteva minimalnu opremu i relativno malo molekularne
ekspertize, a smatra se da se za kratko vreme mogu dobiti restrikcioni obrazci (Sabloni)

specifi¢ni za pojedine vrste (BUSCOT ez 4l., 2000).

? UNITE je baza podataka rDNK sekvenci ITS regiona prvobitno fokusirana na ektomikorizne asko- i
bazidiomikote. Visokokvalitetne sekvence su dobijane (generisane) iz plodonosnih tela koja su sakupili i
identifikovali stru¢njaci, i koja su deponovana u javnim herbarijumima. Kad god je to bilo moguce, za
sekvenciranje su kori$¢ene gype specimens. Za sekvencirane vrste dat je pun opis i ilustracije, $to je povezano sa
sekvencama. Na ovaj nacin obezbedena je najve¢a moguca “pouzdanost” dobijenih sekvenci koja je od znacaja
za njihovu upotrebu u daljim istraZivanjima.

Danas UNITE sadrzi ITS sekvence i drugih, a ne samo ektomikoriznih gljiva, kao i gene i geneticke markere.
Osim toga UNITE takode sadrZi i sve ITS sekvence gljiva koje su deponovane u Medunarodnoj Bazi podataka
nukleotidnih sekvenci (International Nucleotide Sequence Databases -INSD). Smatra se da se sekvence iz obe
baze mogu koristiti u svim vrstama daljih analiza.
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Medutim, proucavanja varjabilnosti I'TS regiona unutar vrste i izmedu vrsta do sada
su obavljena za mali broj vrsta gljiva, i smatra se da postoji mali broj podataka o
varjabilnosti ITS regiona kod mikoriznih gljiva. Jo$ uvek nije poznato u kolikoj meri dolazi
do varijacija u ITS regionu ektomikoriznih gljiva posmatrano na nivou vrste u celini, ili
unutar razli¢itih regiona rasprostranjenja iste vrste, niti kakve su, uopsteno, moguénosti
identifikacije vrste upotrebom RFLP metoda (KAREN ez al., 1997).
Identifikaciju vrsta upotrebom ovog metoda ponekad nije moguca usled prisustva
unutar-vrsnih i unutar-individualnih varijacija. Na primer, dve ITS-RFLP varijante opisane
su kod dikarionih izolata Hebeloma mesopheum (AANEN, 1999, cit. BUSCOT et al., 2000).
Ova dva tipa locirana su na homologim hromozomima na razli¢itimj nukleusima dikariona.
Princip upotrebe RFLP metode za proucavanje populacija gljiva prisutnih u
korenovima domacina zasniva se na tome da se DNK dobijena iz plodonosnih tela (ili
micelijalnih kultura), prikupljenih na lokalitetu koji se istrazuje, koristi u kombinaciji sa
nekoliko (2 ili 3) restrikciona enzima, pri ¢emu se detektuju razli¢ite restrikcije. One se
kasnije koriste da bi se utvrdile varijacije u svim uzorcima. Podaci se kombinuju, i tako se
formirju grupe sa identi¢énim RFLP modelima za sve enzime (ITS-RFLP tipovi). Zbog
visokog stepena varijacije u I'TS sekvencama izmedu vrsta, izgleda da mali broj enzima moze
biti dovoljan da razdvoji udaljene rodove i, generalno, vrste u okviru jednog roda (BuscoT
et al., 2000). Nekoliko autora takode belezi da gljive sa identi¢nim RFLP $emama obi¢no
imaju identi¢ne ili srodne DNK sekvence.
Ciljevi molekularnih istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije su:
1. da se izvr$i geneticka karakterizaciju pojedinih vrsta ektomikoriznih gljiva poreklom iz
Crne Gore, tj. da se ektomikorizne gljive iz kultura koris¢enih za sintezu mikorize kao i
za mikorizaciju sadnica identifikuju na molekularnom nivou, i potvrdi njihov identitet
utvrden opisivanjem fenotpiskih karakteristika;

2. da se upotrebom RFLP metode ispita stepen varijacija izmedu vrsta u ITS regionu
ektomikoriznih gljiva koje su izolovane u (iste kulture, i koriS¢ene u drugim

istrazivanjima (za mikorizaciju sadnica i ispitivanje nekih fizioloskih karakteristika);
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3. da se formira baza dobijenih $ablona razlaganja ITS regiona za ektomikorizne gljive, za
¢iju smo pojavu i distribuciju zainteresovani, a prvenstveno za one koje su kori$¢ene za
mikorizaciju sadnica.

Dobijeni RFLP $abloni, mo¢i ¢e da posluze za praéenje populacija gljiva na
korenovima prethodno mikorizovanih sadnica, u rasadniku i nakon njihovog iznosenja na
teren. Pretpostavka je, takode, da ¢e oni modi da se koriste i za identifikovanje vrsta na
korenovima domacina iz prirodnih populacija, radi odredivanja populacione strukture

mikoriznih zajednica.
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3.2. Materijal i metode
3.2.1. Ispitivani materijal-gljive

U periodu 2005-2010, na teritoriji Crne Gore sakupljana su plodonosna tela
(pecurke) ektomikoriznih gljiva iz kojih je vrSena izolacija prema metodu opisanom u
poglavlju br. 2. U tabeli 6. predstavljene su ciste kulture ektomikoriznih gljiva, iz kojih je

uradena izolacija DNK i dalja molekularna istraZivanja.

Tabela 6. Kulture ektomikoriznih gljiva, dobijene iz plodonosnih tela, koris¢ene za izolaciju

DNK.
vista gljive | izolat | biljka domacin

AGARICALES

Amanitaceae

1* | Amanita caesarea (Scop.)Pers. | 7 Castanea sativa

2 Amanita crocea (Quél.)Singer | 26 Fagus moesiaca

3* | Amanita muscaria (L.)Lam. | 24 | Picea abies

4 | Amanita pantherina 23 | Quercus cerris
(DC)Krombh.

5 Amanita vaginata (Bul)) 25 | Pinus halepensis
Lam.

Cortinariaceae

6" ‘ Cortinarius sp. ‘ 14 ‘ Pinus heldreichii

Hygrophoraceae

7% | Hygrophorus eburneus 19 | Fagus moesiaca
(Bull.)Fr.

8 | Hygrophorus marzuolus (Fr) | 16 Fagus moesicae
Bres.

9% | Hygrophorus hipothejus (Fr) | 17 Pinus heldreichii
Fr.

10* | Hygrophorus gliocyclus Fr. 18 | Pinus heldreichii

11* | Hygroporus sp. 20 | Fagus moesiaca

Strophariaceae

12* | Hebeloma sinapizans 36 | Pinus heldreichii
(Fr.)Sacc.

Hydnangiaceae

13* | Laccaria ametystina Cooke 34 Quercus cerris

14* | Laccaria laccata (Scop.)Cooke | 35 | Fagus moesiaca

Tricholomataceae

15* | Tricholoma albobruneum ‘ 22 ‘ Pinus halepensis
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vrsta gljive izolat | biljka domaéin

(Pers) Kumm.

16* | Tricholoma batchii Gulden 12 | Pinus beldreichii

17* | Tricholoma imbricatum 3 Pinus heldreichii
(Fr.)Kumm.

18* | Tricholoma imbricatum 39 | Pinus heldreichii
(Fr.)Kumm

19 | Tricholoma stans (Fr). Sacc. 21 Pinus heldreichii

20% | Tricholoma sulphureum 13 Castanea sativa
Kumm.

BOLETALES

Boletaceae

21* | Boletus luridus var. luridus | 27 | Quercus cerris
Schaeff

22* | Boletus. radicans Pers. 29 | Quercus cerris

23* | Boletus legaliae Pilat 28 | Quercus cerris

24* | Boletus luridus var. luridus | 30 | Quercus cerris
Schaeff. (1)

25% | Chalciporus ammarelus 8 Pinus heldreichii
(Quel) Bataile

26 | Xerocomus sp. 1 31 | Simphoricarpus sp.

27 | Xerocomus sp. 2 32 | Fagusmoesiaca+

Pinus heldreichii

28 | Xerocomus sp. 3 33 | Quercus cerris

29*% | Xerocomus communis 11 Quercus ilex
(Bull.)Bon

Sclerodermataceae

30* | Pisolithus arbizus 1 Cedrus atlantica
(Scop.)Rauschert

31* | Scleroderma sp. 6 Eucaliptus, Prunus

Suillaceae

32 | Suillus granulatus (L)Rousell | 2 Pinus heldreichii

33" | Suillus granulatus (L)Rousell | 38 | Pinus heldreichii

34* | Suillus collinitus (Fr)Kuntze 9 Pinus heldreichii

35 | Suillus mediteraneus 10 | Pinus halepensis
(Jack & Bloom)Red.

36 | Suillus sp. 15 | Pinus peuce

RUSSULALES

Russulaceae

37 | Lactarius deliciosus (L.) Gray | 4 Pinus beldreichii

38* | Lactarius sanguifluus (Paulet) Fr. | 37 Pinus heldreichii

39* | Russula sanguinaria 5 Pinus heldreichii
(Schumach.) Rauschert

*izolati poslati na sekvenciranje
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3.2.2. Metode rada pri molekularnim istrazivanjima

3.2.2.1. Izolacija DNK

Za izolaciju DNK, micelija gljiva je gajena na te¢noj MMN podlozi. Te¢na MMN
podloga pripremana je prema recepturi iopisanoj u poglavlju 2, bez dodatka agara. pH
vrednost podloge dovodena je na vrednost 5.8 dodavanjem 1M HCI (pre autoklaviranja).
Tec¢na podloga je sterilisana u erlenmajerima zapremine 0.5-1 1, a zatim je oko 40 ml
podloge razlivano u plasti¢ne ¢ase sa poklopcem zapremine 75 ml. Podloga je zasejavana
diskom micelije pre¢nike 9 mm, iz kulture i Petri posude, i inkubirana na 22°C oko 2
meseca (RINCON et al., 1999).

Fragmenti razvijene micelije su ispirani sterilnom destilovanom vodom i ostavljani
tokom no¢i (oko 24 h) u 96% etanolu. Po vadenju iz etanola i isparavanju preostale
koli¢ine etanola iz uzorka micelije, ona je zamrzavana u oznacenim ependorf tubama od 1.5
ml. Iz pojedinih micelija, DNK je izolovana direktno, bez prethodnog smrzavanja, posle
ispiranja sterilnom destilovanom vodom (uzorci 15, 16, 17, 18, 35, 37, 38, 39).

Za izolaciju DNK, koris¢en je DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Ltd., SAD), prema
proceduri preporucenoj od proizvodaca. Pocetne koli¢ine micelije, odnosno materijala iz
kojega se vrsi izolacija DNK, prema preporukama proizvodaca treba da iznose 100 mg tkiva
u svezem (vlaznom) stanju, odnosno max 20 mg tkiva u suvom stanju. Za izolaciju je
koris¢eno oko 40 mg prethodno zaledene micelije. Najmanja koli¢ina micelije koris¢ene za
izolaciju u prethodno zaledenom stanju iznosila je 27 mg za izolat 28 (Boletus legalie).

Kada je za izolaciju kori$¢ena micelija iz kulture koja nije prethodno zamrzavana
(uzorci 15, 16, 17, 18, 35, 37, 38, 39), kori$¢eno je 120-150 mg micelije.

Sitnjenje tkiva gljive koje se vrsi u prvom koraku izolacije obavljeno je direktno u
AP1 puferu, upotrebom mikrotucka. Radi obezbedivanja boljeg razlaganja celija, vreme
inkubacije (3. korak protokola) produzeno sa 10 na 20 min, na 65°C.

Prisustvo i kvalitet izolovane DNK u rastvorima dobijenim nakon izolacije-
ekstrakcije DNK, proveren je elektroforezom na 1% agaroznom TBE gelu.

Koli¢ina i ¢istoca DNK u pojedinim uzorcima odredena je upotrebom NanoVue

(GE Healthcare, EU), $to je posluzilo kao dodatna kontrola, da je izolacija DNK uspela.
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3.2.2.2. Lan¢ano umnozZavanje DNK u prisustvu polimeraza

ITS region rDNK je amlifikovan pomoc¢u prajmera specifi¢nih za basidiomicete
ITS-1F i ITS4-B (GARDES i BRUNS, 1993).
Kori$¢eni su oligonukleotidni prajmeri proizvodac¢a Eurofins MWG Operon (EU).

Sekvence (5°- >3’) oligo nukleotidnih prajmera kori$¢enih za PCR reakciju su:

ITSI-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA (22),
ITS4-B  CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG (23)

PCR reakcije izvodene su u tubama od 0.2 ml . Ukupna zapremina reakcija u tubi je
iznosila 50 pl za eksperimentalne reakcije, a 20 pl za kontrolne i probne reakcije.
Za propremu PCR reakcije koris¢en je Kapa Taq Ready Mix (Kapa, SAD), prema

uputstvu proizvodaca. Svaka reakcija od 50 pl sadrzala je :

Kapa Taq Ready Mix 25pl
Prajmer ITS1-F (10pmol/pL) 2pl
Prajmer ITS4-B 10pmol/pL 2l
Uzorak izolovane DNK 0,1 ng
Sterilna ultradista voda 18,5 pl

Umnozavanje DNK u PCR masini (termosajkleru) izvedena je prema protokolu
NIETO i CARBONE (2009): inicijalna denaturacija (razgradnja) na 94°C u trajanju od 3
min, a zatim 40 ciklusa sa razgradnjom na 94° C u trajanju od 0.5 min, vezivanjem
prajmera na 55° C u trajanju od 0.5 min i izduZivanja na 72° C u trajanju od 1 min, $to je
praceno kona¢nim izduzivanjem na 72° C u trajanju od 10 min.

Svaki set PCR reakcija sadrzao je negativnu kontrolu. Negativna kontrola je trebalo
da potvrdi da prilikom izrade mastermiksa nije doslo do kontaminacije, tj. da je u uzorcima
prisutna DNK proucavanih izolata (KECA, 2005).

Nakon umnozavanja izvrSena je konrola dobijenog prinosa elektroforezom na 1,5 %
TBE agaroznom gelu. Za elektroforezu je koris¢eno 2 -2,5 pl PCR proizvoda koji je bojen
sa 1 pl Gel Pilot Loadding Dye, 5X (Qiagen Ltd., SAD). Elektroforeza je izvedena u 1 X
TBE puferu i agarozni gel je bojen sa Midori green bojom (Nippon Genetics, EU). Kao
kontrola koris¢en je DNA molekularni maker od 100 bp (DNA ladder 100bp, Nippon
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Genetics, EU). Na osnovu ovog markera moze se odrediti priblizan broj baznih parova

ispitivanog uzorka i istovremeno koli¢ina DNK u PCR proizvodu.

3.2.2.3. Sekvenciranje dobijenog PCR proizvoda

Dobijeni PCR proizvod je preciséen upotrebom Qiagenovog kompleta za
precis¢avanje (QIAquick Purification Kit, Qiagen Ltd., SAD). Kvalitet precis¢enog PCR
proizvoda je ponovo kontrolisan na 1.5% agaroznom gelu, pri ¢emu je utvrdivana koli¢ina
DNK u uzorku. Potrebno je da u uzorku preéiséenog PCR proizvoda koji se $alje na
sekvenciranje bude vise od 50 ng/pl DNK. U uzorcima su, poredenjem sa standardom' na
osnovu vizuelne procene, izmerene vrednosti koje su se kretale u intervalu izmedu 70 i 200
ng/pl.

Precis¢en PCR proizvod je isparen na sobnoj temperature u laminarnoj komori (36-
48 casova) i poslat na sekvenciranje u Macrogen Inc. (Seul, Koreja), gde je za
sekvencioniranje kori$¢en automatski sekvencer ABI 3730 XL (Applied Biosystems, SAD).
Sekvenciranje je obavljeno u oba smera.

Na sekvenciranje je poslato 33 uzorka precéiséenog PCR proizvoda (ovi uzorci

obeleZeni su sa * u tabeli 6).

3.2.2.4. RFLP razlaganje PCR proizvoda enzimima i analiza razlike u duZini

fragmenata dobijenih razlaganjem

PCR proizvod je radi raspoznavanja i identifikacije vrsta razlagan restrikcionim
enzimima: Alu 1. Hinf1, Mbol and BsuR (Hae III), Eco Rl i Rsa I (Fermentas, EU).

Za RFLP analizu odabrano je 6 razli¢itih restrikcionih enzima, koji su, na osnovu
podataka dostupnih iz literature, ucestalije koris¢eni za razlaganje ITS regiona kod
ektomikoriznih gljiva (KAREN ez al., 1997; GOMES ez al., 1999; EL KARKOURI 2002, 2006;

HORTON et al., 1998)

1" DNA lader 100 bp (Nipon Genetics, EU)
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Za RFLP analizu kori$¢en je neznatno modifikovan protokol EL KARKOURI (2002).
Svaka od reakcija razlaganja sadrzala je:

15 pl amplifikovanog ITS proizvoda
1 pl (10 u) enzima
2 pl sterilne ultradiste vode.

Pripremljene reakcije su inkubirane na 37 “C u trajanju od 12 casova. Produkti
razlaganja (RFLP $eme) su razdvojene elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Elektroforeza
je izvodena u 1 X TBE puferu, na 70 V. Agarozni gel je bojen sa Midori green (Nippon
Genetics, EU). Za odredivanje veli¢ine fragmenata dobijenih razlaganjem koris¢en je

molekularni marker od 100 bp (DNA ladder, Nippon Genetics, EU).

3.2.2.5. Kori$¢eni softverski paketi

Prilikom obrade podataka dobijenih nakon elektroforeze i sekvenciranja kori$¢eni su
razli¢iti softverski programi i paketi.

Za snimanje gelova dobijenih elektroforezom koris¢en je program Quantum ST4
(Vilber Lourmat). On je kori$¢en za snimanje i analizu gelova bojenih Midori green bojom,
pri analizi fragmenata dobijenih RFLP razlaganjem, kao i svim drugim analizama
snimljenog materijala.

Program BioEdit verzija 7.0.5.2 (HALL, 1999) kori$¢en je prilikom obrade sekvenci

Za utvrdivanje identiteta ITS regiona rDNA dobijene sekvence poredene su sa
bazama podataka Banke Gena Ameri¢kog nacionalnog centra za biotehnoloske informacije
(BENSON ez al., 2005) i UNITE baza podataka ITS rDNK sekvenci za gljive (KOLJALG ez
al., 2005), upotrebom BLAST oruda (Basic Local Alignment Search Tool, ALTSCHUL ¢t al.,
1990).

Izolat (takson) je odreden na nivou vrste, ukoliko podudarnost sa ITS sekvencama u
bazama podataka iznosila 98-100%, a na nivou roda ukoliko podudarnost varira izmedu 90

i 97% (MENKIS et al., 2005; NIETO i CARBONE, 2009).
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3.3. Rezultati istraZivanja

Izolacija jedarne DNK izvr$ena je iz 39 miicelijalnih kultura pretpostavljeno
ektomikoriznih gljiva. Nakon provere elektroforezom, utvrdeno je da je u ovim uzorcima
bila prisutna DNK .

Medjutim PCR reakcija prilikom kori$¢enja prajmera specifi¢nih za bazidiomicete,
ITS1-F i ITS4-B, nije dala rezultate za 7 izolata: Amanita vaginata (25), Tricholoma stans
(21), Xerochomus sp.1 (31), Xerochomus sp.2 (32), Xerochomus sp.3 (33) i Suilus sp. (15).

Dalja istraZivanja nastavljena su sa 33 izolata ektomikoriznih gljiva.

3.3.1. Analiza dobijenih sekvenci

Rezultati dobijeni sekvenciranjem potvrdili su identitet 2/3 (22 od 33) uzoraka
poslatih na analizu. Dobre sekvence su obradene i poslate u NCBI GenBank.

Duzina dobijenih sekvenci iznosila je 735-840 bp.

U tabeli 7 prikazani su ovi izolati, sa pristupni brojevima sekvenci u Banci Gena
(GB), njihovim duzinama i najblize identifikovanim vrstama na osnovu BLASTA u Banci

Gena i UNITE bazi podataka.

Tabela 7. Kulture gljiva ¢ije su sekvence deponovane u NCBI Banku Gena (GenBank-GB),
sa pristupnim brojevima sekvenci u Banci Gena i njihovim duzinama, kao i najblize
identifikovanim vrstama na osnovu BLASTA u Banci Gena (GB) i UNITE (U) bazi
podataka.

ITS sek
Scxvenca BLAST analiza NCBI (GB) i Unite (U) baza
br. | Kultura gljive (izolat) | pristupni | DS :
broju GB | (bp) pristupni broj i vrsta Query %* %
0
5 | Russula sanguinaria | JQ685712 | 750 | GB F908649.1 Russula sanguinea 86 99
isolate RSK-IX-09 U UDBO011190 Russula sanguinea | 721/724 | 99
24 | Amanita muscaria JQ685713 | 733 | GB | JF899546.1 99 99
isolate AMD-X-08 Amanita muscaria
U UDB002439 Amanita muscaria | 716/727 | 98
30 | Boletus luridus var. JQ685714 | 734 | GB | AY278766.1 Boletus luridus 93 99
Juvidus i ) -
uridus isolate BL2 U UDB000077 Boletus luridus 631/692 | 98
VII-10
27 | Boletus luridus var. JQ685715 | 750 | GB | AY278766.1 Boletus luridus 91 99
i;t;;fi:; isolate BL1- U UDB000077 Boletus luridus 664/675 | 98
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ITS sekvenca

BLAST analiza NCBI (GB) i Unite (U) baza

br. | Kultura gljive (izolat) | pristupni | DS i
broju GB | (bp) pristupni broj i vrsta Query %* %
29 | Boletus radicans JQ685716 | 822 | GB | EF530923.1 Boletus 97 9
isolate Brad1-X-10 coniferarum
U UDB003224 Boletus radicans 690/711 | 97
28 | Boletus satanas isolate | JQ685717 | 804 | GB | DQ534567.1 Boletus satanas s 95 98
Bsat-X-10 U UDB000418 Boletus satanas 804/804 | 100
8 | Chalciporus amarellus | JQ685718 | 841 | GB | EU685111.1 Chalciporus rubinellus 89 88
isolate ChA1-X-09 AF335457.1Chalciporus piperatus 97 83
U UDB000423 Chalciporus amarellus 761/816 | 93
7, | Hypholoma fasciculare | JQ685719 | 817 | GB | FJ430716.1Hypholoma fasciculare 96 99
13 | isolate HyFC1-X-08 U UD‘BOI 1502 Hypholoma 7751779 | 97
fasciculare
36 | Hebeloma sinapizans | JQ685720 | 754 | GB | EI845404.1 Hebeloma mesophaeum 99 95
isolate HsM-IX-06 EF218766.1 Uncultured
ectomycorrhiza (Hebeloma) 2 95
U UDB011834 Hebeloma radicosum 715/754 | 94
20 | Hygrophorus sp. JQ685721 | 764 | GB | AY463486.1Hygrophorus 97 97
HyG1-X-09 discoxanthus
U QDBOOOE§4 Hygrophorus 680700 | 97
discoxanthus
4 Lactarius deliciosus | JQ685722 | 793 | GB | FJ858744.11actarius deliciosus 100 99
isolate LMK1-IX-09 U UDBO011514Lactarius deliciosus | 788/793 | 99
37 | Lactarius sanguifluus | JQ685723 | 830 | GB | AY953420.1Lactarius vinosus 99 98
isolate LMH2-X-10 U UDB011504 Lactarius sanguifluus 826/830 | 99
1 | Pisolithus arhizus JQ685724 | 611 | GB | FM 213365.1 Pisolithus arhizus 100 98
isolate SPT1-X-09 U UDB009013 Pisolithus arhizus 608/611 | 99
11 | Xerocomus rubellus | JQ685725 | 840 | GB | EF644119.1| Xerocomus g7 99
isolate XRQ-VII-09 rubellus
U UDB000444 Xerocomus communis 820/840 | 97
6 Scleroderma sp. JQ685726 | 759 | GB Mﬂ Scleroderma 89 99
ScT-X-08 aurantium
FR731648.1Uncultured ecto- 97 99
mycorrhizal fungus genomic DNA
U ‘(]JerDrl[ji)olsif;) 7Scleroderma 4041450 | 89
2 | Suillus granulatus JQ685727 | 802 | GB | AY898617 Suillus granulatus 99 99
isolate SGG1 U UDB000650 Suillus granulatus 6371642 | 99
38 | Suillus granulatus JQ685728 | 704 | GB | AJ272410.1 Suillus granulatus 96 99
isolate SGH2 U UDB011905 Suillus collinitus 637/646 | 98
22 | Tricholoma batschii | JQ685729 | 766 | GB | DQ822835.1 Uncultured 97 98
isolate TBG-XI-09 Tricholoma
U UDBO011579 Tricholoma batschii 756/766 | 98
12 | Tricholoma batschii | JQ685730 | 752 | GB | DQ822835.1 Unculture 100 93
isolate TBK-X-06 Tricholoma
AY573541.1 Tricholoma
87 99
subannulatum
U UDBO011127 Tricholoma stans | 733/738 | 99
UDBO011587 Tricholoma batschii 730/736 | 99
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15 sehvenca BLAST analiza NCBI (GB) i Unite (U) baza
br. | Kultura gljive (izolat) | pristupni | DS i
broju GB | (bp) pristupni broj i vrsta Query %* %
3 Tricholoma Q685731 | 758 | GB | FJ845444.1 Tricholoma vaccinum 99 97
imbricatum isolate U UDB011627 Tricholoma
TIK1-IX-09 imbricatum 7361758 1 99
29 | Tricholoma JQ685732 | 796 | GB | F]845444.1 Tricholoma vaccinum 100 97
imbricatum isolate U UDBO011627 Tricholoma 2061797 | 99
TIK2-X-10 imbricatum
9 | Suillus collinitus JQ685733 | 735 | GB | DQ440570.1 Suillus collinitus 100 98
isolate ScG1 U UDBO011905 Suillus collinitus 602/608 | 99

* baza UNITE - identi¢nost u bp u odnosu na najblizu deponovanu sekvencu

Sekvenciranjem nije potvrden idetitet sledecih kultura:

Kulture 7 i 13 pripadaju visti Hypholoma fasciculare, a ne A. ceasarea i T.
sulphureum, $to bi odgovaralo materijalu iz kojeg je radena izolacija. Pretpostavka je da je do
kontaminacije doslo jo$ prilikom izolacije, jer su sve tri vrste prikupljenen na istom
lokalitetu i u isto vreme. Obe kulture odlikovale su se brzim rastom, $to, prema DAZA ez al.,
(20006), nije karakteristika vrste A. caesarea.

Najbliza identifikovana vrsta na osnovu BLAST-a u NCBI Banci Gena za izolat 14
(odreden kao Cortinarius sp.) je Gymnopilus turficola (Fam. Cortinariaceae)(AF 325669.1, sa
93% identi¢nosti (Query 83 %). Vrlo je verovatno da ova kultura i sekvenca odgovaraju
plodonosnom telu iz kojeg je radena izolacija, i da se radi o pogresnoj identifikaciji vrste,
koja bi na osnovu naknadne revizije herbarskog materijala mogla biti Gymnopilus sapineus (a
i G. liquiritae). Medutim, kona¢nu identifikaciju neophodna je detaljnija analiza herbarskog
materijala. Dobijena sekvenca moze biti deponovana u banku gena sa derterminacijom na
nivou vrste, kao $to je uradeno za Hygrophorus (izolat 19).

Izolat 26 odreden je kao Pleurotus pulmonarius (AY 450349.1, sa 99 % identi¢nosti,
Query 93%), izolat 34 kao Irpex lacteus (EU273517.1, identi¢nost 99%), a izolat 20 moze
biti iz roda Bjerkandera (Bjerkandera adustus AY089741.1, identi¢nost 87%).

Izolat 23 nije determinisan, dok je izolat 16 odreden kao Tricholoma batchii
(UDB000696 Tricholoma fracticum, UDB001412 Tricholoma batschii), $to ne odgovara

polaznom materijalu.
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Izolati 17 i 18 nemaju srodnih sekvenci u bankama gena (najblize su sa GQ
1544475.1-Uncultured ectomycorrhizal fungus clone). Na osnovu izgleda plodonosnih tela
obe vrste su determinisane kao Hygroporus. Mada postoji sumnja da I'TS region nije idealan
geneticki marker za vrste iz roda Hygroporus, kao i za neke druge srodne rodove (AGERER) u
bankama gena deponovane su sekvence za H. glyociclus i H. hipothejus. Najverovatnije je da
je i ovde doslo do greske prilikom izolovanja gljiva u kulture, kao $to je slucaj i sa A.

ceasarea. Sekvence ove dve vrste su vrlo sli¢ne, i ovi izolati imaju identi¢ne Seme razlaganja.

3.3.2. Analiza fragmenata dobijena ITS-RFLP razlaganjem

ITS region 33 izolata ektomikoriznih gljiva razlagan je upotrebom 6 restrikcionih
enzima. Duzine restrikcionih fragmenata amlifikovanog ITS rDNK regiona za izolate reda
Boletales, posle digestije endonukleazama Alu 1, Hinf 1, Hae 111, Mbo 1, EcoRI i Rsal,
prikazane su u tabeli 8.

Tabela 8. Duzina restrikcionih fragmenata (bp) amlifikovanog ITS rDNK regiona za
izolate reda Boletales, posle digestije restrikcionim enzimima Alu I, Hinf'1, Hae 111, Mbo 1,
EcoR1i Rsal.

(-razlaganje enzimima nije radeno)

= Restrikcioni enzim

- Al | Hinfl |  Haelll | Mbol | EcoR1 | Rul
Sclerodermataceae

Scleroderma

1 | 560/180 |  280/130 | 750 [ 290/190/150 | 860 | 720
Pisolithus

6 | 420310 | 303/195 | 330/200/150 | 290/110/100 | 840 | 750
Boletaceae

Suillus

2 680/120 210/120 460/250 280/240 750 750
9 680/120 210/120 460/250 - 740/450 750
10 | 610/520/220 |  340/210/130 750/460/250 | 560/280/240 | 850/480/390 | 700
38 - 205/120 4601250 280/240/130 740 -
Xerocomus

11 | - | 380/280/190 | 300/200/180 | 390/290/200 | 480/360 | -
Chalciporus

8 | 570/250 | 340/215/140/100 | 310/250/180/130 | - | 5207400 | 600/290
Boletus

27 - 380/350 250/180 - 850 800
28 - 380/350 600/150 - 900 800
29 - 380/240/200 300/130 - 900 860
30 - 380/350 250/180 - 850 820
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ITS region P. arhizus (1) razlazu enzimi Alu I, Hinf11i Mbo 1, a ne razlaiu Hae 111,
EcoRI i Rsa 1.

ITS region Scleroderma sp.(6) razlazu Alu 1, Hinf'1, Hae 111 i Mbo 1, a ne razlazu Eco
RIi Rsal.

ITS region ispitivanih Suillus izolata (2, 9, 10, 38) na karakteristican nacin razlazu
enzimi Alu 1, Hinf'1, Hae 111 (Bsu R) i Mbo 1. Enzim Rsa I ne razlaze ITS region ispitivanih
Suillus izolata. U slucaju upotrebe enzima Eco RI, na gelu se detektuju linije koje pripadaju
ne razlozenom PCR produktu, ali i kod pojedinih izolata se zapazaju i produkti razlaganja.
U daljim istrazivanjima, treba pokusati razlaganje sa produzenim vremenom izlaganja
enzimu Eco RI

ITS region kod izolata 2, 9 i 38 razlaze se na fragmente jednakih duzina. Kod izolata
10 postoji razlika kada se vrsi razlaganje sa enzimima Alu 11 Hinf1, dok se u slucajevima
razlaganja sa Mbo 1 i Hae 111 najverovatnije radi o nepotpuno razlozenom produktu (gornja
crta) i produktima razlaganja, $to su rezultati koji odgovaraju i izolatima 2, 9 i 38.

Rezultati razlaganja I'TS regiona izolata 11 razlikuju se od ostalih iz ove grupe, $to je
i o¢ekivano, jer ovaj izolat pripada rodu Xerochomus.

ITS region izolata iz roda Boletus razlazu na fragmente enzimi Hinf1 i Hae 111, dok
ga Rsa 11 Eco RI ne razlazu. ITS region vrste iz roda Boletus nije razlagan enzimima Alu I i
Mbo 1. Izolati 27 i 30. Izgleda da bi se enzim Hae 111 mogao upotrebiti za razdvajanje nekih
vrsta u okviru roda Boletus, pa ¢ak i Hinf, koji razdvaja izolat 29 od ostala 3 Boletus izolata
(27, 28, 30).

ITS region izolata 8, koji pripada rodu Chalciporus razlaze se na drugaciji nadin od

Boletus izolata, i mnogo vise nalik na ITS region izolata 11 (Xerocomus).
Duzine restrikcionih fragmenata amlifikovanog ITS rDNK regiona za izolate reda

Rusulales, posle digestije endonukleazama Alu 1, Hinf'1, Hae 111, Mbo 1, Eco RI i Rsa 1,

prikazane su u tabeli 9.
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Slika 6. RFLP razlaganje amplifikovanog ITS rDNK regiona za razlicite izolate
ektomikoriznih gljiva sa restrikcionim enzimima Alu I (12 h, 37 °C), BsuR 1 (Hae I1I) (12
h, 37 °C), Hinf1 (12 h, 37 °C) i Mbo 1 (12 h, 37 °C). Oznake izolata: 1. Pisolithus arhizus,
2. Suilllus granularus (SGG1), 3. Tricholoma imbricatum (TIK -IX-09), 4. Lactarius
deliciosus, 5. Russula sanguinaria, 6. Scleroderma sp., 7. Hypholoma fasciculare, 8. Chalciporus
amarellus, 9. Suillus collinitus (ScG1), 10. Suillus mediteranensis, 11. Xerocomus rubellus, 12.
Tricholoma batchii (TBK-X-06), 20. Hygroporus sp., 22. Tricholoma batchii (TBG -1X-09),
36. Hebeloma sinapizans, 38. Suillus granularus (SGH2) 39. Tricholoma imbricatum (TIK2-
X-10).
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Tabela 9. Duzina restrikcionih fragmenata (bp) amlifikovanog ITS rDNK regiona za
izolate iz reda Russulales posle digestije restrikcionim enzimima Alu 1, Hinf1, Hae 111, Mbo

I, EcoRli Rsa 1 (- razlaganje enzimima nije radeno)
= restrikcioni enzim
= | Al | Hinf1 | Haelll | Mbol | EcoRl | Rul
Russulaceae
Russula
5 [ 485/295 | 450 (400) /350/150 | 750 | 340/250/220 | 525/340 | 720/510
Lactarius
4 520/290 400/290/120 500/320 - 520/360 | 730/290
37 - - 500/320 - 850 -

ITS region izolata Russula-e ne razlaze jedino enzim Hae III. Svi ispitivani enzimi
razlazu ITS region Lactarius-a. Mbo 1 nije kori$¢en za ispitivanje razlaganja kod Lactariusa.

Vrste iz rodova Lactarius i Russula su medusobno srodne, i prilikom razlaganja sa
Alu 1, Hinf1 1 Eco RI daju iste $eme razlaganja: njihov I'TS region deli se na iste fragmente.
Za njihovo medusobno razlikovanje na osnovu do sada dobijenih rezultata moze da ima

znacaja enzim Hae III.

Duzine restrikcionih fragmenata amlifikovanog ITS rDNK regiona za izolate reda
Agaricales, posle digestije endonukleazama Alu 1, Hinf' I, Hae 111, Mbo 1, Eco Rl i Rsa 1
prikazane su u tabeli 10. Medutim, identitet izolata 16, 17, 18, 19, 20, 23, 26, 36, 34, 35,
7, 13, 14 nije potvrden sekvencioniranjem PCR proizvoda. Zbog toga su ovde prikazani,
rezultati za Tricholoma vrste i pojedinacne izolate 19- Hygrophorus, 24-Amanita, 36 —
Hebeloma. Sekvenciranjem ITS regiona odredeni su izolati 14- Gymnopilus, a 7 i 13 -

Hypholoma fassciculare.

Tabela 10. Duzina restrikcionih fragmenata (bp) amlifikovanog ITS rDNK regiona za
izolate iz reda Agaricales posle digestije endonukleazama Alu 1, Hinf'1, Hae 111, Mbo 1, Eco

RIiRsal (- razlaganje enzimima nije radeno)
= restrikcioni enzim
= | Alul | Hinfl | Haelll. | Mbol | EoRl [ Rl
Tricholomataceae
Tricholoma
3 430/170 400/370/120 810 520/260 | 500/380 700
12 | 490/170 400/370/120 790 - 480/380 695
22 - 400/370/120 790 - 825 695
39 - 400/370/120 810 - 810 700
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= restrikcioni enzim

= | Alul | Hinfl | Haelll | Mbol | EoRl | Rl
Hygrophoraceae

Hygrophorus

19 | 280/140 | 350/300/130 | 580/180 | - | 460/330 | 680
Amanitaceae

Amanita

24 [ -] - [ 720 | - ] 840 [ -
Strophariaceae

Hebeloma

36 | | 3451120 [ 5201275 | - | 820 | 800
Hypholoma

7 [ 575/240 ] 330/215/165/120 [ 800 - 470/380 [ 690
13 | 570/235 [ 320/210/165/120 | 830 - 480/380 | 690
Gymnopilus

14 | 400/330 [ 408/215/135 | 300/180 | - - 1 -

ITS region izolata iz ,grupe® Tricholoma razlazu na isti nacin restrikcioni enzimi
Alul, Hinf1, Mbo 1 i Eco RI. Kako je kod 2 izolata doslo do razlaganja sa enzimom EcoRI, a
kod dva nije, pretpostavka je da treba pokusati razlaganje ovim enzimom sa produzenim
vremenom izlaganja. Enzimi Hae III i Rsa 1 ne razlazu ITS region izolata iz grupe
Tricholoma.

ITS region Gymnopilus izolata (14) razlazu svi testirani restrikcioni enzimi (Alu I,
Hinf11i Hae 111), Hebeloma (36) razlazu Hinf11i Hae 111, dok prilikom primene enzima Eco
RI i Rsa I ne dolazi do razlaganja. Izolate 7 i 13, koji su posle sekvenciranja determinsani
kao Hypholoma fasciculare, razlazu Alu 1, Hinf1i Eco R, a ne razlazu Hae 111 i Rsa 1.

Posle primene Hae 11l i Eco RI enzima nije doslo do razlaganja ITS regiona kod

viste A. muscaria. U radu sa ovom vrstom primenjena su samo ova dva restrikciona enzima.
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3.4. Diskusija

Koris¢enjem molekularnih metoda i sekvenciranjem PCR proizvoda potvrden je
identitet 22 kulture gljiva, i 22 ITS sekvence su obradene i prijavljene u Banku Gena
Americkog centra za biotehnoloske informacije.

Kao $to je ranije receno, ne postoji dovoljan broj podataka- ITS sekvenci za gljive.
Pokazalo se da uporedivanje isklju¢ivo baze podataka NCBI ne omogucava identifikaciju
svih obradenih vrsta. Identifikacija je za pojedine vrste moguca u kombinaciji sa UNITE
molekularnom bazom podataka za identidfikaciju gljiva.

BLAST-om NCBI i UNITE banke gena jasno i bez razlika odredeno je 8 izolata:
Russula sanguinaria RSK-1X-09, Amanita muscaria AMD-X-08, Boletus luridus var. luridus
BL2-VII-10 , Boletus luridus var. luridus BL1-VII-09, Boletus satanas Bsat-X-10, Hypholoma
Jasciculare HyFC1-X-08, Lactarius deliciosus LMK1-1X-09, Pisolithus arhizus SPT1-X-09.

Kod ostalih izolata javljaju se izvesna odstrupanja (2-7%) - rezultati se ne
podudaraju. Kroz diskusiju koja sledi pokusa¢emo, izmedu ostalog, da ukazemo na razlike
izmedu ove dve baze i prednosti koje svaka od njih pruza, kao i na jo$ uvek nerazresene
probleme u taksonomiji gljiva.

Prilikom poredenja rezultata dobijenih BLASTovanjem “nasih” sekvenci
ektomikoriznih gljiva (dobijenih iz micelija u kulturi ili iz zavr$etaka korena), u bazama
GenBank i UNITE, ukoliko postoji razlika, prednost dajemo rezultatima dobijenim iz
UNITE baze podataka. Osnovni koncept ove baze, definisane kao molekularna baza
podataka za identifikaciju gljiva, zasnovan je na pouzdanosti deponovanih sekvenci, koje
vode poreklo iz plodonosnih tela determinisanih od strane stru¢njaka.

Sa druge strane, NCBI Banka Gena omogucuje uvid u mnogo veéi broj sekvenci i
esto moze da ponudi odgovore tamo gde ih UNITE nema.

Kada se govori o geografskom poreklu do sada sekvenciranih gljiva, treba imati u
vidu da je veéina sekvenci deponovanih u UNITE bazi poreklom iz severne Evrope (iz

balti¢kih zemalja), dok su nalazi sa juga Evrope malobrojni, i vezuju se uglavnom za Italiju.
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Sli¢no je i sa NCBI Bankom Gena, u kojoj su, prema poreklu nama geografski (ekoloski- u
smislu mediteranskih i suvih stani$ta) najblizi nalazi iz Italije, Spanije i Francuske.

Na osnovu pregledanih baza podataka (12.06.2012) moze se smatrati da ovi
rezultati (22 sekvence) predstavljaju prvu karakterizaciju ITS regiona za gljive iz 12 rodova
iz regiona jugoistoéne Evrope, tako da svaki rad na ovom polju predstavlja doprinos
upoznavanju bogatstva vrsta gljiva na planetarnom i lokalnom nivou.

Ektomikorizne gljive ispoljavaju velike varijacije u nizu fizioloskih i ekoloskih
osobina tako da ispitivanje svakog pojedina¢nog izolata moze da bude vredno, i da omogudi
ispoljavanje odredenih specifi¢nosti (CAIRNEY, 1999). Zbog toga je i na molekularnom
nivou iz odredenih rodova istrazeno po nekoliko izolata.

Ispitivana su 3 Swuillus izolata, poreklom od gljiva prikupljenih u $umama munike, sa
geografski relativno bliskih lokaliteta. Kao polaziSte, pretpostavljeno je da dva izolata
pripadaju vrsti S. granulatus (SGG1 i SGH2) a jedan vrsti S. collinitus (ScG1). Pregled
bliskih sekvenci dobijenih BLASTom u bazama podataka pokazao je da je, kao $to navode
MANIAN ez al. (2001), divergencija izmedu S. granulatus i S. collinitus, na osnovu DNK
sekvenci veoma niska, $to dopusta da se S. collinitus i S. granullatus tretiraju kao veoma
srodne vrste. Morfoloska (fenotipska) slicnost ove dve vrste, kao i ¢injenica da su obe vrste
prikupljene na istom stanistu (SGG1 i ScG1) na kome se, kako izgleda, S. granulatus javlja
Cesto a S. collinitus dosta rede potvrduje ovu pretpostavku. Kod izolata SgH2, najbliza
sekvenca u UNITE bazi pripada vrsti S. collinitus, dok najbliza sekvenca u NCBI bazi
pripada vrsti S. granulatus.

Prema MANIAN ez al. (2001), izmedu Suillus vrsta ITS region je jasno divergentan, a
S. granulatus, koji je filogenetski“ podeljen u tri grupe, pokazuje veliku unutarvrsnu
diferencijaciju, u zavisnosti od geografskog porekla.

Potencijal razli¢itih izolata (strejnova) S. collinitus i S. granulatus u Spaniji za
mikorizaciju sadnica proucavali su RUIZ —DIEZ ez al. (2006) i RINCON ez 4l. (2007). U tu
svrhu, ovi strejnovi su i geneticki odredeni, a uvidom u druge sekvence iz banke gena,

zapaza se njihova velika srodnost sa izolatom ScGl1, kao i sa izolatima SgH2 i SGG1 .
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ITS sekvenca poreklom od izolata S. mediterrancensis (Jacquet. & J. Blum) Redeuilh
poreklom iz $ume alepskog bora (sa primorja) zahteva dodatnu analizu i obradu do
objavljivanja. Ona odstupa od objavljene S. mediterraneensis sekvence u NCBI, i bliza je
vistama S. granulatus i S. collinitus. Ovaj izolat takode pokazuje razli¢ite obrasce razlaganja
prilikom upotrebe 5 razlicitih restrikcionih enzima u odnosu na druge Swillus izolate. S.
mediterraneensis je vrsta koja je relativno skoro izdvojena na osnovu morfoloskih-fenotipskih
karakreristika, i prema nekim autorima sporna.

Sekvencirano je 4 izolata iz roda T7icholoma (2 vrste). Vriste 1. albobrueum i T.
batschii, te T. imbricatum i T. stans takode nisu dovoljno jasno razdvojene na osnovu
morfoloskih karakteristika, $to izgleda da pokazuju i analize na molekularnom nivou. 7.
batschii i T. albobrunewm su u literaturi negde sinonimizirane (ROUX, 2006,
www.indexfungorum.org), dok ih drugi autori izdvajaju u posebne vrste. 7. szans je belezena
u Crnoj Gori retko, na istim lokalitetima na kojima se 7. imbricatum frekventno i obilno
javlja. U Banci Gena nema sekvenci koje se odnose na 7. imbricatum i T. batschii, ve¢ su u
tabeli 7 predstavljeni najblizi nalazi 77icholoma, koji su geografski vezani za Severnu
Ameriku. Nalazi 7. imbricatum i drugih Tricholoma vrsta u UNITE bazi odnose se na
nalaze iz Severne Evrope, osim jednog nalaza 7. barchii, koji je iz Hrvatske''.

Suillus i Tricholoma vrste javljaju se kao Ceste u Sumama munike u Crnoj Gori, i
pretpostavlja se da su znacajni simbionti ovoga bora.

Ispitivana su takode 4 izolata Boletus-a. Dva izolata Boletus luridus sakupljena u dve
uzastopne godine, na geografskoj udaljenosti od oko 2 km, pokazuju medusobne razlike.
Rezultati sekvenciranja pokazali su da je vrsta na osnovu fenotipskih karakteristika odredena
kao Boletus legalii (PERIC, 2011), (tabela 6), zapravo B. satanas. Pogresna determinacija vrste
posledica je varijabilnostin makroskopskih karakteristika vrste, ali i nedovoljno jasne razlike
u mikroskopskim strukturama i bazidija i bazidiospora.

Rod Boletus, kao velik, znacajan i opste poznat rod ektomikoriznih gljiva, $irokog

rasprostranjenja, pa Cak i velike ekonomske vrednosti u UNITE bazi “ima deponovane”

" Na§ izolat Tricholoma batchii TBK-X-06 pokazuje malo vidu identi¢nost (99%) sa izolatom iz Svedske,
nego (98%) sa izolatom iz Hrvatske, mada to u ovom slu¢aju nema narocitog znacaja. To pokazuje da je vrsta
stabilnog genotipa (ITS-a) u Evropi.
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sekvence za 30 vrsta - ukupno 72 sekvence. (U Index fungorum nalazi se preko 2420 vrsta
Boletusa, od kojih su mnoge sinonimizirane, ili je njihova taksonomska pozicija
promenjena, ali se svakako moze racunati da se danas radi sa najmanje nekoliko stotina vrsta
iz roda Boletus.) U UNITE bazi deponovano je na primer, 3 Boletus radicans sekvence, i 5
sekvenci koje pripadaju vrsti B. legalie. B. satanas zastupljen je sa 9 sekvenci, od kojih se 7
podudaraju 100% sa nasom Bsat-X-10. Radi poredenja navodimo i podatak da se u
GenBank nalazi se samo 3 B. satanas sekvence, koje se sa nasom podudaraju sa oko 95%.

Izolat ChA1-X-09- Chalciporus amarellus ne pokazuje dovoljan stepen identi¢nosti
sa drugim C. amarellus sekvencama. U GenBank deponovano je ukupno 5 Chalciporus
sekvenci, od kojih ni jedna nije C. amarellus. U UNITE bazi ima samo 13 Chalciporus
sekvenci, od ¢ega su 2 sekvence C. amarellus, oba poreklom iz Italije, koje su medusobno
vilo razlicite. U mikoteci na BTFu u Podgorici nalazi se veéi broj izolata C. amarellus,
poreklom iz Suma munike, ali sa razli¢itih lokaliteta, koji su zabelezeni kao ista vrsta. Za ove
izolate treba nastaviti istrazivanja na molekularnom nivou.

Vrste X. rubellus i X. communis su prema MUNOZ (2005) sinonimizirane. X. rubellus
(XRQ-VII-09) se i u nasoj kolekciji prvobitno vodio kao X communis, ali je kasnije
prihva¢ena nomenklatura sugerisana od Mufoz-a'2. Na ovom primeru zelimo da skrenemo
paznju na pojavu sinonima kod velikog broja vrsta gljiva, koja negde moze da dovede do
zabune i teskoc¢a u pravilnom povezivanju vrsta sa njihovim sekvencama. Problem je takode,
$to nije uobicajen princip da se iza navodenja imena vrste u bazi unosi i ime autora koji je
vistu kreirao, kao $to je to inace uobicajeno u navodenju u nauci. Verovatno ¢e budude
molekularna istrazivanja, mo¢i da daju preciznije odgovore na brojna pitanja iz taksonomije
gljive.

Izolat Lactarius sanguifluus LMH2-X-10 potvrden je na osnovu UNITE sekvence,
koju ovde, zbog gore navedenog, smatramo merodavnijom.

Izolat Hygrophorus sp. HyG1-X-09 nije odreden na molekularnom nivou. Broj

sekvenciranih Hygrophorus vrsta u UNITE bazi iznosi oko 30 (ve¢inom sa jednom a

12 Prema Index fungorum, ove dve vrste vode se kao razliite
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maksimalno sa 3 sekvence). To je vrlo malo, s obzirom da su u Index fungorum zabelezene
922 vrste roda Hygrophorus.

U bazama podataka nismo nasli potvrdu ni za Hebeloma sinapizans, veoma
rasprostranjenu u $umama bukve, u submediteranskom pojasu Crne Gore. Ona je cesto
nalazena na lokalitetima gde se munika i bukva javljaju zajedno. Njoj najbliza sekvenca
predstavlja neidentifikovanu gljivu izolovanu iz korena breze (B. papirifera).

Zanimljiva su i sledeta zapazanja u smislu “ekoloske sli¢nosti” i interpretacije
rezultata:

Scleroderma sp. koju smo izolovali u kulturi nije identifikovana ni molekularnim
metodama', ali je njoj najbliza sekvenca neidentifikovane vrste izolovane iz korena
Eucaliptus-a iz Zambije (TEDERSOO ez.al, Mol, Ecol 20). U Gradskom parku u Tivtu, gde
je ova Scleroderma sp. sakupljena, Eucaliptus je jedna od najzastupljenijih vrsta drveca, pa se
moze pretpostaviti da je gljiva tu dospela sa sadnim materijalom.

Izolati R sanguinaria i L. semisanguuiflus beleie najveéu sliénost sa
neidentifikovanim gljivama izolovanim iz korena P. pinaster u Spaniji'’. Moze se
pretpostaviti da u vreme kada je radena izolacija gljiva iz korena P. pinaster u bazi nisu bile
deponevane sekvence iz plodonosnih tela sa kojima bi se izvi$ilo poredenje i identifikovale
viste iz korena. Danas, su medutim ove sekvence poznate, ¢ime neidentifikovane vrste iz
korena bivaju identifikovane. MozZe se takode uociti veca identi¢nost sekvenci poreklom
geografski bliskih podrué¢ja i sli¢nih ekoloskih uslova (submediteranski i mediteranski
klimat, borovi), $to je slu¢aj i sa izolatom P. arhizus, koji pokazuje najvecu slicnost sa

izolatima iz Spanije i Italije.

Dobijene restrikcione S$eme (rezultati ITS-RFLP analize) za odredene izolate
ektomikoriznih gljiva grupisali smo i prikazali prema srodnosti (Tabele 8, 9, 10). Moze se
re¢i da se na nivou roda zapazaju odredene pravilnosti u cepanju ITS regiona. Dobijene

rezultate mogli smo da uporedimo sa ranije publikovanim rezultatima za nekoliko Pisolithus

'3 Plodonosno telo bilo je mlado i bez formiranih spora, pa nikakva determinacija, osim ona na nivou roda,
nije bila moguéa. Ovakva plodonosna tela su zgodna za dobijanje kulture.
! Druge sekvence , koje se navode u tabeli 7 potvrduju identitet nasih kultura.
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arbizus 1 Suillus izolata (vrsta). U literaturi nisu pronadeni podaci sa kojima bi se vedina
drugih restrikcionih Sema mogla uporediti. Iako se nekoliko timova (KAREN ez al., 1997;
GOMES ez al., 2002; WALLANDER ez al., 2006) bavilo ovakvim istraZivanjima, pokrivajudi
relativno veliki broj vrsta gljiva, u istrazivanjima su kori$é¢ene druge vrste gljiva (mada neke
od njih iz istih rodova), kao i u nekim slucajevima, drugi restrikcioni enzimi.

Iako je utvrdeno da ITS region rDNK pokazuje visok nivo polimorfizma izmedu
vrsta, dok su unutarvrsne varijacije vrlo ograni¢ene, smatra se da je malo toga poznato o
varjabilnosti ITS regiona medu ektomikoriznim gljivama. Nije dovoljno jasno da li se
varijacije u ITS regionu javljaju u odnosu na pojavu vrsta u razli¢itim geografski udaljenim
podru¢jima rasprostranjenja, niti kakve su moguénosti za identifikaciju vrste upotrebom
RFLP metoda (KAREN ez al., 1997). Generalni zaklju¢ci ne mogu da budu izvedeni zbog
malog broja analiziranih rodova i vrsta.

Medutim, izvesno je da ITS RFLP analiza moze da se koristi kao metod za
razlikovanje izmedu izolata gljiva na nivou vrste. Vedina koris¢enih restrikcionih enzima
razdojila je, na osnovu razli¢ite duzine fragmenata, ispitivane izolata u odgovarajuée rodove
(14 rodova).

Restrikcija sa A/u I omogudila je razlikovanje vrsta iz rodova Scleroderma, Pisolithus,
Chalciporus, Hygroporus, Hypholoma i Gymnopillus, kao i Suillus i Tricholoma, u kojima je
kori$¢en veci broj izolata, koji su se grupisali — razdvajali po istim $emama. Predstavnike
reda Rusulales (Rusula i Lactarius) karakteriSe zasebna Sema razlaganja, ali se Rusula i
Lactarius ne mogu medusobno razlikovati upotrebom ovog enzima.

Restrikcija sa Hinf 1 omogudila je razlikovanje na nivou roda za Pisolithus,
Scleroderma, Suillus, Xerocomus, Calciporus, Boletus, Tricholoma, Hygroporus, Amanita,
Hebeloma, Hypholoma, Gymnopilus, dok se restrikcioni obrasci za Russulales (Russula i
Lactarius) vrlo sli¢ni. Ovaj enzim razdvaja sve ispitivane izolate, osim $to za Russula-u i
Lactarius to nije sasvim ocigledno.

Restrikcija sa Hae 111 razdvaja manji broj izolata. Hae III na karakteristi¢an nacin
razlaze ITS region izolata iz rodova Pisolithus, Suillus, Xerocomus, Chalciporus, Lactarius,

Hygrophorus, Hebelomu i Gymnopilus. U okviru roda Boletus uocavaju se razlike izmedu
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vista. Upotreba ovog enzima omogucava razlikovanje u okviru reda Russulales, jer se ITS
region Russula ne cepa. Do restrikcije ne dolazi takode kod Scleroderma, Tricholoma,
Amanita, Hypholoma.

Mbo 1 je primenjen na manji broj izolata, pri ¢emu je restrikcija zabelezena u svim
reakcijama. Na osnovu obavljenih analiiza, mogu se razlikovati Scleroderma, Pisolithus,
Suillus, Xerochomus, Russula i Tricholoma $abloni.

Po primeni Eco RI zabelezen je manji broj restrikcija: kod vrsta iz rodova Xerocomus,
Chalciporus, Rusulales (Russula i Lactarius bez razlike), Tricholoma, Hygroporus i Hypholoma.

Rsa 1 je bio uspesan u fragmentaciji ITS regiona jedino kod vrsta iz rodova

Chalciporus, Russula i Lactarius.

Tako su rezultati o “efikasnosti” restrikcionih enzima za razlikovanje razlicitih izolata
ektomikoriznih gljiva ovde predstavljeni (zbog preglednosti) navodenjem imena roda, njih
treba vezivati iskljucivo za analizirane vrste. Diskusija koja sledi treba da pokaze da ih je
zapravo najispravnije vezivati isklju¢ivo za odredeni izolat.

Restrikcioni obrazac - Sema dobijena za izolat P. arhizus u ovom istraZivanju
odudara od rezultata koji su za Pisolithus izolate dobili GOMES ez al. (2002). GOMES ez al.
(2002) primenili su Alu 1, Hae 111, Hpa 11 i Hinf1 na 2 P. arhizus izolata razli¢itog porekla i
pri tome dobili razlicite restrikcione obrasce. Prema navedenim autorima, na osnovu ove i
studije GOMES ez al. (1999) izolati poreklom iz Brazila ¢ine grupu koja je jasno odvojena od
izolata sakupljenih u SADu i Francuskoj (JUNGHAUS et al., 1998., cit GOMES ez al., 2002).
Unutarvrsne varijacije kod P. arhizus izolata zabelezili su takode FARMER i SYLVIA (cit.
JEFFRIES i DODD, 2000), $to govori u prilog tvrdnji da ovi taksoni predstavljaju kompleks
vIsta.

Tri izolata Suillusa (2, 9, 38) koris¢ena u ovom istrazivanju pokazuju, moze se redi,
istu restrikcioni obrazac- Semu, i potvrduju da je, kako tvrde i MANIAN ez 4/ (2001)
divergencija izmedu S. granulatus i S. collinitus niska. Ovo su takode pokazali i rezultati
sekvenciranja. Nase I'TS-RFLP $eme za ispitivane Suillus izolate razlikuju se od nekih ranije

objavljenih $ema (KAREN ez 4/, 1998; EL KARKOURI ez al., 2002, 2006; WALLENDER et al.,
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2003; GOMES ez al., 2002, HORTON et al., 1998) za S. granulatus, S. collinitus i jos nekoliko
Suillus vrsta (S. brevipes, S. luteus, S. bovinus, S. variagatus). Prema MANIAN ez al. (2001),
izmedu Swillus vrsta I'TS region je jasno divergentan, a S. granulatus, koji je filogenetski
podeljen u tri grupe, pokazuje veliku unutarvrsnu diferencijaciju, u zavisnosti od
geografskog porekla, $to mozda moze da predstavlja osnov objasnjenja za dobijene razlike.
Treba imati u vidu da je ovom prilikom koris¢en materijal iz geografskog regiona i sa
domacina o kojem ranije nije bilo podataka ove vrste. Takode je oc¢igledno da je neophodan
vedi broj izolata iste vrste koji bi omogu¢io detaljniju analizu i upoznavanje restrikcionih
obrazaca ne samo za Swillus i Pisolithus, nego i za ostale izolate.

ITS RFLP Seme predstavljene u ovom radu mogu da se iskoriste kao markeri za
identifikaciju i monitoring gljiva u budué¢im programima kontrolisane mikorizacije sadnica
(EL KAKOURI 2002, GOMES et al., 2002). Dobijene restrikcione Seme predstavljaju takode
orude za dijagnostiku ektomikoriznih gljive u uzorcima korena prikupljenim u $umskim
ekosistemima (GOMES et a/., 2002; ERLAND et al., 1997; PRISCH et al., 1999; DAHLBERG et
al., 1997; HORTON i BRUNS, 1998) mada je, s obzirom na veliku raznovrsnost vrsta koja se
javljaju na uzorcima korena prikupljenim u prirodnim populacijama ovaj metod manje
efikasan.

Prema GOMES ez al. (2002), ITS- RFLP je dobar za proucavanje populacione
heterogenosti u ekosistemu.

Predstavljeni $abloni mogu da posluze za prepoznavanje i pracenje ciljanih (ta¢no
odredenih, znanih) vrsta u uzorcima korena, i zbog toga je konstatacija GOMES ez al.
(2002), u smislu mogu¢nosti da se uoci populaciona heterogenost ispravna, ali ostaje
nereSen problem krajnje determinacije svih vrsta koje se u populaciji javljaju.

Sledi nekoliko primera upotrebe ITS-RFLP metoda u determinaciji ektomikoriznih
gljiva sa korena prikupljenih u prirodnim populacijama.

ERLAND ez al. (1997) su primenili Hinf1 u digestiji ITS regiona Tylospora fibrillosa,
pri ¢emu su dobili ITS —RFLP obrazac koji je omogucio da se ova vrsta razlikuje od velikog
broja drugih bazidiomikota. Na korenovima smrc¢e prikupljenim u Sumama u juznoj

Svedskoj, mikoriza je pokazivala generalne morfoloske karakteristike 7. fibrillosa, i ITS je
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uspesno amplifikovan iz 93% uzoraka korena. U ovim uzorcima zabelezeno je 5 razli¢itih
RFLP Sema, a 7. fibrillosa potvrdena u 21% korena, $to je pokazalo da ona ima odredeni
ekoloski zna¢aj u ovim S$umama. Preostala 4 RFLP obrasca pripadaju nepozatim
simbiontskim gljivama i zastupljena su na 27, 20, 11 i 3% analiziranih korenova. Smatra se
da ovi rezultati ne bi mogli lako da budu dobijeni na osnovu isklju¢ivo morfoloskog
opisivanja (morfotajpinga) mikorize, jer svih 5 vrsta obrazuju slicne mikorizne strukture,
tako da upotreba ITS-RFLP molekularne metode omoguéava brzu determinaciju
mikoriznih simbionata.

PRITSCH ez al. (1997) koristili su PCR-RFLP za identifikaciju ektomikoriznih gljiva
iz 16 morfotipova mikorize iz 60-godi$njih Suma crne jove. Poredenjem sa RFLP obrascima
dobijenim iz plodonosnih tela prikupljenih na tom lokalitet identifikovano je 8 tipova
mikorize, dok je 8 ostalo neidentifikovano. Identifikovana su 4 ECM tipa koja su imala
identi¢ne obrasce sa obrascima dobijenim iz odgovaraju¢ih plodonosnih tela nadenih na
lokalitetu. Ona su pokazivala veliku unutarvrsnu stabilnost na osnovu analize DNK iz
plodonosnih tela sa razlicitih lokalitea, nadenih na geografskoj udaljenosti od oko 300 km.
Nasuprot tome, unutarvrsne varijacije su se javile kod plodonosnh tela Paxillus rubicundulus
sa razli¢itih lokaliteta.

DAHLBERG et al. (1997), na osnovu proucavanja diverziteta vrsta u zrelim smréevim
sastojinama u Svedskoj, smatraju da ITS-RFLP analiza unapreduje izdvajanje razlicitih
morfotipova mikorize. Njihova studija isti¢e ¢injenicu da askomicete naseljavaju oko 20%
mikoriznih korenova, a da za njih jo§ uvek nema specifi¢nih prajmera.

Koriste¢i uzorke korena sakupljenog iz mesSovitih Suma Pseudotsuga menziesii
(Mirb.)Franco i Pinus muricata D.Don HORTON i BRUNS (1998) su upotrebili
kombinaciju morfoloske karakterizacije (morfotajpinga) i PCR- RFLP metoda da pokazu da
su najces¢e ektomikorizne gljive bile u zajednici sa oba domadina. 74% biomase
ektomikoriziranih korenova je bilo kolonizovano sa vrstama iz familija Telephoraceae i

Russulaceae.
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3.5. Zaklju¢ak

U NCBI Banku Gena deponavane su 22 sekvence gljiva, od kojih je 20 pripada
mikoriznim vrstama. Ovim sekvencama, posle ponovnog ispitivanja herbarskog materijala,
modi ¢e da se pridruzi i sekvenca saprobne Gimnophilus vrste.

Prvi put su geneticki okarakterisane gljive iz 11 ektomikoriznih rodova (i jedan
saprobni) iz regiona jugoisto¢ne Evrope.

Dobijeni su restrikcioni $abloni za 25 vrste ektomikoriznih gljiva, upotrebom 3- 6
razlicita restrikciona enzima.

Dobijeni RFLP $abloni posluzice za identifikaciju ovih vrsta u korenovima sadnica,
primenjenih u programima kontrolisane mikorizacije sadnica u rasadniku ili na terenu, kao
i u uzorcima korena prikupljenim u prirodnim populacijama.

Neophodno je nastaviti zapoceta istrazivanja i u njih ukljuditi veéi broj izolata, istih,

kao i vrsta koje prethodno nisu istrazivane.
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4. Karakterizacija ektomikoriznih zajednica munike na osnovu

morfoloske analize korena i molekularnih metoda istrazivanja

4.1. Uvod

Karakterizacija ektomikoriznih zajednica oznacava prepoznavanje partnera u
zajednici. Ranija istrazivanja oslanjala su se na belezenje, determinaciju i brojanju
sporokarpa ektomikoriznih gljiva, i uobicajen nadin procene ekoloskog znacaja i diverziteta
ektomikoriznih gljiva u ekosistemima je bio procena frekventnosti i obilnosti plodonosenja.
Zbog vaznosti faktora spoljasnje sredine u aktiviranju polne reprodukcije gljiva, kao i
nepravilnosti plodonosenja kod velikog broja vrsta, ovakva karakterizacija zajednica gljiva
zahteva dugotrajan i viSegodi$nji monitoring. Prisustvo plodonosnih tela predstavlja
indikator prisustva gljive u zemljiStu, ali odsustvo plodonosnih tela na nekom lokalitetu
zna¢i malo. U umerenim temperaturnim zonama je preporueno da minimalan period
posmatranja neophodan da se dobije odgovarajuéa slika o strukturi zajednica gljiva iznosi 3-
8 godina, zavisno od veli¢ine lokaliteta koji se prati. U uslovima aridne i semi-aridne klime
plodonosenje je jos viSe sporadi¢no, i kao rezultat, ovakvo istrazivanje je vrlo tesko, ili
virtuelno nemoguce izvesti (GARDES i BRUNS, 1996).

Istrazivanja takode pokazuju da brojanje sporokarpa ne obezbeduje odgovarajuce
informacije o populacijama gljiva koje naseljavaju mikorizovane korenove (GARDENS i
BRUNS, 1996). Oslanjaju¢i se isklju¢ivo na prisustvo sporokarpa, moze da se dobije
iskrivljena slika naro¢to o kvantitavnom uce$¢u pojedinih vrsta u populaciji. Da bi se
razumelo funkcionisanje ekosistema, neophodno je obratiti paznja na gljive koje dominiraju
populacijom na vrhovima korena domacina (GARDENS i BRUNS, 1996). Postojali su brojni
pokusaji da se razviju alternativne metode za identifikovanje gljiva na osnovu vegetativnih
struktura. One su podrazumevale izolaciju gljive i njeno odredivanje na osnovu osobina
dobijene kulture ili na osnovu biohemijskih reakcija, kao i morfolosko-anatomsko
opisivanje. Najce$¢i problemi koji su se javljali prilikom ovih istrazivanja ektomikorize

odnosili su se na: ne dovoljno jasnu definiciju ektomikorize, kontaminaciju kultura gljiva,
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greske u identifikaciji korenova i gljiva, nemoguénosti da se veéina ektomikoriznih gljiva
uzgaja u kulturi na hranljivim podlogama, kao i nemogu¢nost da se pretpostavi stvarna
»veli¢ina« podzemnog diverziteta gljiva (TEDERSOO ez al., 2010).

Identifikacija tipova mikorize na osnovu morfoloske analize korenova (tzv.
morphotyping) prikupljenih u prirodnim populacijama, daje preciznije informacije o
kvantitativnom prisustvu odredenih vrsta u ekosistemu. Pocetkom 1990-ih, razvoj
molekularnih metoda istrazivanja omogucio je determinaciju prisustva ektomikoriznih
gliiva u korenu domadina, $to znacajno doprinosi poznavanju stvarnog diverziteta
ektomikoriznih gljiva. Njihova upotreba doprinela je relativnom prevazilazenje problema
kultivacije gljiva i tako sustinski unapredila identifikaciju ektomikoriznih gljiva in situ
(TEDERSOO et al., 2010).

Za istrazivanje diverziteta gljiva i strukture ektomikorizne zajednice u $umi munike
primenjen je molekularni metod koji je zasnovan na PCR reakciji, pracen sekvenciranjem
PCR proizvoda, u kombinaciji sa morfotajpingom. Polazne ektomikorizne strukture
neophodno je prvo opisati (morfolosko-anatomsko opisivanje —morfotajping), a zatim
izvrsiti izolaciju DNK iz razli¢itih »tipova« mikoriza. Sledi PCR reakcija, pra¢ena
sekvenciranjem PCR proizvoda. Ovaj metod koristi se za identifikaciju gljiva iz mikorize
zato §to su za njegovu primenu dovoljni pojedinacni uzorci male veli¢ine, a metod moze da
bude usmeren prema taksonomski veoma razlic¢itim gljivama.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se istrazi do sada nepoznata ektomikorizna zajednica
munike, identifikacijom vrsta razvijenih na korenu. Ovakva vrsta istrazivanja do sada nije

vr$ena ni u drugim Sumskim ekosistemima kod nas.
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4.2. Materijal i metod

4.2.1. Istrazivani lokaliteti
4.2.1.1. Lokalitet Sovrh

Na lokalitetu Sovrh zajednica munike razvijena je na istaknutom planinskom
grebenu, sa gotovo potpuno nerazvijenim zemljiStem, delom na kre¢njatkom siparu, a
delom na terenu sacinjenom od vecih ili manjih blokova kre¢njaka, mestimi¢no sa slabo
razvijenim zemlji$tem i travnatim pokriva¢em. Nagib terena je generalno ve¢i od 100%
(45°). Ovo je izrazito kserotermno staniSte, sa nerazvijenim ili vrlo slabo razvijenim
zemljistem u pukotinama izmedu stena. Suma munike razvijena na ovom terenu je
pionirskog karaktera.

Lokalitet Sovrh reprezentuje jedno od tipi¢nih stani$ta munike, na kre¢njackim
planinskim grebenima velikog nagiba (preko 45-60°). Ekstremnije varujante stanista
munike podrazumevaju terene jo$ strmijeg nagiba i na jedrim kre¢njackim stenama, na
kojima je uzorkovanje korena prakti¢no nemoguée. Uzimanje uzoraka korena i u ovakvim
uslovima izuzetno je otezano s obzirom da je zemljiSte izuzetno kamenito i sa malim
uce$¢em sitnijih frakcija kamena u povrsinskim slojevima. U isto vreme, munika formira jak
koren kod kojeg je odmah izrazen rast vertikalno na dole, i slabo grananje (odvajanje i malih
bo¢nih grana korena) u zoni od nekoliko -20 cm ispod povriine zemljista. Ucesée sitnije
frakcije kamena izrazeno je na siparima, gde ima izuzetno malo organske komponente
zemljiSta (tu ima mrvljenog kre¢njackog Zuto-smedeg praha). Na sitno terasastom terenu
strmih padina dolazi do formiranja smedeg Sumskog zemljista, koje se deponuje izmedu
krupnijih komada kamena, ili izmedu stena. To su inicijalne faze formiranja zemlji$ta. Ove
terase su najcesée zatravnjene, a do akumulacije ¢etina dolazi samo mestimi¢no, i u maloj
koli¢ini, usled spiranja.

Povr$ina na kojoj su sakupljeni uzorci u ovom istrazivanju ima oblik $iroke trake
duzine oko 1500-2000 m i $irine 50-100 m.

Smatramo da ovaj lokalitet zauzima grani¢nu poziciju izmedu mediteranske i

prokletijske varijante Sume munike.
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4.2.1.2. Lokalitet Kastrat

Na ovom lokalitetu munika raste na manje ili viSe zaravnjenom platou sa padinama
nagiba do 30 %, sa dobro razvijenim zemljiStem (smede zemljiSte na kre¢njacima). Na
delovima zemljiSte nije razvijeno i veoma je skeletno. Ova $uma ima karakter klimazonalne
zajednice munike. Ovo je takode jedno od tipi¢nih stani$ta na kome se, zavisno od sezone,
javlja manje ili vise obilno plodonosenje gljiva. Lokalitet Kastrat je geografski blize moru, ali
kao i lokaliet Sovrh, ima grani¢nu poziciju izmedu mediteranske i prokletijske varijante

$ume munike.

4.2.2. Prikupljanje ektomikoriznih uzoraka

Uzorci korena munike sakupljeni su na lokalitetima Sovrh (Lokalitet 1) i Kastrat
(Lokalitet 2). Sakupljeni su vrhovi korena ve¢inom sa malih stabala (iz podmladka munike),
sa dubine oko 10, rede do 20 cm. To su najvisi bo¢ni korenovi koji polaze sa glavnog
korena. Ovi korenovi prostiru se kroz tanak sloj zemlje izmedu kamenja. Veli¢ina uzoraka
korena do koje se moglo do¢i bila je relativno mala u odnosu na ukupnu masu razvijenog
korena. Zbog toga podatke o obilnosti pojavljivanja pojedinih vrsta u zajednici treba uzeti
sa rezervom.

Na lokalitetu Sovrh uzeti su uzorci sa 35 pojedina¢nih stabala munike, pri ¢emu se
pazilo da medusobna udaljenost izmedu stabala bude najmanje 20 m. Kada je to bilo
mogucde, osim korena uzet je uzorak okolne zemlje. Na lokalitetu Kastrat uzorci su uzeti sa
14 stabala.

Uzorci zemljista i korena (zemlji$ni uzorci) ¢uvani su u plasti¢cnim vreama na +4 °C
do momenta pripreme, ne duze od 3 nedelje. Preporucuje se kratkotrajno ¢uvanje uzoraka
korena na +4 °C, ne duze od 3 nedelje pre zamrzavanja na -20 °C radi o¢uvanja kvaliteta
DNK i njene lakse izolacije (MENKIS i VASAITIS, 2011.)

Uzorci su potapani u vodu nekoliko sati pre pranja zato $to je zemlja bila suva i

rastresita. Velike uzorke zemlje potrebno je sejati, da bi se izdvojili korenovi.
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Slika 7. Istrazivani lokaliteti (b) i uzimanje uzoraka: a, c, g, h- Lokalitet Sovrh, i-lokalitet
Kastrat; d, e, f- uzorci korena
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Relativna zastupljenost odredenih taksonomskih grupa (rodova) u zajednici odnosi
se na Cestinu pojavljivanja odredene gljive u populaciji. Ona je ra¢unata kao odnos ukupnog
broja stabala sa odredenim morfotipom i ukupnog broja istrazivanih stabala (HORTON i
BRUNS, 2001), $to je prikazano u tabeli 15, kolone 31 9.

U odnosu na zastupljenost odredenog morfotipa u pojedina¢om uzorku korena,
odredena je relativna zastupljenost morfotipa (BRUNS, 1995) kao:

A-minorna komponenta < 10% svih vrhova korena

B-minorno kodominantna 10-50 % svih vrhova korena

C-vectinski kodominantna 50-90% svih vrhova korena

D-dominantna komponenta > 90% svih vrhova korena, $to je prikazano u tabeli 15,
kolone 4-7 1 10-13.

Frekventnost pojavljivanja odredenog taksona u populaciji na osnovu retultata
sekvenciranja prikazana je kao broj sekvenci odredenog takona u odnosu na ukupan broj
dobijenih sekvenci za lokalitet (tabela 12 i tabela 13, kolona 9). Za odredivanje
kvantitativne zastupljenosti odredenih taksona na korenu domacina relevantni su podaci

prikazani u tabeli 15.

4.2.3. Morfolosko — anatomska karakterizacija korena munike iz prirodnih populacija

Korenovi su pazljivo oprani. Iz svakog uzorka korena izdvojeno je 20-50 (prose¢no
oko 30-35) mikoriziranih vrhova korenova. Ektomikorizni korenovi su identifikovani na
osnovu prisustva omotaca, cksternalnih hifa ili rizomorfi i odsustva korenskih dlaka.
Morfotipovi su izdvajani i grupisani na osnovu tipa grananja, oblika, boje, teksture,
prisustva/odsustva okolnih hifa i rizomorfi, i dodeljena su im deskriptivna imena (RINCON
et al., 2001, MENKIS ez al., 2005). Za opisivanje makroskopskih karakteristika koris¢ene su
binokularne lupe Biooptica XTL 2400D I Zeiss Discovery .V12 (45-90 X uveéanje. Deo
proucavanog materijala je fotografisan.

Procenjena je procentualna zastupljenost pojedinih morfotipova u uzorku korena.
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Vrhovi korena za svaki od izdvojenih morfotipova odvajani su u tube od 1,5 ml. Iz

svake tube izdvajan je kao reprezent po jedan vrh korena i kori$¢en za molekularnu analizu.

4.2.4. Molekularna analiza (iztolacija DNK, PCR amplifikacija i sekvenciranje)

Ekstrakcija DNK obavljena je prema CTAB protokolu za ekstrakciju.

Pojedina¢ni vrhovi korena stavljeni su u tube od 1,5 ml u 0,6 ml 3% CTAB pufera i
mrvljeni pomo¢u mikro tu¢ka. Nakon toga, uzorci su inkubirani na 65 °C u trajanju od 1h.
U tube je zatim dodato po 0,6 ml hloroforma (ili hloroform:isoamil 24:1) i centrifugirano
15 minuta na 13 K. Po centrifugiranju, gornja faza je prebacena u novu 1,5 ml tubu.
Precipitacija je izvr$ena sa dvostrukom zapreminon (oko 1 ml) izopropanola. Uzorci su
ostavljeni na -20° C minimalno 30 minuta. Nakon centrifugiranja (15 min na 13 K),
supernatant (te¢nost) je odstranjen iz tube, a DNK je ispran sa 70% etanolom (0,2 ml),
osusen i rastvoren u 0,3 ml sterilne ultradiste vode.

Za PCR reakciju su koriS¢eni prajmer specifi¢an za gljive- ITS1-F i univerzalni
prajmer ITS4. PCR reakcija je izvedena u Applied Biosystem Gene Amp PCR System
2700 thermal cycler. Inicijalna denaturacija DNK obavljena je na 95 °C u trajanju od 5
min. Sledilo je 35 amplifikacionih ciklusa: denaturacija na 95 °C u trajanju od 30 s, aniling
(otpustanja/vezivanja prajmera) na 55 °C za 30 s, i ekstenzije (izduzivanja) na 72 °C u
trajanju od 45 s. Zavr$no izduzivanje DNK lanca obezbedeno je na 72 °C u trajanju od 7
min.

Radi optimizacije PCR reakcije, kori$¢ene su razlicite koli¢cine DNK po reakeiji: 1 pl
ekstrakovane DNK/15 pl reakcije, 10 puta razblazena DNK, ili 20 puta razblazena DNK,
kao 1 ul DNK/ 15 pl reakcije.

PCR reakcija od 15 pl je sadrzala 1 pl DNK (ekstrakovane ili razblazene), 1,5 pl
Dream Taq Green Buffer-a (Fermentas, EU), 1,5 pl dNTP, po 0,3 pl oba prajmera, 0,45 pl
MgCl,, 0,08 pl polimeraze (Dream Taq DNA polimerase, Fermentas, EU ) i 9,87 pl

sterilne ultraciste H,O.
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PCR proizvod je razdvajan na 1% agaroznom gelu, koji je bojen gel zelenom bojom
(Gel Green Nucleic Acid Stain, Biotum Inc.) i posmatran pod UV svetlom.

Ukoliko je po uzorku bila zabelezena samo jedna traka DNK ($to potvrduje da je
sav DNK u uzorku poreklom samo iz jednog “izvora”-organizma) i ukoliko je jacina signala
(debljina trake) bila dobra, PCR proizvod je kori$¢en za sekvenciranje.

Ukolikoje samo jedna DNK traka bila prisutna u uzorku, ali je bila slaba ili tesko
vidljiva, rasblazen PCR proizvod je kori$¢en za reamplifikaciju sa univerzalnim prajmerima
ITS1 (umesto ITS1-F) i ITS4, i dobijeni PCR proizvod, sa dobrim trakama, je koris¢en za
sekvenciranje.

PCR proizvodi koji su imali ve¢i broj traka, ponovo su razdvajani na 1,5%
agaroznom gelu. Iz gela su vadeni isecci traka, upotrebom nastavaka za pipete, ili isecanjem.
DNK izdvojen iz traka je reamplifikovan upotrebom univerzalnih prajmera ITS1 (umesto
ITS1-F) i ITS4, i dobijeni PCR proizvodi (kada bi bila dobijena samo jedna traka), su
kori$¢eni za sekvenciranje.

Za uzorke koji nisu dali rezultate upotrebom prethodno opisanog metoda,
primenjen je pristup ugnjezdenog (nested) PCR-a. Za prvu PCR reakciju koriéeni su
prajmeri NLC2 i NSA3. Uslovi PCR reakcije su bili isti kao u reakeiji sa prajmerima ITSI i
ITS4, osim $to je temperatura anilinga (vezivanja prajmera) bila 68°C. Druga PCR reakcija
je izvedena sa prajmerima ITS1F i ITS4 (PERSSON ez al., 2009).

Posle ove reakcije pojedini uzorci su izdvojeni za sekvenciranje na isti na¢in kao sto
je prethodno opisano. Drugi uzorci razdvajani su na agaroznom gelu, reamplifikovani sa
prajmerima I'TS1 i I'TS4, i koriS¢eni za sekvenciranje.

PCR proizvod je prediséen i pripremljen za sekvenciranje. Cis¢enje PCR proizvoda
obavljeno je sa enzimima Exonuclease I (Fermentas, EU) i Skrimp Alkaline Phosphatase
(SAP, Fermentas EU), prema uputstvu proizvodaca (Exonuclesa I-1ul/10pl PCR proizvoda
i SAP-2 pl/10 pl PCR proizvoda).

PCR proizvod je sekvenciran u jednom pravcu, koriS¢enjem prajmera ITS4.

Sekvenciranje je obavljeno u Macrogen Inc, Seoul, Korea.

' Ponekad je bilo potrebno ponoviti razdvajanje na gelu 2 puta, da bi se dobile &ste trake. Za dobro
razdvajanje, potrebna je dugotrajna elektroforeza (10-12 h i slabiji napon 100-120 V)
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Oko 380 uzoraka DNK iz 263 korenska zavrSetka je sekvencirano sa lokaliteta
Sovrh i oko 150 uzoraka DNK iz 72 uzorka korena sa lokaliteta Kastrat je poslato na
sekvenciranje.

Ova istrazivanja obavljena su u laboratoriji Odseka za Sumsku mikologiju i
fitopatologiju Fakulteta za prirodne resurse i poljopriviedne nauke u Upsali, Svedska
(Faculty of Natural resources and Agricultural Sciences, Department of Forest Mycology

and Plant Pathology, Uppsala).

4.2.5. Kori$éeni softverski paketi

Sekvence su manuelno uredene, i analizirane upotrebom softvera SeqMan version
5.01 iz programskog paketa DNASTAR (DNASTAR, Madison, WI, USA) i softvera
BioEdit version 7.0.5.2 (Hall, 1999).

Za identifikaciju ITS rDNK sekvenci kori$¢ene su baze podataka GenBank
(BENSON ez al., 2005) i UNITE (KOLJALG ez al., 2005). Kriterijum na osnovu kojeg je
donosena odluka o taksonu ili rodu kome pripada odredena sekvenca je bio medu- i
unutarvrsna sli¢nost I'TS sekvence sa sekvencama deponovanim u ove dve baze. Za svaki
takson je u ovom slu¢aju neophodan poseban pristup, jer se $irina varijacija ITS regiona
razlikuje od vrste do vrste, ili od roda do roda. U vedini slu¢ajeva prihvaéeno je da takson
odreden na nivou vrste, ukoliko podudarnost sa ITS sekvencama u bazama podataka
iznosila 98-100%, a na nivou roda ukoliko podudarnost varira izmedu 90 i 97% (MENKIS

et al., 2005, NIETO i CARBONE, 2009).
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4.3. Rezultati istraZzivanja

Prikupljeni uzorci korena, zbog karakteristika rasta korena munike, bili su relativno

mali (izmedu 20 i 100 cm korena po stablu). Sakupljeni su na dubini do 20 cm zemljista.

Analizirano je preko 900 korenskih zavrietaka sa lokaliteta Sovrh i preko 400 korenskih

zavr$etaka sa lokaliteta Kastrat, koji su predstavljali subuzorak od ukupno sakupljenih

korenova, kojih je u glavnom uzorku bilo 1-5 puta vise.

Na uzorcima korena munike izdvojeno je 11 jasno razlic¢itih morfotipova (i nekoliko

prelazni medu-varijanti), iz kojih izolovano 120 taksona gljiva. Kao ECM odredeno je 29

taksona, koje su podeljene u 9 taksonomskih grupa. Do ovih 9 taksonomskih grupa, 6

dominira u zajednici, i predstavljeno je razli¢itim morfotipovima.

Tabela 11. Opis dominantnih ektomikoriznih morfotipova na osnovu spoljnih
morfologkih karakteristika na lokalitetima Sovrh i Kastrat
morfo- . .. v Y emaniraj . :
. morfologija, boja i povrsina omotaca . rizomorfe lokalitet
tip uce hife
A-KB Koraloidni, sa gustim belim omota¢em 13 risutne, 13 risutne, tamne, Sovrh
Ceste Ceste
B Beli visestruko razgranati na dugim dr$kama ne nedostaju Sovrh
C Dihotomo razgranati, dugi, sa tankim crnim | ne nedostaju Sovrh,
omtadem Kastrat
D-KC | Crni, viSestruko razgranati u veéim ili manjim | povremen | povremene Sovrh
grupama, gotovo koraloidni o prisutne
E Pravi, nerazgranati, nabrekli, crvenkasti, glatki; | ne nedostaju Sovrh,
parcijalno sa belom micelijom Kastrat
F Nerazgranati, zakrivljeni do tortuozno uvijeni | parcijalno | nedostaju Sovrh
gotovo glatki, sa  parcijalno  razvijenom | prisutne Kastrat
micelijom
G Nerazgranati, dugi, sa tankimcrnim omotatem ne nedostaju Sovrh,
Kastrat
H Nerazgranati, dugi, cik-cak izlomljeni, skoro | ne nedostaju Sovrh,
glatki, sa komadi¢ima zemlje Kastrat
I Dihotomo visestruko razgranati pod pravim- | guste, veéinom Sovrh
tupim uglom, na kratkoj drici, sa ili bez ;:Ei:e prisutne, smede
vunastog omotaca nedostaju
] crni, dugi, dihotomo razgranati obilne retko Sovrh,
bele, guste Kastrat
K- Dihotomo razgranati, beli ili Zuti obilne, obilne, Sovrh,
Amph belo-zuto | narandasto- Kastrat
smede smede do smede
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Slika 8. Mikoriza na korenu munike u uzorcima iz prirodnih populacija. Razliciti

morfotipovi a, ¢, e- morfotip K (Amph.); b -morfotip D; d -morfotip J; f -morfotipovi I i
D; g, h- morfotip A (KB)
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Slika 9. Mikoriza na korenu munike u uzorcima iz prirodnih populacija. Razliciti
morfotipovi a, -morfotip D (LK); b, h- morfotip C; ¢, g-morfotip F; d -morfotip E.
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Tabela 12. Taksoni gljiva sekvencirani iz korena Pinus heldreichii sa lokaliteta Sovrh na

osnovu najblize identifikovanih sekvenci iz baza podataka Banke Gena (GenBank) ili

UNITE
q 5 e 2x % =
br. | £ = najblize identifikovana vrsta na osnovu S B 5 o o
8 BLAST a GenBank i UNITE 55 E° ba | %
_s g = =
1 11-1 | 560 | AJ272410 Suillus granulatus 100 99 | GB | 13/334
2 | 11-2 | 616 | AJ272409 Suillus granulatus 100 92 | GB | 5/334
3 | 11-3 | 630 | GUO016620.1 | Suillus bovinus 99 99 | GB | 4/334
4 |11-4 | 815 | JF908761.1 | Rhizopogon rocabrunae 97 96 | GB | 22/334
5 |11-5 | 651 | UDBO011504 | Lactarius sanguifluus | 644/644* | 100 | U 5/337
6 | 11-6 | 629 | UDB011653 | Tricholoma terreum 611/612 | 99 | U 4/337
7 | 11-7 | 655 | HQ201354.1 | Inocybe laetior 91 97 | GB | 2/337
8 | 11-8 | 641 | JF908157.1 | Inocybe pseudodestricta 99 90 | GB | 1/337
9 | 119 | 641 | JF908062.1 | Hygrocybe persistens 100 99 | GB | 1/337
10 | 11110 | 515 | JN943932 Amphinema byssoides 100 100 | GB | 1/334
11 | 11-11 | 542 | IN943914.1 | Amphinema sp. 98 99 | GB | 12/334
12 | 11-12 | 643 | JN943914 Amphinema sp. 99 82 | GB | 3/334
13 | 11-13 | 580 | F]552806.1 | Uncultured Amphinema | 100 | 91 | GB | 4/334
14 | 11-14 | 427 | FJ210731.1 | Uncultured Cortinarius 99 99 | GB | 3/334
15 | 11-15 | 518 | UDB003300 | Tomentella fuscocinerea 498/518 | 97 | U 4/334
16 | 11-16 | 595 | UDB003309 | Tomentella cinerascens 539/566 | 95 | U 3/334
17 | 11-17 | 604 | UDB000260 | Tomentella galzinii 538/553 | 97 | U 1/334
18 | 11-18 | 641 | HQ204743.1 g:;:ult. Tomentella 98 9 | GB | 3/334
19 | 11-20 | 571 | UDB003323 | Tomentella 536/565 | 94 | U 3/334
20 | 11-21 | 652 | UDB000029 | Pseudotomentella tristis 520/562 | 92 U 1/334
22 | 11-22 | 579 | EU668260.1 | Uncultured Sebacina 99 99 | GB | 5/334
23 | 11-23 | 548 | F]792845 Uncultured Sebacina 99 99 | GB 1/334
24 | 11-24 | 528 | DQ069001.1 | Wilcoxina rehmii 99 99 | GB | 6/334
25 | 11-25 | 571 | GU327400.1 | Uncultured Wilcoxina 99 99 | GB | 10/334
26 | 11-26 | 511 | GU004209.1 | Cadophora malorum 99 100 | GB | 8/334
27 | 11-27 | 499 | AY664503.1 | Cadophora sp. 99 100 | GB | 2/334
28 | 11-28 | 458 | AY729938 Lunulospora curvula 99 98 | GB | 2/334
29 | 11-29 | 506 | UDB003074 | Lachnum brevipilosum 89 96 | U | 2/334
30 | 11-30 | 468 | HM036602 | Neonectria macrodidyma 99 99 | GB | 2/334
31 | 11-31 | 429 | GU479904 | Neonectria radicicola 99 99 | GB | 1/334
32 | 11-32 | 457 | JF735314.1 | Neonectria ramulariae 99 99 | GB | 1/334
33 | 11-33 | 457 | UDBO011457 | Sclerotinia tuberosa 436/452 | 96 | U 1/334
34 | 11-34 | 517 | GU566258.1 | Davidiella tassiana 99 99 | GB | 1/334
35 [ 11-35 | 521 | EU918706.1 | Chaetomium globosum 99 99 | GB | 1/334
36 | 11-36 | 486 | HQ829070.1 | Coniochaeta sp. 99 99 | GB 1/334
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br. | 2 £ najblize identifikovana vrsta na osnovu % = E ° %
5|4 BLAST a GenBank i UNITE 55 |E° ba | 5
.= ez = <
37 | 11-37 | 291 | FR839631.1 | Pichia pastoris 100 94 | GB | 1/334
38 | 11-38 | 450 | AB470835.1 | Dothiorella gregaria 100 99 | GB | 2/337
39 | 11-39 | 528 | HM589356 | Phoma sp. 100 98 | GB | 1/334
40 | 11-40 | 452 | GU004210.1 | Phoma herbarum 99 99 | GB | 2/334
41 | 1141 | 467 | DQO093752.1 | Chalara microchona 99 98 | GB | 1/334
42 | 1142 | 495 | HQI115727.1 Cladospc.).rlum 99 98 | GB | 6/334
langeronii
43 | 11-43 | 511 | IN650537.1 Cladospo%m.lm 100 00| GB | 2/334
cladosporioides
44 | 11-44 | 482 | IN033481.1 | Cladosporium 99 99 GB | 1334
perangustum %
45 | 11-45 | 464 | EF679388.1 Clladosporlum 99 99 | GB | 1/334
spinulosum
46 | 11-46 | 458 | HQ829067.1 | Cladosporium sp. 100 99 | GB | 6/334
47 | 11-47 | 501 | AY373928 | Penicillium restrictum 100 99 | GB | 5/334
48 | 11-48 | 462 | GU092963.1 | Penicillium arenicola 99 87 | GB | 2/334
49 | 11-49 | 504 | HQ607929.1 | Penicillium canescens 99 99 | GB 1/334
50 | 11-50 | 518 | HQ442348.1 | Penicillium roqueforti 99 99 | GB | 1/334
51 | 11-51 | 389 | DQ093771 | Tetracladium maxilliforme 97 94 | GB | 1/334
52 | 11-52 | 473 | FJ205463.1 Tetraclafilum 98 97 | GB 1/334
marchalianum
53 | 11-53 | 531 | EU883432.1 | Tetracladium furcatum 99 99 | GB | 1/334
54 | 11-54 | 465 | GU055653.1 | Tetracladium sp 99 99 | GB 1/334
55 | 11-55 | 460 | GU327474 Uncultured Tetracladium 100 99 | GB 1/334
56 | 11-56 | 425 | EU344982.1 | Claviceps purpurea 98 99 | GB | 1/334
57 | 11-57 | 515 | EU886744 Simplicillium lamellicola 99 99 | GB 1/334
58 | 11-58 | 489 | JF440584541 | Aureobasidium pullulans 100 92 | GB | 1/334
59 | 11-59 | 573 | HQ631063.1 | Exophiala sp. 99 95 | GB | 2/334
60 | 11-60 | 300 | EF060894 Saccharomycetales sp. 99 91 | GB 1/334
61 | 11-61 | 482 | HQ115661 | Geomyces pannorum 100 99 | GB | 10/334
62 | 11-62 | 570 | JF439489.1 | Mortierella sp. 99 99 | GB | 1/334
63 | 11-63 | 559 | HQG637326 | Mortierella sp 100 94 | GB | 1/334
64 | 11-64 | 367 | EM178369.1 | Metschnikowia agaves 98 90 | GB | 8/334
65 | 11-65 | 502 | DQ490623.1 | Hemimycena gracilis 96 94 | GB | 1/334
66 | 11-66 | 572 | JF340282.1 | Fomitopsis pinicola 100 98 | GB | 1/334
67 | 11-67 | 648 | UDB011433 | Panellus serotinus 641/642 | 99 U 2/334
68 | 11-68 | 669 | GQ892801.1 | Strobilurus esculentus 99 98 | GB
69 | 11-69 AY302527.1 | Wallemia muriae 96 96 | GB | 1/334
70 | 11-70 | 560 | AF145324.1 | Cryptococcus aerius 100 99 | GB | 3/334
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br. | 2 '\% najblize identifikovana vrsta na osnovu % = E ° §
S - BLAST a GenBank i UNITE 55 |E° ba | 5
< ez = =
71 | 11-71 | 584 | FR717868.1 | Cryptococcus macerans 97 97 | GB | 1/334
72 | 1172 | 460 | HQ445477 | Uncultured fungus clone 99 96 | GB | 2/334
73 | 11-73 | 466 | GU122898 | Uncultured fungus clone 96 89 | GB 1/334
74 | 11-74 | 463 | GQ921746 | Uncultured fungus clone 100 99 | GB 1/334
75 | 11-75 | 544 | GQ921791.1 | Uncultured fungus 9 99 | GB | 1/334
clone
76 | 11-76 | 455 | AY805600 Ascomycete sp. 96 95 | GB 1/334
77 | 1177 | 469 | HQG649827 | Pleosporales sp. 100 99 | GB | 1/334
78 | 11-78 | 399 | EF619741 Uncultured Pleosporales 100 96 | GB | 1/334
79 | 11-79 | 514 | HM208715 | Pyrenochaeta sp 100 97 | GB | 1/334
80 | 11-80 | 395 | AF476985 Ectomycorrhizal root tip 100 100 | GB | 1/334
81 | 11-81 | 567 | B636468 Uncult ectomycorrhizal f. 99 95 | GB 1/334
82 | 11-82 | 526 | AB636468.1 | Uncult. ectomycorrhizal f. 99 98 | GB | 1/334
83 | 11-83 | 469 | EU326174 Uncul't.ectomycorrhiza 99 98 | GB 1/334
(Helotiales)
84 | 11-84 | 488 | JF748081.1 | Uncultured Helotiales 100 99 | GB | 1/334
85 | 11-85 | 452 | AY345353.1 Ectom?lcorrhizal isolate 100 9% | GB | 1334
(Helotiales)
86 | 11-86 | 498 | FJ378851.1 | Uncultured Helotiales 100 99 | GB | (2)/334
87 | 11-87 | 510 | DQ182461.1 | Uncult. sordariomycete 98 99 | GB | 8/334
88 | 11-88 | 496 | DQ182427.1 | Uncultured Helotiales 100 96 | GB | 6/334
89 | 11-89 | 546 | DQ182444 | Uncultured ascomycete 99 98 | GB 1/334
90 | 11-90 | 365 | EM177652.1 | Uncult. compost fungus 100 100 | GB | 13/334
91 | 11-91 | 367 | EU754984.1 | Unculk. 100 99 | GB | 1/334
Saccharomycetales
92 | 11-92 | 568 | F]553582 Uncult. Agaricomycetes 99 99 | GB | 1/334
93 | 11-93 | 526 | DQG672274 | Uncult. soil basidiomycete 96 94 | GB | 1/334
94 | 11-94 | 469 | AM901765 | Uncult. basidiomycete 100 94 | GB 1/334
95 | 11-95 | 658 | AM901732 | Uncultured basidiomycete 100 99 | GB | 2/334
Neidentifikovane sekvence
1 | 1-155 1 330 | F]824641 Uncultured Ascomycota 97 96 | GB | 1/334
2 | 11156 | 623 | EF635664 Uncultured fungus clone 84 90 | GB
3 11-157 | 498 | DQ309137 | Uncultured fungus isolate 71 89 | GB 2/334
4 | 11158 | 468 | DQ182449 | Uncultured ascomycete 96 89 | GB | 1/334
5 | 11159 | 618 | UDB003048 | Trichopezizella relicina 5e-37 |zak | U 1/334
6 | 11160 | 637 | EF635819 Uncultured fungus clone 35 92 | GB | 1/334
7 | 11161 | 585 | FRG682335 Uncult. fungus DNA 97 87 | GB 1/334
8 11-162 | 500 | UDB000989 | Trichophaea gregaria e-117 | zak | U 1/334
9 | 11163 | 554 | JF440621.1 | Trichophaea hybrida 94 79 | GB | 1/334
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br. | 2 £ najblize identifikovana vrsta na osnovu % B E ° g

5 E BLAST a GenBank i UNITE £ é, g bl &

S ERAN - &
10 | e | 523 UDB003037 | Crocicreas furvum 0.0 zak | U 1/334
UDB003071 | Pyrenopeziza millegrana 0.0 zak | U 1/334
11 | 11-165 | 534 | UDB003038 | Mollisia benesuada le- zak | U 1/334
12 e EF635808.1 | Uncultured fungus 9 9 | GB | 1334

clone

13 | 1167 | 515 | HQ115717.1 | Devriesia sp. 75 86 | GB 1/334
14 | 11168 | 499 | HQ115717.1 | Devriesia sp 77 86 | GB | 1/334
15 | 11-169 | 472 | HM044593 | Uncult. Pyronematacea 100 81 | GB | 1/334
16 170 626 | EF635664.1 g;l;sltured fungus 86 90 | GB | 1334
17 | 11171 | 499 | JE748081.1 | Uncultured Helotiales 98 77 | GB | 1/334
18 | 11-172 | 492 | GU055726 | Uncult. Helotiales clone 99 90 | GB 1/334
19 | 11173 | 505 | F]554104.1 | Uncult. Pezizomycotina 64 83 | GB | 1/334
20 | 11-174 | 530 | AY664503 Cadophora sp. 76 89 | GB 1/334
21 | 111175 | 652 | DQ494379.1 | Vermispora fusarina 41 76 | GB | 1/334
22 | 11176 | 667 | JF519259.1 | Uncultured Alatospora 82 70 | GB | 1/334
23 | 1177 | 619 | EU041818.1 | Veronaea japonica 87 94 | GB 1/334
24 | 111178 | 485 | FR839631.1 | Pichia pastoris 81 90 | GB | 1/334
25 | 11,179 | 503 | IN225916 Diaporthales sp. 73 83 | GB 1/334
26 | 111181 | 569 | EU883432.1 | Tetracladium furcatum 96 92 | GB 1/334
27 | 11-182 | 471 | AB478857 Rhodotorula arctica 85 89 | GB 1/334
28 | 11-183 | 573 | FJ210642.1 | Sporobolomyces sp. 91 81 | GB | 1/334
29 | 11184 | 456 | HQ211502.1 | Uncult. Cryptococcus 96 86 | GB | 1/334
30 | 11-185 | 566 | EN550902.1 | Inocybe 40 89 | GB | 1/334
31 | 114186 | 536 | IN133918.1 | Amphinema sp. 99 83 | GB 1/334
32 | 11-187 | 544 | GU998316.1 | Uncultured Dermocybe 87 82 | GB | 1/334
33 | 11-188 | 614 | EN391358.1 | Uncultured fungus 71 81 | GB | 1/334
34 111189 | 646 | GQ512172.1 | Uncultured fungus 10 80 | GB | 1/334

*

za podatke iz Unite nije data ve¢ identi¢nost izrazena kao broj baznih parova, ba- baza

podataka, frekventnost- frekventnost pojavljivanja u ukupnom broju obradenih sekvencis

zak- zaklju¢ane sekvence u UNITE bazi, u koloni pokrivenost kod zaklju¢anih sekvenci

prikazana E value.
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Tabela 13. Taksoni gljiva sekvencirani iz korena Pinus heldreichii sa lokaliteta Kastrat, na
osnovu najblize identifikovanih sekvenci iz baza podataka Banke Gena (GenBank) ili

UNITE
br | oznak | du. | najblize identifikovana vrsta na osnovu | pokriv.* | I BP | frekv.
a (bp) | BLAST a GenBank i UNITE (Query) | %
1 11-96 | 683 | UDB011205 | Russula firmula 570/571 | 99 U 3/128
2 11-97 | 645 UDB001634 | Russula sanguinea 623/627 | 99 U 1/128
3 | 1198 | 492 | IN944008.1 | Russula laricina s 99 99 | GB | 1/128
4 | 1199 | 494 | UDB011333 Russula nauseosa 454/489 | 92 | U 2/128
5 | 11-1000 | 657 | AF249289.1 | Lactarius sanguifluus 100 100 | GB | 2/128
6 | 11-101 | 644 | UDB000923 | Lactarius sanguifluus 0.0 90 U 1/128
7 11-102 | 613 UDBO000664 | Suillus sp. (variegatus) | 491/510 | 96 U 1/128
8 | 11-103 | 526 | IN943914.1 | Amphinema sp. 8 99 99 | GB | 16/128
9 | 11-105 | 530 | IN943925.1 | Amphinema sp.7 98 97 | GB | 1/128
101 11-106 | 511 | IN943898.1 | Amphinema sp. 3 100 91 | GB | 1/128
11| 11-107 | 524 | EN565232.1 | Uncult. Atheliaceae 100 97 | GB | 4/128
121 11-108 | 488 | AF272917.1 | Tomentella badia 98 96 | GB | 2/128
13 | 11-109 | 636 | JF419515.1 Uncult. Tomentella 99 96 | GB | 1/128
14 EU668254.1 | Unc. 99 96 | GB
B 11110 | 708 Pseudotomentella 1/128
UDB000029 | Pseudotomentella tristis 558/593 | 94 U
11-111 | 542 | DQ520095.1 | Sebacina incrustans 100 99 | GB | 2/128
16 | 11-112 | 558 | HQ154273.1 | Uncultured Sebacina 100 | 99 | GB | 2/128
17| 11-113 | 529 | HM190136.1 | Phialocephala fortinii 99 99 | GB | 4/128
18 | 11-114 | 466 | EU103612.1 | Phialocephala 100 99 | GB 8/128
helvetica
;123 11115 | 4ss UDBO003074 | Lachnum brevipilosum 0.0 zak | U 1/128
FJ440910.1 Uncult. Lachnum 99 99 | GB
11-116 | 475 | UDB003073 | Albotricha acutipila 0.0 zak | U 1/128
21 | 11-117 | 500 | AF444292.1 | Rhodotorula pinicola 100 99 | GB | 1/128
22 | 11-118 | 498 | AY302527.1 | Wallemia muriae 98 99 | GB | 1/128
23 | 11-119 | 667 | EU400587.1 | Malassezia restricta 99 99 | GB | 7/128
24 | 11-120 | 741 | AJ437693.1 | Malassezia globosa 94 98 | GB | 1/128
25 | 11-121 | 544 [NG22200.1 Cryptococcus magnus 99 100 | GB 1/128
26 | 11-122 | 441 H0909095.1 | Cryptococcus flavescens 99 99 | GB 2/128
27 | 11-123 | 559 | AY038836.1 | Mrakia sp 100 99 | GB | 2/128
28 | 11-124 | 486 | IN689348.1 | Aspergillus versicolor 99 99 | GB | 1/128
P s | 472 | IN6s0saz.y | Cladosporium 99 | 100 | GB | 1/128
cladosporioides
50 11126 | 449 | HO871874.1 | Cladophialophora 100 | 91 | GB | 1/128
chaetospira
31 | 11-127 | 501 | DQO068981.1 | Uncultured Chalara 100 9 | GB | 1/128
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br | oznak | du. najbliZe identifikovana vrsta na osnovu pokriv.* | 1 BP | freky.
a (bp) | BLAST a GenBank i UNITE (Query) | %

32 | 11-128 | 484 | HQQ540688.1 | Davidiellaceae sp. 100 99 | GB | 1/128

33 | 11-129 | 175 | EU343337.1 | Davidiella tassiana 98 90 | GB | 1/128

34 | 11-130 | 518 | GU327463.1 | Uncultured 99 96 | GB | 1/128
Exophiala

35 | 11-131 | 561 | AY213652.1 | Exophiala salmonis 99 96 | GB | 1/128

36 | 11-132 | 549 | GU566300.1 | Fusarium sp. 100 99 | GB | 1/128

37 | 11-133 | 472 | F]J441013.1 | Fusarium redolens 100 100 | GB | 1/128

154 | 476 | IM214449,1 | Neonectria 100199 | GB | 4/128
macrodidyma

39 | 11-135 | 509 | HQ738282.1 | Penicillium sp. 97 90 | GB | 1/128

40 1 11-136 | 541 | GQ169323.1 | Sagenomella 97 99 | GB | 1/128
humicola

41 | 11-137 | 579 | HM176575.1 | Trichoderma 99 100 | GB | 2/128
atroviride

42| 11-138 | 573 | HQ630362.1 | Mortierella elongata 100 90 | GB | 1/128

43 | 11-139 | 627 | AB636451.1 | Uncult. Tricholoma 99 99 | GB | 3/128

s | 610 | gEs1o0sia | One 9 |95 | GB | 1/128
Tricholomataceae

45 | 11-141 | 544 | F]210731.1 Uncult. Cortinarius 99 95 | GB | 1/128

e | s0s | aMo2iten | Onelle 93 |98 | GB | 1/128
Cantharellaceae

o | 11143 | 362 | EM177652.1 Uncult. compost 100 100 | GB | 6/128
fungus

22 11144 | 464 mw Un.cultured' Helotial'es. 99 99 | GB 21198

UDBO003048 | Trichopezizella relicina e-141 zak | U
11145 | 495 | HQ211892.1 | Uncult. 99 | 96| GB | 1/128

sordariomyceta

50 | 11-146 | 476 | JF519272.1 | Uncult. 99 100 | GB | 1/128
Trichocladium

51 | 11-147 | 487 | GU055705.1 | Uncult. 100 98 | GB | 1/128
Tetracladium

52 | 11-148 | 583 | JF691234.1 | Uncult. 99 96 | GB | 1/128
Trechisporales

>3 140 | 597 | HQ211892.1 Uncult. 100 |97 | GB | 1/128
sordariomyceta

st | 11-150 449 | DQ182449.1 | Uncultured 100 95 | GB | 1/128
ascomycete

55 | 1151 [s00 | Epssa2esn | orewe 99 93| GB | 1/128
Herpotrichiellaceae

s 11-152 1 503 | JF449746.1 Uncult. 98 92 | GB | 1/128
Auriculariales
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br | oznak | du. najbliZe identifikovana vrsta na osnovu pokriV.* I BP | frekv.
57 | 11-153 | 560 | JE519497.1 Uncul.Leptodontidium 100 87 | GB | 1/128
58 | 11-154 | 539 | EF635664.1 | Uncult. fungus clone 96 92 | GB | 1/128
neidentifikovane sekvence
UDB003005 Ni dilutell - k
1| 11190 | 557 : pfera crure™ le85 | =% | U | )58
GQ219956.1 | Uncult. Cadophora 94 88 | GB
2 | 11-191 | 581 | EU784342.1 | Hygrocybe psittacina 100 86 | GB | 4/128
3 | 11-192 | 548 | UDB011726 | Russula atroglauca 106/112 | 94 U 1/128
| hialoph
4 | 11193 | 557 | HQs71874.1 | Sl2dophialophora 98 | 93| GB | 1/128
chaetospira
5 11-194 523 | UDBO11 Clavulinopsis 466/514 | 90 | U 1/128
corniculata

Tabela 14. Broj dobijenih sekvenci i vrsta gljiva dobijen iz korena munike nakon
ekstrakcije DNK sa lokaliteta Sovrh i Kastrat.

Lokalitet Sovrh Lokalitet Kastrat
broj broj broj broj
sekvenci | vrsta | sekvenci | vrsta
ektomikorizne gljive 143 29 54 21
neektomikorizne
Basidiomikota 10 6 16 8
neektomikorizne 77 27 19 14
Askomycota
Zigomycota 0 0 1 1
identifikovane u  Banci 57 2% 21 13
gena
neidentifikovane 47 34 17 12
ukupno 323 120 123 69

Izolacijom iz pojedina¢nih vrhova korena izolovano je 1-4 taksona gljiva, $to u

proseku iznosi 1,34 takson na lokalitetu Sovrh, i 1,97 takson na lokalitetu Kastrat po

jednom vrhu korena.

Izolacijom iz korena munike prikupuljenog na lokalitetu Sovrh izolovano je 119

taksona gljiva. Do toga su 29 taksona ektomikorizni. Na ovom, kao i na ovakvom tipu

staniSta do sada nije zabelezena fruktifikacija gljiva. Ostale izolovane gljive predstavljaju

epifite korena, ili gljive koje se uobi¢ajeno javljaju u rizosferi.
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Rezultati sprovedenih istrazivanja pokazuju da u sastav ektomikoriznih zajednica
munike na lokalitetu Sovrh'® ¢ine vrste iz rodova Swillus (3 taksona), Rhizopogon (1 takson),
Amphinema (5 taksona), Tomentela (5), Pseudotomentella (1), Willcoxina (2 taksona),
Sebacine (2 taksona), Lactarius (1 taxon), Tricholoma (1 taxon), Inocybe (2 taksona).
Mikorizne su verovatno i neke vrste iz grupe “identifikovane u Banci Gena (GenBank)”,
kao i neke od neidentifikovanih vrsta bliske sa askomikotama (Pezizales, Pleosporales).

Suillus taksoni javljaju se na 10/35 (0,296) stabala, ve¢inom (6') kao minorno
kodominantna komponenta zajednice, ili kao veéinski kodominantna komponenta
zajednice pojedina¢nih korenova (4).

Rhizopogon sp. se javlja na 10/35 (0,296) stabala, kao vecinski kodominantna (6),
dominantna (1), ili minorno kodominantna (3) komponentna zajednice.

Amphinema taxoni (5') javljaju se na 18/35 (vise od 50%) stabala, kao vecinski
kodominantna (9), dominantna (1) Ili minorno kodominantntna (7) komponenta
zajednice

Willcoxinia taksoni javljaju se na 11/35 stabala, a Tomentella nal0/35 stabala.
Lactatius, Sebacine, Tricholoma i Inocybe taxoni javljaju se na po dva stabla. Sve ove gljive
javljaju se kao minorno kodominantne osim Sebacine i Inocybe koje se javljaju kao minorne.

U grupi identi¢nih sa neidentifikovanim sekvencama iz Banke Gena, veliki broj
neidentifikovanih sekvenci koje se nalaze u Banci Gena izolovano je iz mikoriznih korenova
iz razli¢itih domadina, ali iz veoma sli¢nih ekoloskih uslova, kao $to je suvi mediteranski
klimat na kre¢njacima, ili manje ¢esto hladni visokoplaninski klimati siromasni u hranljivim
materijama.

U grupi neidentifikovanih vrsta prisutne su sekvence Ascomycota (prvih 17
neidentifikovanih, koje izgleda da mogu da pretstavljaju sekvence ektomikoriznih vrsta.
One pokazuju relativnu bliskost sa sekvencama nekih pretpostavljeno ektomikoriznih

Pyrenemataceae i Pezizaceae-a.

16 sipar, jako kamenito zemljiSte, preko 90% ucesce skelet, i bez akumuliranog sloja ¢etina-stelje
17 broj u zagradi je broj stabala na kojima je Suillus odreden kao minorno kodominantan.
'8 4 Amphinema i 1Cortinarius taxon
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Na lokalitetu Kastrat dominiraju Amphinema (4) taksoni, a osim njih
ektomikoriznu zajednice u ¢ine Tomentella (2), Pseudotomentella (1), Sebacine (2), Suillus
(1), Russula (3), Lactarius (3), kao i neidentifikovani Tricholoma (2), Cortinarius (1) i
Chantarellacea taksoni (1).

Amphinema taxoni (4) javljaju se na 10/14 (0,71) stabala, kao kodominantna
komponenta zajednice.

Tomentella taxoni (2) javljaju se na 3/14 (0,265) stabala kao minorno
kodominantna ili minorna komponenta zajednice, dok se Sebacine (2) javlja na 2/14 stabala,
kao minorno kodominantna komponenta uzorka korena. Osim toga Lactarius (3), Russula
(3), Tricholoma (3) taksoni su zabelezeni na po 3/14 stabala kao minorno kodominantna ili
minorna komponenta zajednice, a Chantarellacea (1) na 1/14, kao minorna komponenta
zajednice.

Na lokalitetu Kastrat, u grupi identi¢nih sa neidentifikovanim sekvencama iz Banke
Gena, ima 6 potencijalno ektomikoriznih vrsta, a medu neidentifikovanim vrstama se

nalaze 4 takve sekvence.

Tabela 15. Zastupljenost morfotipa, u odnosu na lokalitet i obilnost javljanja pojedinih
morfotipova u pojedina¢nim uzorcima korena na lokalitetima Sovrh i Kastrat (A-minorna
komponenta u uzorku, B-minorno kodominantna, C -velinski kodominantna, D-
dominantna komponenta)

Lokalitet Sovrh Lokalitet Kastrat

morfotip Nsq | zastup. Aobilm]);t u uéorkli) Nisq | fek zbllnl(;st u ézorkllg
Suillus 22 | 10/35 | - | 6 | 4| - 1 1/14 | 1 | -| - | -
Rhizopogon 20 [ 10/35 | - | 3 | 6|1 - - -] - -
Amphinema | 53 1 igas | 1] 7 [9] 1] s 104/ Poo oo -
Tomentella 5 10/35 | 1| 8 | 1] - 2 (3141 |2 - | -
Pseudotomentela 1 1/35 1 - - - 1 2114 | - | 2] - _
Willcoxina 5 11/35 | 4 | 7 | - | - - - -l - - -
Sebacina 2 2/35 | 2| - | - | - 2 - -l - - -
Lactarius 1 3/35 | - | 3 | - | - 3 (3141 2] - | -
Russula - - - -] - 3 (3142 (1| - | -
Tricholoma 1 2/35 2 | - - 2 | 3/142 1] - | -
Inocybe 2 2135 | 2| - | -] - - - -l -] - -
Cortinarius - - - - - - 1 /14| 1 |- - | -
Chantarellaceae - - - - - - 1 1/14 | 1 | - - -
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4.4. Diskusija

Dosada$njim istraZivanjima u S$umama munike je na osnovu prikupljanja
plodonosnih tela, zabelezen je 21 takson pretpostavljeno ektomikoriznih gljiva. To su od
Ascomycota Peziza nivalis, a od Basidiomycota: Cortinarius vitelinus, Hebeloma radicosum,
Hygrophorus  glyocyclus, H. hypothejus, Laccaria amethystina, Tricholoma batschii, T.
imbricatum, T. terreum (3), Scleroderma bovista, Chroogomphus rutilus, Rhizopogon roseolus
(syn. R. vulgare), Suillus collinitus, S. granulatus, Clavulina rugosa, Gomphus clavatus, Lactarius
deliciosus, L. sanguifluus, L. semisamguifluus, Russula sanguinaria, Thelephora atra, T. penicillata
i 7. terrestrus.

Molekularna analiza korena dala je precizne i nove informacije o sastavu
ektomikorizne zajednice munike na dva lokaliteta i omogucila je da se dokumentuje
podzemni diverzitet ektomikoriznih zajednica munike na nivou vrste, ili grupe vrsta u
okviru roda. Ovo je uradeno na dva lokaliteta, koji se znacajno razlikuju u razvijenosti
zemljista.

Kombinacija morfoloskih i molekularnih tehnika moze da omoguéi dobar uvid u
ektomikorizne zajednice. Morfoloska proucavanja verovatno podcenjuju diverzitet
ektomikoriznih zajednica, $to je potvrdeno i ovim istrazivanjima, jer su iz pojedina¢nih
vrhova korena izolovane 1-4 gljive, od toga 1-2 ektomikorizne vrste. Osim toga iz 11 jasno
odvojenih morfotipova, od kojih 2-3 dominiraju ektomikoriznim zajednicama, izolovano je,
na lokalitetu Kastrat, najmanje 29 ektomikoriznih taksona. Osim toga, pojedini taksoni
gljiva (Rhizopogon, Suillus, Tricholoma) izolovani su iz razli¢itih mikoriznih morfotipova.

Istrazivanja MENKIS et al. (2005) takode potvrduju da se u jednom vrhu korena
sadnica belog bora ili smrée nalazi viSe taksona gljiva, kao i da pojedina¢ni taksoni gljiva
mogu da budu izolovani iz razli¢itih mikoriznih morfotipova. Zbog sli¢nosti u morfologiji
kod razlicitih taksona gljiva, upotreba morfo-anatomskog opisivanja (morfotajping) i
molekularnih  metoda moze dovesti do kontradiktornih rezultata u determinaciji
ektomikoriznog diverziteta gljiva kod borova (MENKIS ez al., 2005; NIETO i CARBONE,

2009).
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Iako morfoloska karakterizacija verovatno podcenjuju diverzitet ektomikoriza
smatra se da ona omoguc¢ava uvid u retke morfotipove koji mogu da se ispuste ili ne
amplifikuju molekularnim metodama, dok molekularna analiza ve¢inom odreduje ta¢nost
morfotajpinga i obezbeduje uvid u varijacije unutar i izmedu morfotipova. Slabo
kolonizovani vrhovi korena sa tankim omotadem su problemati¢ni kako za morfolosko
opisivanje, tako i za molekularnu amplifikaciju. Na osnovu molekularne analize oni, ipak,
mogu da se potvrde (BRUNS ez al., 2002).

Na kraju, treba imati u vidu da, iako molekularna analiza poveéava moguénost
razdvajanja za odredene morfotipove i pruza uvid u veliki broj taksona prisutnih na korenu,
veliki broj opisanih morfotipova, jo§ uvek nije identifikovan na molekularom nivou.

(TEDERSOO et al., 2010).

Na ekstremno kserotermnom stanistima, sa inicijalnim fazama razvoja zemljista,
koje predstavlja lokalitet Sovrh, do sada nije zabelezena fruktifikacija gljiva osim pojave
nekih Pezizales u rano proleénom aspektu u vreme topljenja snega, na sipariStima u
visokoplaninskom pojasu bukve (Peri¢ B., usmena komunikacija). Na ovakvom stanistu
munika ima karakter pionirske $umske zajednice (BLECIC i LAKUSIC, 1969).

Zbog toga podaci dobijeni analizom korena munike sa ovih staniSta predstavljaju
nove podatke sa aspekta upoznavanja mikoriznih zajednica munike, a u Sirem kontekstu to
predstavlja upoznavanja pionirskih i ekstremno kserotermnih mikoriznih zajednica na
kre¢njacima. S obzirom na reliktni i (sub) endemicni karakter munike, od zajednice
simbiontskih gljiva takode se mogu ocekivati nekakve specifi¢nosti u smislu sastava vrsta.

Lokalitet Kastrat predstavlja klimatogenu zajednicu munike, na relativno
zaravnjenom platou (sa padinama nagiba do 30 %, sa dobro razvijenim zemljiStem -smede
zemljiSte na kre¢njacima). Medutim, razvijenost zemljiSta lokalno dosta varira. Na lokalitetu
Kastrat obraden je manji broj uzoraka (14 stabala), sa ciljem da se utvrdi da li postoji razlika
u sastavu i strukeuri ektomikorizne zajednice u odnosu na lokalitet Sovrh.

Ektomikorizne zajednice munike na dva lokaliteta sa prvenstveno razli¢ito

razvijenim zemlji$tem se razlikuju po sastavu i strukeuri.
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Osnovna razlika izmedu ove dve zajednice je $to na lokalitetu Kastrat na uzorcima
korena nisu zabelezeni morfotipovi karakteristi¢ni za Rhizopogon i Suillus, Cije prisustvo je
znacajno u uzorcima sa lokaliteta Sovrh. Willcoxina, kao ni Inocybe taksoni nisu zabelezene
na lokalitetu Kastrat, a javljaju se Russula i Cantarellaceae, koje na Sovrhu nisu zabelezene.
Procentualno uce$ée Tricholoma i Lactarius taksona u ektomikoriznoj zajednici veée je na
lokalitetu Kastrat.

Istrazivanja na ovom, ili slicnim lokalitetima treba nastaviti radi dobijanja potpunije
slike o ektromikoriznim zajednicama u ovim ekosistemima. Postavlja se takode pitanje o
ektomikoriznim zajednicama koje se javljaju na Jumiperus nana u ovim Sumskim

ekosistemima, i njihovoj ulozi i zna¢aju za muniku.

Diverzitet gljiva moze biti razmatran na nekoliko razli¢itih nivoa. Na globalnom
nivou, procenjuje se da ima 5000-6000 vrsta ECM gljiva (TEDERSOO ez al., 2010, poglavlje
1). Na nivou pojrdinaéne vrste drveta, TRAPPE (cit. BURNS, 1995) procenjuje da
Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco formira ektomikorize sa preko 2000 vrsta gljiva u
prirodnim zajednicama. Ovako veliki broj ECM simbionata je kod duglazije posledica
velikog geografskog rasprostranjenja, kao i velikog broja razli¢itih $umskih zajednica u
kojima se duglazija javlja. Kada se Sumska zajednica posmatra na loklnom nivou, smatra se
da je diverzitet vrsta i dalje visok kada se broj vrsta kreée od 13-35 za povrsine oko 0,1 ha.

Dosadasnja istrazivanja diverziteta ektomikoriznih gljiva u monodominantnim
$umama borova, na malim povr§inama (oko 0,1-0,15 ha) pokazuju da se broj
ektomikoriznih gljiva kre¢e izmedu 13-35.

U 55 godina staroj kulturi Pinus sylvestris zabelezeno je 13 vrsta ektomikoriznih
gljiva (RICHARDSON, 1970, cit. BURNS, 1995), a 34-35 vrsta u 16-20 god starim
plantazama Pinus taeda L. (CIBULA i OVERBO, 1988, cit. BURNS, 1995) na osnovu
nedeljnog pracenja pojave plodonosnih tela u viSe uzastopnih godina. U prirodnim $umama
Pinus  banksiana Lamb. zabelezeno je 34 vrste izolacijom iz mikoriznih korenova

(DANIELSON, 1984, cit BURNS, 1995), dok je u prirodnim $umama Pinus muricata D.Don
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na osnovu PCR iz mikoriznih korenova i praéenja pojave plodonosnih tela, zabelezeno 23
vrste (GARDES i BRUNS, 1996).

LANDERWEERT ez al. (2005) su na korenu 2-3 godisnjih P. sylvestris , koji raste na
pes¢anim nasipima izolovali 11 ECM taksona, dok su NIETO i CARBONE (2009) iz
ektomikorize 5 godina starog Pinus pinaster Aiton izolovali 2 askomicete i 15 basidiomiceta
(kao najfrekventnija zabelezena je Tomentella subliliacina) .

U $umama Pinus albicaulis Engelm., koji formira gornju granicu Sume u ekosistemu
Jelouston u Severnoj Americi, na osnovu pojave sporokarpa zabelezeno je 32 taksona, dok je
na korenu zrelih stabala potvrdeno prisustvo 19 ECM taksona (MOHATT ez al., 2008). Na
mladim biljkama P. albicaulis sa 3 razlicita staniSta (posle pozara ili bez pozara) TRUSTY
(2009) belezi 6 dominantnih ECM morfotipova i 22 taksona ektomikoriznih gljiva,
analizom preko 22000 korenskih vrhova.

BRUNS (1995) smatra da je broj ektomikoriznih gljiva koje se javljaju u ovim
zajednicama borova verovatno veéi, a da do pogresne procene dolazi zbog toga $to su, da bi
se izvr$io uvid u pojavu nadzemnih fruktifikacija, neophodne ceste posete lokalitetu u toku
vise godina, dok veliki broj ektomikoriznih vrsta ni ne obrazuje nadzemna plodonosna tela.
U slucajevima kada se radi uzorkovanje mikoriznih korenova, iako se na terenu pokrije
relativno $iroka povrsina, za uzorak se uzima relativno mala zapremina zemljista. Osim toga,
nezahvalno je porediti broj vrsta na razlicitim lokalitetima, usled razlicite veli¢ine
ispitivanog podruéja, metoda uzimanja uzoraka, kao i broja uzoraka. Ipak, smatra BRUNS
(1995), i ukoliko se procena zasniva na ovim “minimalnim brojevima”, radi se o visokom
diverzitetu na maloj povrsini. Ovaj broj vrsta je utoliko viSe impresivan jer na osnovu
nadzemnog plodonosenja obi¢no izgleda da su monodominantne zajednice borova (kao i

monokulture) siroma$ne vrstama gljiva.

Na osnovu analize vrhova korena, ektomikorizna zajednica munike na lokalitetu
Sovrh izgradena je od Suillus-a, Rhizopogon-a, Amphinema-e, Tomentella-e, Willcoxina-e i
Sebacina-e kao dominantnih i kodominantnih komponenti, dok su Lactarius, Tricholoma,

Inocybe, kao i1 neke od neidentifikovanih vrsta bliske sa askomicetama (Pezizales i
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Pleosporales), u zajednici prisutne kao minorne. Na lokalitetu Kastrat dominiraju
Amphinema (5) taksoni, dok ektomikoriznu zajednicu ¢ine Tomentella (2), Pseudotomentella
(1), Sebacine (2), Suillus (1), Russula (3), Lactarius (3), kao i neidentifikovani Tricholoma
(2), Cortinarius (1) i Chantarellacea taksoni (1).

Istrazivanja strukture ekzomikorizne zajednice u Sumama P. feada (PARRENT, 2006)
pokazuju da u sastav ovih zajednica ulazi 8 dominantnih taksona, i veliki broj taksona koji
pokazuju veoma nisku brojnost (obilnost prisustva). TRUSTY (2009) u Sumama P. albicaulis
belezi 6 dominantnih ektomikoriznih morfotipova, a NIETO & CARBONE (2009) ukupno
15 ektomikoriznih morfotipova u juvenilnim zajednicama P. pinaster. U Sumama hibridne
smrce (Picea engelmannii Pary ex Engelm. x Picea glauca (Moench) Voss) u Britanskoj
Kolumbiji, na stanistima posle Ciste sece, kao i posle pozara determinisano je 6 dominantnih
morfotipova, iz kojih je identifikovano 22 genotipa.

Na staniStima razli¢itih vrsta borova, na vrlo udaljenim lokalitetima javlja se
iznenaduju¢a podudarnost ektomikoriznih taksona detektovanih na vrhovima korena
mladih biljaka na inicijalnim, nerazvijenim zemlji§tima, siroma$nim hranljivim materijama,
posle pozara ili nekog drugog poremecaja u ekosistemu. To su vrste: Amphinema, Wilcoxina,
Pseudotomentella, zatim Rhizopogon i Suillus, kao i ponegde Cenococcum. Usled toga moze
se pretpostaviti da su ove vrste prilagodene ovakvim stanisnim uslovima, a prema TRUSTY
(2009) njihova pojava kod razli¢itih vrsta domacina sugeri$e potencijalnu ekolosku niSu
koju one naseljavaju.

Ovakav sastav vrsta odgovara mikoriznoj zajednici munike na lokalitetu Sovrh, i
dobrim delom na lokalitetu Kastrat. Takode treba imati u vidu da je trenutno pozar glavni i
relativno cest faktor poremedaja i ugrozavanja munike u Crnoj Gori (mada uzorci korena
nisu sakupljhani na lokalitetima koji su bili zahvaceni pozarom).

Svaka od komponenti ektomikorizne zajednice ima svoju ulogu u zajednici. Borovi
su obligatno mikorizni, $to znaci da se je prisustvo mikoriznih gljiva neophodno za njihovu
ishranu.

Suillus granulatus je vrsta koja je na osnovu uclestalosti javljanja i obilnosti

fruktifikacije izrazito dominantna u Sumama munike u Crnoj Gori, te je njen nalaz i
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determinacija u uzorcima korena ocekivan. Medutim, istrazivanja drugih autora pokazuju
da se neke vrste koje su inade u Sumama Ceste, kao $to je Suillus pungens u Sumi P. muricata
(GARDES i BRUNS, 1996), vrlo retko detektuju na mikoriznim korenovima. Na osnovu
pojave plodonosnih tela Suillus tomentosus i Russula sp. dominiraju u Sumama P. banksiana,
ali na osnovu posmatranja mikorize i morfotajpinga DANIELSON (1984, cit. GARDES i
BRUNS, 1996) procenjuje da ektomikoriza koju obrazuje Swilus ne prelazi 5%". Rezultate
slicne ovom dobili smo na lokalitetu 2 (Kastrat), gde je Swillus granulatus izolovan samo
jednom, iz 72 uzorka korena. Na osnovu morfoloske analize korena sa ovog lokaliteta, u
uzorcima korena nije zabelezen isti morfotip koji odgovara Swillus-u na lokalitetu Sovrh. Za
razliku od lokaliteta Sovrh, gde nije belezena pojava plodonosnih tela Swillus-a, na lokalitetu
Kastrat plodonosenje Suillus-a je veoma obilno u odredenim vremenskim prilikama. Pojava
plodonosnih tela Suillus-a je veoma obilna takode u delu zajednice gde je pokrivenost terena
klekom preko 75%, a zemljiste manje razvijeno.

S obzirom da Rhizopogon i Swuillus imaju dosta slicnu morfolosko-anatomsku
strukturu, i da su u uzorcima korena zastupljene razlicito stare i razvijene mikorize, iz kojih
su izolovane obe vrste (Rhizopogon i Suillus), moze se desiti da je prisustbvo Swillus-a na
ovom lokalitetu, u smislu obilnosti pojavljivanja u uzorku na osnovu rasprostranjenosti
morfotipova, u pojedinaénim uzorcima (tabela 15) precenjeno na Stetu Rhizopogona.
Medutim, veliki broj identifikovanih sekvenci ove vrste (20) i frekventnost pojavljivanja na
lokalitetu (10/35) nedvosmisleno ukazuju da ova vrsta predstavlja znacajnu komponentu
ektomikoriznih zajednica munike u ekstremno kserotermnim uslovima spoljasnje sredine, i
na slabo razvijenom zemljistu.

Vise podataka o ekologiji Swillus-a prikazano je u poglavlju 5, gde je Suillus

granulatus kori$¢en za inokulaciju sadnica crnog bora.

19 Pinus banksiana raste u subarkti¢kom i planinskom-borealnom klimatu u Severnoj Americi, sa
vrlo suvim do umereno suvim edafskim uslovima i na kiselim zemljiStima koja su vrlo siromasna do
siromasna hranljivim materijama.
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Vrste iz roda Rhizopogon, kao i Suillus vrste®, pokazuju veliki stepen specifikacije
prema borovima (MOLINA ez al., 1992), i smatraju se kao rani i kasni kolonizatori, u smislu
sukcesije vrsta i u odnosu na starost domacina.

Najvedi diverzitet vista Rhizopogon-a zabelezen je u Cetinarskim $umama na obali
Pacifika na severo-zapadu SAD, zbog velikog diverziteta i broja borova (i drugih Pinaceae)
koji se tamo javljaju. Ova oblast smatra se glavnom oblas¢u za specijalizaciju i evoluciju
Rhizopogona i njihovih Cetinarskih domacina (TRAPPE i MoLina, 1994, GRUBISHA ez al.,
2002).

Istrazivanja pokazuju da su lokalne populacije Rhizopogon-a u zemljistu velike zbog
toga $to se plodonosna tela Rhizopogona obrazuju ispod zemlje (hipogei¢no). Spore
Rhizopogon-a u zemljiStu formiraju “depoe” spora, koji su u borovim $umama toliko gusti,
da ¢ak i kada se zemljiste “razblazi” 50 do 100 puta dodavanjem sterilnog zemljista, vise od
polovine testiranih sadnica koje se posade u ovakvo zemljiSte biva kolonizovano Rhizopogon-
om (TAYLOR i BRUNS 1999; KJOLLER i BRUNS 2003). GRUBISHA ez a/. (2007) procenjuju
da zemljista iz prose¢ne borove $ume u Kaliforniji sadrzi najmanje 3000 Rhizopogon spora /
mL. Dugovecnost spora nije poznata, ali neka zapazanja nagovestavaju da one mogu da
sa¢uvaju vitalnost desetinama godina (IZZO et al. 2005; GRUBISHA ez al., 2007), $to znaci
da se rezervoar vitalnih Rhizopogon spora u zemljistu s godinama povecava.

Ova karakteristika Rhizopogon-a moze da budu veoma znacajna za muniku na
terenima velikog nagiba, gde je koli¢ina zemljita mala, a njegovo spiranje veliko.
Dugovecnost spora u zemljistu je takode od posebnog znacaja u susnim i visokoplaninskim
uslovima, gde je klijanje, kao i kasniji razvoj biljaka neizvestan. Ovo takode objasnjava
veliku zastupljenost (skoro dominaciju) Rhizopogona u ektomikoriznoj zajednici munike.
Osim toga, interesantan je podatak da, u ogledu u stakleniku, frekvencija Rhizopogon
olivaceotinctus ektomikoriza raste kada se zemljiste sakupljeno u zreloj mesovitoj cetinarskoj

$umi prvo zagreje do 75° C (I12ZO et al. 2006, cit. GRUBISHA ez al., 2007). Nije utvrdeno da

20 Rhizopogon i Suillus oznatavaju se u literaturi i kao suiloidi, jer su filogenetski, kao i u pogledu ekolokih
“zahteva”/preferencijala veoma bliski rodovi. (BRUNS ez al., 2002; KJOLLER i BRUNS, 2003; MOHATT et al.,
2008).
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li zagrevanje zemljiSta (toplota) redukuje konkurenciju, ili stimuliSe infektivnost
Rhizopogon-a U Sumi munike zabelezena je veoma visoka temperatura “zemljista” odnosno
kamenitog substrata, u kojem su sakupljeni uzorci korena koris¢eni za analizu (posebno na
siparima, poslepodne), Sto se moglo ocekivati.

Pokazalo se da Rhizopogon i Suillus vrste rapidno kolonizuju mlade biljke na
terenima posle pozara ili klijance koji pocinju da rastu na terenima van zrele sastojine, na
novim pionirskim stani$tima. Istrazivanja ASHKANNEJHAD i HORTON (2006) pokazala su
da su klijanci Pinus contorta koji ni¢u na pe$¢anim dinama van $ume bili kolonizovani
malim brojem vrsta koje se javljaju u Sumi, a 7 od 10 ektomikoriznih vrsta, zabelezenih na
korenu klijanaca su bile suiloidne vrste (Rhizopogon i Suillus).

KJOLLER i BRUNS (2003) smatraju da su suiloidi, a posebno Rhizopogon sp. éesto
znadajni za regeneraciju borova posle poremecaja. Njihovo prisustvo na biljkama koje se ili
prirodno javljaju, ili su sadene, ukazuje da su to potencijalno vitalni taksoni koji se nece
izgubiti za vreme pozara i bi¢e u mogu¢nosti da obrazuju mikorizu na sadnicama.

Istrazivanja MOHATT et al. (2008) pokazuju da Rhizopogon i Suillus predstavljaju
znacajne ektomikorizne simbionte P. albicaulis, posebno na sadnicama i mladim biljkama
(klijavcima), kao i da suiloidi imaju veéi znacaj u $Sumama koje nisu gorele.

Zabelezeno je da se Rhizopogon vrste javljaju u ektomikoriznim zajednicama kako
pre, tako i posle pozara (KJOLLER i BRUNS 2003), na Pinus muricata (HORTON ez al.
1998), kao i na Pinus halepensis (TORRRES i HONRUBIA, 1997).

Pokazalo se da inokulacija P. ponderosa sa Rhizopogon-om i njegova upotreba u
nepovoljnim i teskim uslovima spolja$nje sredine u jugozapadnom Oregonu (SAD)
omogucava porast prezivljavanja sadnica za najmanje 40% u odnosu na ne inokulisane
sadnice (STEINFELD ez al. 2003), dok MOSER (1963) navodi da inokulacija Pinus cembra L.,
koji raste na velikim nadmorskim visinama, suiloidnim gljivama daje dobre rezultate preko
50 godina.

Druga stvar koja u determinisanim Rhizopogon sekvencama iz korena munike
zavreduje paznju je da su najblize identifikovane sekvence iz banke gena potvrdile identitet

taksona do nivoa roda. Dosadasnja istraZivanja u svetu, pokazala da su pojedine vrste
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Rhizopogon-a ogranicene na samo jednu vrstu domaéina. Ovu pojavu objasnili su GRUBISHA
et al. (2007) ¢injenicom da Rhizopogon obrazuje spore u hipogei¢nim plodonosnim telima?
koje obi¢no raznose sitni glodari, ili rede krupniji sisari. Rasprostranjenje Rhizopogon-a je
ograniceno na zonu kretanja ovih Zivotinj (u poredenju sa gljivama koje obrazuju nadzemna
plodonosna tela, i ¢ije spore se raznose vetrom), kao i zonom rasprostranjenja biljke
domacdina. Kada je granica populacije domaéina jasna i populacija izolovana, kao sto je
slu¢aj sa munikom (posmatrano sa aspekta izolovanog lokaliteta-Sovrh), ili endemoreliktne
viste na jednom podrudju, ima osnova da se o¢ekuje da se moze raditi o do sada ne
zabelezenoj vrsti Rhizopogon-a.

Zbog fragmentiranog areala munike, ima osnova da se pretpostavi da se u razli¢itim
regionima njenog areala mogu ocekivati taksoni Rhizopogon-a, sa “samostalnom”
(odvojenom) evolucijom.

Istrazivanja GRUBISHA ez al. (2007) pokazuju da je razdaljina od 8,5 km izmedu
zajednica P. muricata dovoljna za veliku geneticku diferencijaciju u populacijama
Rbizopogon vrsta (pracene su populacije R. vulgaris i R. occidentalis koje se javljaju na oba
lokaliteta, pri ¢emu je zapazena ista diferenciaciona Sema za obe vrste).

Rhizopogon rocabrunae M.M. Martin je veoma retka vrsta, nedavno opisana (1996)
u Spaniji, u zajednici sa Abies alba. 2010 ZOTTI et al. su objavili prvi nalaz ove vrste u
Italiji. Nasa I'TS sekvenca najbliza je ovoj vrsti.

Na lokalitetu Kastrat Rhizopogon medutim nije zabelezen ni kao morfotip, niti

sekvenciranjem.

Amphinema predstavlja jednu od dominantnih komponenti ektomikoriznih
zajednica munike na oba lokaliteta. Amphinema (Stereales, Atheliaceae) je Cesta, vrlo
radirena i vrlo desto najvise zastupljena vrsta, posebno u cetinarskim Sumama, mada se javlja
i u zajednici sa li¢arima.

Amphinema byssoides je pionirska vrste, dobro adaptirana na uslove inicijalnih

zemljista. Ova ektomikoriza odlikuje se razvijenim rizomorfama i $iroko rasprostranjenom

*! koja se nazivaju lazni tartufi
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mrezom micelije, $to su prema KRANABETTER (2004) prolifracije korena koje domacdinu
omogucavaju potpunu upotrebu zemljisnih resursa. Ovakva ektomikoriza moze da ima
prednost na inicijalnim, ili stani$tima na kojima je doslo do poremecaja, jer omogucava
bolji pristup nutrijentima (HARLEY i SMITH, 1983). Smatra se da Amphinema takode moze
da prestavlja znacajan izvor inokuluma za sadnice koje se iznose na terene posle pozara ili
drugog poremedaja, verovatno na taj nacin $to nastavlja da egzistira na korenu drveca
preostalom od pre pozara ili na drugoj izdanackoj vegetaciji (BAARET ez al. 1999;
HAGERMAN et al. 1999). Amphinema, Thelephora i Hebeloma su uobicajene gljive sa
rizomorfama koje se javljaju na sadnicama koje su sadene, ili koje se prirodno regenerisu
posle poremecdaja.

Amphinema taksoni Cesti u Cetinarskim $umama u nepovoljnim uslovima spoljasnje
sredine. Najzastupljenije vrste u u $umama P. reada (PARRENT, 2006), predstavljaju
Amphinema B i Amphinema D, koje se javljaju medu 8 dominantnih taksona. Amphinema
byssoides je jedna od naj¢es¢ih ECM gljiva povezanih sa smréom u severozapadnoj Severnoj
Americi. U Sumama hibridne smrée (Picea engelmannii x Picea glauca) u Britanskoj
Kolumbiji, na stanistima posle ¢iste sece, kao i posle pozara Amphinema je najzastupljenija
vista (MAH ez al., 2001). Njeno prisustvo na sadnicama sadenim na ovakvim lokalitetima
mnogo je vece u poredenju sa sadnicama koje se prirodno obnavljaju u zreloj $umi. Ona je
jedna od 10 dominantnih u zajednici Pinus albicans, kao i u zajednici Picea engelmani koja
je subalpska vrsta (MAH ez al., 2001), i jedna od 8 dominantnih vrsta (>5% relativne
obilnosti ) u subalpskim meSovitim Sumama Abies lasiocarpa (Hooker) Nuttall i Picea
engelmannii (HAGERMAN et al., 1999). Amphinema takode, posle E-straina (Wilcoxina),
predstavlja najzastupljeniji morfotip na smréama gajenim u gradskim uslovima.

Uloga pionirske ektomikorizne zajednice u uspesnom snabdevanju domacdina
hranljivim materijama potvrdena je i istrazivanjima KRANABETTER-a (2004), kada su
sadnice hibridne smrce (u izolovanom ogledu) na kojima je zabeleZena zajednica koju ¢ine
Amphinema byssoides, Thelephora terrestris i Laccaria laccata pokazale bolji porast od sadnica

inokulisanih ektomikoriznom zajednicom iz zrele $ume.
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U Italiji je Amphinema zabeleiena u zajednici sa Eucalyptus, Cistus incanus, Pinus
pinea, P. nigra, P. laricio, Cornus mas, Juniperus communis, J. oxycesrus, Po/ystimm setiferums,
Acacia cyanophilla, Abies alba, Erica, Betula, Alnus i Picea abies. Dokazano je da Amphinema
mikorizna sa Pseudotsduga menziesi, Pinus ponderosa, Abies grandis (Douglas ex D. Don)
Lindley, Betula papyrifera Marsh, Arbutus menziesi Pursh, Lichnocarpus pruinosus Petersen i
Arctostaphylos wva ursi (L.)Spreng,.

Istrazivanja pokazuju da Amphinema, kao i Rhizopogon, slabo raste na velini
hranljivih podloga u kulturi. Smatra se da je za nju je optimalan umereni pH. U prirodnim
uslovima znadajan pad populacije Amphinema belezi u slucaju kada se vrsi fertilizacija
azotom. Efekat suse takode uti¢u na smanjenje biomase i relativnu ucestalost pojavljivanja

Amphinema sp.

Tomentella ektomikoriza se Cesto javlja i dominantna je u mikorizosferi cetinara i
lis¢ara Sirom sveta. Tomentella sublilacina i drugi Tomentella taksoni predstavljaju Siroko
rasprostranjene cktomikorizne gljive koje sporuliSu u organskom horizontu zemljista. 7.
sublilacina moze da bude dominantna ili subdominantna ektomikorizna vrsta u zrelim
$umskim sastojinama (LILLESKOV i BRUNS, 2005). Tomentella formira mikorizu koja se
odlikuje cestim erkstramatriénim hifama, i rizomorfama koje nisu ceste, $to znali da
poseduje mikorizu kratkog do srednjeg dometa. Ona se lako i brzo pojavljuje na sadnicama
iz depoa spora iz zemlji$ta u ogledima u rasadnicima, kao i na terenu nakon pozara
(LILLESKOV i BRUNS, 2005). Tomentella moze da dominira ektomikoriznim zajednicama
korena i da prezivi poremecaje u obliku depoa spora (KJOLLER, 2006.).

TANIGUCHI ez al. (2009) istrazuju sukcesiju ektomikoriznih zajednica u sukcesiji od
Pinus thunbergii Parl. do bagrema i navode da je Tomerntella bila dominantna vrsta u
zajednicama u kojima dominira bagrem, a malo zastupljena u zajednicama gde dominira
japanski crni bor, pretpostavljajuci da je distribucija vrste uslovljena inokulum potencijalom

u zemljistu.
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Ranije se smatralo da Sebacinaceae (Heterobasidiomycota) predstavljaju saprobne ili
parazitne vrste gljiva. Medutim novija istraZivanja pokazuju da Sebacinales formiraju
ektomikorizu u $umama umerenog regiona One nisu ograni¢ene na pojedine domacine i
javljaju se u zajednicama sa domadinima iz fam Berulaceae, Fagaceae i Tiliaceae (SELOSSE et
al., 2002). Osim ektomikorize sa Sumskim drveéem one u prirodi formiraju veliki broj
tipova mikorize sa korenom razli¢itth mono- i dikotila, od ectomikorize, do erikoidnih
mikoriza ili mikoriza orhideja. Njihova uloga u ishrani biljaka i sposobnosti da uti¢u na
poveénje rasta biljaka i otpornost domacina prema abiotickom stresu i patogenima
doprinela je da u poslednje vreme pocnu istrazivanja o moguénosti njihove primene na
poljoprivrednim kulturama (GHEMIRE i KElly, 2011). Posebnu paznju u poslednje vreme
pobudila je Sebacina vermifera, kao i druge Sebacina vrste, jer formiraju mikorizne ili
endofitne zajednice sa ve¢inom biljaka koje su do danas proudene. Smatra se da njena

upotreba u povecanju tolerancije prema susi kod poljoprivrednih useva ima perspektivu.

Istrativanja BAAR e al. (1999) pokazuju da Rhbizopogon, Wilcoxina (E-strain), i
Tomentella spp. kolonizuju sadnice koje su gajene u zemljiStu prikupljenom odmah posle
pozara, dok se Wilcoxina spp., Pseudotomentella nigra, Amphinema byssoides javljaju posle
poremecaja. Smatra se da Wilcoxina mikolae ima hlamidospore sa debelim zidovima, koje
mogu dugo da opstanu u zemlji$tu posle poremecaja. HAGERMAN ez al. (1999) ove taksone

defini$u i kao “taksone otporni na poremecaj” (disturbance resistent taxa).

Tokom analize sekvenci dobijenih u ovom istraZivanju zapazeno je da u grupi
identi¢nih sa neidentifikovanim sekvencama iz Banke Gena, veliki broj neidentifikovanih
sekvenci vodi poreklo, tj. prethodno je izolovano, iz mikoriznih korenova razli¢itih
domadina, ali iz veoma sli¢nih ekoloskih uslova, kao $to je suvi mediteranski klimat na
kre¢njacima, ili, manje cesto, visokoplaninski klimati, hladni i siroma$ni u hranljivim
materijama.

U grupi neidentifikovanih vrsta prisutne su sekvence Ascomycota (17) koje izgleda

da mogu da pretstavljaju sekvence ektomikoriznih vrsta. One su najblize sa sekvencama
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nekih Pyrenemataceae i Pezizaceae-a. Poznato je da se gljive iz ovih rodova javljaju na susnim
i siromasnim staniStima u ECM zajednici sa borovima, ili drugim domadinima (TEDERSOO
et al., 2006; TAMM et al., 2010; WARCUP, 1990).

Buduca istrazivanja, koja ¢e biti sprovodena svuda u svetu, treba da pomognu u
identifikovanju neidentifikovanih vrsta gljiva, $to ¢e sve doprineti boljem i potpunijem
razumevanju uloge pojedinih gljiva u $umskim ekosistemima i boljem razumevanju

funkcionisanja $umskih ekosistema.

4.5. Zakljucak

Molekularna analiza kolrena dala je precizne i nove informacije o sastavu
ektomikorizne zajednice munike.

Ektomikorizne zajednice munike na dva lokaliteta sa prvenstveno razlicito
razvijenim zemljiStem se razlikuju po sastavu i strukturi.

Na korenu munike prikupuljenom na lokalitetu Sovrh izdvojeno je 11 razli¢itih
morfotipova iz kojih je izolovano 119 taksona gljiva. Od toga je 29 ektomikoriznih
taksona. Ostale izolovane gljive predstavljaju epifite korena, ili gljive koje se uobicajeno
javljaju u rizosferi.

Ektomikoriznu zajednicu munike na lokalitetu Sovrh éine vrste iz rodova Swillus
(3), Rhizopogon (1), Amphinema (5), Tomentela (5), Willcoxina (2), Sebacine (2),
Pseudotomentella (1), Lactarius (1), Tricholoma (1), Inocybe (3). Mikorizne su verovatno i
neke vrste iz grupe “identifikovane u Banci Gena (GenBank)”, kao i neke od
neidentifikovanih vrsta, bliske sa askomicetama (Pezizales, Pleosporales).

Na ovom, kao i na ovakvom tipu stani$ta do sada nije zabelezena fruktifikacija

gljiva.

110



Na lokalitetu Kastrat izdvojeno je 7 razli¢itih morfotipova, iz kojih je izolovano je
63 taksona gljiva, od kojih je 21 mikorizan.

Na lokalitetu Kastrat dominiraju Amphinema (4) taksoni, a osim njih
ektomikoriznu zajednice u ¢ine Tomentella (2), Pseudotomentella (1), Sebacine (2), Suillus
(1), Russula (3), Lactarius (3), kao i neidentifikovani Tricholoma (2), Cortinarius (1) i
Chantarellacea taksoni (1).

Podaci dobijeni analizom korena munike sa ovih stani$ta predstavljaju nove podatke
sa aspekta upoznavanja mikoriznih zajednica munike, a u $irem kontekstu to predstavlja
upoznavanja pionirskih i ekstremno kserotermnih mikoriznih zajednica na kre¢njacima. S
obzirom na relikeni i subendemi¢ni karakter munike, od zajednice simbiontskih gljiva se
mogu ocekivati nekakve specifi¢nosti u smislu sastava vrsta. Posebnu paznju treba obratiti
na ektomikorizne askomicete (Pezizales i Pleosporales).

Metodoloski pristup koji je primenjen prilikom ovog istrazivanja na uzorcima
korena munike moze biti primenjen na veoma razli¢itim uzorcima biljnog materijala (list,

stablo, seme), za “hvatanje” i identifikaciju taksonomski vrlo razli¢itih vrsta gljiva.
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5. Uticaj nekih fizioloskih faktora na razvoj ektomikoriznih gljiva

5.1. Uvod

Razli¢iti ekoloski i fizioloski faktori uticu na porast mikoriznih gljiva, kao i na
mikoriznu sintezu i funkcije u prirodi. U prvom redu, to su vlaznost, pH i struktura
zemljiSta, kao i druge fizicke i hemijske osobine zemljiSta, raspolozive hranljive materije, a
posebno izvori ugljenika i azota. Svi ovi faktori znacajno uti¢u i na rast ektomikoriznih
gljiva u kontrolisanim laboratorijskim uslovima (SMITH i READ, 1997).

Uloga biljke u ektomikoriznoj simbiozi je da obezbedi gljivu sa ugljenikom, koji
vezuje u procesu fotosinteze.

Najvazniji nutrijent, koji prestavlja ogranic¢avaju¢i faktor za rast drve¢a (uopsteno
govoredi: biljaka) u borealnim, ali i drugim Sumama umerenog regiona je azot. Azot se u
ekosistemima borealnih Suma nalazi vezan u velikom broju organskih komponenti: od
prostih amino-kiselina i amino-$e¢era do kompleksnih polipeptida i hitina. Sposobnost
sumskog drveca da usvaja organski azot je ograni¢ena na proste aminokiseline (NASHOLM i
PERSSON, 2001). Medutim veé¢ina Sumskog drveca formira ektomikorizu sa velikim brojem
gljiva iz zemljista, koja je od fundamentalnog znacaja za usvajanje azota.

Limitirajuéi element za rast biljaka u borealnim $umama je takode fosfor (P).
Dokazano je da je usvajanje fosfora od strane $umskog drve¢a znacajno poboljsano kod
biljaka koloniziranih ektomikoriznim gljivama (SMITH i READ, 1997).

READ i PEREZ-MORENO (2003) smatraju da se ektomikorizna simbioza razvila kod
biljaka kao adaptacija koja im omogucava da kolonizuju zemljiSta u kojima su hranljive
materije vezane u obliku organskih jedinjenja. Koren biljaka samostalno nije sposoban da
usvoji ve¢inu organskih hranljivih materija. Medutim, do njih moze da dode zahvaljujuci
ekstracelularnim  enzimima koje lu¢e micelije ektomikoriznih gljiva. Osim  toga,
pristupa¢nost nutrijenata iz zemljita biljkama je znacajno povecana zahvaljujuéi velikoj

povrsini micelije gljive, koja vrsi absorciju hranljivih materija (SMITH i READ, 1997).
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Ve¢ina hranljivih materija vezana u organskim makromolekulima, tako da
ektomikorizne gljive treba prvo da degradiraju ove komponente. Vrhovi hifa
ektomikoriznih gljiva produkuju veliki broj enzima koji biljkama domacinima omogucavaju
pristup nutrijentima koji bi im inae ostali nepristupa¢ni (LINDAHL ez al, 2005).
Degradacija proteina vrsi se u prisustvu ekstracelularnih proteaza koje produkuju gljive,
peroksidaze doprinose razgradnji humusa a hitinaze razgraduju hitin. Po$to su
ektomikorizne gljive evoluirale od saprobnih predaka, smatra se da kod ektomikoriznih
gljiva moze da se o¢ekuje i znacajna katabolicka aktivnost (NYGREN, 2008).

Pojedina¢no drveée formira ektomikorizne zajednice sa raznovrsnim zajednicama
gljiva. Na malim povrsina (< 1 ha) moZe da se javi veliki broj (>100) razli¢itih vrsta gljiva,
pri ¢emu pojedina¢na biljka domadin “podrzava” veliki broj vrsta ektomikoriznih gljiva u
isto vreme (SMITH i READ, 1997). Vise ektomikoriznih vrsta gljiva moze takode da
koegzistira u nekoliko centimetara duZine jednog korena a ponekad cak i da deli
pojedinacni korenski vrh. Verovatno je da mnoge od ovih gljiva ispunjavaju u principu
slicnu ekolosku funkciju i da izvestan stepen funkcionalne “suviSnosti” postoji u
ektomikoriznim zajednicama gljiva (BUSCOT ez /., 2000). Medutim, na osnovu bogatstva
njihovog taksonomskog diverzitetza, moze se pretpostaviti da zajednice ektomikoriznih
gljiva poseduju veliku koli¢inu funkcionalne heterogenosti ili diverztiteta.

Prema DIAZ i CABIDO (2002) funkcionalni diverzitet predstavlja “broj, tip i
distribuciju  funkcija koje ispoljavaju organizmi unutar ekosistema”. Definicija
funkcionalnog diverziteta ne mora nuzno da bude povezana sa usvajanjem hranljivih
materija. Medutim, s obzirom da ishrana predstavlja sustinsku komponentom u kruzenju
materije i energije u ekosistemu (BENGTSSON, 1998), ona je veoma vazan ekoloski proces.
Zbog toga se veliki brtoj istrazivaca, kada se bavi istrazivanjem funkcionalnog diverziteta,
fokusira na usvajanje hranljivih materija. Osim toga, kada se istrazuje funkcionalni
diverzitet mikoriznih gljiva, ocekivano je da se paznja posveti funkcijama koje pozitivno

uticu na biljku domacéina, kao i na samu gljivu.
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Glavni problem u istrazivanjima mikorize, prema NYGREN (2008) je s$to je samo
mali broj ektomikoriznihvrsta izolovan u ¢iste kulture”. Kao posledica toga, nase znanje o
njihovim funkcionalnim osobinama zasniva se na samo nekoliko vrsta koje se lako gaje u
kulturi, kao $to su vrste iz rodova Hebeloma, Laccaria, Paxillus i Suillus (NIGREN, 2008).
Generalno, ove vrste ne predstavljaju glavne komponente zajednica gljiva u zrelim Sumama
(HORTON i BURNS, 2001). Smatra se da ekstremno tesko, ako je uopste i moguce, izolovati
u diste kulture gljive iz rodova koji su najbogatiji vrstama i mozda ekoloski najvazniji (u
borealnim cetinarskim S$umama), kao Sto su Cortinarius, Lactarius, Russula, Inocybe,
Tomentella i Tricholoma (SMIT i READ, 1997). Moze se re¢i da je vrlo malo je poznato o
funkcionalnim osobinama ovih vrsta (NYGREN, 2008), kao i da osnovne fizioloske
informacije o mnogim drugim vrstama ektomikoriznih gljiva nedostaju (TEDERSOO ez 4.,
2010). Takode se mora imati u vidu da je, usled postojanja velikih unutarvrsnih varijacija u
ispoljavanju razlicitih osobina, svaki pojedina¢ni izolat potrebno ispitati (CAIRNEY, 1999).

Cilj ovog istrazivanja je upoznavanje sa nekim osnovnim fizioloskim
karakteristikama gjiva ¢ija se plonosna tela najées¢e sre¢u u $umskim ekosistemima munike.
Ono istovremeno treba da predstavlja doprinos upoznavanju funkcionalnog diverziteta
ektomikoriznih gljiva u ovim Sumama.

Na osnovu praenja pojave sporokarpa u toku nekoliko uzastopnih godina, i na
osnovu podataka iz literature, najfrekventnije vrste ektomikoriznih gljiva u Sumama munike
u Crnoj Gori su Swuillus granulatus, Tricholoma imbricatum, Lactarius semisanguifluus i
Russula sanguinaria. Izolati ovih vrsta koriS¢ene su za ispitivanje nekih fizioloskih osobina u
kulturi. Osim toga, ispitivane su Suillus collinitus i Tricholoma batschii, koje nisu toliko
Ceste, ali su prisutne u ovim Sumama, kao i Chalciporus amarellus, vrsta za koju se smatralo
da je mikorizna (RINALDI ez al., 2008), ali su istrazivanja TEDERSO ez a/. (2010) to osporila.
Pojava ove vrste u Crnoj Gori vezuje se iskljucivo za ekosisteme munike, a smatra se da je
retka u Crnoj Gori (PERIC i PERIC 2004).

Izolati Pisolithus arbizus 1 Scleroderma sp. koji smo ocenili kao pogodni za

mikorizaciju sadnica u rasadnickoj proizvodnji (poglavlje 6), ispitivani su prvenstveno radi

22 Njih opisuju kao” tractable”-poslusne, ili one koje se lako obraduju-istrazuju, upoznaju, prate
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pronalaZenja optimalnih uslova za njihovo gajenje u laboratorijskim uslovima i proizvodnju
mikoriznog inokuluma.

Ispitivan je uticaj temperature i razli¢itih pH na razvoj micelije navedenih izolata
ektomikoriznih gljiva, zatim uticaj razlicitih izvora ugljenika (6) i azota (3) na brzinu
porasta micelije.

Izolati poreklom iz Sume munike dobijeni su iz sporokarpa gljiva sakupljenih na
lokalitetu Korita, na medusobnom rastojanju od svega nekoliko metara tokom septembra i
oktobra 2009., osim izolata 7. barschii i S. collinitus, koji su prikupljeni i izolovani ranije
(2007). Posto su se javile na istom stanistu, pretpostavka je da sa njega mogu da koriste
razli¢ite zemljiSne resurse-hranljive materije. Smatra se da neke karakeeristike
ektomikoriznih gljiva, a pogotovo one koje se odnose na njihovu enzimatsku aktivnost
mogu da budu promenjene usled gajenja u kulturi na hranljivim podlogama. Zbog toga je
bilo znacajno da su u ogledu koris¢ene kulture jednako stare, i to neposredno po izolaciji (u
toku zime 2009 i prole¢a 2010).

Poznato je da postoje razlike u porastu izolata razli¢itih vrsta ECM gljiva u odnosu
na temperaturu (HUTCHISON, 1990; DAMES ez al., 1999) kao i da su gljive acidofilne
(DAMES ez al, 1999). Radi optimizacije laboratorijskih uslova za gajenje micelije
ektomikoriznih gljiva ispitivan je rast micelija na suboptimalnim temperaturama i na
razli¢itim pH.

Radi ispitivanja sposobnosti razlaganja i kori$¢enja razlicitih slozenih ugljenih
hidrata pracen je porast micelije gljiva na podlogama u kojima su izvore ugljenika
predstavljali: glukoza, saharoza, dekstrin, skrob, arabinoza i ksiloza.

U procesu fotosinteze biljke vezuju ugljenik iz atmosfere, koji se iz lis¢a translocira u
koren u obliku rastvorljivih $ecera i organskih kiselina, i u apoplastima korena (kroz
Hartigovu mrezu) prenosi u gljivu u obliku saharoze (NEHLS ez 4/., 2007). Kisele invertaze -
enzimi poreklom od biljke, vr$e cepanje saharoze na glukozu i fruktozu koje je gljiva u
moguénosti da usvoji (NEHLS ez al., 2007). Osim toga, glukozu, koju proizvedu u procesu
fotosinteze, biljke najces¢e skladiste u obliku polisaharida skroba u hloroplastima i

amiloplastima. Molekuli glukoze su vezani u skrobu sa alfa vezama, koje se lako hidrolizuju.
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Dekstrin je polisaharid male molekularne mase koji nastaje hidrolizom skroba. On je takode
graden od glukoza, povezanih o vezama. Ksiloza i arabinoza su monosaharidi koji ulaze u
sastav hemiceluloze, koja je, zajedno sa celulozom prisiutna u gotovo svim biljnim ¢elijskim
zidovima, ¢ineéi oko 30% biljnog tkiva. Dok je celuloza sa kristalnom strukturom jaka i
otporna na hidrolizu, hemiceluloza se odlikuje vise amorfnom strukturom, i lako se
hidrolizuje sa rastvorenim kiselinama i bazama, kao i sa brojnim hemicelulitickim
enzimima. Glavni gradivni element hemiceluloze je ksiloza. Arabinoza, osim $to se nalazi u
hemicelulozi, ulazi u sastav biopolimera kao $to je pektin (VELICKOVIC, 2000).

Porast micelije gljiva pracen je na hranljivim podlogama sa dodatkom amonija¢nog
(NHy), nitratnog (NOs*) i proteinskog azota. Prema READ i PEREZ-MORENO (2003) rast
na proteinskim substratima predstavlja najbolji na¢in da se dokumentovuje sposobnost
ektomikoriznih gljiva da koriste organske izvore hranljivih materija. Kao model
komponentu, ABUZINADAH i READ (1986), a kasnije i drugi autori, su koristili ¢ist protein
BSA (Albumin bovin, Frakcija V), kada su pokazali da razlicite ECM vrste imaju Sirok
spektar sposobnosti za degradaciju proteina (NYGREN, 2008). Upotreba NOs* kao izvora
azota je do sada ispitana kod malog broja ektomikoriznih gljiva i rezultati pokazuju da je
upotreba veoma varijabilna kako izmedu, tako i unutar vrste (NYGREN, 2008 ), dok se azot
u obliku NHy uobicajeno koristi za kultivaciju ektomikoriznih gljiva.

Porast micelije gljiva iz rodova Boletus, Suillus, Amanita i Hebeloma na hranljivim
podlogama i u prisustvu teskih metala ispitivala je GOLUBOVIC —CURGUZ (2008).

Informacije o fizioloskim karakteristikama vrsta iz rodova Tricholoma, Lactarius,
Russula i Chalciporus su malobrojne (ukoliko ih uopste i ima) usled ¢injenice da se ove vrste
tesko gaje u laboratorijskim uslovima u ¢istoj kulturi. Ispitivane gljive predstavljaju
uobicajene i Ceste komponente ektomikoriznih zajednica i u drugim $umama detinara i
li¢ara umerenog pojasa, pa usled toga dobijeni podaci mogu da imaju $iri znacaj.

Ovo istrazivanje se u isto vreme moze smatrati pokusajem optimizacije gajenja ovih
vista in vitro i o¢ekuje se da dobijeni rezultati mogu da pomognu prevazilazenju problema

njihove kultivacije.
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5.2. Material i metod

5.2.1.Izolacija ektomikoriznih gljiva

Tokom ovog istrazivanja kori$¢eni su izolati gljiva dati u tabeli 16.
Tabela 16. Izolati mikoriznih gljiva kori$¢eni u istrazivanju, sa brojem pod kojim je gljiva

prijavljena u Banku Gena NCBI

br. | izolat No. NCBI
1 Chalciporus ammarelus (Quel) Bataile JQ685719
2 | Lactarius deliciosus (L.) Gray JQ685722
3 Russula sanguinaria (Schumach.) | JQ685712
Rauschert
4 | Suillus granulatus (L.) Rousell JQ685727
5 Suillus collinitus (Fr.) Kuntze JQ685733
6 | Tricholoma batchii Guldern JQ685729
7 Tricholoma imbricatum (Fr.) Kumm. JQ685731
8 | Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert JQ685724
9 | Scleroderma sp. JQ685726

Plodonosna tela ektomikoriznih gljiva (1, 2, 3, 4, 7) prikupljena su u Sumi munike,
na lokalitetu Korita Kuci (N 42°28°50,4”, E 019° 30’ 04,2”), u toku septembra i oktobra
2009. Izolacija gljiva izvrSena je kao $to je opisano u poglavlju 2. Podaci o poreklu i datumu
sakupljanja drugih izolata kori$¢enih u ovomn istrazivanju takode su dati u poglavlju 2
(tabela 4).

Kao polazna, koris¢ena je MMN podloga, koja je modifikovana na razlicite nacine.

Micelija gljiva gajena je na agarnoj MMN podlozi 40 -60 dana pre inokulacije na
22°C. Hranjive podloge inokulisane su ise¢kom micelije sa agar podloge kruznog oblika,
pre¢nika 7 mm. Ogledi na ¢vrstim hranljivim podlogama (u Petri posudama) uradeni su u 2
x 5 ponavljanja, a u te¢noj kulturi 3 x 5 za izolate koji su pokazali ve¢a odstupanja ili neke

nepravilnosti u rastu. Ponavljanja gde nije doslo do rasta micelije iz inokuluma isklju¢ena su

iz dalje obrade.
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5.2.2. Uticaj temperature na porast micelije ektomikoriznih gljiva
Za ispitivanje uticaja razli¢ite temperature na porast micelija koris¢ena je MMN
(MARX, 1969) modifikovana tako da sadrzi 10 g glukoze, 3 g malc ekstrakta i 1g ekstrakta
kvasca, pH 5.8. pH vrednost podloge podesena je dodavanjem 1M HCI. Kori$éene su
plasticne petri posude standardnog pre¢nika (9.5-10 cm). Kulture gljiva inkubirane su i
mraku, na temperaturama 20, 22 i 25 °C.
Meren je pre¢nik obrazovane kulture posle 7,14, 21 i 28 dana.

Prikazan je pre¢nik micelije kulture razvijene posle 28 dana.

5.2.3.Uticaj razli¢itih ugljenih hidrata na porast micelije ektomikoriznih gljiva

Uticaj razlic¢itiuh vrsta ugljenih hidrata na porast micelije ECM gljiva praéen je na
¢vrstoj MMN podlozi (u Petri popsudama), pH 5,8, na 22° C. Umesto glukoze u hranljivu
podlogu dodavani su sledeéi izvori ugljenika (10 g/l): saharoza, dekstrin, skrob, arabinoza i
ksiloza.

Meren je unakrsni pre¢nik obrazovane kulture posle 7,14, 21 i 28 dana gajenja u

mraku. Prikazan je pre¢nik micelije kulture razvijene posle 28 dana.

5.2.4. Uticaj pH na porast micelije ektomikoriznih gljiva

Uticaj pH na porast micelije ECM gljiva ispitivan je na te¢noj MMN podlozi (u
hranljivom rastvoru) koja je sadrzala 10 g glukoze po litru, 3 g malca i 1 g ekstrakta kvasca.
pH rastvora podesavan je dodavanjem 1M HCI, ili 1M NaOH/4M NaOH. Ispitivan je
porast micelije na pH 4, pH 4.5, pH 5.2, pH 5.8, pH 6.5, pH 7.5. Ogled je postavljen u
sterilnim ¢asama zapremine 75 ml, na 35-40 ml hranljivog rastvora, na temperaturi od na
22°C

Merena je masa razvijene micelije, posle 28 (30) dana. Suva masa merena je po

susenju micelije 24 h na 65° C.
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5.2.5.Uticaj razliditih izvora azota na porast micelije ektomikoriznih gljiva

Kulture ektomikoriznih gljiva gajene su na podlogama u kojima je azot bio
zastupljen u obliku NH4* , NO3, proteina Albumin bovin- BSA

Kao izvori azota koris¢eni su (NH4),HPO4 (NPK InzZinjering, Srbija), Ca(NOs),,
(Centrohem, Srbija), BSA (Albumin, Fraction V, Merck, EU).

Sadrzaj azota je iznosio 120mg/l * za (NH4),HPOy, Ca (NO3); i Albumin bovine
frakcija V. Da bi se obezbedio povoljan odnos C:N-20:1, u podlogu za ispitivanje uticaja
razlicitih izvora azota dodavano je po 6 g glukoze. Iz ove podloge izostavljeni su organski
izvori azota kao $to su malc ekstrakt i ekstrakt kvasca (DAMES et al., 1999; DAZA et al.,
20006).

Merena je masa razvijene micelije posle 50 dana, jer je posle 30 dana micelija nekih
ispitivanih izolata -zbog smanjene koli¢ine hranljivih materija u rastvoru bila je jako slabo
razvijena. Suva masa merena je po suSenju micelije 24 h na 65° C. Ogled je postavljen u

sterilnim ¢agama zapremine 75 ml, na 35-40 ml hranljivog rastvora, na temperaturi od 22°

C.

5.2.6.Koris¢eni softrverski paketi

Podaci su analizirani jednosmernom analizom varijanse (ANOVA) i znacajne razlike

izmedu tretmana razdvojene su Tukey B testom (P<0.05). Za obradu je koris¢en program

SPSS 10 for Windows (SPSS Inc., Cikago, SAD).

# Da bi se obezbedio sadrzaj od 120 mg N/I podloge upotrebljeno je 0.566 g (NH4),HPO4/I; 0.703 g
Ca(NO3),/1, 0.75 g BSA/L. Prema DAZA et al. (2006) 0.375 g BSA sadrzi 60 mg N
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5.3. Rezultati istrazivanja

Svaki od ispitivanih izolata pokazao je neke specifi¢nosti. Razlike izmedu izolata
razli¢itih vrsta u ukupnoj brzini rasta su ocigledne. Najbrze rastu izolati P. arhizus i C.
amarellus. Najsporije raste Russula, a zatim Tricholoma (T. bastchii). Kada se kultura jednom
uspostavi, izolati Lactarius rastu brzo.

Medutim javile su se teskoce prilikom kultivacije pojedinih izolata, narocito na
te¢noj hranljivoj podlozi. Jedan broj inokuluma nije nakon postavljanja u te¢nu podlogu
nastavio odmah da se razvija, ili se razvijao dosta usporeno u odnosu na druge. Zbog toga
se, u slu¢aju ogleda postavljenih na te¢noj podlozi, cesto zapazaju velike standardne
devijacije. Iako su ogledi 3 puta ponavljani na istim substratima, dobijeni rezultati se za
pojedine vrste ne trebaju smatrati kona¢nim.

Porast na razli¢itim izvorima azota je izuzetno spor jer su iz podloge iskljuc¢eni drugi
organski izvori azota kao $to su malc ekstrat i ekstrake kvasca (koji sadrze i druge hranljive
elemente vazne za gljive). Osim toga u ovom ogledu je redukovana i koli¢ina glukoze, tako
da mase micelija dobijene u dva ogleda na te¢nim podlogama nisu uporedive. Moze se
smatrati da je relativna greska merenja mase visoka, s obzirom da su suve mase ovih micelija
jako male.

Na osnovu merenja unakrsnog pre¢nika micelija gljiva u Petri posudama u
intervalima od 14, 21 i 28 dana, moze se re¢i da je porast ispitivanih izolata pretezno

linearan. Rezultati istrazivanja predstavljeni su tabelama 17 - 20.
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Tabela 17. Uticaj temperature na porast ektomikoriznih gljiva, izrazen kao pre¢nik micelije

obrazovane na agarnoj (MMN) podlozi posle 28 dana

pre¢nik micelije posle 30 dana (mm)

izolat 20 °C 22°C 25°C

Chalciporus amarellus 54,84+2,57 al| 75,3+8,65 b | 54,5+4,27 a
Lactarius deliciosus 39.33+5,16 a| 57,87+5,72 b | 39,20+4,18 a
Russula sanguinaria 20,80£1,30 a| 25,12+¢2,48 b | 22,8+1,81 a
Suillus collinitus 29,67£1,03 b| 33,33+1,86 ¢ | 24,67+2,06 a
Suillus granulatus 30,67+4,0 a| 47,17+4,12 b | 35,5+4,77 a
Tricholoma batschii 31,4+1,82  al| 34,65+2,19 b | 36,4+2,12 b
Tricholoma imbricatum 33,5¢2,98 a| 36,37+£3,20 a | 43,87+3,68 b
Pisolithus arbizus 49,30+4,68 a| 65,3+4,15 b | 73,3#£5,12 ¢
Scleroderma sp. 24,15+1,58 a| 33,75#3,11 b |343+2,79 b

a-razli¢ita slova pokazuju pokazuju statisticki znacajne razlike u redu, prema Tukey
B testu, p>0,05.

Slika 10. Micelije ektomikoriznih gljiva gajene na razli¢itim temperaturama i razlicitim
izvorima ugljenika: a- Lactarius deliciosus na podlozi sa saharozom, t=22 °C; b- Lactarius
deliciosus na podlozi sa glukozom na 22 °C (levo) i na 25°C (desno); c- Pisolithus arhizus na
podlozi sa glukozom t=22 °C; d- Pisolithus arhizus na podlozi sa ksilozom, t=22 °C; e-
Tricholoma imbricatum na glukozi t=22 °C.
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Tabela 18. Uticaj ugljenih hidrata na porast ektomikoriznih gljiva, izrazen kao pre¢nik micelije (mm) obrazovane na agarnoj (MMN) podlozi

posle 28 dana

ugljeni hidrati

izolat glukoza saharoza dekstrin arabinoza ksiloza skrob

C. amarellus 75,3+8,65 c| 72,3+8,58 c | 63,0£3,02 bc | 62,25+16,39  bc | 56,11+13 b| 28,5+8,73 a
L. deliciosus 56,98+4,95 d | 56,0+1,55 d | 21,35£2,5 b | 57,83+7,97 d| 12,92+1,6 a| 29,9+¢2,18 ¢
R. sanguinaria | 25,12+2,47 d | 23,0+1,49 c | 25,5+1,84 d | 23,25+1,48 c|9,92+0,9 al 15,4+1,95 b
S. collinitus 45,12+4,29 b | 56,41£6,5 c | 47,83+4,9 b | 17,83+4,96 a|11,5+¢1,29 a| 47,75¢7,6 b
S. granulatus 52,08+10,21 b | 84,0+2,64 c | 61,3+21,1 b | 30,58+4,25 a | 20,42+3,6 a| 27,6£10,4 a
T. batschii 33,5+3,10 ¢ | 30,76,5 bc | 34,67+2,2 c | 33,67+4,87 c| 19,00£1,8 a| 26,5+3,86 b
T. imbricatum | 36,37+¢3,20  bc | 41,2+4,51 cd | 42,6+4,0 d | 33,7+8,82 b | 16,08+3,3 a| 33,3+4,62 b
P. arbizus 65,3+13,24 od | 71,6249,1 d | 55,6+4,52 c| 21,12+1,88 a | 46,41+5,9 b| 38,0¢6,16 b
Scleroderma sp | 34,3 2,79 c | 29,10+1,4 b | 34,90+2,2 c | 15,57+1,45 a | 45,83+2,3 d| 29,82+3,2 b

a-razlicita slova pokazuju statisticki znacajne razlike u redu, prema Tukey B testu, p>0,05.

Tabela 19. Uticaj pH na porast ektomikoriznih gljiva, izraZen kao masa micelije (x 107 g) obrazovane na te¢noj hranljivoj MMN podlozi posle 28 dana

pH

izolat 4 4,5 5,2 5,8 6,5 7,5

C. amarellus 3,27+0,41 a | 2,66+0,16 a | 3,58+0,54 a| 2,23+0,24 a | 1,47+0,07 1,55+0,04 a
L. deliciosus 1,02+0,09 a | 1,0620,12 a| 1,37£0,22 ab | 1,72¢0,29 b | 1,53+0,24 1,25+0,11 ab
R.sanguinaria 0,5+0,11 a| 0,6+0,14 a 1,0+0,2 b 1.1+£0,3 a 1,1+0,1 1,1+0,1 a
S. collinitus 1,96+ 0,29 ab | 1,18+0,39 ab | 1,32£0,43 ab | 2,56£0,77 b | 0,81+0,01 0,98+0,24 a
S. granulatus 1,83+0,57 a| 2,62+0,5 a| 2,97+0,85 a| 2,14+0,87 a | 1,43+0,53 2,61+0,68 a
T batschii 1,36+0,62 a | 1,17+0,15 a | 1,86+0,60 b | 1,80+0,87 b | 1,56£0,45 1,11+0,03 a
T.imbricatum 0,44+0,12  ab | 0,52+0,15 b | 045£0,2 ab | 0,67£0,27 b | 0,39:0,23 0,23+0,13 a
P. arhizus 9,65+2,13 b| 8,17+1,9 b | 8,68+1,86 b | 10.1£2,3 b | 7,89+0,67 4,21£1,72 a

a-razli¢ita slova pokazuju statisti¢ki zna¢ajne razlike u redu, prema Tukey B testu, p>0,05.
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Tabela 20. Uticaj razli¢itih izvora azota na porast ektomikoriznih gljiva, izrazen kao masa
micelije (x 10 g) obrazovane na te¢noj (MMN) hranhljivoj podlozi posle 60 dana

azot u obliku
izolat NH,* NOs BSA
C.ammarelus 2,62+0,27 ¢ | 0,42 +0,04 a| 1,36 +0,15 b

L. deliciosus 0,58 +0,11 a| 0,65+0,09 ab | 0,78 +0,09 b

R.sanguinaria 1,85+0,14 b| 1,60 +0,16 b | 0,41 +0,04 a

S.collinitus 4,48+0,67 a| 4,84 +0,89 a| 4,33 +0,82 a

S. granulatus 4,52+0,37 a| 4,32+0,33 a| 3,66+0,65 a

T batchii 3,88+0,44 ¢ | 2,40 +0,38 b | 1,54+0,26 a

T imbricatum 2,43 +0,16 b| 2,30 +0,16 b | 1,06+0,14 a

P. arhizus 5,42 +0,66 b| 4,21 +0,4 a| 4,34 +0,18 a

Scleroderma sp | 4,54 £0,76  ¢| 2,57 0,26 b | 1,02+0,09 a

a- razlicita slova pokazuju pokazuju statisticki znac¢ajne razlike u redu,_prema Tukey

B testu, p>0,05.

Slika 11. Micelije ektomikoriznih gljiva gajene na razlic¢itim izvorima ugljenika i azota, i na

razli¢itim pH: a- R. sanguinaria na podlozi sa glukozom (t=22 °C); b-- R sanguinaria na
podlozi sa dekstrinom (t=22 °C); c- Chalciporus amarellus na podlozi sa dekstrinom; d-
Tricholoma batschii na razliciim pH (4, 5,2, 6,5); e- Lactarius deliciosus na razli¢itim
izvorima azota (NOs, NHy' protein)
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Micelija C. amarelus najbolje raste na 22°C, a dobar porast pokazuje na svim
ispitivanim izvorima ugljenih hidrata, mada slabije raste na skrobu. U zavisnosti izvora
ugljenih hidrata, menja boju micelije. Najbolje raste na amonija¢nom, a zatim na
organskom i najslabije na nitratnom azotu.

L. deliciosus najbolje raste na 22°C, a od ugljenih hidrata na glukozi, saharozi i
gotovo jednako dobro na arabinozi. Na ksilozi gotovo ne raste, dok na dekstrinu raste slabo
(micelija je manjeg pre¢nika i tanka). Na glukozi je takode micelija nesto gusc¢a i razvija
upadljivo zrakasto- radijalnu formu. Iako je na 22 °C zabelezen najveéi porast micelije, mase
micelije bolje je razvijena na 25 °C. Na 25 °C micelija ima tamniju narandzastu-Lactarius
boju*. Na podlozi sa NOs boja micelije je intenzivnije narandzasta. L. deliciosus se najbolje
razvija na organskim izvorima azota, a zatim na NOs". Na NHy4* formira kompaktne loptice,
dok je na NO;™ micelija vazdusastija.

Od svih ispirtivanih izolata u kulturi najsporije raste R. sanguinaria. Najbolje porast
pre¢nika pokazuje na 22°C, a od ugljenih hidrata najbolje raste na skrobu i dekstrinu, a
zatim na saharozi i arabinozi. Na ksilozi ne raste. Medutim, na podlogama sa glukozom i
saharozom, micelije su bolje razvijene i kompaktnije, nego na dekstrinu, skrobu i arabinozi.
Na 25 °C micelija je bolje razvijena i deblja u odnosu na miceliju koja se razvijala na 20 °C.
Na 20 °C na podlozi sa glukozom micelija je guséa i kompaktnija, dok je u svim ostalim
varijantama ugljenih hidrata vrlo tanka i svetla. R sanguinaria bolje raste na podlozi sa
neorganskim izvorimsa azota, a na NHy* formira kompaktno razvijenu miceliju.

S. collinitus ima najveci porast pre¢nika micelije na 22 °C , a porast na 20 °C je bolji
i statisticki se znacajno razlikuje porasta na 25°C. S collinitus najveéi pre¢nik ima na
saharozi, zatim na dekstrinu, skrobu i glukozi. Medutim, i ovde je na glukozi micelija vise
kompaktna i gusta, tj. bolje razvijena. Vrlo slabo raste na arabinozi (iako je pre¢nik nesto
vedi, micelija je vrlo tanka, i urasta u podlogu), dok na ksilozi vrlo slabo raste, formirajuci
gusto vunastu miceliju. S. collinitus jednako dobro raste na svim izvorima azota.

Micelija S. granulatus najbrie raste na 22 °C, a bez razlike u brzini porasta na

temperaturama 20 i 25°C. S. granulatus postize najveéi pre¢nik na saharozi, pa zatim na

? na 22 °C micelija je dosta svetlija na svim ispitivanim ugljenim hidratima
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glukozi, i dekstrinu. Medutim na podlozi sa glukozom micelija je kompaktnija, guséa i jace
pigmentisana nego na saharozi. Micelija na dekstrinu je bela, vunasto razvijena i gusta.
Micelija razvijena na skrobu je tanka, dok vrlo slabo raste na ksilozi i arabinozi. lako se na
arabinozi formira kultura veéeg pre¢nika, micelija koja se formira na ksilozi je vece gustine i
tamnija.

S. granulatus se dobro i obilno razvija na svim izvorima azota.

Najbolji porast pre¢nika micelije kod 7. batschii zabelezen je na 25 °C, ali bez
razlike u odnosu na 22 °C. T batchii najbolje raste na glukozi, dekstrinu i arabinozi, zatim
na skrobu, pa na saharozi. Najslabije raste na ksilozi. Na podlozi sa glukozom, micelija je
bela i naborana u centru, sa tamnijom Zutom zonom u centru. Micelija 7. batschii je
tamnija na podlozi sa NOs, i to je tamna (smeda) boja plodonosnog tela. Bolje raste na
neorganskom azotu.

T. imbricatum najbolje raste na 25 °C. Najbolji rast pre¢nika ima na dekstrinu,
zatim na saharozi, pa na glukozi. Medutim, micelija je na glukozi gusto razvijena i bela, dok
je na saharozi i dekstrinu tanja, pa je uprkos ve¢em pre¢niku, ukupno razvijena masa
micelije manja. Na ksilozi gotovo da ne raste. Na 25 °C micelija je gusta i zbijena, menjajudi
boju prema smedoj boji (boji klobuka plodonosnog tela). Na 20 °C  micelija je vise
horizontalno razvijena i tanka. Ona bolje raste na podlozi sa NHy¢', zatim na BSA, pa na
NOs-.

P. arhizus najbolje raste na 25 °C, i to na saharozi i glukozi, a zatim na dekstrinu. U
zavisnosti od izvora ugljenih hidrata, menja boju micelije. Najslabije raste na arabinozi, dok
vrlo dobro raste i na ksilozi (posebno u poredenju sa drugim izolatima). Na svim izvorima
azota P. arhizus se dobro razvijao, mada bolje na neorganskim. Na NOs je zabelezena
intenzivnija intenzivnija proizvodnja pigmenata®. Boja na BSA i NHy'+ je sli¢na i svetlija.

Scleroderma sp. raste bolje na temeraturama od 22 i 25°C nego na 20°C. Ona
pokazuje najbolji porast na ksilozi gde formira bujnu belu miceliju, koja je vrlo vazdusasta, a
zatim na dekstrinu i glukozi. Vrlo slabo raste na podlozi sa dodatkom arabinoze, gde boji

podlogu u sivkasto-ljubi¢astu boju (kada i micelija ima taj sivo-ljubicasti pigment).

% koji su karakteristi¢ni za Pisolithus, on se koristi za bojenje i po tome je vrsta dobila ime
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Scleroderma sp. na organskom azotu boji podlogu u tamno i micelija je nesto tamnija, dok
je najbolji porast zabelezen na podlozi sa amonija¢nim azotom.

Prilikom ispitivanja uticaja pH na porast micelije gljiva, pokazalo se da su ispitivani
izolati dosta tolerantni prema svim ispitivanim vrednostima pH. S. granulatus, C. amarellus
i P. arhizus ne pokazuju izrazite razlike u porastu na razli¢itim pH, dok 7. imbricatum, T.
batchii, L. deliciosus pokazuju najbolji porast na pH izmedu 5,2 i 6,5, R. sanguinaria na 5,2,

a S. collinitus na pH izmedu 4,5-5,8.

5.4. Diskusija

Podaci o moguénostima razlaganja substrata i karakteristike gljive u kulturi
dopunjavaju sliku o trofi¢nom statusu gljiva, a narocito basidiomiceta ( TEDERSOO ez al.,
2010). Tokom ovog istrazivanja ispitivan je porast micelija gljiva na razlicitim
temperaturama i razlicitm pH, $to moZe da bude znacajno za poznavanje ekologije vrsta,
kao i njihovo uspesno gajenje u kulturi.

Ispitivanje osobina pretpostavljeno ekoloski vaznih gljiva u $umama munike
obezbedilo je osnovne fizioloske informacije o njima, kao i za izolate P. arhizus i Scleroderma
sp., za koje se pretpostavlja da mogu da imaju znadaj za mikorizaciju sadnica ¢etinara u
sumskim rasadnicima. Ove informacije do sada nisu bile poznate.

Razlike izmedu izolata u ukupnoj brzini rasta su ocigledne, kao i specifi¢nosti u
pojedina¢nim reakcijama izolata na razlidite izvore azota i ugljenika. Najbrze rastu izolati P.
arbizus 1 C. amarellus. Ove viste se takode relativno jednostavno izoluju na hranljivim
podlogama. Tesko se izoluju T7icholoma, Lactarius i Russula vrste. Ali, pokazalo se da, kada
se kultura jednom uspostavi, izolati Lactarius rastu brzo (mada na ¢vrstoj podlozi brze nego
u te¢noj). Najsporije raste Russula, a zatim Tricholoma (T. batschii). U odnosu na druge

vrste, Suillus-i se relativno lako izoluju.
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HUTCHISON (1990) je predloZzio model po kome se linearan rast gljiva na
standardnim ekstremnim temperaturama koristi za identigikaciju kultura gljiva. Ovaj
princip primenili su kasnije u svojim istrazivanjima DAMES ez al. (1999), pri pokusaju da
identifikuju izolate dobijene iz mikoriznih korenova, u kombinaciji sa morfotajpingom?. U
ranijim proucavanjima mikorize, identifikacija simbionta dobijenih iz korena domacina je
vrSena na osnovu morfoloskih poredenja sa izolatima dobijenim iz plodonosnih tela.
Osnovni problem prilikom ovih istrazivanja bio je to $to mnoge vrste ektomikoriznih gljiva
nikada nisu izolovane u kulture, $to otezava proucavanje njihove ekologije u uslovima in
vitro (TEDERSOO et al., 2010).

Moze se smatrati da veini gljiva za porast odgovaraju umerene temperature izmedu
11-28 °C (HUTCHISON, 1990), dok su optimalne temperature za porast obi¢no od 18-25
°C. Optimalna temperatura za rast izolata gljiva koje vode poreklo iz $ume munike (osim
Tricholoma izolata) je 22 °C, dok izolati P. arhizus i Scleroderma sp. brii porast pokazuju na
visim temperaturama (25 i 28 °C) Ove razlike su oéekivane s obzirom na poreklo izolata.

Prema MARX ez al. (1982), P. arhizus najbrze raste na 28-30° C, a moze da raste na
40- 42 °C, dok je termalna tacka smrti hifa na 45°C. Tolerancija gljive prema visokim
temperaturama substrata moze da predstavlja klju¢nu prednost za uspesne inokulacije
sadnica u procesu rasadnicke proizvodnje na otvorenom u uslovima submediteranske klime
u Podgorici, kao i u uslovima umereno kontinentalne klime, te za upotrebu u
posumljavanju.

Uodljivo je da su na razli¢itim temperaturama micelije razli¢ito razvijene i cak
obojene. Prema MARX ez al. (1970., cit .SANCHES ez al., 2001) ektomikorizne micelije su
veoma osetljive na promenu temperature. Na primer, kada temperatura zemljiSta padne,
metabolicka aktivnost i gljive i korena znacajno opada $to nepovoljno uti¢e na rast micelije i
redukuje pristupa¢nost nutrijenata gljivi, $to pospesuje obrazovanje sklerocija.

Ispitivani izolati dobro su rasli na rasli na pH izmedu 4 i 7,5. Treba imati u vidu da
se, prema ERLAND i SODERSTROM (1990), optimalan pH za rast gljive moze razlikovati od

optimalanog za mikorizaciju korena domadina.

?° razli¢ita brzina porasta micelija srodnih vrsta u kulturi, kao i razlike u optimalnim temperaturama mogu da
se koriste kao dijagnosticko-taksonomska obelezja kod gljiva
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Pokazalo se da su svi ispitivani izolati bili sposobni da koriste amonija¢ni, nitratni i
proteinski (organski) azot kao izvore hrane. Moze se re¢i da su razlike u sposobnosti gljiva
da koriste razli¢ite oblike azota kvantitativne, pre nego kvalitativne.

S. granulatus, S. collinitus i P. arbizus izgleda da koriste ispitivane izvore azota sa
jednakom efikasnos¢u. 7. imbricatum i R. sanguinaria bolje rastu na neorganskimizvorima
azota. 1. batschii, C. amarellus i Scleroderma sp.najbolje rastu na amonijatnom azotu, dok
L. deliciosus najbolje raste na organskom azotu. Istrazivanja drugih autora (ABUZINADAH i
READ, 1986; FINLAY ez al., 1992; READ et al., 1989.) pokazuju da ECM gljive gljive dobro
rastu na podlozi sa NHy" koji se standardno i koristi u hranljivim podlogama kao izvor
azota. Ovo je ocekivano utoliko $to ektomikorizne gljive rastu u kiseloj sredini sa
akumulacijom organske materije, gde je amonija¢ni azot glavni oblik neorganskog azota
(MARSCHNER 1995, READ et al, 1989, DAMES et al., 1999). Porast na nitratu kod
ispitivanih izolata je ne$to slabiji nego na amonijumu, sa izuzetkom Lactariusa, koji raste
bolje na NOj. Ovaj rezultat je u skladu sa misljenjem da, ektomikorizne gljive generalno
mogu da koriste i nitratni i amonija¢ni azot, mada su neke razlike izmedu razlicitih
ektomikoriznih vrsta odigledne, $to moze da se odrazi na njihovu distribuciju (KELLER
1996, READ ez al., 1989.)

Upotreba NOs™ kao izvora azota je do sada ispitana kod malog broja ektomikoriznih
gljiva. Rezultati pokazuju da je upotreba NOjs veoma varijabilna kako izmedu, tako i
unutar vrste. (FRANCE i REID, 1984, HO i TRAPPE, 1987, ANDERSON et 4l., 1999). Prema
SCHEROM ez al., (2003, cit. NYGREN 2008) neki Pisolithus izolati izgleda da preferiraju
NO;™ u odnosu na NHy¢" azot, dok druge vrste na NOs™ pokazuju ogranicen rast ili uopste
ne rastu. Prema novijim istrazivanjima NYGREN ez 4/. (2008), pokazalo se da 68 vrsta iz 17
rodova ektomikoriznih gljiva ima sposobnost da koristi NOj3 kao jedini izvor azota. Ovo je
zabelezeno i kod izolata koji vode poreklo iz borealnih $uma, gde zalihe nitrata mogu biti
veoma niske.

Prema LAPEYRIE er al. (1991), u kre¢njackim zemljiStima, u kojima je azot

zastupljen najviSe kao nitratni, stimulisana je ekskrecija oksalnih kiselina i ektomikorizne
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gljive imaju ulogu agensa koji vrsi rastvaranje putem acidifikacije i helatizacije*” gvozda (Fe),
kalcijuma (Ca) i Aluminijuma (Al).

Jedno od klju¢nih pitanja ekologije ektomikoriznih gljiva, kao i simbiontskog
drveca, je koliko je kod njih rasirena sposobnost kori$¢enja organskog azota. S obzirom da
ektomikorizne gljive predstavljaju komponentu cetinarskih $uma u kojima je sadrzaj
mineralnog azota jako mali, smatra se da je kod njih rasirena sposobnost koris¢enja proteina
kao izvora azota.

ABUZINIDAH i READ (1986) kategorisali su ECM gljive kao proteinske, ili ne—
proteinske, tvrdeci da su neke vrste specijalizovane u kori$¢enju proteina, dok druge imaju
veoma ograni¢ene sposobnosti za to*. Ova klasifikacija je ostala Siroko u upotrebi, mada je
jasno daektomikorizne gljive ispoljavaju znacajne unutravrsne varijacije (CAIRNEY, 1999).
Osim toga, NYGREN ez 2/.(2008) su u studiji u koju je bio uklju¢en veoma velik broj vrsta,
pokazali da postoji ¢itav niz razli¢itih reakcija izmedu ova dva ekstrma.

Ogledi u kulturi pokazuju da ECM gljive mogu da koriste ¢itav niz amino kiselina i
proteina kao jedini izvor azota i na taj nacin obezbeduju biljkama-domacdinima pristup
organskim izvorima azota (ABUZUNADAH i READ, 1986). Usvajanje N iz proteinskih izvora
je demonstrirano kod akseni¢no gajenih mikoriznih biljaka Besula pendula Roth., Picea
mariana (Mill.) Britton, Sterns & Poggenburg, Pinus contorta Douglas, P. sylvestris,
Eucaliprus grandis W .Hill ex Maiden i Corymbia maculara(Hook.) Hill & Johnson (DAMES,
1999.)

Poznato je da se razgradnja proteina vr$i se u prisustvu enzima - proteaza.
[strazivanja su pokazala da pojedina¢na vrsta gljive moze da produkuje nekoliko razli¢itih
proteaza zavisno od izvora hranljivih materija i pH sredine. Sposobnost gljiva da raste na
razli¢itim izvorima azota kod velikog broja vrsta gljiva jasno ukazuje na strategiju da se sav
raspolozivi azot mora usvojiti, ¢ak i kada su odredene vrste nutrijenata u zemljiStu prisutne

samo u tragovima (NYGREN, 2008).

¥ Helati su kisela metal-organska jedinjenja ( gljive omogucavaju stvaranje helata)

8 Smatra se da su ne-proteinske gljive znacajne u novopodignutim $umskim zasadima (na novim stani$tima),
dok proteinske gljive dobijaju na znadaju sa starenjem plantaze i u drugoj rotaciji. Ovakva sukcesija gljiva je
zapazena u brojnim ekosistemima, i ona prati uslovnu podelu na pionirske i gljive kasnije faze.
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Drugo ekoloski vazno pitanje, odnosno prvo vaino pitanje u ishrani gljiva je “iz
kojih sve izvora gljiva moze samostalno da koristi ugljenik”?, odnosno odakle sve moze
gljiva da se hrani? Uloga biljke u ektomikoriznoj simbiozi je da obezbedi gljivu sa
ugljenikom. Smatra se da, sa nekoliko izuzetaka, ektomikorizne basidiomikote nemaju
enzime za degradaciju celuloze i lignina (TEDERSOO et al., 2010), mada po tom pitanju jo$
uvek nisu izvedeni kona¢ni zakljucci. Prema DAMES ez al. (1999) neke ektomikorizne gljive
mogu da razlazu lignin, holocelulozu i celulozu usled cega predstavljaju uspesne
kompetitore saprotrofa. Tokom naseg istrazivanja zabelezeno je da odredene gljive mogu da
se razvijaju na polisaharidima kao $to su skrob i dekstrin, $to ukazuje na prisustvo enzima
koji su sposobni da izvre razlaganje ovih $eéera (mada su ovde u pitanju veoma slabe «
veze) na glukozu koje je gljiva u moguénosti da usvoji. Odredene vrste mogu da koriste
arabinozu, a Lactarius ¢ak i ksilozu, koja ¢ini sastavnu komponentu hemiceluloze.

Zabelezeni su primeri da se ECM korenovi i rizomorfe razvijaju unutar panjeva
drveta koje truli, $to upucuje, prema DAMES ez al. (1999) na izvesnu aktivnost celulaza. Rast
ektomikoriznih korenova unutar ostataka mrtvog drveta moze da bude znacajan za
odrzavanje mikoriznog diverziteta nakon poremedaja u ekosistemu kao $to je Cista seca ili da
pomogne u ocuvanju mikorize tokom su$nih perioda. Smatra se da ostaci drveta
predstavljaju izvor hranjivih materija, a osim toga mogu da zadrze vlagu duze nego slojevi
sumske stelje (DAMES et al., 1999.).

Tokom ovog istrazivanja zabelezeno je da se P. arhizusdi Scleroderma, karakreristi¢ni
rani kolonizatori sadnica, jako dobro razvijaju na ksilozi, koja ¢ini sastavni deo hemiceluloze
prisutne u svim ¢elijskim zidovima. Ovo se moze dovesti u vezu sa stanovistem da gljive
rane faze imaju nize zahteve za asimilatima koji vode poreklo od domacina i moze da bude
potvrda za pretpostavku da neke mikorizne gljive jedan deo ugljenika neophodnog za rast
mogu da koriste iz organskih izvora.

Buduéa istrazivanja potrebno je usmeriti na proucavanje enzimatske aktivnosti
gljiva. Na taj nac¢in mo¢i ¢e da se dobije potpunija slika o osobinama gljiva i da se razume
zato je diverzitet gljiva koristan za diverzitet biljaka, te koja je ta¢na uloga koje vrste gljive u

simbiozi sa biljkom.
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5.5. Zakljuéak

Sprovedeni ogledi pokazuju da postoje razlike u izgledu kultura iste gljive kada se
ona razvija na razli¢itim temperaturama, razlic¢itim izvorima azota, kao i ocigledno razli¢ite
reakcije vrsta gajenih na odredenim ugljenim hidratima. One se odnose na opsti izgled,
razvijenost i boju kultura, i posledica su nekih specifiénih biohemijskih reakcija do kojih
dolazi u odredenim kombinacijama.

Ispitivani izolati poreklom iz Sume munike najbolje rastu na temperaturi od 22 °C,
dok izolati P. arbizus i Scleroderma sp. bolje rastu na 25 °C.

Svi ispitivani izolati dobro su rasli na rasli na pH izmedu 41 7,5.

Pokazalo se da su svi ispitivani izolati mogli da koriste amonija¢ni, nitratni i
proteinski (organski) azot, kao i da su prakti¢no svi imali sposobnost da koriste razlicite
ugljene hidrate kao izvore hranljivih materija, mada su ove sposobnosti bile varjabilne

izmedu vrsta.
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6. Mikorizacija u rasadnic¢koj proizvodnji

6.1. Uvod

Da bi se prilikom posumljavanja obezbedio visok stepen prezivljavanja sadnica na
terenu neophodna je upotreba sadnica visokog kavaliteta (RADOGLOU ez al., 2009),
posebno u oblastima jugoisto¢ne Evrope koje se odlikuju visokim temperaturama vazduha i
zemljiSta, niskom relativnom vlazno$¢u vazduha i malom koli¢inom padavina.

Zemljista razvijena na karbonatima preovladavaju u Crnoj Gori. Fizicke i hemijske
osobine karbonatnih zemljiSta, kao $to su nisko zadrzavanje vode (niska retenciona
sposobnost), formiranje tvrde kore na povrsini, slaba struktura, visoka infiltracija i ispiranje
jona, kao i niska pristupa¢nost nutrijenata predstavljaju glavne ogranicavajuée faktore za
razvoj $umskog drve¢a (RINCON ez al., 2007). U isto vreme, u semi-aridnim uslovima
mediterana i submediterana, karakteristi¢cnim za jug Crne Gore, po$umljavanje je cesto
ograni¢eno klimatskim uslovima koji se karakteriSu produzenim suvim periodima sa
visokom temperaturom i padavinama koje su koncentrisane u nekoliko meseci. U severnom
planinskom regionu Crne Gore nepovoljnosti vezane za posumljavanje odnose se uglavnom
na skradeni vegetacioni period —dugotrajnu zimu na ve¢im nadmorskim visinama i relativno
niske temperature u duzem delu vegetacionog perioda, dok period letnje suse takode moze
da bude izrazen.

Brojne studije bavile su se optimizacijom rasadnicke proizvodnje koja ima za cilj
proizvodnju visoko kvalitetnih sadnica, koje bi mogle da unaprede po$umljavanja u semi-
aridnoj zoni Mediterana, submediterana, kao i suvih kontinentalnih klimata. (RINCON e¢
al., 2007). Poznato je da se kada se prilikom po$umljavanja koriste sadnice koje su bez
mikorize, javljaju problemi vezani za nedovoljno usvajanje nutrijenata i vode iz zemljita, pa
dolazi do prestanka rasta sadnica, ili do suSenja sadnica (PARLADE e /., 1996). Sadnice bez
mikorize dobro rastu na vestackim substratima, kada imaju na raspolaganju dovoljno vode i
rastvorenih hranljivih materija koje su im neophodne da bi zadovoljile potrebe rasta i

transpiracije, ali nakon presadivanja, njihova sposobnost da absorbuju vodu i nutrijente iz
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zemljiSta moze biti smanjena (PARLADE, 1996). Kada se nemikorizovane sadnice sade u
zemljiSta u kojima nema ektomikoriznih gljiva, one mogu propasti pre nego $to dode do
prirodne kolonizacije korena ektomikoriznim gljivama. Smatra se da stepen prezivljavanja i
porast sadnica na ovakvim staniStima moze biti popravljen sadnjom sadnica sa dobro
razvijenim ektomikorizovanim korenovim sistemom (MIKOLA, 1970; RIFFLE i TINNUS,
1982), tako da kontrolisana inokulacija sa Zeljenim mikoriznim gljivama u rasadnicima
moze da predstavlja znacajnu inicijalnu prednost za uspesno prezivljavanje sadnice prilikom
iznosenja na teren.

Mikoriza popravlja fizioloski status sadnice na taj nadin $to poboljsava usvajanje
vode i hranljivih materija iz zemljita, zatim distribuciju ugljenih hidrata, kao i proizvodnju
hormona rasta. U morfoloskom pogledu, ektomikoriza ima ve¢u povr$inu korena, preko
kojeg se vrsi absorcija. Smatra se da do ovoga dolazi usled toga sto gljiva proizvodi obilne
trake hifa na korenu sadnica. One se razvijaju kao ekstrametri¢na micelija od korena prema
okolnom zemljiStu i povecava efikasnost absorbovanja nutrijenata i vode (BOWEN, 1973).
Ona takode uti¢e na produzenu sposobnost absorcije korenskih zavrsetaka - produzeni zivot
korena (BOWEN, 1973). Na ovaj nacin mikoriza igra znacajnu ulogu u zastiti biljke protiv
stresa izazvanog negativnim uticajima Zivotne sredine kao $to su susa, patogeni i zagadenje
teskim metalima. Osim toga, ektomikorizni omotac sluzi kao fizicka barijera koja sprecava
gubitak vode i isusivanje (desikaciju) korena (RINCON ez al., 2007).

Za zapocinjanje programa proizvodnje mikoriziranih sadnica neophodno je izvrsiti
selekciju — odabrati ektomikorizne gljive, jer sve navedene osobine mogu da variraju u
zavisnosti od vrste gljive. Osim toga, potrebno je razviti specifi¢an, posebno prilagoden
proizvodni procesa proizvodnje mikoriziranih sadnica.

Pre-selekcija mikoriznih gljiva predstavlja vazan korak za osnivanje programa
inokulacije sadnica u Sumskim rasadnicima (RINCON ez al., 2001). Preliminarna selekcija
vrsta gljiva kori$¢enih u ovom istraZivanju uradena je na osnovu literaturnih podataka i
iskustava stranih autora u radu sa ecktomikoriznim gljivama, kao i na osnovu

rasprostranjenja- prisustva pojedinih vrsta u odredenim $umskim zajedniama u Crnoj Gori.
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Kriterijumi selekcije ektomikoriznih gljiva za mikorizaciju sadnica su zasnovani na
fizioloskim i ekoloskim razlikama koje postoje izmedu razlicitih gljiva ili ¢ak izmedu
strejnova iste vrste (MARX ez al., 1994 ; RINCON ez al., 2001). Oni ukljucuju: 1) simbiotsku
kompatibilnost izmedu gljive i domacina, 2) ekolosku adaptibilnost mikorizne gljive na
mesto presadivanja, 3) sposobnost gljive da bude kompetativna sa gljivama koje prirodno
rastu na mestu presadivanja i 4) jednostavnost proizvodnje inokuluma.

Smatra se da je neophodno prouciti gljive i njihove izolate iz autohtonih ili
geografski bliskih populacija, jer su one adaptirane na uslove spoljasnje sredine na mestu
posumljavanja, odnosno primene na terenu i jer one predstavljaju izvor inokuluma koji
moze lako da se koristi. Osim toga brojna istrazivanja potvrduju da mogu da postoje
odredene specifi¢nosti ili razlike izmedu razli¢itih izolata iste vrste (CAIRNEY, 1999).

Zapoceta su istrazivanja koja imaju za cilj da ocene razlidite vrsta autohtonih
ektomikoriznih gljiva, radi odabiranja (selekcije) i njihove kasnije upotrebe u proizvodnji
mikoriziranih sadnica borova u Sumskim rasadnicima.

Cilj ovog istrazivanja bio je da odredi da li su odabrane vrste/izolati autohtonih
ektomikoriznih gljiva 1) sposobne da izvr$e inokulaciju kontejnerskih sadnica autohtonog
crnog bora pod modifikovanim poljskim uslovima u Podgorici, 2) da se uporede efekti
inokulacije sporama i micelijom za pojedine vrste, kao i 3) uticaj razli¢itih koncentracija oba

tipa inokuluma na formiranje ektomikorize i porast sadnica.

6.1.1. Izbor biljke domadina

U programima poSumljavanja u Srbiji i u Crnoj Gori, koriste se kontejnerske
sadnice Pinus nigra. Crni i beli bor se naj¢esée koristi pri po$umljavanju najnepovoljnijih
terena u Srbiji (SPACIC-NIKOLIC et al., 2010). Kako smatra RANKOVIC (2009), borovi su u
proslosti imali nesto manji znacaj za po$umljavanje od onog za koji se procenjuje da bi

mogli da imaju s obzirom da na red za posumljavanje dolaze upravo najsiromasnija i
g J p J J p j J
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najoskudnija stani$ta. Unapredenje proizvodnje sadnica ovih vrsta, prema SJACIC-NIKOLIC
et al. (2010), je primarni cilj Sumarske nauke i struke.

P. nigra je, na osnovu literature koja nam je bila dostupna slabo obraden u smislu
mikoriznih simbionata i mikorize. U mediteranskom delu Evrope nekoloko razli¢itih grupa
istrazivaca (iz Spanije i manje iz Francuske) rade na mikorizaciji sadnica P. halepensis i P.
pinaster, a delimi¢no i P pinea, jer se ove vrste Siroko koriste za poSumljavanje u ovim
regionima Mediterana. Sa druge strane istrazivaci iz Severne i Centralne Evrope od borova
najvie rade sa belim borom, kao vrstom bora koja je najprimerenija njihovom klimatu-
njihovim prilikama. Crni bor nalazi svoje ekolosko mesto brdskim predelima Srbije i delom
Crne Gore.

Brojna istrazivanja i iskustva u mikorizaciji sadnica zabelezena su sa

severnoameri¢kim vrstama borova.

6.1.2. Izabrane vrste mikosimbionta

Pisolithus arbizus je odabran jer postoje brojna dobra iskustva koja su vezana za
njegovu upotrebu u mikorizaciji ¢etinara. Dokazano je da je on ostvaruje simbiozu sa preko
50 vrsta drveca u prirodnim uslovima, i sa jo§ 25 vrsta u uslovima in vitro®. Sprovedena su i
brojna istrazivanja o reakciji biljke domadina na inokulaciju sa P. arbizus pod razli¢itim
uslovima (CAIRNEY i CHAMBERS, 1997). Od 1970 P. arhizus se $iroko koristi programima
inokulacije u Sumarstvu i brojni protokoli za inokulaciju razvijeni su za ovu vrstu. Ona ulazi
u sastav ve¢ine komercijalnih preparata za ektomikorizaciju sadnica. Smatra se bioloskim
orudem za poboljsanje porasta i prezivljavanja borova prilikom po$umljavanja na stanistima
slabog kvaliteta, na kr¢evinama ili prilikom rekultivacije povrsina.

P. arbizus se javlja u urbanim podrudjima, kao i na razli¢itim $umskim stani$tima
koja se odlikuju nepovoljnim uslovima spoljsasnje sredine; moze se nadi u voénjacima, i

ponekad u $umskim rasadnicima.

? prema CAIRNEY i CHAMBERS (1997) dokazano je da izolati Pisolithus-a formiraju ektomikorzu sa

domadinima iz 20 rodova u ogledima mikorizne sinteze
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Smatra se da su stani$ni uslovi nepovoljni na veéini "lokaliteta”" na kojima je
potrebno izvisiti posumljavanje, a da je P. arrhizus adaptiran na ovakve uslove. Zbog toga
sadnice borova sa P. arbizus mikorizom desto imaju stopu prezivljavanja i rasta koja je
znatno iznad stope prezivljavanja sadnica koje poseduju mikorizu formiranu od strane
ektomikoriznih gljiva koje se spontano javljaju u rasadniku.

Prema MARX et al. (1982), P. arhizus je sposobna da raste na 40° - 42° C, najbrie
raste na 28-30° C, dok je termalna tacka smrti hifa na 45°C. Prilikom zapocinjanja
istraZivanja, pretpostavili smo da tolerancija gljive prema visokim temperaturama substrata
moze da predstavlja kljuénu prednost za uspesne inokulacije sadnica u procesu rasadnicke
proizvodnje u Podgorici, kao i za upotrebu u posumljavanju.

U istrazivanjima veceg broja autora, kao posledica inokulacije sadnica sa P. arizus,
zabelezen je bolji porast sadnica, kao i pove¢ana akumulacija fosfora i azota u asimilacionim
organima biljke domacina. Prisustvo P. arhizus moze dovesti do veéeg broja mineralnih
transformacija, koje mogu znacajno da uticu na pristupacnost odredenih elemenata u
zemljistu. Inokulacija sadnica Cetinara sa P. arhizus generalno dovodi do povecéanja nivoa
fotosinteze. Evidentno je da P. arhizus ,privlaci“ ugljenik koji vodi poreklo od domadéina,
posebno u ranim fazama simbioze. Koris¢enjem *CO,, CAIRNEY et al. (1989) su pokazali
da se 18 puta vise ugljenika akumulira u korenovima Eucaliptus pilularis Sm. koji je
inficiran sa P. arrhizus, nego u korenovima istog korenovog sistema koji nisu inficirani.

Koristi za biljku domacina koje se ne odnose na ishranu ogledale bi se u tome $to
prisustvo P. arhizus na korenu moze da redukuje deficit vode u uslovima umerene suse na
taj nacin $to gljiva obrazuje sistem obilnih i rasirenih rizomorfi kojima pospesuje usvajanje
vode, ili da ublazi osetljivost domacdina na toksi¢ne metale, prema kojima poseduje nisku
osetljivost. Ona moze redukovati akumlaciju Zn u izbojcima detinara, gajenim na
jalovistima ili supstratima obogaenim Zn u rasadnicima, tako $to dolazi do povecanja
koncentracije Zn u korenu. Infekcija sa P. arhizus moze da redkuje akumulaciju Al u
izbojcima borova i na taj nacin da ublaZi njihovu osetljivost na Al. Dokazano je takode da

moze da ublazi toksi¢nost Pb u odnosu na smréu (CAIRNEY i CHAMBERS, 1997).
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P. arhizus takode ima znacaja u remedijaciji stani$ta kontaminiranih sa
ksenobioti¢nim organskim hemikalijama, mada su istraZivanja na tom polju za sada bila
malobrojna. Pokazalo se da pojedeni izolati P. arrhizus mogu da degradiraju polihlorinisane
bifenile, kao i da biotransformi$u 2.4.6-trinitrotoluene (CHAIRNEY i CHAMBERS, 1997).

Poznato je da P. arhizus ima sposobnost da zastiti sadnice od velikog broja
zemlji$nih patogena (MARX, 1972): izmedu ostalog zabelezeno je da uti¢e na zastitu Pinus
vista protiv Phytophtora, Fusarium, Rhizoctonia i Cilindrocarpon spp., u ogledima
sprovedenim u staklenicima. Zastitni efekat gljive se pripisuje delimi¢no obezbedivanju
fizicke barijere usled razvoja ektomikoriznog omotaca. Sa druge strane postoje brojni
primeri 7z vitro inhibicije rasta velikog broja patogena u prisustvu micelije P. arhizus, $to
jasno ukazuje na proizvodnju antimikrobnih metabolita. Proizvodnja ovakvih sekundarnih
metabolita jo§ uvek nije potvrdena tokom simbioze sa domadinom, ali je izvesno i
razumljivo da se ovakvi sekundarni metaboliti ispoljavaju i u simbiotskoj miceliji P. arrizus
u zemljistu (CAIRNEY i CHAMBERS, 1997).

Osim toga, slede¢e karakteristike ¢ine P. arbizus vrstom koja je pogodna za
prakti¢nu primenu:

Sporokarpi P. arhizus se lako identifikuju i bez mikroskopije, jer su jedinstvena po
svojoj gradi. Unutra$njost plodonosnog tela sastoji se od velikog broja "zrnaca" —peridiola
braon Zute boje, u kojima su smestene spore. Okolo se nalazi ovojnica-omota¢ u principu
kozaste strukture i svelte (belo-sive) boje. Na preseku plodonosnog tela se zapaza sadrzaj
zrnaste strukture, jako bogatog kolorita (ukoliko je odredene starosti) i razlicitog stepena
zrelosti spora. Sazrevaju spore sa ruba-ivice plodonosnog tela i rasipaju se u obliku praha.
Plodonosna tela su najées¢e krupna, i formiraju se u grupama, tako da se i u slucaju
pojedina¢nih nalaza gljive, moze obezbediti prilicno velika koli¢ina materijala (spora)
pogodnog za inokulaciju u programima rasadnicke proizvodnje.

Smatra se da se ova vrsta u laboratoriji moze lako gajiti na ve¢em broju ¢vrstih ili
tecnih podloga, $to omoguéava i olak$ava rad na ispitanju fizioloskih karakteristika

pojedinih izolata, i omogucava proizvodnju materijala za inokulaciju micelijom.
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Karakteristi¢an izgled formirane ektomikorize olak$ava determinaciju i praéenje, kao
i kvantitativnu ocenu ektomikorize koja se razvija na korenu sadnica.

P. arhizus je usvojen kao model organizam za istrazivanja ektomikoriznih interakcija
na molekularnoj osnovi jer su razvojni i funkcionalni aspekti simboize dobro
dokumentovani (CAIRNEY i CHAMBERS, 1997).

Vrste iz roda Suillus pokazuju visok nivo specijalizacije prema domacinu, u smislu
specijalizacije prema Cetinarima, i njihova distribucija se podudara sa prirodnom
distribucijom borova - vrsta iz familije Pinaceae (DAHLBERG i FINLAY, 1999; RUIZ —-DiEz
et al. 2006.) One se, prema Cestini i obimnosti plodonosenja, javljaju kao znacajnije
ektomikorizne vrste u mediteranskiim sumama borova (RINCON ez 4/, 2006; Ruiz —DIEZ
et al. 2006). Prema TORRES i HONRUBIA (1997), Swuillus-i se mogu smatrati simbiontima
rane faze, odnosno onima koji naseljavaju mlade biljke.

S. collinitus je vrsta koja se naj¢es¢e koristi za proizvodnju mikoriziranih sadnica P.
halepensis u rasadnicima u Spaniji i Francuskoj (TORES i HONRUBIA, 1994, HONRUBIA
2000; EL KALKUORI et al., 2006, RINCON ez al., 2006; RINCON et al., 2007). Dokazano je
takode da inokulacija sa S. collinitus povoljno uti¢e na osnivanje, kao i performanse plantaza
alepskog bora (RINCON ez 4/, 2007, RUIlZ —DIEZ ez al., 2006.), koji se $iroko koristi za
obnavljanje Suma u semi-aridnim podru¢jima Mediterana.

Suillus granulatus je vrsta koja je prema udestalosti i obilnosti plodonosenja
dominantna u Sumskim zajednicama munike u Crnoj Gori.

S. granulatus je koris¢en ranijih decenija za mikorizaciju sadnica cetinara u Severnoj
Americi. RIFFLE i TINUS (1982) smatraju S. granulatus simbiontom koji ima znacaja za P.
ponderosa u odredenim oblastima Severne Amerike (u severnom Grat Plains), dok
istrazivanja CLEIN i REID (1982) pokazuju da micelija S. gradulatus moze uspesno da se
koristi za mikorizaciju kontejnerskih sadnica P. comtorta i P. ponderosa. Osim toga, S.
granulatus je sa uspehom koris¢en je i za mikorizaciju kontejnerskih sadnica tri vrste hrasta
u Severnoj Americi (DIXON ez al., 1984).

Mozemo smatrati da su S. granulatus i S. collinitus simbionti borova dobro adapirani

na uslove spoljasnje sredine u Crnoj Gori, ali isto tako i vrste na ¢iju se obilnost mozemo
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osloniti u smislu obezbedivanja inokuluma spora u dovoljnoj koli¢ini. Prema TORRES i
HONRUBIA (1994a) S. collinitus ima visok procenat vitalnih i aktivnih basidiospora u
suspenzijama spora dobijenim iz plodonosnih tela.

Iskustva razlic¢itih autora po pitanju gajenja Swillus vrsta u kulturi su razlicita.
Severnoamericki autori navode da neke vrste Swillus-a ne mogu da opstanu u toku
mehani¢kih manipulacija koje su potrebne prilikom pripreme inokluma ili naseljavanja
substrata za rast sadnice (DIXON ez al., 1984). Ipak, jednostavna izolacija, brz porast u
kulturi i specijalizacija prema domadinima odredenih vrsta moze da uti¢e na porast
upotrebe ovih gljiva u mikorizaciji sadnica ¢etinara i lis¢ara (TRAPPE, 1977; DIXON er al.,
1984). Istrazivaci sa evropskog Mediterana (RUIZ-DIEZ ez al. 2006) smatraju da prednost u
kori$¢enju nekih vrsta iz roda Swillus za inokulaciju putem micelije lezi u tome $to se one, za
razliku od drugih ektomikoriznih vrsta, obi¢no lako gaje u kulturi.

Od vrsta iz roda Boletus za inokulaciju sadnica crnog bora odabrali smo tri vrste ¢ija
smo plodonosna tela prikupili u leto 2009. u submediteranskim $umama hrasta.

Boletus L. je kosmopolitski rod ektomikoriznih gljiva, Siroko zastupljen u toplim
predelima Severne hemisfere. Smatra se da ove vrste imaju veliki ekonomski znacaj, posto su
vilo cenjene u ljudskoj ishrani. Rod sadrzi vise od 1000 vrsta, i one formiraju ektomikorizu
ve¢inom sa biljkama iz familija Pinaceae, Fagaceae i Betulaceae. (AGUEDA et al., 20006). Bilo
je interesantno utvrditi da li ¢e naveden vrganji ostvariti simbiozu sa crnim borom, i kako ¢e
se prema njemu odnositi u poredenju sa drugim vrstama. Drugi, eventualno znacajniji
aspekt primene ovih vrsta u rasadniku je kontrolisana inokulacija sadnica sa prvenstvenim
ciljem proizvodnje jestivih plodonosnih tela ektomikoriznih gljiva. Tehnike inokulacije
sadnica sa ovim ciljem su u najvecoj meri razvijene za tartufe, a manje za lisi¢arke i vrganje
(PARLADE et al., 2004). Na slican nacéin razmatrana je i upotreba jestivih vrsta Lactarius-a
(PARLADE et al., 2004).

Smatra se da bi "upravljanje" inokulacijom sa jestivim ektomikoriznim gljivama kao
$to su vrganji, lisicarke ili mle¢nice, moglo da uti¢e na porast produktivnosti Suma. Ovo se
narocito odnosi na Mediteranske ili submediteranske $ume, koje se karakterisu ograni¢enim

proizvodnim resursima.
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U dosadasnjem radu sa vrganjima u kulturi bilo je dosta teskoca i moze se reéi da
ove gljive slabo rastu na vestackim hranljivim podlogma. B. aestivalis je relativno Cesta vrsta,
veoma cenjena u ishrani. B. luidus je vrsta koja je relativno brojna i rasirena u $umama
hrastova, bukve, a belezena je i u $umama munike i bukve u submediteranskom pojasu
Crne Gore. B. fechtneri je relativno retka vrsta sa malim brojem nalaza. Ove vrste vrganja
upotrebljene su prvenstveno sa ciljem da se utvrdi da li se mogu da ostvare simbiozu sa
crnim borom u ranom razvojnom stadijmu domacina.

Xerocomus rubellus je vrsta koja je zabelezena u asocijaciji sa Quercus ilex. Bilo je
interesantno da se uporedi njeno ,,ponasanje prema crnom boru, u odnosu na Swillus vrste
koje su prikupljane u Sumama munike, kao i vrganje, poreklom iz hrastovih $uma.

Za inokulaciju sadnica u rasadnicima, preporucuju se vrste iz roda Selerodema. Ove
gljive su rani kolonizatori korena i obrazuju velike koli¢ine rizomorfi koje pospesuju
usvajanje vode iz zemljista, $to u podru¢ju Mediterana moze da bude vazan faktor za
selekciju vrste za rasadnicku proizvodnju (RINCON ez al, 2001). Cesto se javljaju na
staniStima na kojima je doslo do poremecaja uslova Zivotne sredine, pa se pretpostavlja da
ih, kao i Pisolithus, dobro podnose. Kao perspektivni simbiont, ova vrsta takode ulazi u
sastav nekih komercijalnih preparata za mikorizaciju sadnica.

Gljive iz ovog roda javljaju se u simbiozi sa razli¢itim drvenastim vrstama u
rasadnicima, $umskim kulturama i u Sumama (PARLADE ez al., 1996). Vegetativni inokulum
S. citrinum koris¢en je u rasadnickoj proizodnji sadnica P. resinosa Ait. (TAKACS 1961,
RICHTER i BRUHN 1987, cit, PARLADE et al., 1996) ili su mikorizovane sadnice dobijane
tretiranjem semena sporama, ili micelijalnim inokulumom (AZEVEDO, 1982. cit. PARLADE
et al., 1996). PARLADE ez al. (1996) inokulirali su sadnice Pseudotzuga menziesii i P. pinaster
suspenzijom spora S. citrinum. Inokulum spora S. verrucosum kori$¢en je za mikorizaciju
sadnica P. pinaster (RINCON ez al. , 2001).

Autori preporucuju inokulacija sporama ove vrste, jer ona formira krupna, epigei¢na
plodonosna tela, sa velikim brojem spora, koja je lako prikupiti.

Nalazi ove vrste u Crnoj Gori za sada su retki i posluzili su za dobijanje ciste kulture

gljive. Nismo imali na raspolaganju zrele spore koje bi mogle da posluze za inokulaciju
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sadnica. S obzirom na njihovu potencijalnu vrednost u mikorizaciji sadnica, u buduénosti

im treba posvetiti viSe paznje.

6.1.3. Vrsta ektomikoriznog inokuluma

Kada govorimo o metodama inokulacije sadnica u rasadniku, govorimo o:
1) inokulaciji sporama i 2) inokulaciji micelijom (vegetativni inokulum).
Oba metoda imaju odredene prednosti i odredene nedostatke, koje ¢emo pokusati

da predstavimo u najkra¢im crtama.

6.1.3.1. Inokulum spora

Spore ektomikoriznih gljiva predstavljaju relativno cest, obilan i jeftin izvor
inokuluma. Njihova upotreba datira jo§ iz 18. veka kada su koris¢ene sa ciljem da se
unapredi proizvodnja tartufa (PARLADE ez al., 1996), jo§ pre nego §$to je stvarna priroda
ektomikorize i bila utvrdena. Do sada su spore bile kori$¢ene u $umskim rasadnicama za
inokulaciju sadnica slobodnog korena, ili za inokulaciju kontejnerskih sadnica cetinara
(MOLINA i TRAPPE, 1982; MARX et al., 1992; CASTELANO, 1994; PARLADE et al., 1996;
RINCON et al., 2001.)

U odnosu na vegetativni-micelijalni inokulum, prednosti inokuluma spora su: 1)
gljivu nije potrebno prethodno gajaiti u ¢istoj kulturi u laboratotriji; 2) za inokulaciju
(primenu) je potrebna mala koli¢ina "materijala” - spora i 3) postoji mogu¢nost skladistenja
- ¢uvanja spora odredenih vrsta ektomikoriznih gljiva.

U osnovne nedostatke inokulacije sporama spadaju: 1) problemi u odredivanju
vitalnosti spora, 2) nepravilno plodonosenje pojedinih ektomikoriznih gljiva i 3)nedostatak
geneticke definicije spora sa kojima se radi inokulacija (MARX i KENNEY, 1982).

Formiranje mikorize pri upotrebi inokuluma spora je vremenski odlozeno u
poredenju sa inokulacijom vegetativnim inokulumom, $to se takode smatra nepovoljnim u

procesu rasadnicke proizvodnje (MARX i KENNEY 1982; BRUNDETT ez al., 1996).
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U odnosu na nacin primene, ovaj metod se takode moze smatrati vrlo jednostavnim
i ekonomi¢nim, pogotovo $to spore mogu da budu inkorporisane u vodu koja se koristi za

zalivanje (MILLER ez a/.,1993; TORES i HONRUBIA, 1994).

6.1.3.2. Vegetativni inokulum

Upotreba vegetativnog inokuluma se preporucuje kada se radi sa odabranim
strejnovima gljiva (RINCON ez al., 2001) jer jedino tako mozemo smatrati da se radi o
geneticki identiénom materijalu. Dosada$nja istraZivanja jasno su pokazala da
ektomikorizne gljive ispoljavaju velike varijacije unutar iste vrste gljive, koje se odnose na
veliki broj fizioloskih i drugih karakteristika. Varijacije ovih karakteristika mogu se javiti
kao posledica razli¢itog geografskog porekla ili biljke domadina za razlic¢ite izolate iste vrste.
Smatra se da neke od zapazenih unutarvrsnih varijacija kod ektomikoriznih gljiva
predstavljaju ekotipske varijacije prema nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine u razlicitim
geografskim regionima, ili u odnosu na lokalnu heterogenost edafskih uslova (CAIRNEY,
1999). Unutarvrsne varijacija kod ektomikoriznih gljiva jo$ uvek se istrazuju, kao i njihovi
uzroci. Smatra se, ¢ak, da treba ispitivati vedi broj izolata iste vrste iz $irih populacija. U
dosadasnjim studijama pokazano je da unutarvrsne varijacije postoje u odnosu na slede¢e
osobine ektomikoriznih gljiva: porast micelije, interakcija izmedu biljke domadina i gljive,
upotreba azota, enzimska aktivnost, osetljivost prema metalima (Cu, Al, Zn, Cd, itd),
temporalna osetljivost (podrazumevajuéi pod tim osetljivost tokom odrzavanja u kulturi),
varijacije u porastu, itd. (CAIRNEY, 1999). Zbog svega ovoga, u nekim slu¢ajevima moze
biti vaino koriS¢enje ta¢no odredenog izolata- genotipa gljive i njegovo forsiranje u
rasadnickoj proizvodnji. Za nas je znacajno da ispitamo karakteristike izolata iz autohtonih i
geografski bliskih populacija ektomikoriznih gljiva, i utvrdimo njihov stvarni potencijal za
rasadnicku proizvodnju sadnica.

Osovni problem za upotrebu vegetativnog inokuluma pri planiranju rasadnicke
proizvodnje je Sto su nam neophodne velike kolic¢ine vitalnog inokuluma. Poznato je takode

da se ¢uvanje vegetativnog inokuluma obi¢no negativno odrazava na njegovu efektivnost.
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6. 1. 4. Inokulaciona doza

Za prakti¢nu inokulaciju sadnica u rasadniku, potrebno je odrediti efektivnu dozu
primene odredenog inokuluma. Koli¢ina potrebnog inokuluma direktno odreduje njegovu
upotrebljivost za rasadnic¢ku proizvodnju, jer se radi o proizvodnji velikog obima. Na
osnovu pregleda literature, zapaza se da su iskustva u ovom pogledu razli¢ita. Interesantno je
zapazanje da primenjeni u visokoj koncentraciji, pojedini tretmani mogu imati negativnog
efekta na proces mikorizacije ili na rast i razvoj biljke domacina. Niske koncentracije, $to je
ocekivano, nemaju zadovojavajuée efekte.

Neka ranija istrazivanja pokazuju da inokulumi spora P. arhizus primenjeni na
nivou 10°-10° na sadnice P. pinea uglavnom nemaju, ili imaju slab efekat (RINCON et /.,
2001), dok se dobri rezultati postizu sa 10°-10° spora/biljci. Inokulacija sporama
Scleroderma verrucosum daje dobre rezultate pri primeni 10°-10% spora/sadnici P. pinea.
Melanogaster ambiguus i Rhizopogon subareolatus su primenjivani u koncentraciji 10* - 107
spora/sadnici Pseudotsuga mensiesii (PARLADE, et al., 1996), pri ¢emu su dobri rezultati
postizani pri tretmanima 10° i 107, srednje dobri sa 10° za M. ambiguus, i 10* i 10° za R.
subareolatus. U isto vreme tretman sporama uber maculatum daje dobre rezultate sa 10° i
10* spora/ sadnici P. mensiesii, i srednje sa 102 M. ambiguus (10°-107), R. luteolus (10°-10°)
i R. roseolus (10°-10%) takode su uspesno koris¢eni za mikorizaciju sadnica P. pinea (RINCON
et al., 2001).

Istrazivanja RINCON ez al. (2001) pokazuju takode da je vegetativni inokulum P.
arbizus efektivan jedino ukoliko se primeni u visokom odnosu (1:4 i 1:8) u substratu.
Upotreba vegetativnog inokuluma u brojnim istrazivanjima daje rezultate ve¢ u odnosu
1:20, do ¢ak 1:32 ili 1:64 za pojedine simbionte i pod optimalnim uslovima spoljasnje

sredine.
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6.2. Materijal i metod

6.2.1. Mikorizni simbiont (gljiva)

Sporokarpi pretpostavljeno mikoriznih gljiva prikupljeni su u sa razli¢itih lokaliteta
u Crnoj Gori. Datum, mesto i biljka domacin za prikupljene gljive dati su u tabeli 4.
Izvr$ena je taksonomska identifikacija i izolacija gljiva u ¢iste kulture, kao $to je to opisano
u poglavlju 2.

Tabela 21. Gljive kori$¢ene za inokulaciju sadnica Pinus nigra, poreklo materijala i nac¢in na
koji je izvr$ena inokulacija sadnica

nacin inokulacije i doza
domadin i vreme vegetat. inokul. inokulum spora
br | vrsta/izolat lokalitet sakupljanja | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 105 | 107 | 10
U | Pisolithus arhizus Cedrus atlantica, | 10. + |+ + + + +
(Scop.)Rauschert (PT1-X-08) | Podgorica 09.2008.
2 | Scleroderma sp. (ScT-X-08) | Eucaliptus, Tivat | 25.10.2008. | + | + +
3 | Suillus granulatus Pinus heldreichii, | 24.06.2007. | + | + +
(L.)Rousell (SGG1) Graden
4 | Suillus granulatus Pinus heldreichii | 13.06.2009. + + +
(L.)Rousell Korita
5 | Suillus granulatus Pinus heldreichii | 8.07.2009 0,5 | 0,5 | 05
(L)Rousell (II) Rac¢ama
6 | Suillus colinitus (Fr)Kunwze | Pinus heldreichii | 13,06.2009. + + +
1I Korita 0,5 0,5 0,5
7 | Xerocomus rubellus . 06.07.2009. + + +
(Krombh.) Qud. Quercus ilex, Pg
9 | Boletus luridus var. luridus | Quercus cerris, 12.07.2009. +
Schaeff. Krzanja
10 | Boletus aestivalis Paulet:Fr | Quercus cerris 12.07.2009 +
Krzanja
11| Boletus fechtneri Velen Quercus cerris 12.07.2009 +
Krzanja

II - ponovljena inokulacija sporama sa 0,5 x inokulaciona doza

6.2.2. Biljni materijal

Seme P. nigra dobijeno je iz Semenskog Centra u Uzickoj PoZegi i vodi poreklo sa
lokaliteta Saranske ume (UTM 34, X 381897, Y 4853549, Srbija).

Tretman semena pre setve podrazumevao je potapanje semena u vodu tokom nodi, i
povrsinski sterilisano potapanjem u 3% H,O, u trajanju od 20-25 minuta. Posle potapanja

u vodonik peroksidu, seme je ispirano vodom, prosuseno i sejano (LANDIS, 1989).
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6.2.3. Inokulacija sadnica

Sinteza mikorize obavljena je na kontejnerskim sadnicam pod staklom u
kontejnerima QP 84T/11.5 (Quick Pot, HerkuPlast-Kubern Gmbh, Nemacka). Inokulacija
supstrata je uradena pre setve semena, me$anjem razlic¢itih koli¢ina spora P. arhizus ili
vegetativnog inokuluma za sve vrste gljiva primenjene na ovaj nalin (P. arhizus, S.
granulatus, Scleroderma sp.). Spore vrsta iz roda Suillus, Xerocomus i Boletus primenjene su u
vidu suspenzije spora, koja je injektovana u rizosveru klijavaca cnog bora 2.5-3 meseca po

setvi semena.

6.2.3.1.Proizvodnja vegetativnog inokuluma i inokulacija

Za dobijanje vegetativnog inokuluma, micelije gljiva su gajena u te¢noj kulturi
(26.12.2008 - 23. 01. 2009.) ili na ¢vrstoj hranljivoj podlozi i zatim je (23.01.2009)
prebacena u staklene posude zapremine 0,4 -0,7 litara u kojima se nalazio vermikulit
natoplien MMN ' hranljivom podlogom (glukoza redukovana na 2,5 g/l) do poljskog
kapaciteta (dok podloga nije prekrila vermikulit) i autoklaviran (20 min, 120°C) (RINCON
et al., 1999).

Vegetativni inokulum mes$an je sa substratom koji se sastojao od mesavine treseta
(Gramaflor, Nemacka) i veremikulita (1:1) u odnosu 1:4, 1:8 i 1:16, vode¢i ra¢una da udeo
treseta u ukupnoj smesi ostane oko 0,5 ne zavisno od kolicine dodatok vermikulita koji je
predstavljao inokulum. Kontejneri su napunjeni inokulisanim substratum i setva semena

crnog bora izvr$ena je 30. marta 2009. U svakom tretmanu inokulisano je po 28 biljaka.

6.2.3.2. Inokulacija sporama

6.2.3.2.1.Inokulacija sporama Pisolithus arhizus

Za inokulaciju sporama, plodonosna tela P. arhizus su ocis¢ena od primesa zemlje,
osusena i do momenta upotrebe ¢uvana na sobnoj temperaturi. Spore su dobijene iz
plodonosnih tela pazljivim ¢is¢enjem i izdvajanjem dela koji se sastoji uglavnom od mase
spora, i njegovim mrvljenjem u laboratorijskom avanu (CASTELLANO i MOLINA, 1989;

PARLADE et al., 1996).
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Inokulacija sporama P. arrhizus izviSena je pre setve semena, na taj nadin $to je
odredena koli¢ina spora koja odgovara koncentraciji 10%, 107 i 10° spora/biljci i pomesana sa
vermikulitom, a zatim ponovo sa substratom (treset : vermikulit 1:1) za setvu semena.
Koncentracija spora odredena je pomocu hematocitometra. U svakom tretmanu

inokulisano je po 28 biljaka, u 2 ponavljanja.

6.2.3.2.2. Inokulacija sporama Swillus spp, Boletus spp. i Xerocomus rubellus

U 5 kontejnera izvr$ena je setva semena P. nigra u mesavina treseta i vermikulita 1:1
(31.03.2009) za inokulaciju suspenzijom spora.

Suspenzija spora odabranih vrsta gljiva pripremana je nakon prikupljana plodonosna
tela ovih gljiva u vreme plodonosenja. Sporonosni sloj sa cevcicama pazljiivo je odvajan od
ostalog dela plodonosnog tela i u svezem stanju (dan ili dva po sakupljanju) mesan sa
destilovanom vodom i mleven u blenderu, da bi doslo do oslobadanja spora (TORES i
HONRUBIA, 1994). Koncentracija spora u suspenziji racunata je pomo¢u hematocitometra,
i suspenzija je razblazivana da bi se dobile Zeljene koncentracije od 108, 107 i 10° spora/biljci
(primenjene u 10 ml suspenzije spora po biljci).

Materijal za inokulaciju sporama S. granulatus i S. collinitus sakupljen je na Koritima
13.06.2009. Suspenzija spora pravljena je 15. 06. 2009, a inokulacija izvrsena 17.06. 20009.
Posto je u periodu neposredno posle inokulacije (17-25 06. 2009) usledila velika koli¢ina
padavina (21-23 06. oko 79 mm - litara kise /m?) na biljke u kontejnerima, inokulacija je
ponovljena. Ponovni tretman sadnica sa suspenzijom spora S. collinitus je uraden 3. 07.
2009. sa u pola smanjenom koli¢inom spora po biljci (0,5 x 105, 0,5x 107 i 0,5 x 10°).
Suspenzija spora ¢uvana je na +4°C u periodu 17. 06. - 03.07. 2009. Prema TORES i
HONRUBIA (1994) suspenzija spora Suillus vrsta stabilna je u kratkom vremenskom periodu
i moze da se ¢uva do 30 dana na 3-4 °C, a da ne dode do gubitka vitalnosti spora. Za
ponovljenu inokulaciju sporama S. granulatus sakupljen je nov material na Ra¢ama (Kuc¢i)
10. 07. 2009. i ona je izvrSena 12. 07. 2009 (0,5 x 105, 0,5x 1071 0,5 x 10°)

16. 07. 2009. izvrsen je tretman sporama X. rubellus, sa 10°, 107 i 10® spora/biljci, a

Boletus luridus, B. aestivalis i B. fechtneri sa 107 spora / biljci.
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Slika 12. Inokulum ektomikoriznih gljiva. Swuillus granulatus (L.)Rousell: a-plodonosno
telo (foto B. Peri¢), d- spore na hematocitometru, g- micelija u te¢noj kulturi, j-suspenzije
spora pripremljene za inokulaciju (108, 107, 10° spora/10 ml), k- vermikulitski inokulum;
Pisolithus arhizus (Scop.)Rauschert: b, c- plodonosno telo, i- micelija u te¢noj kulturi;
Scleroderma sp.: f-plodonosno telo, h- micelija na agarnoj podlozi.
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Slika 13. Inokulisane sadnice Pinus migra: d, e, f- jednogodiSnje sadnice tretirane
sporama Pisolithus arhizus; g, h- dvogodi$nje sadnice tretirane micelijom i sporama Suillus
granulatus; b -koren sadnice tretirane vegetativnim inokulumom Scleroderma sp.; c- S.

granulatus u Sumi P. heldreichii.
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6.2.4. Tok ogleda: gajenje i nega biljaka

Seme P. migra sejano je sa 2 semena po mestu, da bi se obezbedilo klijanje. Pet
nedelja po setvi (05.05.) izvrSeno je proredivanje ponika na jednu biljku.

Setva semena, klijanje i inicijalni razvoj biljaka (od setve do proredivanja i jos
nedelju dana) biljke su drzane pod staklom i po potrebi su zasenjivane. Po izno$enju na
otvoreno su blago zasenjivane ili zasenjivane u periodu od maja do avgusta. Zalivanje je
vr$eno po potrebi, dnevno, do tri puta nedeljno u periodu april-septembar.

Za prihranjivanje biljaka kori$¢eno je 2g/l folijarnog dubriva Morton ijc plus NPK
19: 9: 27, (ZIKO s.a., Greka) i 0.5 g/l Fertilion Combi 2 (COMPO Gmbh & Co.Kg,
Nemacka), primenjenog dodavanjem rastvora dubriva u rizoseru biljke, pri ¢emu je svaka
biljka primala po 10 ml rastvora. U periodu 05.05-02.09. bilo je ukupno 6 tretmana
dubrenja (12.06., 29.06., 15.07., 3.08., 16.08., 2.09.), s tim da je 05.05. koris¢eno jedino
Morton ijc plus NPK 19: 9: 27 dubrivo.

Preventivni tretman semena posle setve podrazumevao je zalivanje sa Benomyl Wp-
50 (Zorka, Srbija) u koncentraciji 0.05%. Tretman je ponovljen posle 7 dana, i kasnije

kada su biljke pocele da nic¢u, posle 16 - 21 dan od setve semena.

6.2.5. Mereni parametri i statisticka analiza

Uzorci za analizu uzeti su 11 meseci po postavljanju ogleda, u toku februara 2010.
Uzeto je po 12 biljaka iz svakog tretmana (3x4 biljke), ¢iji je koren pazljivo opran i ociséen
od substrata. Merena je visina i pre¢nik vrata korena sadnice. Odreden je procenat
mikorzacije korena. Radi merenja suve mase biljke su osusene u susnici (60°C, 48h).
Merena suva masa nadzemnog izdanka i suva masa korena, i raunat odnos mase korena
prema masi nadzemnog izdanka sadnice. Podaci su analizirani jednosmernom analizom
varijanse (ANOVA) i znacajne razlike izmedu tretmana razdvojene su Dunkanovim testom
(P<0.05). Za obradu je koriséen program SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Cikago,
SAD).
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Koren svake sadnice se¢en je na segnmente velicine 2-3 cm i analiziran pod
binokularnom lupom (uveéanje do 40x). Vrhovi korena su razdvajani kao mikorizni ili
nemikorizni na osnovu prisustva ili odsustva omotaca i ekstramati¢ne micelije i odsustva ili
prisustva korenovih dlaka. Mikorizovani vrhovi korena su razvrstavani na razlicite
morfotipove na osnovu karakteristika kao $to su tip grananja, boja, tekstura, prisustvo
ekstramatri¢ne micelije ili rizomorfi. Kod korenski zavrSetaka na kojima karakeeristike
ektomikorize nisu bile jasno razvijene, proveravano je prisustvo Hartigove mreZe na

popre¢nim presecima korena. Procenat mikorizacije i klasifikacija korenskih vrhova raden je
na uzorku od najmanje 200 korenskih zavretaka po sadnici (RINCON ez 4., 2001).

Za procenu nivoa mikorizacije sadnica, modifikovan je i primenjen metod MARX e#
al. (1994). Korenci¢i su podeljeni na slede¢e morfotipove:
b- koraloidni sa manje od 4 vrha

a- ne razgranati-pojedina¢ni

c- koraloidni sa 4-10 vrhova d- visestruko koraloidni sa vise od 10 vrhova.

Uradeno je grupisanje dobijenih rezultata za razli¢ite tretmane i formirane skale za
ocenjivanje ocenama 1-3.
U tabeli 22 prikazano je kako su ustanovljene ocene za mikorizu koju formira P.

arhizus.

Tabela 22. Ocenjivanje ektomikorize na osnovu morfologije i prisustva razlicitih
morfotipova za P. ahizus na sadnicama P. nigra

ektomikorizni morfotipovi
ocena ne razgranati, koraloidni koraloidni 4 l‘(zlsestrflko'
. oraloidni
pojedina¢ni <4 vrha -10 vrhova > 10 vihova
1 150-155 25-30 10 10
2 130-140 25-55 10 5-10
3 95 55-65 10-35 15-30

Posto su mikorize razli¢itih gljiva medusobno razli¢itih morfoloskih karakteristika,
primenjene su drugacije skale za ocenu mikoriza poreklom od P. arhizus i Suillus vrsta.
Ocenjivanje razvijenosti mikoriza na sadnicama tretiranm Swillus-ima prikazano je u tabeli
23. Treba smatrati da se ocene 1-3 u medjusobno uporedive, tj da imaju relativno jednake

vrednosti za sve tretmane u ovom ogledu.
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Tabela 23. Ocenjivanje ecktomikorize na osnovu morfologije i prisustva razli¢itih

morfotipova za Suillus granulatus i S. collinitus na sadnicama P. nigra

ektomikorizni morfotipovi
ocena | ne razgranati, koraloidni koraloidni 4 - l:lsestr}lko'
v oraloidni
pojedinacni < 4 vrha 10 vrhova > 10 vihova
1 130-150 30-40 10-20 <10
2 100-130 50-80 10 10
3 ~ 100 > 50 >20 >10

Posebne skale nisu razvijane za ostale vrste kojima je vr$eno tretiranje, jer je u vedini

slucajeva stepen razvijenosti mikorize takav da mu odgovara ocena 1. Jedino se u tretmanu

vegetativnim inokulumom Scleroderma sp. javlja ocena 2.

6.3. Rezultati istrazivanja

U kontejnerima u kojima je uradena inokulacija substrata pre setve, klijanje semena
pocelo je posle 8-10 dana, i u periodu od 14 dana (do 13.04.) klijalo je oko 80% semena.
U kontejnerima u kojima je sejano seme P. nigra za buducu inokulaciju sporama
ektomikoriznih gljiva, kao i za kontrolu (bez prethodne inokulacije substrata) seme je
pocelo sa klijanjem kasnije, ali jeu toku 3 nedelje (21 dan) klijalo svo seme.

Procenat prezivljavanja sadnica tokom ogleda bio je visok i iznosio je oko 97 %.

Pre¢nik u vratu korena, za biljke u svim tretmanima, iznosio je 1,7- 2,0 mm.

Visina nadzemnog idanka kretala se izmedu 72,51 110 mm

Ukupna suva masa sadnice bila je u intervalu 0,52-0,85 g

Suva masa nadzemnog izdanka iznosila je 0,31-0,51 g

Suva masa korena iznosila je 0,18-0,31 g.

Odnos mase korena, prema masi nadzemnog izdanka - koeficijent K/I kretao se u

intervalu 0,48-0,66.
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Pokazalo se da je pre¢nik sadnica u vratu korena prili¢no ujednacen, s tim $to se
blago izdvajaju tretmani sa P. arhizus i tretman micelijom S. granulatus.

Visine i mase nadzemnog izdanka su veée prilikom inokulacije micelijom (2.
arbizus, Scleroderma sp., S. granulatus) nego sporama, kao i masa korena. Visina i masa
nadzemnog izdanka sadnica inokuliranih sporama S. granulatus i S. collinitus je najmanja. U

isto vreme, ovi tretmani pokazuju najbolji stepen razvoja mikorize na korenu.

6.3.1. Uporedna inokulacija vegetativnim i inokulumom spora

6.3.1.1. Pisolithus arhizus

Karakeeristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci posle setve
semena i inokulacije inokulumom micelije i inokulumom spora P. arhizus prikazane su u
tabeli 24.

Inokulacija micelijom i sporama P. arhizus je pozitivno uticala na visinu nadzemnog
izdanka sadnica crnog bora. Najveca visina nadzemnog izdanka zabelezena je u tretmanima
prilikom inokulacije micelijom, i ona se statisticki razlikuje od kontrole.

Pre¢nik vrata korena je najvedi u slu¢aju inokulacije sporama u najvisoj dozi ali nisu
zabelezene statisticki znacajne razlike izmedu tretmana. Inokulacija nije uticala na suvu
masu nadzemnog izdanka, kao ni suvu masu korena, ali je uticala na odnos mase
korena/nadzemnog izdanka. Povoljniji odnos koren/nadzemni izdanak dobijen je prilikom
inokulacije sporama, kao i vegetativnim inokulumom u najviSoj dozi. Kod kontrolnih
sadnica odnos masa koren/nadzemni izdanak je najbolji, ali je to posledica slabijeg razvoja
nadzemnog izdanka, a ne dobrog razvoja korena.

Jedanaest meseci posle inokulacije vegetativnim ili inokulumom spora, mikoriza je
bila razvijena na svim sadnicama sa oko 100% mikoriznih vrhova korena. Stepen razvoja
mikorize na vrhovima korena sadnica bio je razlicit. Na osnovu vizuelne procene
morfologije i prisustva razlic¢itih morfotipova, najbolje razvijena mikoriza zabelezena je na
sadnicama tretiranim vegetativnim inokulumom u odnosu 1:4, kao i inokulumom spora sa

10° spora/biljci (ocena 3).

152



Tabela 24. Karakteristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci posle setve

semena i inokulacije inokulumom micelije i inokulumom spora P. arhizus

Tretma Pre¢nik Visina izdanka Suva masa Suva masa Mikoriza
n izdanka izdanka korena K/1 cija

I| ID 10° m 10° ¢ % | G
1:16 | 1,87+0,18 a 103,25+19 ab 493,0475,6 a | 250,9+58 a 0,51+ 0,05 a 100 1

§D 1:8 1,93+0,09 a 110,25+13 b 503,7+121 a 257,8+56,3 a 0,52+0,04 a 100 | 2
1:4 1,91+0,15 a 109,012 b 4492+111 a 231,9+41,3 a 0,53+0,05 ab 100 3
10° 1,85+0,19 a 103,1+10 ab 425,1+81,5 a 240,5+62,7 a 0,56+0,04 ab 100 3

gm 107 1,91+0,13 a 95,67+7,8 a 457,6+126 a 257,4+49,6 a 0,58+0,05 ab 100 2
108 1,94+0,16 a 100,0+10 ab 502,2¢97,6 a 273,7+61,6 a 0,55+0,04 ab 100 | 2

Kontrola | 1,78+0,12 a 93,2618,5 a 403,3+69 a 247,0¢90 a 0,62+0,05 b 66 *

Vrednost (srednja
znacajne razlike po Dunkan-ovom testu (p<0.05). I-tip inokuluma, ID-doza inokulacije, K/I-odnos

vrednosttstandardna devijacija); razli¢ita slova u koloni pokazuju statisticki

koren/izdanak. Razvijenost mikorize na korenu sadnica: %: procenat ektomikoriznih korenci¢a; G-
ocena razvijenosti mikorize; * strana ektomikoriza

Procenat mikorizovanih korenci¢a kod kontrolnih sadnica je takode bio visok i
iznosio je oko 66%. Na uzorcima ovih korenova izdvojena su 4 tipa ektomikorize. Procenili
smo da oko 5% ovih mikoriza pripada P. arhizus, $to se javilo na oko 1/3 sadnica.
Pretpostavljamo da  T7icholoma-Hypholoma mikoriza predstavlja 30% mikorize na
mikoriziranim korenciéima kontrole, dok ostalo ¢ini neidetifikovana "strana" mikoriza. Ova
mikoriza je takode prisutna na nekim delovima korena (do 20%) na oko % analiziranih

sadnica tretiranih sa P. arbizus.

6.3.1.2. Suillus granularus

Karakteristike rasta sadnica P. migra i razvijenost mikorize 11 meseci posle setve
semena i inokulacije inokulumom micelije i inokulumom spora S. granulatus prikazane su u
tabeli 25.

Inokulacija micelijom i sporama S. granulatus nije znalajno uticala na porast
pre¢nika u vratu korena sadnica crnog bora. Biljke tretirane vegetativnim inokulumom
imaju visinu ve¢u od kontrolnih, dok je inokulacija sporama negativno uticala na visinu

nadzemnog uzdanka. Masa nadzemnog izdanka takode je u tretmanima vegetativnim
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inokulumom 1:16 veéa od kontrole. Biljke tretirane sporama, kao i micelijom u odnosu

1:4, imaju masu manju od kontrolnih.

Tabela 25. Karakteristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci po setvi i

inokulaciji micelijalnim i inokulumom spora inokulumom Suillus granulatus

Treatman Erde::llj: Visina izdanka Suva masa izdanka Sl;(\;ar:;:sa KT Mlk(j):zaa
I ID 10° m 10% g % | G
1:16 | 1,85£0,17a | 99,50+13,3 bc 483,4+42 b 268,0+46 a 0,55+0,08a | 100 | 1
@D 1:8 1,8240,10a | 99,83+12,4 bc | 426,578 ab 254,944 5 a 0,60+0,06a | 100 | 1
1:4 1,85+0,20a | 93,83+11,6 b 375,737 a 226,8+34 a 0,60+0,07a | 100 | 1
106 1,89+0,22a | 75,58+8,2a 399,0+92 ab 238,2+50 a 0,61+0,12a | 100 | 3
% 107 1,86+0,28 a | 76,08+9,1a 372,726 a 221,4450 a 0,60+0,14a | 100 | 2
108 1,9340,12a | 81,33+11,6a | 386,1+116ab 230,338 a 0,63+0,15a | 100 | 3
kontrola 1,7840,10a | 93,26+7,42 b 403,3+69 ab 247,0+90 a 0,62+0,09 a 66 *

Vrednost (srednja vrednosttstandardna devijacija); razlicita slova u koloni pokazuju statisticki
znacajne razlike po Dunkan-ovom testu (p<0.05). I-tip inokuluma, ID-doza inokulacije, K/I-odnos
koren/izdanak. Razvijenost mikorize na korenu sadnica: %: procenat ektomikoriznih korenci¢a; G-
ocena razvijenosti mikorize; * strana ektomikoriza

Jedanaest meseci posle setve mozZe se smatrati da su svi tretmani- i sve primenjene
doze bile efektivne za formiranje mikorize. Na osnovu prisustva Hartigove mreze, kao i na
osnovu spoljne morfologije, svi korenovi su bili mikorizovani (100%). Medutim i ovde
postoji velika razlika u razvijenosti omotaca i micelije u substratu.

Prilikom inokulacije micelijom, mikoriza (omota¢ i micelija gljive u substratu) je
slabije razvijena nego u slu¢aju inokulacije sporama. Prilikom inokulacije micelijom vrhovi
korenova su monopodijalni (pojedina¢ni) ili razgranati, pri ¢emu je najce$ée prisustvo
dihotomo razgranatih vrhova, dok su korenovi sa 4 vrha, ili viSestruko razgranati retkost.
Razvoja micelije kroz substrat u smislu formiranja gustog omotaca micelije, nema. Uocljive
su razlike u razvijenosti mikorize kod svake od testiranih biljaka, tako da je tesko napraviti
objektivnu razliku izmedu tretmana. Medutim, kod tretmana sporama, omota¢ je dobro
razvijen, micelija (hife) i rizomorfe su obilne.

Ukoliko je mikoriza prisutna u inicijalnom obliku, porast sadnica u visinu je

poboljsan u odnosu na kontrolu.

154



Slikal4. Ektomikoriza razvijena na sadnicama Pinus nigra 11 meseci posle setve.
Pisolithus arhizus: a- -vegetativni inokulum 1:8 (ocena 1); b-inokulum spora 10% ¢ -
vegetativni inokulum 1:16 (v/v) (ocena 2); d -inokulum spora 107 (ocena 3). Swillus
granulatus: e -vegetativni inokulum 1:8 (v/v)(ocena 1); f-inokulum spora 10 (ocena 3); g,
h-inokulum spora 10”.
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6.3. 2. Inokulacija sporama
6.3.2.1. Suillus collinitus i Xerochomus rubellus
Karakteristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci posle setve

semena i 9 meseci posle inokulacije sporama S. collinitus i X. rubellus prikazane su u tabeli

26.

Tabela 26. Karakeeristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci po setvi i
inokulaciji inokulumom spora Suillus collinitus i Xerochomus rubellus

Trzitm Pre¢nik izdanka Visina izdanka Slilz\:azjja Sli(\;ar:lzsa KT Mli(i;):lza
1| ID 10° m 10°g % | G
| 10° 1,65+0,14a 78,92+11,5ab | 330,6+72 ab | 202,9+43abc 0,62+0,11c 100 | 3
\§ 107 1,73+0,17ab 76,75+10,4 a 340,8+74 ab 222,7+43 abed | 0,66+0,09c | 100 | 3
“ 108 1,99+0,21d 76,0£9,9 a 388,3+55 abc | 241,659 cd 0,62+0,12 ¢ | 100 | 3
| 10° | 1,82+0,26abcd | 80,5+13,2 ab 339,3+47 ab | 188,3+47 a 0,59+0,11bc | 100 | 1
§ 107 | 1,81%0,16abcd | 91,75£12,2 ¢ 436,731 ¢ | 201,3+31 abc 0,48+0,08a | 100 | 1
= 108 1,74+0,18abc 87,83+8,2 bc | 416,1+36 bc | 198,4+36 ab 0,50+0,12ab | 100 | 1
kontrola | 1,78+0,10 abc | 93,26+7,42 ¢ | 403,3+74 bc | 247,0+90 d 0,62+0,09 ¢ 66 | *

Vrednost (srednja vrednostzstandardna devijacija); razli¢ita slova u koloni pokazuju statisticki
znadajne razlike po Dunkan-ovom testu (p<0.05). I-tip inokuluma, ID-doza inokulacije, K/I-odnos
koren/izdanak. Razvijenost mikorize na korenu sadnica: %: procenat ektomikoriznih korenci¢a; G-
ocena razvijenosti mikorize; *strana ektomikoriza

Tretman sporama dve vrste iz roda Swillus i X. rubellus, na razli¢it nadin utice na
sadnice P. nigra. Tretmani sporama S. granulatus i S. collinitus, pogotovo pri srednje
visokim koncentracijama (10”) dovode do smanjenog porasta visine sadnica. U tretmanima
108 kod Swillus-a dolazi do povecanja pre¢nika u vratu korena i do povecanja mase korena.
S obzirom na to da je mikoriza jako razvijena na korenu ovih sadnica, poveéanje mase
korena je verovatno posledica poveéanja mase gljive-mikorize na korenu.

Tretman sporama X. rubellus 107 i 10® pozitivno uti¢e na porast visine i mase
nadzemnog izdanka.

Povoljniji odnos mase korena prema masi nadzemnog izdanka je zabelezen kod
tretmana sa Swillus-ima.

11 meseci posle inokulacije micelijom i 9 meseci posle inokulacije sporama mikoriza

je bila razvijena na svim sadnicama, a 100% svih korenova bilo je mikorizovano.
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Kod Swuillus tretmana omota¢ je dobro razvijen, micelija (hife) i ekstra-matri¢na
micelija su obilne. Kod tretmana sa X rubellus omotal je mnogo slabije razvijen nego kod
predhodne dve vrste. Dobro razvijen omota¢ sa elementima ekstramatri¢ne micelije zapaza

se samo na manjim delovima korena.

6.3.2.2. Boletus viste

Karakteristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci posle setve

semena i 9 meseci posle inokulacije sporama 3 vrste iz roda Boletus prikazane su u tabeli 27.

Tabela 27. Karakteristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci po setvi i 9
meseci po inokulaciji sporama Boletus luridus, B. fechtneri i B. aestivalis, 107spora/sadnici

Treatman E:::lf; Visina izdanka Suva masa izdanka Sl;(\;arfr;zsa KT Mlk(j):zaa
spore 10° m 107 ¢ % G
B. luridus 1,79+0,10a 84,80+10,9a | 405,9+117.1a | 225,2449,3a 0,57+0,11a | 100 | 1
g B. fechtneri 1,79+0,18a 90,10+8,0a 393,2+88,5a | 200,9+36,7a 0,52+0,04a 100 | 1
B. aestivalis | 1,81x0,14a 84,70+9,3a 364,2+55,9a | 195,0¢67,3a | 0,55+0,12a | 100 | 1
kontrola 1,7840,10 a | 93,26+7,42 a 403,3+69 a 247,0£90 b 0,62+0,09 a 66 *

Vrednost (srednja vrednostzstandardna devijacija); razli¢ita slova u koloni pokazuju statisticki
znacajne razlike po Dunkan-ovom testu (p<0.05). K/I-odnos koren/izdanak. Razvijenost mikorize
na korenu sadnica: %: procenat ektomikoriznih korenci¢a; G- ocena razvijenosti mikorize; * strana
ektomikoriza

Inokulacija sporama B. luridus, B. fechtneri i B. aestivalis sa 107 nije uticala na
pre¢nik u vratu korena, visinu i masu nadzemnog izdanka, kao ni na masu korena sadnica
crnog bora. Svi navedeni parametri manji su kod tretiranih nego kod kontrolnih sadnica,
osim mase nadzemnog izdanka kod biljaka tretiranih sa B. luridus.

Mozie se smatrati da je koren sadnica i iz ovih tretmana bio u potpunosti
mikorizovan. Medutim, mikoriza je sa bolje razvijenim morfoloskim karakteristikama
nalazi se samo na manjem delu korenovog sistema i uglavnom na najnizim partijama

korena.
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6.3.3. Inokulacija micelijom —vegetativnim inokulumom

6.3.3.1. Scleroderma sp.

Karaketeristike rasta sadnica P. nigra i razvijenost mikorize 11 meseci posle setve semena i
inokulacije inokulumom micelije Scleroderma sp. u odnosu 1:4, 1:8 i 1:16 prikazane su u

tabeli 28.

Tabela 28. Karakteristike rasta sadnica P. nigra i razvoj mikoriye 11 meseci po setvi i
inokulaciji vegetativnim inokulumom Scleroderma sp.

Trez:ltma Pre¢nik izdanka i;iil:iillja Suva masa izdanka Sl;(‘:r:lzsa KT Ml(l;;):za
1| ID 10° m 10° ¢ % | G
1:16 | 1,9240,14b | 92,25+13,8a | 460,9+108,3 ab 273,1449,0ab | 0,63+0,13a | 100 | 1
5’; 1:8 1,82+0,13 ab | 103,17+14,1 a 507,4+86,2 b 293,4+36,8 b 0,58+0,1a 100 | 2
1:4 1,78+0,13a | 96,58+14,2 a 412,4494,1 a 219,1+34,5a 0,56+0,1a 100 | 2
kontrola 1,78+0,10 a 93,26+7,42 a 403,3+74 a 247,0490 a 0,62+0,09b | 66 | *

Vrednost (srednja vrednosttstandardna devijacija); razlicita slova u koloni pokazuju statisticki
znacajne razlike po Dunkan-ovom testu (p<0.05). I-tip inokuluma, ID-doza inokulacije, K/I-odnos
koren/izdanak. Razvijenost mikorize na korenu sadnica: %: procenat ektomikoriznih korenci¢a; G-
ocena razvijenosti mikorize; *strana ektomikoriza

Inokulacija micelijom Scleroderma sp. nije uticala na visinu nadzemnog izdanka
sadnica crnog bora, mada je najveca visina sadnica zabelezena u tretmanu 1:8.

Inokulacija je pozitivno uticala porast pre¢nika u vratu korena sadnica crnog bora.
Vedi precnici u vratu korena sadnica izmereni su prilikom tretmana sa manjim udes¢em
micelijalnog inokuluma u substratu, i najve¢i pre¢nik u vratu korena zabeleZen je pri
tretmanu 1:16, zatim 1:8, dok izmedu tretmana 1:4 i kontrole nema statisticki znacajne
razlike.

Suva masa nadzemnog izdanka i korena najveca je u tretmanu 1:8, dok izmedu
kontrole i tretmana 1:4 nema statisticki znacajne razlike.

Koren sadnica je u potpunosti mikorizovan (100%), na osnovu prisustva Hartigove
mreze, i mikorize razvijene u inicijhalnoj fazi. Dobro razvijena mikoriza sa omotacem,
micelijom i rizomorfama prisutna je samo na pojedinim delovima korena.

U tretmanima 1:4 i 1:8 viSestruko razgranati zavrSeci korena prisutni su na oko

0,25-0,5 korena. Javljaju se obilno razvijene ekstramatri¢na micelija i rizopmorfe. U
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tretmanima 1:16 viSestruko razgranati zavrSeti korena prisutni su u donjim partijama
korena kod nekih biljaka, i 0,1-0,25 korena je sa obilno razvijenom ekstramatri¢cnom
micelijom i rizopmorfama. Velike varijacije postoje izmedu razlicitih biljaka u tretmanima
1:4 i 1:8 u odnosu na razvijenost mikorize na korenu.

Dosta je visoko prisustvo strane mikorize na sadnicama tretiranim sa Scleroderm-om,
i ona zauzima do 0,5 korena na dve sadnice u tretmanu 1:16 i prisutna je na gotovo svim
sadnicama iz ovog tretmana. U tretmanu 1:8 i 1:4 razvijena je na 5%-20 % korena na

pojedinim sadnicama.

Slika 15. Ektomikoriza razvijena na sadnicama Pinus nigra 11 meseci posle setve.
Scleroderma sp.: i — vegetativni inokulum 1:8 (v/v). Boletus luridus: j -inokulum spora 10’
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6.4. Diskusija

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da na mikorizaciju sadnica uti¢u brojni
parametri. Istrazivanja CLINE i REID (1982) pokazuju da sposobnost formiranja
ektomikorize odredenog simbionta visoko zavisi od genotipa domacina, $to se odnosi i na
genotipske varijacije unutar iste vrste domacina. Isto tako, u nau¢nim krugovima je
postignuta saglasnost da se istrazivanja ektomikoriznih gljiva vrse na nivou odredenih
genotipova-strejnova, a ne vrsta, zbog postojanja razlika u nizu njihovih fizioloskih osobina.
Stoga se moze smatrati da je svaka kombinacija simbionata: biljke domacina i
ektomikorizne gljive specifi¢na i u odredenoj meri vredna paznje.

Osim izbora vrste domacdina i mikosimbionta, na proces mikorizacije, razvoj
simbioze i ukupni razvoj sadnice znatno uticu uslovi spoljasnje sredine koji preovladavaju u
rasadniku (ili zasti¢cenom objektu za proizvodnju sadnica) tokom proizvodnje sadnica. Ovo
se posebno odnosi na izbor substrata, koji treba da je dobrih vodno-vazdusnih
karakteristika, u principu porozan i dobro aerisan. Temperatura vazduha, a prvenstveno
substrata treba da bude umerena i da pogoduje razvoju korena biljke i gljive. Pozeljno je
takode da substrat bude obezbeden sa dovoljnom koli¢inom vlage. Posebnu painju treba
posvetiti izboru sredstava za prihranjivanje i pesticidima, koji su neophodni za rast biljaka,
ali mogu da ugroze ili potpuno onemoguée razvoj gljive, ili da ometaju uspostavljanje
simbioze. Zbog toga je potrebno pazljivo razmotriti i planirati upotrebu svih hemijskih
sredstava u toku proizvodnog procesa mikoriziranih sadnica.

Sprovedena istrazivanja pokazuju da tretmani sporama P. arbizus, S. granulatus, S.
collinitus, X. rubellus (10°, 107 i 10® spora/sadnici), B. luridus, B. fechtneri i B. aestivalis (107
spora/sadnici), kao sa inokulumom micelije P. arhizus, S. granulatus, Scleroderma sp., (1:16,
1:8 i 1:4) mogu da se primenuju za dobijanje mikorizovanih kontejnerskih sadnica P. nigra.

U sprovedenim ogledima, u razli¢itim tretmanima, sadnice su dostigle visine 72,5-
110,5 mm, dok je ukupna suva masa bila u intervalu 0,52-0,82 g. Sadnice u kontroli bile su

visoke 93,26 mm i teske 0,651 g.
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One su dostigle veli¢inu koja, prema JUS standardu odgovara I kvalitativnom
razredu.

U ogledu u kome su mikorizovane kontejnerske sadnice P. nigra dobijene
tretiranjem  komercijalnim preparatom za mikorizaciju sadnica Aegis-Ecto (Sygenta,
Spanija), na kraju prve godine gajenja imale su visinu 85,8 mm, preénik u vratu korena
1,27 mm i ukupnu suvu masu od 0,27 g. Sadnice dobijene u kontroli imale su visinu od
82,1 mm, pre¢nik u vratu korena 1,16 mm i ukupnu suvu masu od 0,22 g. Mikorizacija
korena ocenjena je kao umerena ( 24-49 % ). Medutim, rezim dubrenja ovih sadnica bio je
drugaciji i na znatno nizem nivou nego u ogledu mikorizacije sadnica autohtonim izolatima
ektomikoriznih gljiva (LAZAREVIC, 2009).

Istrazivanja (SYACIC- NIKOLIC et al., 2010) koja su se takode bavila proizvodnjom
sadnica crnog bora za potrebe budu¢ih posumljavanja teskih terena u Srbiji pokazuju da
sadnice gajene u staklari u substratu koji ¢ini mesavina treseta, peska i humusa u odnosu
2:1:1, nakon prvog vegetacionog perioda dostizu visinu od 69,33 mm u kontroli, odnosno
90,33 mm prilikom primene super apsorpcionih polimera u substratu. Ukupna suva masa
biljaka iznosila je 0,36 g u kontroli i 0,56 g kod tretiranih biljaka. U nasem ogledu, supstrat
za setvu i gajenje crnog bora, kao i primenjen rezim dubriva i primena pesticida odabrani su
tako da prvenstveno pogoduju razvoju mikorize na korenu sadnica crnog bora. Na osnovu
dobijenih rezultata, moze se zakljuéiti da su oni takode odgovarali razvoju sadnica crnog

bora, kao i da sadnice proizvedene na ovaj na¢in mogu da budu konkurentne.

Za mikorizaciju sadnica kori$¢eni su inokulum spora i inokulum micelije.

Za njihovu prakti¢nu primenu neophodno je odrediti optimalnu dozu primene.
Zbog nedostatka prethodnog iskustva i zbog toga $to ogled postavljamo na otvorenom
istrazivanja smo zapoceli sa primenom oba tipa inokuluma u relativno visokom odnosu. U
vedini sli¢nih istrazivanja period gajenja biljaka do momenta uzimanja uzoraka i analize
efekata razlicitih tretmana je kradi (obi¢no do 5 meseci). Odlu¢ili smo da radimo sa duzim
periodom posmatranja jer smo imali u vidu nepovoljnije uslove spoljasnje sredine za proces

mikorizacije nego Sto je to uobicajeno. Na ovaj nacin se dobija realniju slika o stanju
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mikorize na korenu sadnica u momentu koji je blizi momentu izno$enja biljaka na teren.
Dug period posmatranja je glavni razlog je u ovom istrazivanju dobijen visok procenat
mikorizacije korena (oko 100%) u poredenju sa drugim autorima, kao i visok procenat
mikorize na korenu kontrolnih biljaka, koje su spontano naseljene.

U "vizuelnoj proceni ektomikorizmne morfologije" koju preporu¢uje MARX (1990,
cit. MARX et al. 1994), razlikuje se ukupno 10 nivoa (1-10). U poredenju sa tim, mikoriza
dobijena u ovom eksperimentu je relativno slabo razvijena i ove ocene (1-3) su u donjoj
polovini skale Marxovix ocena (1-5).

Ektomikorizna kolonizacija zavisi od temperature, pH, hranljivih materija koje su
na raspolaganju gljivi, vlage, aeracije substrata, eksternalnih ugljenih hidrata i drugih
abioti¢kih faktora. Ovo znadi da postoji veliki broj faktora usled kojih moze da dode do
varijacija u pogledu kolonizacije korena sadnica gljivama kojima se vrsi inokulacija (REDDY
i NATARAJAN, 1997).

Treba imati u vidu da tokom nasih ogleda uslovi spoljasnje sredine nisu bili
optimalni: temperature substrata je Cesto bila veoma visoka, dok je nivo vlage u substratu,
kao i aeracija, varirao jer je substrat bio vlazan od poljskog kapaciteta do potpuno suv u
periodu od jednog do dva dana.

Ne moze se precizno i ukratko reci koji su to optimalni uslovi za razvoj mikorize na
korenu sadnica. Oni treba da budu takvi da mogu da omogudle razvoj razgranatog i fino
struktuiraog korena sadnice, jer do mikorizacije dolazi jedino na ovakvom korenu, a da
istovremeno "podrzavaju” razvoj gljive u substratu. To bi, u naj$irem, znacilo: ujednacena
temperature vazduha od 18-24° C i umereno vlaznan supstrat, dobre aeracije (CASTELLANO
i MOLINA, 1989).

U sprovedenom istrazivanju tretmani ektomikoriznim gljivama posmatrani
pojedina¢no u odnosu na kontrolu ne daju uvek jasne statisticki znacajne razlike i ne
ukazuju na jasnu prednost mikorizovanih sadnica. Ovo je delom i zbog toga $to postoji

velika varjabilnost merenih parametara u okviru grupe.

Razli¢iti eksperimenti koji su sprovedeni u poljskim uslovima $irom sveta dali su

razli¢ite rezultate, i u nekim slucajevima ne dolazi do stimulacije rasta sadnica (CASTELANO
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i MOLINA, 1989; CASTELLANO 1994, 1996). Upotreba vestackih supstrata za proizvodnju
sadnica, ograniceni prostor u kontejnerima, kao i neprestano dubrenje mogu da potisnu
mehanizme kojima gljiva uti¢e na razvoj biljke. To su prvenstveno pozitivni efekti koji bi se
odnosili na mobilizaciju i kori$¢enje nutrijenata iz ve¢ih zapremina zemljiSta. Ovi faktori
generalno "prikrivaju” efekat poboljSanog rasta usled prisustva mikorize kod sadnica u
rasadniku (MOLINA, 1979). lako oéekujemo da, kao posledica inokulacije ektomikoriznim
gljivama, rast borova, smrée i jele bude stimulisan, on je u najveem broju slucajeva
nepromenjen ili negativan (CASTELLANO i MOLINA, 1989). I drugi autori iznose da retko
kad postoji pozitivna korelacija izmedu poboljsanja rasta u ranim fazama razvoja sadnice i
obilnog razvoja mikorize kod kontejnerskih sadnica bora (MARX ez al., 1982; CLEIN i REID,
1982). Mogu¢i razlog za ovo je $to se metaboliti ugljenika, nutrijenti i hormoni
preusmeravaju od domadina prema gljivi simbiontu (HACSKAYLO, 1973; DIXON et al.,
1984). Kada se radi o domacinima kao $to je npr. hrast, smatra se da velike zalihe ugljenika
u kotiledonima hrasta mogu da redukuju efekat upotrebe ugljenika od strane gljive i
obezbede dovoljno ugljenih hidrata za brzi juvenilni rast sadnice i istovremeno obilan razvoj
mikorize (DIXON ez al., 1984). Istrazivanja sa mnogim vrstama severno-americkih borova
pokazuju da se uticaj mikorizacije sa P. arhizus na porast sadnica normalno javlja druge
godine po iznoSenju na teren, iako je mikoriza u vreme zasnivanja kulture, kao i na kraju
prve godine po osnivanju, na korenu sadnica bila dobro razvijena (MARX et al., 1997;
RIFFLE i TINUS 1982).

Na osnovu dosadasnjih iskustava, jasno je da iako neke ektomikorizne gljive ne
uticu na poboljsanje rasta sadnica u rasadniku, one uticu na poboljSanje karakrteristika
sadnica do kojih dolazi do izrazaja nakon njihovog iznosenja na teren (PARLADE et al.,
1996). Prema BERMAN i BLEDOSE (1998) korist koju biljka ima od ektomikorizne simbioze
ne mora uvek da bude izrazena kroz parametre rasta kao $to su biomasa i visina sadnice. Kao
mnogo vredniji pokazatelji mogu da se smatraju parametri kao $to su zasnivanje kulture,
prezivljavanje i reprodukcija.

Osim ovoga, pojedini autori smatraju da postoji moguénost da se prilikom analize i

merenja sadnica iz eksperimenta potceni masa korena, kada se radi sa sadnicama koje su
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inokulisane gljivama koje obrazuju velike koli¢ine rizomorfi jer dolazi do unistenja biomase

gljive tokom pripreme uzoraka.

Pisolithus arhizus

Tokom poslednjih 35 godina sprovedeni su mnogi eksperimenti u kojima su
sadnice razli¢itih vrsta borova uspesno inokulisane sa bazidiosporama P. arbizus. Osim toga,
sa razli¢itim vrstama Sumskog drveca radena je inokulacija micelijom P. arbizus (MARX et
al., 1982; TORES i HONRUBIA,1994; CASTELLANO i MOLINA,1989; CAIRNEY i CHAMBERS,
1997).

U sprovedenom ogledu nema znacajnog povecanja rasta sadnica P. nigra u odnosu
na inokulaciju sa razli¢itim tipovima inokuluma i nivoom inokulacije. RINCON ez 4/. (2001)
su takode zabelezili sliénu situaciju tokom inokulacije kontejnerskih sadnica P. pinea sa 7
vrsta ektomikoriznih gljiva, medu kojima je P. arhizus. Nije bilo statisticki znac¢ajne razlike
izmedu visine i suve mase sadnica P. halepensis inokuliranih sporama P. arhizus u tri
razli¢ite koncentracije (4 x 10% 1.6 x 10; 4 x 107), mada su razlike statisticki znalajne
izmedu tretiranih sadnica i kontrole (TORES i HONRUBIA, 1994). Inokulacija sa P. arhizus
utide znacajno na poveéanje pre¢nika u vratu korena sadnica P. pinea, kada se primeni
tretman micelijom u odnosu 1:4. Nisu primeéene znadajne razlike u ukupnoj suvoj masi
izmedu inokulisanih i kontrolnih sadnica (RINCON et 4/., 2001).

Razlike koje su utvrdene u odnosu na ukupni razvoj ektomikorize u naSem
eksperimentu, posebno kada se odnose na nadin grananja i razvijenost omotaca (ocene 1-3),
pokazuju da se povoljniji rezultati dobijaju prilikom inokulacije sa 10° spora po biljci i sa
primenom vegetativnog inokuluma u odnosu 1:4. Prema RINCON ez a/. (2001), inokulum
spora P. arhizus je efektivan kada se primeni 10°10° spore po sadnici P. pinea, dok se
prilikom tretmana sa 10°-10°spora po biljci ektomikoriza ne fomira. Inokulacijom P. pinea
sporama P. arhizus (10°, 107 and 10%) postize se procenat ektomikorize koji je blizu 50%.
Vegetativni inokulum P. arhizus je postizao efekat jedino kada se primenjivao u 1:4 i 1:8
odnosu (RINCON ez al., 2001). Primena vegetativnog inokuluma u odnosu 1:4, koja takode

dala dobre rezultate u nasim ogledima nije pogodna za komercijalnu proizvodnju sadnica u

164



rasadnicima, jer je potrebno obezbediti velike koli¢ine vegetativnog inokuluma. Priprema
inokuluma je dugotrajan i ne tako jednostavan proces, posebno u poredenju sa
inokulumom spora.

Prema TORESS i HONRUBIA (1994), procenat mikorizne koloizacije P. arhizus na
sadnicama P. halepensis je visi ukoliko se spore primenjuju u nizoj koncentraciji. Autori
smatraju da u odnosu na koncentraciju spora postoji prag preko koga svaki porast broja
propagula ima negativan efekat na razvoj mikorize (procenat mikorizacije korena) i ukupnu
suvu masu korena. U slucaju kori$¢enja visokih koncentracija spora moze da postoji samo-
inhibicija i neke gljive umesto da stimuli$u rast sadnica, uticu na znac¢ajno smanjenje suve
mase sadnica prilikom inokulacije sporama u visokoj koncentraciji (TORESS i HONRUBIA,
1994).

Na osnovu rezultata koje smo dobili u ovom ogledu, bilo bi pogodno da se za
rasadnicku proizvodnju ektomikoriznih sadnica crnog bora velikog obima koristi inokulum

spora.

Suillus

Istrazivanja RIFFLE i TINUS (1982) pokazuju da vegetativni inokulum S. granularus
6 meseci po inokulaciji nije uticao na porast sadnica P. ponderosa. CLINE i REID (1982)
istrazivali su odnos 6 vrsta ektomikoriznih gljiva prema semenu P. contorta i P. ponderosa
razli¢itih provinijencija. Pokazalo se da S. granulatus veéinom formira ektomikorizu sa
sadnicama P. contorta sa razlic¢itim uticajem na porast sadnica, zavisno od porekla semena,
dok je sa sadnicama P. ponderosa generalno slabo formira.

Istrazivanja RUIZ —DIEZ ez al. (2006) pokazuju da inokulacija micelijom razli¢itih
izolata S. collinitus utiu znacajno na porast sadnica P. halepensis, za razliku od inokulacije sa
S. granulatus u istom ogledu, kada se tretirane sadnice ne razlikuju od kontrolnih®.
Istrazivanja TORES i HONRUBIA (1994) pokazuju da inokulacija sporama S. collinitus

znadajno utie na porast sadnica P. halepensis (4 x 10°, 1.6x 107, 4x 107) ukoliko se radi u

* mada su ovi rezultati dobijeni u uslovima in vitro, oni mogu da sugeri$u postojanje odredenog stepena

stepen "fizioloske specifi¢nosti” izmedu razlicitih vrsta Suillus-a i P. halepensis (RU1Z —~DIEZ ez al., 2000)
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sterilnom substratu, i gotovo ne uti¢e (osim pri inokulaciji u najjacoj koncentraciji 4 x 10)
ukoliko se radi u substratu koji nije prethodno sterilisan?'.

Moize se re¢i da se razvijenost mikorize na korenu sadnica tretiranih Swillus-ima u
nasem ogledu odrazava na porast tretiranih biljaka na dva nacina: uti¢e na povecanje porasta
sadnica i uti¢e na smanjenje porasta sadnica.

U slucaju ostvarene "inicijalne”" mikorizacije korena, kada se govori o inokulaciji
micelijom S. granulatus, prilikom upotrebe najmanje koli¢ine inokuluma (1:16) mozemo
pretpostaviti da se radi o slu¢aju da biljka ima izvesne fizioloske koristi od prisustva
mikosimbionta, a sama gljiva nije toliko razvijena da tro$i previe hranljivih materija od
biljke. Sa porastom koli¢ine vegetativnog inokuluma (1:8) sadnice jo§ uvek imaju bolju
visinu, ali ukupnu masu jednaku kontroli. Sadnice inokulisane sa 1:4 imaju masu jednaku
sadnicama iz tretmana sporama S. granulatus 10°, dok im je visina manja.

Slican efekat se postgli smo prilikom inokulacijom crnog bora sa X. rubellus, koji u
ovom slucaju nije prirodni simbiont bora, i u tretmanima 107 i 10® ima pre¢nik u vratu
korena, visinu nadzemnog izdanka i masu najblizu kontrolnim sadnicama. Mozemo
smatrati da u ovim slu¢ajevima mikorizni simbiont nije mnogo razvijen i zbog toga ne
uzima sadnici mnogo hranljivih materija potrebnih za rast.

Kada smo inokulaciju vrsili sporama S. granulatus i S. collinitus, mikoriza na korenu
sadnica crnog bora je dobro razvijena, sa omotacem i obilnom ekstramatri¢cnom micelijom.
Ovi tretmani pogotovo pri srednje visokim koncentracijama (10”) dovode do smanjenog
porasta sadnice. U tretmanima sa 10® spora obe vrste, dolazi do povecanja pre¢nika u vratu
korena i do povec¢anja mase korena. S obzirom na to da je mikoriza jako razvijena na korenu
ovih sadnica, poveéanje mase korena je verovatno posledica poveéanja mase gljive-mikorize
na korenu. Negativan porast sadnica je verovatno posledica alokacije sintetisanih ugljenih
hidrata prema gljivi, tj. posledica ¢injenice da gljiva ima velike zahteve za ugljenim

hidratima od relativno slabe sadnice®’.

3! substrat u ogledu TORES i HONRUBIA (1994) predstavlja meSavinu treseta, petlita i $umskog zemljista.

Sterilizacija se odnosila na sve tri komponente, a ovde je od znacaja upotreba $Sumskog zemljista, koje poseduje
vlastiti inokulacioni potencijal.

%2 Ovo takode moze da bude dovedeno u vezu sa postojanjem negativnog efekta koji se javlja pri primeni spora
u visokim koncentracijama. Verovatno je da ova dva efekta mogu da budu "pome$ana” ili tumacena na
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Inokulacije sadnica sprovedene u poljskim uslovima $irom sveta, pokazuju da u
nekim slucajervima ne dolazi do stimulacije rasta sadnica (CASTELANO i MOLINA, 1989;
CASTELLANO 1994, 1996) i da retko kad postoji pozitivna korelacija izmedu poboljsanja
rasta u ranim fazama razvoja sadnice i obilnog razvoja mikorize kod kontejnerskih sadnica
bora (MARX ez al., 1982; CLEIN i REID, 1982). Mogu¢i razlog za ovo je $to se metaboliti
ugljenika, nutrijenti i hormoni preusmeravaju od domadina prema gljivi simbiontu
(HACSKAYLO, 1973; DIXON et al., 1984). U slucaju inokulacije sporama S. granulatus i S.
collinitus u nasem ogledu, efekat mikorizacije na porast sadnica je negativan, $to je
verovatno posledica alokacije sintetisanih ugljenih hidrata prema gljivi, tj. posledica
¢injenice da gljiva ima velike zahteve za ugljenim hidratima. U slucaju ostvarene "inicijalne”
mikorizacije korena, do koje dolazi u slucaju inokulacije micelijom S. granulatus zapaza se
(1:16, 1:8) pozitivan uticaj mikosimbionta na rast sadnice, dok sam mikosimbiont nije
dovoljno snazno razvijen i ne uzima previse ugljenih hidrata od domacdina. U odredenom
trenutku ova dva uticaja se izjednacavaju (1:4), dok se svaki dalji razvoj (snazenje)
ektomikoriznog simbijonta negativno odrazava na rast sadnice. Slican efekat se postize sa
inokulacijom crnog bora sa X. rubellus koji nije prirodni simbiont bora, i izgleda da mnogo
manje efikasno ostvaruje mikorizu sa crnim borom. Kada je period posmatranja razvoja
sadnica i mikorize duzi (2 godine -22 meseca od setve semena), zapaza se mnogo bolje
razvijena mikoriza u tretmanima micelijalnim inokulumon S. granulatus i sporama X. rubelis
(ocene 2 i 3). Posle dve godine gajenja ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana u odnosu na sve merene parametre, osim $to je pre¢nik sadnica iz kontrole
statisticki znacajno nizi (podaci nisu prikazani).

Slican efekat na sadnice crnog bora dobija se i prilikom inokulacije Bolerus-ima.

Opve vrste vrganja nisu prirodni simbionti crnog bora i verovatno da je i stoga stepen razvoja

razlicite nacine. Medutim, smatramo da se u ovom slucaju prvenstveno radi o potrebama gljive za hranljivim
materijama koje trosi na $tetu porasta sadnice. Cini se da je efekat praga, o kome TORRES i HONRUBIA (1994)
govore, prvenstveno vezan za efekat umanjenog uspostavljanja mikorize na korenu, $to kasnije ima za
posledicu da je ukupni pozitivan efekat na rast inokulisane sadnice manji, od druge sadnice tretirane manjim
brojem spora, koja ima bolje uspostavljenu mikorizu. Mislimo da je taj efekat u ovom slu¢aju tek mogu¢
sekundarni efekat, u odnosu na primarni: upotrebu veée koli¢ine hranljivih-gradivnih materija od strane gljive.
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mikorize na korenu ovih sadnica slabiji. Sa druge strane, poznato je da se gljive iz roda
Boletus javljaju u starijim Sumama ili Sumskim kulturama. Smatra se da razlike koje postoje
izmedu pionirskih vrsta gljiva (onih koje naseljavaju korenove mladih biljaka) i onih koje se
javljaju u starijim $umama, odnosno S$umskim kulturama, leze veéinom u njihovim
zahtevima za ugljenikom. Dokazano je da razvijeni micelijalni sistemi gljiva koje se javljaju
u starijim Sumama imaju znatno vece zahteve za ugljenikom, koji jedino mogu da budu
zadovoljeni od strane starijeg korenovog sistema - starijih biljaka (READ, 1999). Ovo bi bila
karakteristika koja u samom pocetku eliminiSe vrganje kao vrste za inokulaciju sadnica u
rasadniku.

Kao $to je u uvodu receno, prilikom postavljanja ogleda, bio je od znacaja pokusaj
da se mikoriza ostvari inokulacijom sporama, jer se pokazalo je rad sa vrganjima u kulturi
dosta neizvesan i problematican.

Moze se jo$ re¢i da rezultati ovih istrazivanja mogu donekle da potvrde ovo

stanoviste, kao i postojanje razlika izmedu potreba u ishrani razli¢itih vrsta gljiva.

Scleroderma

Istrazivanja RINCON ez al. (2001) pokazuju da inokulacija sadnica P. pinea sporama
Scleroderma verrucosum daje rezultate ukoliko se primeni vise od 10° spora po sadnici.
Procenat formiranih ektomikoriznih korenovih zavrietaka 5 meseci po inokulaciji iznosi 54-
62 %, bez statisticki znacajnih razlika izmedu tretmana. Pre¢nik u vratu korena sadnica bio
je statisticki znacajno redukovan prilikom ovih tretmana (10°-108), dok je visina nadzemnog
izdanka u nekim od tretmana bila zna¢ajno veéa (10°i 107). Ukupna suva masa bila je
statisticki znacajno manja kod svih tretmana.

Na osnovu istrazivanja PARLADE ¢z al. (1996), da bi se dobio visok stepen
mikorizacije korena posle 5 meseci, potrebno je izvrsiti inokulaciju sa 10° spora Scleroderma
citrinum po sadnici P. pinaster. Pokazalo se da i ova vrsta ima malo, ili nema efekta na
porast kontejnerskih sadnica u rasadniku. Preporucuje se upotreba inokuluma spora
(PARLADE ez al., 1996) ove vrste, jer ona formira krupna epigei¢na plodonosna tela sa

velikim brojem spora, koja je lako prikupiti.
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Nalazi ove vrste u Crnoj Gori za sada su retki i posluzili su za dobijanje ¢iste kulture
gljive. Nismo imali na raspolaganju zrele spore koje bi mogle da posluze za inokulaciju
sadnica. S obzirom na njihovu potencijalnu vrednost u mikorizaciji sadnica, treba im
posvetiti vise paznje. Inokulacija micelijom u sprovedenim ogledima dala je dobre rezultate i
ovaj tretman se, na osnovu stepena razvijenosti mikorize, u poredenju sa drugim
tretmanima vegetativnim inokulumom, pokazao kao najuspesniji (ocena 2 za 1:8 i 1:4).

Inokulacija nije znacajno uticala na porast sadnica P. nigra.

Na osnovu rezultata koje smo dobili u ovom ogledu, bilo bi pogodno da se za
rasadnic¢ku proizvodnju ektomikoriznih sadnica crnog bora velikog obima koristi inokulum
spora P. arbizus, S. granulatus i S. collinitus.

Smatra se da je inokulum spora relativno obilan (mala koli¢ina inokuluma potrebna
je za inokulaciju sadnica) i relativno jeftin (PARLADE ez al., 1996). U ovom ogledu mesali
smo suve spore P. arhizus sa vermikulitom i dodavali ih u supstrat za setvu tokom pripreme
substrata, neposredno pre setve semena. Za inokulacija sadnica sporama Swillus-a kori$¢ena
je suspenzije spora u vodi, primenjena injektovanjem suspenzije u rizosveru sadnica crnog
bora dva meseca po setvi (u vreme plodonosenja gljiva). Za potrebe rasadnicke proizvodnje
sadnica autori ve¢inom preporucuju primenu suspenzije spora u vodi. One mogu da budu
inkorporirane u vodu koja se koristi za zalivanje sadnica ¢ak i kroz sisteme za zalivanje u
staklenicima ili plastenicima (PARLADE ez al., 1996; TORES i HONRUBIA, 1994;
CASTELLANO i MOLINA, 1989).

U nasem materijalu, 1 g spora P. arhizus sadrzi 14,3 x 10° spora (materijal
sakupljen u Podgorici, 3.09.2009). Ovo znaci da je oko 2 g spora dovoljno za inokulaciju
oko 300 sadnica u koncentraciji 10’spora po biljci (LAZAREVIC, 2010). Jedan suvi
sporokarp P. arhizus, pre¢nika oko 10 cm, ima masu od oko 65 g. Sa "jednogodisnjim
urodom" sa ovog lokaliteta (u toku 2008., kao i u toku 2009., izmerili smo oko 150-200 g)
moze da se mikorizuje oko 20000 - 300 000 sadnica (10°-107 spora/biljka). Glavni problem

u budu¢em planiranju rasadnicke proizvodnje je u tome $to ne mozemo da se oslonimo na
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samo nekoliko nalaza ove gljive u prirodi. U toku 2010. i 2011. plodonosna tela P. arhizus
na lokalitetiu 0 kome govorimo se nisu pojavila.

U materijalu koji smo prikupili i koristili za inokulaciju, pokazalo se da jedno
plodonosno telo S. granulatus pre¢nika oko 6 cm, prose¢no sadrzi oko 10” spora (Racama,
11. 07.2009). Plodonosno telo S. collinitus pre¢nika oko 15 cm ima prose¢no oko 2,4 x10°
spora (Graden 13.06.2009.). Ovo znadi da sa sporama iz jednog Sesiri¢a S. granulatus moze
da se izvrsi inokulacija 100 sadnica u koncentraciji 107 spora po biljci, odnosno 1000
sadnica u koncentraciji 10° spora po biljci; odnosno 240 - 2400 sadnica po plodonosnom
telu odgovarajude velic¢ine S. collinitus. Za razliku od P. arrhizus, mozemo da ra¢unamo na
ove dve vrste, kao na stabilan izvor ektomikoriznog inokuluma.

Mikoriza koju odlikuje razvijeni omota¢ i ekstramatri¢na micelija ostvarena je u
nasem ogledu putem inokulacije sporama, iako to u nekim slu¢ajevima dovodi do manjeg
porasta sadnice. Razvijena micelija na korenu, pogotovo ako je razgranata i bujna, u
uslovima presadnje moze spremno da zapo¢ne usvajanje vode i hranljivih materija iz veée
koli¢ine Sumskog zemljiSta. Zbog toga je to osobina kojoj smatramo da treba dati prednost,

¢ak i na Stetu porasta sadnice (kao na primer u slucaju Swilus-a).

Najnizi nivo mikorize koji je potreban da bi se obezbedio njen uticaj na razvoj
biljaka u poljskim uslovima i nakon iznoSenja na teren, je slabo proucen. Za P. arhizus,
smatra se da on iznosi oko 50% ektomikorizovanih zavrietaka korena (MARX, 1994).
Sprovedena istrazivanja pokazuju da je inokulacija sa 10¢ - 10’spora P. arhizus po sadnici P.
nigra dovoljna za mikorizaciju korena. U slucaju inokulacije sa S. granulatus i S. collinitus
moze se reci da je dovoljno primeniti 10° spora po biljci.

Mikroskopija korenskih zavrsetaka prilikom svake od izvedenih inokulacija ukazuje
na prisustvo gljive u korenu biljke, na osnovu Cega se moze pretpostaviti da bi stabilniji
uslovi spoljasnje sredine u procesu gajenja biljaka doprineli boljem razvoju omotaca, kao i
razvoju micelije gljive kroz substrat. Zapoceta istrazivanja potrebno je nastaviti da bi se

utvrdile minimalne doze inokuluma koje mogu da imaju efekte na mikorizaciju sadnica.
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Kada se govori o inokulaciji vegetativnim inokulumom, treba nastaviti istrazivanja koja,
generalno, vode ka proizvodnji ve¢e biomase micelije u laboratorijskim uslovima.
Neophodna su dalja istrazivanja, dugoro¢ni ogledi i posmatranja da bi se utvrdio
uticaj razli¢itih tretmana na popravljanje karakteristika kontejnerskih sadnica P. nigra u
rasadnicima i Sumskim kulturama, njihov rast i preZivljavanje na terenu. Sva ta prouc¢avanja
imaju za cilj odabiranje (selekciju) ektomikoriznih gljiva i metoda inokulacije, koji su
pogodna za unapredenje dosadasnje proizvodnje sadnica crnog bora za posumljavanje. Ova
istrazivanja treba da unaprede dosadasnju praksu posumljavanja crnim borom u Crnoj

Gori i regoinu jugoistocne Evrope.
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6.5. Zakljucak

Sprovedena istrazivanja pokazuju da tretmani sporama P. arhizus, S. granulatus, S.
collinitus, X. rubellus (10°, 107 i 10® spora/sadnici), B. luridus, B. fechtneri i B. aestivalis (107
spora/sadnici), kao i vegetativnim inokulumom P. arbizus, S. granulatus, Scleroderma (1:16,
1:8 i 1:4) mogu da se primenjuju za dobijanje mikorizovanih kontejnerskih sadnica P.
nigra.

Ovi tretmani razli¢ito uti¢cu na promenu morfometrijskih parametara sadnica u
odnosu na kontrolne sadnice.

Pokazalo se da je pre¢nik sadnica u vratu korena prili¢no ujednacen. Visine i mase
nadzemnog izdanka su vece prilikom inokulacije micelijom nego sporama, kao i masa
korena. Visina i masa nadzemnog izdanka sadnica inokulisanih sporama S. granulatus i S.
collinitus je najmanja.

Posle 11 meseci, sve sadnice inokulisane sporama, kao i inokulumom micelije
navedenih ektomikoriznih gljiva su bile kolonizovane sa oko 100% mikoriznih zavr$etaka
korena. Na osnovu vizuelne procene ektomikorizne morfologije, najbolje razvijena mikoriza
zabelezena je na sadnicama tretiranim inokulumom spora P. arbizus, S. granulatus i S.
collinitus.

Zbog gore navedenog, kao i zbog jednostavnosti primene i niske cene, moze se
preporuciti primena inokuluma spora ovih vrsta u rasadnickoj proizvodnji crnog bora, i to
10 - 107spora P. arhizus i 10° spora S. granulatus i S. collinitus po sadnici.

Jednom usvojena metodologija rada i ste¢ena iskustva u radu sa jednom vrstom
(crnim borom kao modelom) lako mogu da se prenesu i prosire na druge vrste borova ili

Sumskog drveca u celini kada se za tim ukaze potreba.
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Prilog 1. Taksoni gljiva zabeleZeni u Crnoj Gori, unutar ektomikorizih rodova

Ascomycota i Basidiomycota i njihovo rasprostranjenje *
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H. hemisphaerica (F.H.Wigg)Fuckel

PERIC i PERIC, 1999b; PERIC ¢t 4/, 2000

Geopora (Pyronemataceae)

G. arenicola (Lév.) Kers

PERIC i PERIC, 2011

G. cooperi Harkn.

PERIC i PERIC, 2011

G. foliacea (Schacft) S. Ahmad

PERIC, 2002; PERIC i PERIC, 2011

G. sumneriana (Cooke) M. Torre

PERIC i PERIC, 2011

G. tenuis (Fuckel) T. Schumach.

PERIC i PERIC, 2011

Otidea (Pyronemataceae)

O. bufonia (Pers.) Boud.

PERIC i PERIC, 1997a, 2002

O. grandis (Pers.) Rehm

PERIC i PERIC, 2005

MATOCEC i FOCHT, 2000

Crouan) Brumm.

O. leporina (Batsch) Fuckel +

O. onotica (Pers.) Fuckel + KARADZIC, 1995
Marcelleina (Pezizaceae)

M. persoonii (P. Crouan & H. + PERIC, 2008c

Pulvinula (Pezizaceae)

P. convexella (P. Karst.) Pfister

PERIC, 2008

P. laetirubra (Rehm) Pfister

PERIC, 2006
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S. coronaria (Jacq.) J. Schrot. | + PERIC i PERIC, 1997a kao S. eximia (Dur. ex
Lev.) Maire; 2002b, 2005
S. eximia var. nivea M.M. Moser + PERIC i PERIC, 1997
Sowerbyella (Pyrenomataceae)
S. fagicola ]. Moravec + PERIC, 2008b
Trichophaea (Pyrenomataceae)
T. hemisphaerioides (Mouron) | + PERIC 2002; PERIC i PERIC, 2005
Graddon
Tarzetta (Pyrenomataceae)
T. catinus (Holmsk.)Korf & Rogers + PERIC, 1999a; PERIC ez 4/., 2000
T. cupularis (L.) Svréek + PERIC i PERIC, 1997b
T gaillardiana (Boud.) Korf & + PERIC i PERIC, 2002b
J.K. Rogers
Peziza (Pezizaceae)
P. acroornata Dougoud & J. +2 PERIC, 2011a
Moravec
P. arvernensis Boud. + PERIC i PERIC, 2003, 2005
P. badiofusca (Boud.) Dennis + PERIC i PERIC, 1997a
P. berthetiana Donadini + PERIC i PERIC, 2002b
P. cerea Sowerby + PERIC, 1999a
P. domiciliana Cooke + PERIC i PERIC, 2002, 2004
P. fimeti (Fuckel) E.C. Hansen | + PERIC i PERIC, 1997a
P. gerardii Cooke VAN VOOREN, 2010
P. lividula . Phillips + PERIC, 2009
P. michelii (Boud.) Dennis + PERIC i PERIC, 1997a
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P. micropus Pers. + PERIC i PERIC, 1997a
P. nivalis (R. Heim & L. Remy) +b | PERIC i PERIC, 1999a, 2009
M.M Moser
P. phyllogena Cooke + PERIC i PERIC, 2002b kao P. badioconfusa (Boud.)
Dennis
P. repanda Wahlenb. + PERIC i PERIC, 1999a; PERIC ¢z 2/, 2000
P, saniosa Schrad. + PERIC i PERIC, 2002b
P. subumbrina Boud. 42 PERIC, 2010a
P. tenacella . Phillips + + MATOCEC i FOCHT, 2000; PERIC i PERIC,
2002b, 2003, 2005
P. varia (Hedw.) Fr. + PERIC i PERIC, 2002b
Helvella (Helvellaceae)
H. albella Quél. + |+ PERIC i PERIC 2005; PERIC, 2010b
H. atra ]. Konig + + + PERIC, 2010b
H. branzeziana Svréek & J. + PERIC 2010b, 2011b
Moravec
H. crispa (Scop.) Fr. + PERIC i PERIC, 1997a, 1999a, 2005
H.cupuliformis Dissing & Nannf. PERIC, 2010c
H. elastica Bull. + + + PERIC i PERIC ,1997a; PERIC, 2010b
H. ephippium Lév. + |+ PERIC, 2010b
H. lacunosa Afzel. + + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a kao kao
H. sulcata Afzel.; PERIC i PERIC ,2005, PERIC ¢t
al., 2000
H. latispora Boud. + + + PERIC, 2010b
H. leucopus Scop. + KARADZIC, 1995, kao Leptopodia monachella
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H. sulcata Afz. var. cinerea + PERIC i PERIC, 1999a, 1999b, 2002 kao lacunosa
(Afzel.) Bres. Afzel var. cinerea, 2002b
Wynnella ( Helvellaceae)
W. auricula (Schaeff.) Boud. + TORTIC, 1974; KARADZIC, 1995 kao Otidea
auricula (Schaeff.) Sacc.
BASIDIOMYCOTA
AGARICALES
Amanita Pers.(Amanitaceae)
A. battarrae (Boud.) Bon + + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999a
kao A. umbrinolutea (Secr. ex. Gill.) Bataille
A. caesarea (Scop.) Pers. + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 2003, 2004,
2005; LAZAREVIC, 2010
A. ceciliae (Berk. & Broome) Bas + PERIC i PERIC, 2002b kao A. strangulata (Fr.)
Quél.
A. citrina var. alba (Pers.) + PERIC i PERIC, 2002b
Quél. & Bataille
A. crocea (Quél.) Singer + + + PERIC i PERIC, 1997a, 1999a, 2002b, 2005
A. decipiens (Trimbach) Jackquet. + PERIC i PERIC, 2002a, 2004
A. eliae Quél. + PERIC i PERIC, 1997a
A. excelsa (Fr.) Bertill. + PERIC i PERIC, 1997a
A. excelsa var. spissa (Fr.) Neville + KARADZIC, 1995 kao A. spissa Fr.
& Poumarat
A. franchetii (Boud.) Fayod + + PERIC ¢t 4l., 2000, kao A. aspera; PERIC i PERIC,
2004
A. fulva Fr. + |+ PERIC i PERIC, 1997a
A. gioiosa S. Curreli + PERIC i PERIC, 2007
A, lividopallescens  (Secr.  ex + PERIC i PERIC, 1999a, 1999b, 2002a, 2005;
Boud.) Kiithner & Romagn. PERIC ez 2. 2000
A. mairei Foley + PERIC et al., 2000
A. muscaria (L) Lam. + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a;
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LAZAREVIC, 2010,
A. ovoidea (Bull) Link + + PERIC i PERIC, 1999b, 2002a, 2002b, 2004
A. pantlyerimz (DC.) Krombh. + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999a,
1999b, 2002b, 2005, PERIC ¢t 4/, 2000 kao A.
pantherina f. robusta Pearson, 1997b, 1999b;
LAZAREVIC, 2010,
A. plmlloides (Vail ex Fr.) Link + + KARADZIC 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999b; PERIC
et al., 2000
A. rubescens Pers. + + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 19972, 1999a,
1999b, 2002b, 2005; PERIC et 4/, 2000
A. solitaria (Bull)) Fr. + PERIC i PERIC, 2002a, 2002b, 2004; PERIC ¢¢
al., 2000
A. strobiliformis (Paul. ex Vittad.) + TOTRIC, 1988
Bertill.
A. vaginata (Bull.) Lam. + + + + |+ | KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a,

1999a,1999b, 2002; 2002b kao A. vaginata var.
plumbea; 2005; PERIC et al, 2000 kao A
plumbea (Schaeff.) Secretan; LAZAREVIC, 2010

A. vaginata var. alba (De

Seynes) Gillet

PERIC i PERIC, 1997a, 1999b, 2002b, 2005

A. verna (Bull.) Lam.

PERIC i PERIC, 1997a, 2004

A. verna var. decipiens Timbach

PERIC i PERIC, 1999 b

A. vittadinii Moretti) Vittad.

+

PERIC i PERIC, 2002a, 2002b, 2003, 2004.

Cortinarius (Pers.) Gray. (Cortinariaceae)

C. bulliardii (Pers.) Fr.

+

PERIC i PERIC, 1999b, 2004; PERIC 2011c.

C. caperatus (Pers.) Fr.

KARADZIC 1995, PERIC i PERIC, 1999b, 2004
kao Rozites caperatus (Pers.) Karst.

C ﬁugram Gaugué

PERIC i PERIC, 1999b

C. glaucopus (Schaft) Fr.

KARADZIC, 1995

C. guttatus Rob. Henry

KARADZIC, 1995

C. hinnuleus Fr.

PERIC i PERIC, 1999a, 2000
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C. hercynicus (Pers.) M.M. Moser + KARADZIC, 1995
C. largm Fr. + PERIC i PERIC, 2003, kao C. nemorensis (Fr.) Lange
C odariﬁ’r Britzelm + KARADZIC, 1995
C. orellanus Fr. + PERIC i PERIC, 1997a, 2004
C. praestans Cordier + PERIC i PERIC, 1999b, 2004
C. rubellus Cooke + KARADZIC, 1995, kao C. speciosissimus Kithn. &
Romagn.
C. spilomeus (Fr.) Fr. + PERIC i PERIC, 19972
C. trivialis ].E. Lange + PERIC i PERIC, 1999a, PERIC ez 4/, 2000
C. variiformis Malencon + KARADZIC, 1995 kao C. varius (Schaeff.) Fr.
C. vitellinus M.M. Moser + | PERIC i PERIC, 1999b; LAZAREVIC, 2010
C. zinziberatus (Scop.) Fr. + + PERIC i PERIC, 19972
Entoloma (Fr.) P. Kumm. (Entolomataceae)
E. chalybaeum var. lazulinum + PERIC i PERIC, 2002b
(Fr.) Noordel.
E. chloroxanthum G. Stev. + PERIC i PERIC, 2005 kao E. incanum (Fr.) Hesler
E. clypeatum (L) P. Kumm. + PERIC i PERIC, 1997a, 1999b
E /n'rtipes (Schumach.)M.M. + PERIC i PERIC, 1997a
Moser
E. incanum (Fr.) Hesler + PERIC i PERIC, 2005
E. lividoalbum (Kiih. & Romagn.) + PERIC i PERIC, 1999b
Kubicka
E. nitidum Quél. + PERIC & PERIC, 1997a
E. occultopigmentarum + |+ PERIC ez 4l., 2000
Arnolds & Noordel.
E. politum (Pers.) Donk + + PERIC ¢t al., 2000
E. sepium (Noul.& Dass) Richon + PERIC i PERIC, 1997a; PERIC ¢z a/. 2000
& Roze
E. sericeoides (J.E. Lange) Noordel. + PERIC i PERIC, 1997a
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E. sinuatum (Bull) P. Kumm.

+

+

PERIC i PERIC, 2003, 2005

Hebeloma (Fr.) P. Kumm. (Strophariaceae)

H. crustuliniforme (Bull) Quél.

PERIC i PERIC, 2005

H. sinapizans (Fr.) Sacc.

PERIC i PERIC, 1999a, 1999b, 2005; PERIC et
al., 2000; LAZAREVIC, 2010

H. radicosum (Bull.) Ricken

PERIC i PERIC, 1999b

Hygrophorus Fr. (Hygrophoraceae)

H. capreolarius Kalchbr.

KARADZIC, 1995

H. chrysodon (Batsch) Fr.

KARADZIC,1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999b,
2003, 2005

H. cossus (Sowerby) Fr.

PERIC i PERIC, 1999b

H. gliocyclus Fr.

PERIC i PERIC, 2004, 2005

H. eburneus (Bull.) Fr. +¢ PERIC i PERIC, 1999b, 2004, 2005, PERIC ¢t 4l.,
2000; KASOM, 2004; LAZAREVIC, 2010,

H. erubescens (Fr.) Fr. PERIC i PERIC, 1997a

H. hypothejus (Fr.) Fr. +¢ + PERIC i PERIC, 1997a, 1999a, 2004; PERIC er

al., 2000

H. latitabundus Britzelm

PERIC i PERIC, 1999b

H. marzuolus (Fr.) Bres.

KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 2002, 2004

H. olivaceoalbus Fr.

PERIC i PERIC, 1997a, 2004

H. penarius Fr.

PERIC i PERIC, 1997a

H. persoonii Arnolds

PERIC i PERIC, 1997a kao H. dichrous Kuhn. &
Romagn.; PERIC, et 4/., 2000

H. piceae Kithner

KARADZIC, 1995

H. poetarum R. Heim

PERIC i PERIC, 2004

H. pudorinus (Fr.) Fr.

KARADZIC 1995; PERIC i PERIC, 2004

H. russula (Schaeff.) Kauffman

PERIC i PERIC, 1997a, 1999b, 2004

Inocybe (Fr.) Fr. (Inocybaceae)
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I adequata (Britzelm.) Sacc. + + PERIC & PERIC, 1997a, 1999a kao . jurana Pat.
L asterospora Quél. + + PERIC i PERIC, 1997a
L cervicolor (Pers.) Quél. + + PERIC | PERIC, 1997a, 1999b kao I bongardii
(Weinm.) Quél.
I ﬁucia'ula var. ﬁl.s‘(:idula Velen. | + PERIC i PERIC, 1997a kao I brunneoatra (R. Heim)
P.D. Orton
L geaphylla (Fr.)Karst. var. geophylla | + PERIC, 1999b
L geophylla var. lilacina Gillet | + | + PERIC ,1999b, PERIC & PERIC, 2005, PERIC ez
al. 2000
I grata (Weinm.) Gillet + PERIC i PERIC, 1997a
I griseolilacina ] E. Lange + |+ PERIC i PERIC, 1999b objavljena kao 1. geaphyila
var. violacea. rev. B. Perié
I maculata Boud. + PERIC i PERIC, 1997a
I rimosa (Bull.) P. Kumm. + + KARADZIC 1995; PERIC i PERIC, 1997a kao I
fastigiata Quél.
I. sindonia (Fr.) P. Karst. + PERIC i PERIC, 2005
Laccaria Berk. & Broome (Hydnangiaceae)
L. amethystina (Huds.) Cooke + + |+ |+ |TOTRIC, 1988; KARADZIC, 1995; PERIC i
PERIC, 1997a, 1999a, 1999b; PERIC et al,
2000, LAZAREVIC, 2010
L. laccata (Scop.) Cooke + + + TORTIC 1988; PERIC i PERIC 1997a, 1999a,
1999b; PERIC et al., 2000

Tricholoma (Fr.) Staude (T7icholomataceae)

T. acerbum (Bull.) Vent.

+

PERIC i PERIC, 2004, 2005

T. albobrunneum (Pers) Kumm.

PERIC i PERIC, 1997a, 2005; LAZAREVIC, 2010

T. aurantium (Schaeff.) Ricken

KARADZIC, 1995

T. batschii Gulden

PERIC & PERIC, 1997a; PERIC & PERIC,
LAZAREVIC, 2010

2002b;

T. caligasum (Viv.) Ricken

PERIC & PERIC, 2004; PERIC ¢z a/., 2000
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T. equestre (L.) P. Kumm. + |+ KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a kao T.

flavovirens (Pers.)Lund, 1999b

KARADZIC, 1995

T. gausapatum (Fr.) Quél. + +

T. imbricatum (Fr.) Quél. + | PERIC i PERIC, 1997a, 1999b, 2003; LAZAREVIC,
2009, 2010

T. portentosum (Fr.) Quél. + KARADZIC, 1995

T. scalpruratum (Fr.) Quél. + |+ PERIC i PERIC, 1999b, 2000

T. sciodes (Pers.) C. Martin + PERIC i PERIC, 1997a

T. sejunctum (Sowerby) Quél. + PERIC i PERIC, 2004; PERIC ¢t al., 2000

T. sulphureum (Bull) P. Kumm. +€ [+ [+ |+ KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 2000

T. sulphureum var. coronarium + PERIC et al., 2000

(Pers.) Sacc.

T. terrewm (Schaeff) P. Kumm. + |+ + | KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997, 2000, 2002,
2003, 2005

T. ustaloides Romagn. + PERIC i PERIC, 2000

T. viridifucatum Bon + PERIC i PERIC, 2005

T. vaccinum (Schaeff) P. Kumm. | + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 2002b,
2004

BOLETALES

Boletus Dill. ex L. : Fr. (Boletaceae)

B. aereus Bull. : Fr. + + PERIC i PERIC, 2004, 2006b

B. aestivalis Paulet : Fr. + |+ KARADZIC, 1995; PERIC j PERIC, 2006b

B. appendiculatus Schaeff, KARADZIC, 1995, PERIC i PERIC, 2004, 2006b

B. calopus Pers. : Fr. + [+ ]+ KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 2006b

B. comptus Simonini + PERIC i PERIC, 2006a, 2006b

B. edulis Bull. : Fr. f. edulis + + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 2006b

B. erythropus Pers. var. erythropus + + + TORTIC, 1988; KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC,
2006b

B. fechtneri Velen. + +f PERIC i PERIC, 2004, 2006b; LAZAREVIC, 2010
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B. fragrans Vittad. + PERIC i PERIC, 2006b
B. legaliae Pilat LAZAREVIC, 2010; B. PERIC, 2011
B. lupinus Fr. + PERIC i PERIC, 2004, 2006b
B.  luridus Schaeff: Fr. var. |+ + TORTIC, 1988; KARADZIC, 1995; PERIC &
luridus PERIC, 2006b; LAZAREVIC, 2010
B. luridus f.lupinus Pelter. ex | + PERIC i PERIC 2006b
Gilb.
B. pinophilus Pilit & Dermek + KARADZIC, 1995 kao B. pinicola; PERIC i PERIC,
2006b
B. pseudoregius Huber ex Estad. + PERIC i PERIC, 2006b
B. pulchrotincrus Alessio + PERIC i PERIC, 2006b, 2010
B. queletii var. lateritius (Bres. + TORTIC, 1988 kao B. gueleti; PERIC i PERIC,
et Schulz.) Gilb. 2006b
B. radicans Pers. : Fr. + PERIC i PERIC, 2004 kao B. albidus, 2006b;
LAZAREVIC, 2010
B. regius Krombh. + PERIC i PERIC, 2004, 2006b
B. rhodopurpureus Smotl. +F PERIC i PERIC, 2006b
f. rhodopurpureus
B. rhodoxanthus Krombh, +f PERIC i PERIC, 2006b
B.  rubrosanguineus  (Walty) + PERIC i PERIC, 2006b
Cheype
B. satanas Lenz + KARADZIC, 1995; KASOM, 2004; PERIC i PERIC,
2004, 2006
B. separans Peck + PERIC i PERIC, 2006
B. spretus Bertéa + KARADZIC, 1995 kao B. splendidus; PERIC i
PERIC, 2006
B. subappendiculatus Dermek, + PERIC i PERIC, 2004, 2006
Lazebn. & J. Veselsky
Leccinum Gray (Boletaceae)
L. aurantiacum (Bull) S.F. Gray +8 KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 2006b
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Leccinum pseudoscabrum +8 PERIC i PERIC, 2006b kao L. carpini (R. Schultz
(Kallenb.) Sutara in Michael) M.M. Moser ex D.A. Reid
L. scabrum (Bull.) Gray. +8 KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 2006b;
LAZAREVIC, 2010
L. versipelle (Fr. & Hok) Snell +8 PERIC i PERIC, 2006b
L. vulpinum Watling +° PERIC i PERIC, 2006b

Leccinellum Bresinsky & Manfr. Binder (Boletaceae)

Leccinellum  griseum  (Quél) KARADZIC, 1995 kao Leccinum griseum (Quél.)

Bresinsky & Manfr. Binder * Singe

Phylloporus Quél. (Boletaceae)

Phylloporus pelletieri (Lév.) Quél. + PERIC i PERIC, 2006b, kao Xerocvomus pelletieri
(Lév.) Binder

Porphyrellus E.-]. Gilbert (Boletaceae)

P. porphyrosporus (Fr.) Gilb. + TORTIC, 1988, kao Porphyrellus pseudoscaber
(Secr.) Sing,; PERIC i PERIC 2006b

Strobilomyces Berk. (Boletaceae)

S. strobilaceus (Scop. :Fr.) Berk. + PERIC i PERIC, 2006b

Tylopilus P. Karst. (Boletaceae)

T. felleus (Bull.: Fr.) P. Karst + PERIC i PERIC, 2006b

T. pseudoscaber Sccr. ex A H. Sm. + KARADZIC 1995

& Thiers

Xerocomus Quél. (Boletaceae)

X impolitus (Fr.) Quél. + + PERIC i PERIC, 2004 kao Boletus impolitus Fr.; 2006b;
KASOM 2004

X. chrysenteron (Bull.) Quél. + + PERIC i PERIC, 2006b, kao Boletus chrysenteron

X. ferrugineus (Schaeff.) Bon + + PERIC i PERIC, 2006b, kao Boletus ferrugineus

X. porosporus Imler + PERIC i PERIC, 2006b, kao Boletus porosporus

X. pruinatus (Fr.) Quél. + PERIC i PERIC, 2006b, kao Boletus pruinatus
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X. rubellus (Krombh.) Quél. + PERIC i PERIC, 2006b, kao Boletus rubellus
X. subtomentosus (L.: Fr.) Quél. + + KARADZIC, 1995, kao B. subtomentosus; PERIC i
PERIC, 2006b
Gyrodon Opat. (Gyrodontaceae)
G. lividus (Bull.) Fr. + PERIC i PERIC, 2004, 2006b
Alpova Dodge(Paxillaceae)
A.komoviana B. Peri¢ & P.-A. + MOREAU et al., 2012.
Moreau
Melanogaster Corda (Paxillaceae)
M. odoratissimus (Vittad.) Tul. + LAZAREVIC , 2009
M. luteus Zeller +2 PERIC i MOREAU, 2009
Paxillus Fr. (Paxillaceae)
P. lividus Cooke + PERIC i PERIC, 1997a
P. involutus (Batsch) Fr. +8 PERIC i PERIC, 1997a

Gyroporus Quél. (Gyroporaceae)

G. castaneus (Bull.) Quél.

PERIC i PERIC, 2004, 2006b

G. cyanescens (Bull.) Quél.

+

PERIC i PERIC, 2004, 2006b

Pisolithus Alb. & Schwein. (Sclerodermataceae)

PERIC i PERIC, 1999b 2004; LAZAREVIC 2009, 2010

P. arhizus (Scop.) Rauchert +

Scleroderma Pers. (Sclerodermataceae)

S. areolatum Ehrenb. + PERIC i PERIC, 1997a, 1999b

S. bovista Fr. + |+ + | PERIC | PERIC, 2002b, PERIC et 4/., 2000

S. citrinum Pers. + +€ PERIC i PERIC, 1997a kao S. aurantium L. Pers,
1999b; PERIC et al., 2000

S. polyrhizum (.F. Gmel.) Pers. + PERIC i PERIC, 1997a, 2002b

S. verrucosum (Bull.) Pers.

PERIC i PERIC, 19972, 1999b
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Chroogomphus (Singer) O.K. Mill. (Gomphidiaceae)

C. rutilus (Schaeff.) O.K. Mill. + |+ |+ |+ |KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1999a, 1999b,
PERIC ¢t al., 2000

Gomphidius Fr. (Gomphidaceae)

G. glutinosus (Schaeff.) Fr. +¢ PERIC i PERIC, 1999b

Rhizopogon Fr. & Nordholm (Rhizopagonaceae)

R. roseolus (Corda) Th. Fr. + + PERIC i PERIC, 1997a, 1997c, 2004 kao R
vulgaris (Vite.) M. Lange; PERIC i PERIC, 1998a

Suillus Micheli ex Adans. (Suillaceae)

S. bellinii (Inzenga) Watling + PERIC i PERIC, 2006b

S. bovinus (Pers.) Roussel +¢ KARADZIC, 1995

S. collinitus (Fr.) Kuntze + + PERIC i PERIC, 2006b; LAZAREVIC 2010

S.  collinitus var. velatipes | + PERIC i PERIC, 2006b

Contu, Lavorato & Simonini

S. granulatus (L.) Roussel + o |+ + KARADZIC, 1995; PERIC & PERIC 2006b;
LAZAREVIC, 2010

S. grevillei (Klotzsch) Singer +¢ KARADZIC, 1995

S. luteus (L.) Roussel +e | +¢ KARADZIC, 1995, PERIC i PERIC, 2006b

S. mediterraneensis (Jacquet. & | +
J. Blum) Redeuilh

PERIC i PERIC, 2006b; LAZAREVIC, 2010

CANTHARELLALES

Cantharellus Fr. (Cantharellaceae)

C. amethysteus (Quél.) Sacc. + PERIC & PERIC, 1997a

C. cibarius Fr. + |+ |+ BUBAK, 1903; TORTIC, 1974; KARADZIC, 1995;
PERIC i PERIC, 1997a, 1999a, 1999b, 2000,
2005, kao C. cibarius var. bicolor Maire

C. cinereus (Pers.) Fr. +° PERIC i PERIC, 1999b, 2004

C. cornucopioides (L.) Pers. + PERIC i PERIC, 1997a, 2000, 2005
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C. friesii Quél. + PERIC i PERIC, 1997a
C. lilacinopruinarus Hermitte, + PERIC, 2005
Eysart. & Poumarat
C. luteocomus H.E. Bigelow + |+ PERIC i PERIC, 2004 kao C. lutescens var
luteocomus (Big.) Bon & Pac., 2005
C. lutescens Fr. + + +f PERIC i PERIC, 1997, 1999b, 2000, 2004;
KASOM, 2004 kao C. tubaeformis var. lutescens Fr.
Craterellus Pers. (Cantharellaceae)
C. cornucopioides (L.) Pers. + +f PERIC i PERIC, 1997a, 1999b, 2004
Clavulina ]. Schrot. (Clavulinaceae)
C. coralloides (L.) J. Schrét. + PERIC i PERIC, 1999b, 2000 kao C. cristata
C.rugosa (Bull.) J. Schrot. + | PERIC i PERIC, 1999b, 2000
GOMPHALES
Gomphus Pers. (Gomphaceae)
G. clavatus (Pers.) Gray + |+ | KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 2004
Ramaria Fr. ex Bonord. (Gomphaceae)
R. aurea (Schaef.) Quél. + + BUBAK, 1915; KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC,
1997a, 1999b
R. fennica (P. Karst.) Ricken + + PERIC i PERIC, 1999b
R. flaccida (Fr.) Bourdot + PERIC i PERIC, 19972
R. ﬂawz (Schaeff.) Quél. + |+ KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999a, 1999b
R. fennica var. griseolilacina Schild + PERIC i PERIC, 2005 kao R. fumigata
R. formosa (Pers.) Quél. + PERIC &i PERIC, 1999b, 2004
R. pallida (Schaeft.) Ricken + |+ KARADZIC, 1995
R. sanguinea (Pers.) Quél. + PERIC i PERIC, 2005
R. stricta (Pers.) Quél. + PERIC i PERIC, 2005
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RUSSULALES
Lactarius Pers. (Russulaceae)
L. acris (Bolton) Gray + PERIC & PERIC, 1997a, 2004; KASOM, 2004
L. aurantiacus (Pers.) Gray + KARADZIC, 1995 kao L. mitissimus Fr.
L. azonites (Bull.) Fr. + PERIC i PERIC, 1997a kao L. fuliginosus Fr.
L. blennius (Fr.) Fr. + PERIC i PERIC, 1997a, 2003
L. bresadolanus Singer + KARADZIC, 1995
L. circellatus Fr. + PERIC i PERIC, 1997a
L. chrysorheus Fr. + + PERIC i PERIC, 1997a, 2000
L. controversus (Pers.) Pers. 48 KARADZIC, 1995
L. deliciosus (L.) Gray + +¢ |+ |+ | KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999a,
1999b, 2000
L. deterrimus Groger + KARADZIC, 1995, PERICi PERIC, 1997a
L. fuliginosus (Fr.) Fr. + PERIC i PERIC, 1997a kao L. azonites (Bull) Fr., 2004
L. fluens Boud. + +¢ PERIC i PERIC, 2000
L. mairei Malencon + PERIC i PERIC, 2000, 2004.
L. pallidus Pers. + PERIC i PERIC, 1997a
L. picinus Fr. + PERIC i PERIC, 1997a
L. piperatus (L.) Pers. + + PERIC & PERIC, 1999b, 2000, 2005
L. pubescens (Fr.) Fr. + KARADZIC, 1995
L. rufus (Scop.) Fr. + KARADZIC, 1995
L. salmonicolor Heim & Leclair + + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a
L. sanguifluus (Paulet) Fr. + + |+ | PERICi PERIC, 1999a, 1999b, 2000; LAZAREVIC,
2009
L. scrobiculatus (Scop.) Fr. + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a
L. semisanguifluus Heim & |+ + + |+ | KARADZIC, 1995; PERIC & PERIC, 1997a, 2005;

Leclair

LAZAREVIC, 2010

206




TAKSON

32 Y
=< [ 0]
T e - I I I
2131202
= ‘R 8 =
o | = |2 |0 8
S| B | |82
TIE|S| Bl
& | 2 | E | 8| ¥|LITERATURNIIZVOR
L. spinosulus Quél. & Le Bret. + TOTRIC, 1974 kao L. lilacinus Lasch
L. torminosus (Schaeff.) Gray +8 KARADZIC, 1995
L. turpis (Wenim.) Fr. KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 199b
kao L. necator (Bull.) P. Karst.
L. uvidus (Fr.) Fr. + + PERIC i PERIC, 1997a
L. vinosus Quél. + PERIC i PERIC, 1997a
L. vellereus (Fr.) Fr. +€ + KARADZIC, 1995, PERIC i PERIC, 1999 b
L. volemus (Fr.) Fr. + |+ |+ KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999b,
2000, 2004; LAZAREVIC, 2010
L. zonmarius var. scrobipes + |+ PERIC i PERIC, 1997a
Kiithn. & Romagn.
Russula Pers. (Russulaceae)
R. alutacea (Fr.) Fr. + TORTIC, 1988
R. anthracina Romagn. + |+ PERIC i PERIC, 1997a, 1999b, 2000
R. aurea Pers. + |+ PERIC i PERIC, 1999a, 1999b, 2004, kao R
aurata (With.) Fr., 2005; KASOM, 2004
R. azurea Bres. + KARADZIC, 1995
R. carminipes . Blum + PERIC i PERIC, 1999b
R. cyanoxantha (Schaeff.) Fr. + |+ + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1999a,
1999b, 2000, 2002b
R. delica Fr. + + + TORTIC, 1988; KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC,
1997a, 1999b
R. emetica (Schaef.) Pers. + |+ PERIC i PERIC, 1997a, 1999b, 2005
R. foetens (Pers.) Pers. + + TORTIC, 1974; KARADZIC, 1995

R. ionochlora Romagn.

KARADZIC, 1995 kao R. grisea (Pers.) Fr.

R. grata Britzelm.

PERIC i PERIC, 1997a kao R. laurocerasi Melz.

R laurocerasi var. fragrans
(Romagn.) Kuyer & Vuure

PERIC i PERIC, 1997a
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R. maculata Quél. & Roze + |+ PERIC & PERIC, 1999b
R. nigricans Fr. + + KARADZIC, 1995
R. olivacea (Schaeft.) Fr. + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 2004;
KASOM, 2004
R. paludosa Britzelm + TORTIC 1988
R. queletii Fr. + PERIC i PERIC, 1997a
R. romellii Maire + + PERIC i PERIC, 1997a; KARADZIC, 1995, PERIC i
PERIC, 1997a kao R. integra (L.) Fr.
R. rosea Pers. + |+ + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 2005
kao R. lepida Fr.
R sanguinaria (Schumach.) + |+ + |+ | TORTIC, 1988 kao R. rosacea (Pers.) Fr.; PERIC i
Rauschert PERIC, 1997a, 1999a kao R. sanguinea (Bull.)
Fr., 2000, 2005
R. sardonia Fr. + +P PERIC i PERIC, 2000 kao R. drimeia Cooke
R. solaris Ferd. & Winge + LAZAREVIC, 2010
R. vesca Fr. + PERIC i PERIC, 1997a
R. violeipes Quél. + |+ PERIC i PERIC, 1997a kao R. amoena Quél.
R. virescens (Schaeft.) Fr. + + + JAAP, 1916, KARADZIC, 1995, PERIC i PERIC,
1997a, 1999b, 2000, 2005
R. risigallina (Batsch) Sacc. + PERIC & PERIC, 1997a kao R. vitellina (Pers.) Fr.
R. xerampelina (Schaeff.) Fr. + KARADZIC, 1995
THELEPHORALES
Hydnellum P. Karst. (Bankeraceae)
H. aurantiacum (Batsch.) P. Karst. + KARADZIC, 1995, PERIC i PERIC, 1997a, 2004
H. caeruleum (Hornem) P. Karst. + PERIC i PERIC,1998b, 2004
H. ferrugineum (Fr.) P. Karst. + KARADZIC, 1995; PERIC i PERIC, 1997a, 1998¢, 2004

H. geogenium (Fr.) Banker

PERIC i PERIC, 1998c, 2004 kao Hydnum
gogenium Fr.
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Sarcodon Quél ex P. Karst. (Bankeraceae)

S. imbricatus (L.) P. Karst.

+

KARADZIC, 1995, PERIC & PERIC, 1997a, 2004

S. joeides (Pass.) Bataille

PERIC & PERIC ,2004

S. leucopus (Pers.) Geest & Nannf.

KARADZIC 1995, PERIC i PERIC, 1997a, 2004

S. scabrosus (Fr.) P. Karst. +

PERIC i PERIC, 2004, PERIC et al, 2000 kao
Hydnum scabrosum (Fr.) Karsten

Phellodon P. Karst. (Bankeraceae)

P. niger (Fr.) P. Karst. +

PERIC i PERIC, 2004, PERIC & PERIC, 2002b kao
Calodon niger (Fr.) Quél.

Thelephora Ehrh. ex Willd. (Thelephoraceae)

T. atra Weinm.

PERIC et al., 2000

T. penicillata (Pers.) Fr.

PERIC et /. 2000

T. terrestris Ehrh.

PERIC i PERIC, 1999 b, PERIC ez 4/., 2000

Napomena: Nalazi koji su vezani jedino za specifi¢cnog domacina (Pinus peuce, Castanea
sativa) ili azonalnu i pionirsku vegetaciju (Pinus nigra, Populus tremula, Betula alba): a-Alnus
incana, b —Juniperus nana, c- Castanea sativa, d- Pinus peuce, e- Pinus nigra, £- Quercus

petrea, g- Populus tremula, Betula alba.
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Mpwuror 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MotnucaHn-a  JeneHa Jlazapesuh

6poj ynuca

UsjaBibyjem
[a je DOKTOpCKa AncepTaumja nos Hacnosom

EkTromukopusa yetuHapckux Bpcta apseha y LipHoj F'opu ca noceGHUM
OCBPTOM Ha MUKOpu3y MyHUKe —Pinus heldreichii Christ.

e pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXnBa4kor paga,

e [a npeanioXeHa guceprauuja y LenvMHW HY Y Aenosmma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujare OwWno koje Agunnome npema CTyAWjCKMM nporpamvma Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a cy pe3ynTaTyi KOPEeKTHO HaBeAeHM U
e [a HMCAM KpLiMO/Ma ayTopcka npaBa W KOPUCTMO WHTEMNEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc AOOKTOopaHAa

S i > ~
/kﬂi’«(ﬁﬂ Aa? hM
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Nwme n npesumve aytopa: JeneHa Jlazapesuh

Bpoj ynuca

Cryaujckn nporpam

Hacnos papa: EktroMukopu3sa yetuHapckux Bpcrta gpseha y LipHoj Mopu ca
noce6HUM OCBPTOM Ha MUKOpU3y MyHuke —Pinus heldreichii Christ.

MeHTop : Mpod. Op HeHan Keua, BaHpeaHn npodecop LLlymapckor dakynreTta

MNoTtnucanu:JeneHa Jlazapesuh

n3jaBrbyjeM [a je wTamnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA EneKTPOHCKO)]
Bepavju Kojy cam npepao/na 3a objasrbuMBare Ha noptany [AurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteta y beorpany.

[JosBorbaBam ga ce objaBe MOjU NUYHM nojauu BesaHn 3a fobujare akajemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe W Npe3vume, rognHa u MecTo pohewa u aatym
onbpaHe paga.

OBV nU4YHM nogjaun mMory ce 00jaBuTU Ha MpPexXHUM CcTpaHuuama purutanHe
6nbnuoTeke, y ENeKTPOHCKOM KaTarnory vy nybnukauvjama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc AOKTOopaHAaa
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepsuteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosutopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTaumjy nog
HacroBoM:

ExTomMukopusa yetuHapckux Bpcrta gpseha y LipHoj Fl'opu ca noce6Hum
OCBPTOM Ha MUKOpu3y MyHuke —Pinus heldreichii Christ.

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

AvcepTauujy ca caum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dopmMaTy norogHoMm
3a TpajHO apxuBMpaHe.

Mojy fOKTOpCKY AncepTauujy noxpakweHy y urntanHn penosutopujym YHnsepsumTeTa y
Beorpagy mory ga kopucte cBw Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogJsydumo/na.

1. AyTtopcTBo
2. AyTopCTBO - HEKOMEpLMjarHo

3. AyTopCcTBO — HEKOMEpPLnjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — A4ennUTU No4 UCTUM yCrioBUMa
5. AytopctBo — 6es npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTW NO4 UCTUM ycroBuma

(Monumo fga 3aokpyXuTe camo jedHy o LecT MoHyReHux nuueHuM, Kpatak onuc
NWUEHUM aat je Ha nonehuHn nucra).

MoTnuc gokropaHaa
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