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SAZETAK

Maslina je vo¢na vrsta prirodno radirena na podrudju Mediterana, a na podrucju Republike
Hrvatske zastupljen je i opisan znaCajan broj sorata ove gospodarski znacajne kulture.
Pravilna gnojidba masline neophodna je u proizvodnji visoko kvalitetnin maslinovih ulja.
Gnojidba dusikom (N) i borom (B) moze imati pozitivan ili negativan utjecaj na maslinu i
okoli§. Navedeni makro- i mikroelementi mogu razliito utjecati na razvoj masline i
metaboliCke promijene na njezinim vegetativhim organima. Nadalje, gnojidba N i B moze
utjecati na tolerantnost masline prema razli¢itim Stetnim organizmima. Fenolni spojevi
sudjeluju u obrambenom odgovoru masline, a mogu znacajno doprinijeti tolerantnosti na
verticilijsko venu¢e masline (Verticillium dahliae Kleb). Stoga, cilj ovog rada bio je utvrditi
utjecaj primjene razli¢itih molarnih koncentracija N i B na koncentraciju fenolnih spojeva
(mg/100 g ST) u vegetativnim organima (korijen, izbojak, list) masline kako bi se ispitao
ucinak ekstrakata fenola na izolat V. dahliae V-263 u uvjetima in vitro. Kako bi se utvrdio
utjecaj gnojidbe N i B na rast i razvoj masline, utvrdena su vegetativha svojstva izbojka
(duljina izbojka, broj internodija, broj listova) i korijena (duljina, volumen, povrsina i promjer
korijena) masline. S ciliem odredivanja koncentracije N (g/kg ST) i B (mg/kg ST) te
koncentracije fenola (mg/100 g ST) masline analizirani su uzorci korijena, izbojka i lista.
Nadalje, protugljiviéni uc€inak ekstrakata fenola masline (korijen, izbojak, list), prethodno
modificiranih primjenom gnojidbenih tretmana s N ili B, istrazen je u uvjetima in vitro.
Primjena gnojidbenih tretmana znacajno je utjecala na vegetativha svojstva masline.
Primjena viSih molarnih koncentracija N i B pozitivho je utjecala na njihovo usvajanje
korijenom te daljnju translokaciju u ostale vegetativne organe masline. Primjena gnojidbenih
tretmana s N i B razlicito je utjecala na koncentraciju pojedinac¢nih fenolnih spojeva (mg/100
g ST), utvrdenih u vegetativnim organima masline. Ekstrakti fenola vegetativnih organa
masline imali su razli€it inhibitorni u¢inak na klijavost konidija, porast i morfoloSka obiljezja

micelija V. dahliae V-263 u uvjetima in vitro.

Kljué€ne rijeci: Istarska bjelica, fenolni spojevi, flavonoidi, izbojak, korijen, list, oleuropein,

tolerantnost na patogene, gnojidba masline, verticilijsko venuce.



EXTENDED SUMMARY
The effect of nitrogen and boron fertilization on the phenolic
profile of olive (Olea europaea L.) vegetative organs and its

antifungal effect on Verticillium dahliae Kleb.

Olive (Olea europaea L.) has great cultural and economic importance in the Mediterranean
basin. Olive oil production is an important source of revenue for many countries in the region
and contributes to the growth of their economies. The production of olives and olive oll
depends on numerous factors, including the correct application of nutrients. When it comes
to olive production and the environment, the type of fertilization used can make a significant
difference. Nitrogen (N) and boron (B) fertilization, in particular, can have varying effects on
olive production.

Fertilization can greatly impact olive growth, nutrient uptake and distribution, phenolic
content in olive, and olive tolerance to phytopathogenic fungus Verticilium dahliae Kleb.
This study aimed to investigate the effects of N and B fertilization on their content in various
parts of olive, including the roots, stem, and leaves. Additionally, this study aimed to
evaluate the impact of these nutrients on olive growth traits. This study also examined the
effect of N and B fertilization on the phenolic content (root, stem, leaves) and the antifungal
activity of phenolic extracts on V. dahliae V-263.

Fertilization experiments were conducted separately for N (experiment 1) and B (experiment
2). Seven different treatments were adopted in each experiment, representing seven molar
concentrations of either N or B. The control treatments were NO and BO. The study was
conducted on one-year-old plantlets of the Istarska bjelica cultivar, which were grown in an
inert substrate under controlled conditions. Measurements were taken periodically,
including air temperature, substrate moisture, substrate pH, and olive growth traits. At the
end of the experiment, samples of roots, stems, and leaves were collected and prepared
for further analysis. The growth traits of olive roots were analyzed at the end of the
experiment. Chemical analyses were conducted to evaluate the content of N (g/kg dry
weight (DW)) or B (mg/kg DW), total and individual phenolic compounds (mg/100 g DW) in
roots, stems, and leaves. In vitro antifungal activity of phenolic extracts, obtained from
fertilization treatments with N or B, was assessed against V. dahliae V-263 (experiment 3
a,b; experiment 4).

The growth traits of olive were positively affected by the applied N fertilization treatments
(N1 — N6), resulting in a greater root and shoot growth compared to the growth resulting
from control treatment NO. The uptake and translocation of N from roots to stem and leaves

were significantly affected by the application of different N fertilization treatments (NO — N6).



The lowest content of N (g/kg DW) in olive (root, stem, leaves) was found in the control
fertilization treatment NO. The content of total and individual phenolic compounds was
negatively affected by the applied fertilization treatments (N4 — N6). This study reports the
antifungal activity of phenolic extracts (EF), EF-NO — EF-N6, (root, stem, leaves) modified
by N fertilization treatments (NO — N6). The application of phenolic extracts (treatments EF-
NO — EF-N6) on V. dahliae V-263 had no inhibitory effect on the conidial germination,
therefore showing lack of antifungal activity.

The application of higher molar concentrations of B (fertilization treatments B3 — B6)
positively affected olive growth traits when compared to the control fertilization treatment
BO. The lowest content of B (mg/kg DW) was observed in the control fertilization treatment
BO of all investigated parts of olive. The applied fertilization treatments B1 — B6 had varying
effects on the content of total and individual phenolic compounds (mg/100 g DW) in the
different parts of olive. The results of this study demonstrated that the phenolic extracts of
roots and leaves had a significant antifungal effect on V. dahliae V-263. Specifically,
phenolic extracts of roots (treatments EF-BO, EF-B3, and EF-B4), as well as phenolic
extracts of stems (treatment EF-B2), significantly inhibited the conidial germination of V.
dahliae V-263 therefore exhibiting antifungal effect. Additionally, significant inhibitory and
antifungal effects were observed on the mycelium growth of V. dahliae V-263 when phenolic
extracts from olive roots (treatments EF-B0 — EF-B6) and leaves (treatments EF-BO, EF-B2
— B5) were applied. The applied phenolic extracts (treatments EF-BO — EF-B6) had different
effects on the morphological characteristics of V. dahliae V-263 mycelium in vitro.

The findings of this study contribute to a better understanding of the complex interaction
between nutrient fertilization, phenolic compounds, and the relation between modified
phenolic extracts and V. dahliae V-263 conidial germination and mycelium growth. Further
studies are required to identify the effect of N or B fertilization on the content of phenolic

compounds in the olive tree and their role in olive tolerance to V. dahliae V-263.

Key words: flavonoids, Istarska bjelica, leaves, phenolic compounds, pathogen tolerance,

oleuropein, olive fertilization, root, stem, Verticillium wilt.
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1. UVOD

Maslina (Olea europaea L.) se tradicionalno uzgaja na podru¢ju Mediterana zbog
proizvodnje ploda i maslinovog ulja. Fenolni spojevi masline doprinose tolerantnosti masline
na ekonomski znacajne gljivicne bolesti (Nicholson i Hammerschmidt, 1992; Baidez i sur.,
2007).

Na podrucju priobalne Hrvatske opisane su mnogobrojne sorte masline, a medu opisanim
sortama Istarska bjelica predstavlja znacajan udio ukupnog fonda stabala (Striki¢ i sur.,
2012). Visoku zastupljenost ove sorte u Republici Hrvatskoj opravdavaju agronomske
karakteristike poput redovitog i visokog priroda, kasnijeg perioda dozrijevanja, visoke
koncentracije fenolnih spojeva u plodu ili listu, visoke tolerantnosti na niske temperature,
su8u i salinitet (Perica i sur., 2008; Luki¢ i sur., 2018; Paskovic¢ i sur., 2020).

Ishrana masline dusikom (N) i borom (B) neophodna je za normalan rast i razvoj stabla,
prirod i kvalitetu ploda te koncentraciju fenola u vegetativnim organima masline (Fernandez-
Escobar, 2019; Paskovic i sur., 2019). Analizom koncentracije N i B u potpuno razvijenom
listu, tijekom perioda ljetnog ili zimskog mirovanja, moguce je odrediti razinu opskrbljenosti
masline navedenim elementima te prilagoditi gnojidbu njezinim stvarnim potrebama
(Fernadndez-Escobar, 2019). Ishrana N i B ima znacajnu ulogu u tolerantnosti masline na
abioticke i bioticke €imbenike (Fernandez-Escobar, 2019), a utvrden je i snazan utjecaj
gnojidbe N i B na koncentraciju fenola u ulju ili listu masline (Erel i sur., 2013; Paskovi¢ i
sur., 2019). Primjena N u maslinarskoj proizvodniji vrio Cesto je prekomjerna, a primjena B
uglavnom ne zadovoljava godiSnje potrebe masline za tim mikroelementom (Fernandez-
Escobar, 2019; Othman i Leskovar, 2019).

Kao esencijalni biogeni elementi, N i B sastavni su dio fizioloSkih i metaboli¢kih procesa
bilike (Broadley i sur., 2012; Hawkesford i sur., 2012). DusSik sudjeluje u primarnoj gradi
bilike i sastavni je dio proteina, enzima i nukleinskih kiselina (Othman i Leskovar, 2019).
Bor ima znacajnu ulogu u strukturi i funkciji biljnih membrana, sudjeluje u metabolizmu N i
fenolnih spojeva, metabolizmu i prijenosu ugljikohidrata te stani€nom disanju (Bolafos i
sur., 2004; Wimmer i sur., 2019).

Dusik nema direktnu ulogu u metabolizmu fenolnih spojeva, a primjena viih koncentracija
N znacajno utjeCe na vegetativni porast i premjeStanje ugljika u primarne strukture biljke
koja se odvija naustrb biosinteze sekundarnih metabolita kao Sto su fenolni spojevi (Heimler
i sur., 2017). ViSa koncentracija N u biljci inhibira biosintezu fenolnih spojeva ili njihovih
prekursora zbog kompeticije izmedu biosinteze proteina i biosinteze fenola. Istrazivanjima
provedenima na maslini utvrdena je snazna veza izmedu primijenjene koncentracije N i
koncentracije ukupnih fenolnih spojeva u maslinovom ulju (Erel i sur., 2013). U prethodnim

je istrazivanjima utvrdeno da primjena viSih molarnih koncentracija N (11 mmol N/L hranive
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otopine) u ishrani masline negativno utje€e na koncentraciju fenolnih spojeva (65 mg/kg
ST) u maslinovom ulju, dok primjena nizih molarnih koncentracija N (0,4 mmol N/L hranive
otopine) moze znalajno povecati koncentraciju fenolnih spojeva (275 mg/kg ST) u
maslinovom ulju (Dag i sur., 2009). U dostupnoj literaturi do sad provedena istrazivanja
primarno su bila usredotoCena na ucinak N na svojstva priroda masline i kvalitete
maslinovih ulja, dok je veza izmedu koncentracije N i fenolnih spojeva u korijenu, izbojku i
listu masline jo$ uvijek nedovoljno istrazena (Fernandez-Escobar, 2019).

Ishrana masline s B utjeCe na fenolni profil odnosno sastav i koncentraciju fenola lista
masline. Poznato je da B sudjeluje u metabolizmu fenola i da odnos izmedu koncentracije
B i fenolnih spojeva nije linearan (Wimmer i sur., 2019). Nedostatak B mozZe povecati
koncentraciju fenolnih spojeva u vegetativnim organima masline, Sto je posljedica
izrazenijeg nakupljanja fenola u postojec¢im stani¢nim strukturama ili direktnog ucinka B na
metabolicke procese koji dovode do biosinteze fenolnih spojeva (Liakopoulos i
Karabourniotis, 2005). Uslijed ogranienog porasta bilijke, kao posljedica nedostatka B,
indirektno je reducirana biosinteza meduprodukata lignina, a potaknuta aktivnost
fenilpropanoidnog biosintetskog puta i fenilalaninske amonijacne liaze (PAL) (Gonzalez-
Fontes, 2020). Nedostatak B reducira stvaranje kompleksa cis-dihidroksil-borata ¢ime se u
bilici povecava koncentracija molekula s cis-diolnom strukturom (Liakopoulos i
Karabourniotis, 2005).

Bor moze znacajno povecéati koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva i pojedinacnih fenolnih
spojeva poput oleuropeina u listu masline (Paskovi¢ i sur., 2019). Naime, pri viSim
koncentracijama u vegetativnim organima B ima negativan utjecaj, a taj negativan utjecaj B
biljka smanjuje povecanom biosintezom fenolnih spojeva (Wimmer i sur., 2019). Visa
koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (5,15 — 5,33 ug/g svjeze tvari) u listu duhana
utvrdena je kod nedostatka i suviSka B, dok je pri optimalnoj koncentraciji biljci dostupnog
B koncentracija fenolnih spojeva niza (3,11 — 3,30 ug/g svjeze tvari) (Ruiz i sur., 1998).
Kako bi se utvrdila uloga B u biosintezi fenolnih spojeva masline, potrebna su dodatna
istraZivanja kojima ¢e se pojasniti utjecaj nedostatka i suviSka B u vegetativhim organima
masline na koncentraciju pojedinacnih fenolnih spojeva.

Fitopatogena gljiva Verticillium dahliae Kleb. uzro¢nik je bolesti verticilijsko venu¢e masline
koju primarno inficira putem korijena, a potom se Siri u njezine nadzemne dijelove. Sadnice
masline, kod intenzivhog porasta korijena, podloznije su infekciji V. dahliae (Lépez-
Escudero i Mercado-Blanco, 2011). Intenzitet porasta i koncentracija pojedinih makro- i
mikroelemenata u korijenu masline znacajno se razlikuje ovisno o koncentraciji
primijenjenog N ili B (Chatzissavvidis i Therios, 2010; Othman i Leskovar, 2019). Stoga,
moze se pretpostaviti da bi primjena visih koncentracija N ili B mogla doprinijeti vecem

razvoju V. dahliae u proizvodnim uvjetima masline.



UvOoD

Fenolni spojevi biljaka su sekundarni metaboliti s izrazenim protugljivicnim djelovanjem
(Talhaoui i sur., 2015). U biljnoj stanici zastupljeni su kao slobodne topljive i vezane
netopljive (staniCna stijenka i razliCiti kompleksi) molekule (Cheynier i sur., 2013).
Biosinteza fenolnih spojeva razlikuje se ovisno o tipu (korijen, izbojak, list) i starosti
vegetativnih organa (Talhaoui i sur., 2015). Mogu biti konstitutivni produkti biosinteze koja
je neovisna o infekciji patogenim mikroorganizmima, ali imaju i ulogu u obrani od istih
(fitoanticipini), ili se biosinteza odvija de novo u okviru obrambenih reakcija biljke na
infekciju patogenim mikroorganizmima (fitoaleksini) (Cheynier i sur., 2013). Koncentracija
fenolnih spojeva u vegetativnim organima znacajno utje€e na obrambeni odgovor masline
protiv V. dahliae (L6pez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011). Primjerice, kod sorata masline
osjetljivin na V. dahliae utvrdena je smanjena biosinteza oleuropeina (Picual, Hojiblanca,
Leccino), dok su viSe koncentracije verbaskozida uocCene kod tolerantnih (Koroneiki) i
osjetljivin (Empeltre, Frantoio, Changlot) sorata masline (Markakis i sur., 2010; Cardoni i
sur., 2023). Podaci o mehanizmu djelovanja i protugljivicnom uc€inku fenolnih spojeva na
vijabilnost i virulentnost V. dahliae u dostupnoj literaturi su vrlo ograni¢eni (Baidez i sur.,
2007; Markakis i sur., 2010; Lopez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Cardonii sur., 2023).
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1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

HIPOTEZE:

1. Primjena najniZe i najvise molarne koncentracije B, u odnosu na ostale tretmane, povecat
¢e koncentraciju oleuropeina i protugljivicni u€inak ekstrakata te smanijiti rast i razvoj
korijena i izbojka, dok ¢e koncentracija B u vegetativhim organima masline pratiti porast
koncentracije B u hranivoj otopini.

2. Primjena viSih molarnih koncentracija N smanijit ¢e koncentraciju oleuropeina i
protugljivicni ucinak ekstrakata masline, a povecat ¢e koncentraciju N u razli€itim

vegetativnhim organima masline kao i rast izbojka i razvoj korijena.

CILJEVI:

1. Utvrditi utjecaj gnojidbenih tretmana na:

- vegetativna svojstva masline te koncentraciju minerala i fenola u korijenu, izbojku i listu;
- protugljiviecni uc€inak fenolnih ekstrakata razliCitih vegetativnih organa masline na
Verticillium dahliae Kleb. u uvjetima in vitro.

2. Utvrditi povezanost koncentracije N, B i fenolnih spojeva u vegetativhim organima

masline za svaki gnojidbeni tretman, te udio N, B i fenolnih spojeva u ukupnoj varijabilnosti.



PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Istarska bjelica — opis i zna€aj

Maslina (O. europaea) je vocna vrsta prirodno zastupliena i rasirena na podrucju
Mediterana te manjim dijelom na podrucju tropskih i sub-tropskih regija. Maslina kao vrsta
dijeli se u nekoliko podvrsta koje su podijeljene u dvije primarne skupine. Prvoj skupini
pripadaju mediteranske (O. europaea subsp. europaea, O. europaea subsp. marocanna,
O. europaea subsp. cerasiformis, O. europaea subsp. guanchica), a drugoj ne-
Mediteranske podvrste masline (O. europaea subsp. laperrinei, O. europaea subsp.
cuspidata; Besnard i sur., 2018). Na uzgojnom podrucju Mediterana podvrsta O. europaea
subsp. europaea je raSirena u najvecoj mjeri i ima veliki gospodarski znacaj (Diez i sur.,
2015; Besnard i sur., 2018). Poveznica izmedu kultivirane vrste i divlje masline (O.
europaea subsp. europaea var. sylvestris) nije u potpunosti jasna, a obje su raSirene i
znacajan su dio mediteranske vegetacije i kulture (Besnard i sur., 2018).

Literaturno je opisano viSe od 1200 razliCitih sorata masline koje se u svijetu uzgaja za
proizvodnju plodova za konzumaciju i visoko kvalitetnih maslinovih ulja (Bartolini i sur.,
1998). Na podrucju priobalne Hrvatske zastupljena je i opisana 61 autohtona sorta masline
(Striki¢ i sur., 2010; Striki¢ i sur., 2012). Ipak, na sortnoj listi Republike Hrvatske navedeno
je 28 sorata masline od &ega 16 Cine upravo autohtone sorte (HAPIH, 2023). Na podrucju
Republike Hrvatske opisan je znagajan broj sorata masline, ali potrebno je uzeti u obzir i
mnogobrojne fenotipove koje se medusobno ne razlikuje. Istarska bjelica predstavlja
znacajan udio ukupnog fonda stabala na podrucju Republike Hrvatske (Striki¢ i sur., 2012),
a porijeklo ove sorte i povezanost koristenog nazivlja tek je relativno nedavno istrazeno
(Bandelj i sur., 2004, Poljuha i sur., 2008 a,b; Benci¢ i sur., 2009).

Istarska bjelica ima visok vigor i bujan rast. Primarna morfoloSka svojstva Istarske bjelice
su elipti€no-izduzeni te srednje dugacak i Sirok list, cvat srednje duZine sa srednjim brojem
cvjetova, okruglast plod koji je srednje veli¢ine. Ova je sorta djelomi¢no samooplodna, a
urod je visok i redovan (Barranco i Rallo, 2000). Plod Istarske bjelice dozrijeva kasno, a
berba se provodi naj¢eSée u periodu dok je plod jo$§ zelen (Brki¢ Bubola i sur., 2017).
Znacajne agronomske odlike Istarske bjelice su tolerantnost na niske temperature, susu
(Barranco i Rallo, 2000), salinitet (Perica i sur., 2008) i odredene gljivicne bolesti (Godena
i sur., 2022). Ipak, mehanizmi tolerantnosti ove sorte na navedene abiotiCke i bioticke
Cimbenike jo$ su uvijek slabo poznati. Visoka koncentracija fenolnih spojeva kao i specifi¢na
koncentracija pojedinih elemenata, u odnosu na najzastupljenije sorte hrvatskog uzgojnog
podrucja, upucéuju na specifi¢an fizioloski i metaboli¢ki odgovor Istarske bjelice na odredene
uzrocnike stresa (Paskovi¢ i sur., 2020). Proizvedena ekstra djeviCanska maslinova ulja

imaju izrazena senzorna svojstva te specifiCan sastav fenolnih spojeva, sterola i triterpena.
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Nadalje, visoka koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (173 — 432 mg/kg ST) doprinosi

gorcini i pikantnosti maslinovih ulja sorte Istarske bjelice (Brki¢ Bubola i sur., 2017).

2.2. Ishrana masline

Ishrana je neophodna za pravilan rast i razvoj stabla masline. Optimalna ishrana masline
vrlo je varijabilan ¢imbenik na kojeg mogu utjecati, izmedu ostalog, sorta i starost stabla
masline (Fernandez-Escobar, 2019). U ishrani masline se kao najvise istrazeni
makroelementi navode N, kalij i fosfor, dok je od mikroelemenata najviSe istrazen B
(Ferndndez-Escobar, 2019; Zipori i sur., 2020). Promatra li se razliite sorte pri jednakim
okoli$nim i proizvodnim uvjetima moze se uociti da se medusobno razlikuju u koncentraciji
pojedinih makro- i mikroelemenata u listu (Paskovi¢ i sur., 2020). Na koncentraciju pojedinih
makro- i mikroelemenata moze utjecati kako njihova dostupnost i nacin usvajanja (Grozic€ i
sur., 2020; Vidovi¢ i sur., 2021), tako i fizioloSke potrebe masline uvjetovane specificnim
okolisnim ¢imbenicima (Fernandez-Escobar, 2019).

Tolerantnost ili osjetljivost na abiotiCke i bioticke &imbenike moze biti podredena
ishranjenosti biljke. Odgovarajuéa gnojidba masline moze doprinijeti optimalnom porastu i
pri nepovoljnim vanjskim ¢imbenicima. S druge strane, prekomjerna ili nedostatna primjena
pojedinih elemenata moze utjecati na vec¢u osjetljivost masline prema istima (Fernandez-
Escobar, 2019).

2.2.1. Dusik

Dusik je u biljci, nakon ugljika, po udjelu u masi suhe tvari, najzastupljeniji esencijalni
makroelement (Hawkesford i sur., 2012), a koji je neophodan za rast, razvoj i prirod masline
(Erel i sur., 2013). Primjena visokih koncentracija N moZe negativno utjecati na kvalitetu
ploda masline i maslinovog ulja (Fernandez-Escobar i sur., 2006). S druge pak strane
nedostatak N negativno utjeCe na porast, ukupnu biomasu, sadrzaj klorofila, fotosintetsku
aktivnost lista, intenzitet cvatnje, formiranje ploda i prirod masline (Erel i sur., 2008; Ferreira
i sur., 2020). Jedan od prvih simptoma nedostatka N je pojava kloroze na starijim listovima
smjestenima na niZzim dijelovima biljke (Souza i sur., 2019).

Pri niskim koncentracijama biljci dostupnog N dolazi do nakupljanja ugljikohidrata, biljka
zaostaje u porastu, a izbojci su drvenasti i krhki (Pevalek-Kozlina, 2003). Nakupljanje
ugljikohidrata posljedica je smanjene biosinteze aminokiselina i drugih spojeva koji sadrze
N. Optimalna primjena N pospjeSuje fotosintetske procese, ukupnu povrSinu i
funkcionalnost lista te stvaranje asimilata (Omondi i sur., 2019). Smatra se da je 70% N
lista prisutno u kloroplastima (Pevalek-Kozlina, 2003). Unos visokih i potencijalno toksi¢nih

koncentracija N reguliran je njegovim intenzivnim prijenosom iz lista u druge vegetativne
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organe masline. Taj intenzivan prijenos i distribucija N odrzavaju primarne funkcije bilike pa
jasno vidljivi simptomi toksi¢nosti izostaju. U maslini nisu utvrdene granice toksi¢nosti za N,
no primjena visokih koncentracija ovog elementa negativno utje€e na okoli§ i svojstva
priroda, kako masline tako i drugih kultura (Molina-Soria i Fernandez-Escobar, 2008).
Usporedi li se koncentracija N u vegetativhim organima masline, ovaj se makroelement
najvec¢im dijelom nakuplja u listu (51%), nakon kojeg slijede korijen (31%) i izbojak (18%)
masline (Fernandez-Escobar i sur.,, 2016; Fernandez-Escobar, 2018). Maslini je N
neophodan gotovo cijele godine za razvoj izbojka, lista, cvata i ploda. Visoki prirod i
intenzivna rezidba doprinose znac€ajnim gubitcima N u masliniku, stoga je primjenu N
potrebno prilagoditi zahtjevima masline tijekom vegetacije (Fernandez-Escobar, 2018). 1z
navedenih razloga, dugoro¢na primjena N u viSegodiSnjim nasadima mozZe imati razli¢it
utjecaj na svojstva masline (Fernandez-Escobar i sur., 2009 a,b; Erel i sur., 2008; Ferreira
i sur., 2020). Nadalje, kako bi se osigurao optimalan razvoj biljaka, osim unosa potrebnih
koncentracija N, potrebna je i uravnotezena primjena N u obliku amonijevog i nitratnog iona
(Muratore i sur., 2021).

U biljci N ima razli¢ite uloge, a sastavni je dio adenozin-trifosfata, nukleinskih kiselina,
proteina, enzima, klorofila, fitohormona (auksina i citokinina) i sekundarnih metabolita
(Hawkesford i sur., 2012; Andrews i sur., 2013). Kao sastavni dio proteina indirektno
sudjeluje u izgradnji primarnih strukturalnih komponenti kao $to su stanice i biljna tkiva.
Enzimi su takoder povezani s metabolizmom N pa na taj nacin ovaj element doprinosi i
pravilnom odvijanju biokemijskih reakcija unutar billke. DuSik je jedan od primarnih
komponenti klorofila, klju€nih pigmenata za odvijanje fotosintetskih procesa, gdje sudjeluje
u regulaciji ugljicnog dioksida (Nunes-Nesi i sur., 2010).

Ovisno o primijenjenom obliku N, on moze razli€ito utjecati na osjetljivost/tolerantnost
biljaka na pojedine patogene (Tavernier i sur., 2007; Sun i sur., 2020; Lépez-Moral i sur.,
2022 b). U pojedinim slu€ajevima gnojidba N moZe povecati obrambene odgovore biljke, a
moze povecati i dostupnost N spojeva koje patogeni mogu koristiti kao izvor hrane
(Tavernier i sur., 2007). Primjena ovog makroelementa osigurava intenzivniji porast biljke
Cime tkivo postaje podloZnije razvoju patogena (Sun i sur., 2020). Prekomjerna primjena N
izaziva niz promjena u biljkama, a povec¢ana biosinteza aminokiselina u biljnom tkivu odvija
se naustrb biosinteze fenolnih spojeva. Veéa dostupnost izvora hrane u obliku
aminokiselina i smanjena koncentracija fenolnih spojeva poti€u razvoj patogena u biljnom
tkivu (Solomon i sur., 2003; Sun i sur., 2020).

Nastupanjem infekcije biljka domacin nastoji usmijeriti hraniva u biosintezu fitoaleksina ili
premijestiti ih u organe koji su udaljeni od mjesta infekcije (Mur i sur., 2017). Virulentnost
patogena ocituje se i u njegovom potencijalu da iskoristi u biljci dostupan N kako bi osigurao

vlastiti razvoj (Robert i sur., 2002). Primjena N moZe u biljci promijeniti ravnotezu
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translokacije pojedinih hraniva ili smanijiti biosintezu fitoaleksina i fitoanticipina u korist
patogena (Ward i sur., 2010; Maupetit i sur., 2018). Osim ukupne koncentracije
primijenjenog N, na tolerantnost biljke prema odredenim patogenima utjeCe i oblik
primijenjenog N. U tom kontekstu, primjena visih koncentracija N moze smanijiti ili povecati
tolerantnost biljke prema odredenim patogenima (Maupetit i sur., 2018). Koncentracija N u
biljnom tkivu utje€e na biosintezu konstitutivnih fenolnih spojeva koji €ine sastavni dio
primarnih obrambenih odgovora bilijke na novonastalu infekciju (Mur i sur., 2017; Maupetit
i sur., 2018).

Utjecaj primjene N na razvoj V. dahliae istrazen je u nekoliko razli¢itih kultura (Tenuta i
Lazarovits, 2002; Romanya i sur., 2019), a u posljednjih je godina provedeno i nekoliko
istrazivanja na maslini (L6pez-Moral i sur., 2022 b; Pérez-Rodriguez i sur., 2022). Brojne
nepoznanice o interakciji izmedu N i metabolickih promjena u maslini te njihovom

zajedni¢kom utjecaju na V. dahliae jo$ su uvijek prisutne.

2.2.2. Bor

Bor je esencijalni mikroelement neophodan za normalan rast i razvoj stabla te prirod i
kvalitetu ploda masline (Ferndndez-Escobar, 2018; Ferndndez-Escobar, 2019). Ranije se
smatralo da je usvajanje B isklju€ivo pasivno, a novijim se istrazivanjima utvrdilo da je
usvajanje B regulirano nizom koordiniranih mehanizama (Pereira i sur., 2021). Zahtjevi za
B su razli¢iti za svaku biljnu vrstu, a potrebe za ovim mikroelementom razlikuju se i na razini
genotipa iste vrste (Takano i sur., 2008; Yoshinari i Takano, 2017). Biljke usvajaju B u obliku
borne kiseline i u pojedinim slu€ajevima boratnog aniona. Pasivna difuzija borne kiseline
korijenom uglavhom zadovoljava potrebe bilijke za B, kada je biljci dostupna potrebna
koncentracija B (Yoshinari i Takano, 2017). Biljka usvaja B u havedena dva oblika, a B je u
biljci primarno zastupljen kao borna kiselina. Niska koncentracija boratnog aniona u
stani€nom citosolu posljedica je formiranja kompleksnijih spojeva izmedu B i drugih
metabolita (Broadley i sur., 2012).

Nedostatak B ulestala je pojava u maslinarskoj proizvodniji (Tsadilas, 2004), dok je suviSak
B ograni€en na manji dio proizvodnih podru¢ja (Chatzissavvidis i Therios, 2010).
Nedostatak B uzrokuje susenje vrsnog izbojka, rast izbojka u obliku rozete, rubnu klorozu
lista, nepravilno odvijanje oplodnje i deformaciju ploda (Martelli, 1999). Uzgoj masline
mogu¢ je i pri viSim koncentracijama B, dostupnima u tlu ili vodi za navodnjavanje.
Dugotrajniji utjecaj primjene visih koncentracija B u ishrani masline nije dovoljno istrazen i
simptomi toksi¢nosti B tek su manjim dijelom poznati (Chatzissavvidis i sur., 2004). Tome
doprinosi tolerantnost masline i drugih voc¢nih vrsta, primjerice jabuke i vinove loze, na vise
koncentracije B koja je osigurana visokom mobilnoS¢u B unutar jednog i izmedu razlicitih

vegetativnih organa (Lewis, 1980 a,b; Chatzissavvidis i sur., 2004; Pereira i sur., 2021).
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Primjena visih koncentracija B negativno utje€e na porast masline, razvoj lista i postranih
izbojaka (Chatzissavvidis i Therios, 2010). lako se simptomi toksi¢nosti rijetko javljaju u
proizvodnim uvjetima, moguc je razvoj rubne kloroze lista, opadanja listova te smanjenog
zametanja ploda masline (Benlloch i sur., 1991; Failla i sur., 2008). Istrazivanja provedena
na drugim kulturama ukazuju da je granica koja odjeljuje nedostatak od toksi¢nosti B u
biljkama vrlo uska (Landi i sur., 2019).

Pretpostavlja se da je smanjeno usvajanje i prijenos B iz korijena u nadzemne dijelove jedan
od mehanizama tolerantnosti kojim biljka nastoji sprije€iti toksican ucinak ovog
mikroelementa (Landi i sur., 2019). Nakon usvajanja B korijenom, transpiracija potpomaze
prijenos B ksilemom do lista. Dinamika B razlikuje se izmedu biljnih vrsta, koje dijelimo na
one gdje je B slabo (primjerice orah) odnosno visoko (primjerice maslina) mobilan (Lewis,
1980 a,b; Brown i Hu, 1998; Brown i sur., 2002). Poznato je nekoliko mehanizama
tolerantnosti kojima biljke reguliraju viSe koncentracije B, medu kojima Landi i sur. (2019)
istiCu sljedece: reducirano usvajanje i prijenos B iz korijena u ostale dijelove biljke,
povecéana biosinteza organskih spojeva koji stvaraju komplekse s B (polioli, fenolni spojevi,
poliamini), biosinteza antioksidansa koji reguliraju B izazvan oksidativni stres te pohrana B
u stani¢ne organele, poput vakuole, ili druge dijelove stanice, poput stani¢ne stijenke.
Razumijevanje mehanizama koji reguliraju ravnoteZzu B u biljci zna¢ajno je kako bi se
pojasnile nastale fizioloSke promjene u biljkama (Takano i sur., 2008), ali i odgovorilo na
potrebe maslinarske proizvodnje za ovim mikroelementom.

Funkcija B kao esencijalnog biogenog elementa do danas nije u potpunosti razjasnjena
zbog nedostatka metoda kojima bi se odredila niska koncentracija B u stanici, tendencije B
da formira reverzibilne komplekse s drugim spojevima (polioli, fenolne kiseline, amini) te
nedostatka radioaktivnih izotopa B koji bi omogudili pracenje kretanja B u razli€itim biljnim
vrstama (Broadley i sur., 2012). Nedostatak B uzrokuje cijeli niz biokemijskih, fizioloSkih i
strukturnih promjena i kaskadnih reakcija koje dodatno oteZavaju definiciju njegove
primarne uloge u billkama (Bolafios i sur., 2004; Broadley i sur., 2012). Bor sudjeluje u
vegetativnom razvoju biljke, odrvenjavanju, strukturi i funkciji staniéne membrane,
organizaciji i biosintezi stani¢ne stijenke, metabolizmu i prijenosu ugljikohidrata,
metabolizmu N i fenolnih spojeva, metabolizmu indol-3-octene kiseline, metabolizmu RNA
i stani€nom disanju (Bolafios i sur., 2004; Broadley i sur., 2012; Pereira i sur., 2021).
Uravnotezena gnojidba B moze povecati ili smanijiti tolerantnost biljke na razvoj i progresiju
bilinih bolesti. Istrazivanja provedena na drugim viSegodiSnjim vrstama ukazuju da B ima
znacajnu ulogu u sprje€avanju Sirenja i smanjenju intenziteta infekcije razli¢itih patogena
vaskularnog tkiva (Rolshausen i Gubler, 2005; Dong i sur., 2016). Cimbenici koji utjeéu na
interakciju izmedu pojedinog elementa, biljike domacina i patogena jo$ su uvijek uglavhom

nepoznati (Tripathi i sur., 2022). Modifikacijom koncentracije pojedinacnog elementa
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moguce je izmijeniti tolerantnost biljkke na patogena aktivacijom enzima uklju¢enih u
biosintezu konstitutivnih fenolnih spojeva, odnosno indirektnim utjecajem na aktivnost
patogena, modifikacijom eksudata korijena te rizosfernog pH (Datnoff i sur., 2007). Uloga
B u tolerantnosti masline na uzro¢nike gljivicnih bolesti ostaje tek djelomi¢no razjasnjena.
Primjena B ima prethodno utvrden ucinak na koncentraciju fenolnih spojeva masline, a isto
vrijedi i za protugljiviéni u€inak fenolnih spojeva na V. dahliae (Markakis i sur., 2010; Gharbi
i sur., 2017; Drais i sur., 2021). Moze se pretpostaviti da bi promjene u metabolizmu fenolnih
spojeva nastale kao posljedica primjene B (Liakopoulos i Karabourniotis, 2005; Paskovi¢ i
sur., 2019), mogle doprinijeti veéoj tolerantnosti masline na V. dahliae (Béidez i sur., 2007).

Navedena pretpostavka do danas nije u potpunosti istrazena.

2.3. Fenolni spojevi

Biljke sintetiziraju mnostvo razli¢itih spojeva male molekulske mase koji nastaju
metaboli¢kim putevima primarnog i sekundarnog metabolizma. Sekundarni metabolizam je
termin koji je u proSlosti koriSten da bi se opisala neesencijalnost takvih spojeva u biljkama,
a istrazivanja koja su uslijedila dokazala su njihovu neophodnost u odvijanju Zivotnog
ciklusa biljaka (Pichersky i Gang, 2000; Vogt, 2010). Navedena se podjela odrzala, ali
esencijalnost fenolnih spojeva je danas neupitna. Fenolni spojevi su vrlo raznolika skupina
aromatskih organskih spojeva, a prepoznatljivi su po hidroksilnoj skupini vezanoj na
benzenski prsten. Fenolni spojevi mogu se podijeliti u dvije veée skupine koje obuhvacaju
fenolne spojeve jednostavnije strukture te polifenole €ija je struktura sloZenija i sastoji se
od najmanje dvije fenolne grupe. Postojanje dviju ili vise fenolnih grupa, koje se sastoje iz
hidroksilne skupine i fenolnog prstena, nije dovoljno kako bi se odredila pripadnost
odredenog spoja skupini polifenola. Naime, termin (poli)fenol se primjenjuje u definiciji
spojeva koji su nastali putem Sikiminske kiseline, a koji se zatim nastavlja na
fenilpropanoidni put, odnosno spojeva nastalih poliketidnim putevima kojima pripadaju
putevi jabucne i mevalonske kiseline (Quideau i sur., 2011).

Aminokiselina fenilalanin je u viSim biljkama primarni supstrat u fenilpropanoidnom putu,
dok je tirozin manje znacajan i zastupljen je tek u pojedinim vrstama (De La Rosa i sur.,
2009; Vogt, 2010). Zajednicki naziv fenilpropanoidi koristi se za fenolne spojeve nastale
katalizom jednog od opisanih meduprodukata (De La Rosa i sur., 2009). Flavonoidni put se
nastavlja na fenilpropanoidni, dok sekoiridoidni konjugati nastaju iz meduprodukata
metabolizma fenolnih spojeva i terpena (Volk i sur., 2019).

Fenolni spojevi su neophodni u morfolodkoj i biokemijskoj prilagodbi biljike na okoliSne
C¢imbenike. Sastav i koncentracija fenolnih spojeva u viSih biljaka rezultat je dugotrajnih i

kompleksnih procesa evolucije i koevolucije (Boudet, 2007). Koordinacija biosinteze
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fenolnih spojeva odvija se mehanizmima kojima biljke precizno kontroliraju nastanak
specificnih metabolita u to¢no odredenom trenutku i na to€éno odredenom mjestu (Pichersky
i Gang, 2000). Uloga fenolnih spojeva u fiziologiji biljaka nije u potpunosti jasna, a postoji
pretpostavka da navedena skupina spojeva sudjeluje u rastu i metaboli¢kim putevima biljke.
Razli¢itost kemijske strukture ove skupine spojeva daje naslutiti da njihova uloga u regulaciji
rasta i razvoja biljaka nije univerzalna. Postoji moguénost da su mnogobrojne fizioloSke
interakcije izmedu fenolnih spojeva i biljaka slu€ajne i posljedica su svestrane uloge ovih
spojeva u obrambenim mehanizmima biljke (Ruiz i Romero, 2001).

Fenilpropanoidi su ukljueni u razliite aspekte rasta biljke, strukturne su komponente
stani¢nih stijenki i dio su obrambenog odgovora biljke na vanjske podrazaje (Buchanan i
sur., 2015). Fenilpropanoidi imaju zna€ajnu ulogu u obrambenom odgovoru na promjene u
intenzitetu svijetlosti i nedostatku hraniva (Clemens i Weber, 2016; Yang i sur., 2018).
Interakcija izmedu biljke i okoline, uklju€ujuci druge biljke ili ostale organizme, pod utjecajem
je fenolnih spojeva (Biata i Jasinski, 2018). Fenolni spojevi iz skupine flavonoida §tite biljke
od Stetnog UV zragenja (Buchanan i sur., 2015).

Istrazivanja o biosintetskim putevima fenolnih spojeva u maslini vrlo su ograni¢ena zbog
smanjenog transporta vode koji otezava njihovo istrazivanje. Veliki dio istrazivanja provodi
se na srodnim vrstama rodova Fraxinus i Syringa te se putevi biosinteze, otkriveni u vrstama
navedenih rodova, ¢esto poistovjeéuju s maslinom (Damtoft i sur., 1995 a,b; Obied i sur.,
2008). Upravo to navodi na oprez jer su putevi biosinteze ili katabolizma fenolnih spojeva
masline tek djelomi¢no poznati. Osim $to je mjesto biosinteze fenolnih spojeva specifi¢no,
mjesta skladiStenja takoder mogu biti specificna za pojedine fenolne spojeve pa
koncentracija fenolnih spojeva moze biti vrlo sli¢na ili razli¢ita izmedu pojedinih sorata i
razliCitih vegetativnih organa masline (Ryan i sur., 2002; Alagna i sur., 2012; Guodong i
sur., 2019). U korijenu, izbojku i listu masline u razliCitoj su mjeri zastupljeni razliciti
(poli)fenoli iz skupina jednostavnih fenola (tirozol, hidroksitirozol), fenolnih kiselina
(hidroksicimetna kiselina, kavena kiselina, verbaskozid), flavonoida (apigenin, apigenin-7-
O-glukozid, rutin, katehin, luteolin, luteolin-7-O-glukozid) i sekoiridoida (oleuropein, aglikoni
oleuropeina) (Ortega-Garcia i Peragén, 2010; Talhaoui i sur., 2015; Mechri i sur., 2019;
Vidovic¢ i sur., 2021). Novija istrazivanja navode da fenolni sastav izbojka i lista masline &ini
viSe od 50 razlicitih spojeva i njihova se koncentracija znacajno razlikuje izmedu navedenih
vegetativnih organa masline (Ammar i sur., 2017). U odnosu na korijen i izbojak,
koncentracija fenolnih spojeva lista je bolje istrazena, a oleuropein se Cesto navodi kao

najzastupljeniji fenolni spoj u listu masline (Ryan i sur., 2002; Talhaoui i sur., 2015).

11



PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.3.1. Utjecaj dusika na koncentraciju fenolnih spojeva
Dusik nema direktnu ulogu u metabolizmu fenolnih spojeva, ipak razli¢it utjecaj N na
koncentraciju fenolnih spojeva zabiljezen je u mnogim kulturama (Fernandez-Escobar i sur.,
2006; Giorgi i sur., 2009; Verardo i sur., 2013). Nedostatak N ne utjeCe negativho samo na
rast i razvoj, ve¢ utjeCe i na promjene u primarnom i sekundarnom metabolizmu biljke
(Scheible i sur., 2004). U N-izgladnjelim biljkama, koncentracija aminokiselina i ukupnih
proteina se znatno smanjuje, dok koncentracija fenolnih spojeva raste. Razli€iti okoliSni
stresovi, u koje se ubraja i nedostatak N, mogu utjecati ha poveéanu biosintezu reaktivnih
kisikovih vrsta. Biljke su razvile kompleksne enzimske i ne-enzimske mehanizme
detoksikacije kako bi se za$titile od oksidacijskog stresa (Giorgi i sur., 2009). U tom
kontekstu, fenolni spojevi vezu slobodne radikale i ostale kisikove vrste kako bi sprijecili
njihov negativan ucinak na razvoj biljaka (Grace i Logan, 2000). Rast ukupne koncentracije
fenolnih spojeva osiguran je povec¢anom aktivnho$¢u enzima PAL, koja zauzvrat osigurava
ravnotezu biljne stanice (Giorgi i sur., 2009).
Primjena viSih koncentracija N znac¢ajno utje€e na vegetativni porast i premjestanje ugljika
u primarne strukture biljke, a odvija se naustrb biosinteze fenolnih spojeva (Heimler i sur.,
2017). Biosinteza fenolnih spojeva i aminokiselina odvija se putem Sikiminske kiseline, pri
¢emu nastaje kompeticija izmedu biosinteze proteina i fenolnih spojeva zbog vece
dostupnosti N (Tekaya i sur., 2016). Iz navedenih razloga postoji negativha korelacija
izmedu koncentracije N i fenola u biljnim vegetativnim organima (Haukioja i sur., 1998; Erel
i sur., 2013).
Glavnina istrazivanja posvecena je ucinku N na fenolne spojeve ploda masline i maslinovih
ulja (Erel i sur., 2013), a istraZivanja na drugim biljnim vrstama ukazuju na negativan utjecaj
prekomjerne gnojidbe N na sastav i koncentraciju fenola korijena, izbojka i lista (Keski-Saari
i Julkunen-Tiitto, 2003; Kovacik i sur., 2007; Larbat i sur., 2014).

2.3.2. Utjecaj bora na koncentraciju fenolnih spojeva

Biljke nizom biokemijskih mehanizama mogu osigurati homeostatsku reakciju, odnosno
uravnotezen kemijski odgovor, izmedu koncentracije usvojenog B i biosinteze metabolita
kojim ga neutraliziraju (Landi i sur., 2019). Bor indirektno sudjeluje u metabolizmu fenola, a
odnos izmedu koncentracije B i fenolnih spojeva u biljkama nije linearan. Biljci optimalna
koncentracija B moze smanijiti aktivnost enzima PAL i time koncentraciju fenolnih spojeva,
a potaknuti aktivhost enzima polifenol oksidaze i peroksidaze (Ruiz i sur., 1998).
Nedostatak i suviSak B dovode do neuravnoteZzenog homeostatskog odgovora (Landi i sur.,
2019), stoga se u oba slu€aja koncentracija fenolnih spojeva povec¢ava (Liakopoulos i
Karabourniotis, 2005).
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Nedostatak B moze povecati koncentraciju fenolnih spojeva, §to je posljedica izrazenijeg
nakupljanja fenola u postojec¢im stani¢nim strukturama ili direktnog utjecaja na metaboli¢ke
procese koji dovode do biosinteze fenolnih spojeva de novo (Liakopoulos i Karabourniotis,
2005). Lignin je slozeni polimer i sastavni je dio stani¢nih stijenki kojima daje ¢&vrstocu
(Whetten i Sederoff, 1995). Ograni¢enim porastom biljke, uslijed nedostatka B, indirektno
je reducirana biosinteza prekursora lignina, a potaknuta aktivnhost enzima PAL. Samim time
koncentracija fenolnih spojeva u biljnom tkivu raste (Gonzélez-Fontes, 2020). Druga
pretpostavka je da metaboliCki put pentoza-fosfata postaje aktivniji nedostatkom B ¢ime je

biosinteza fenolnih spojeva stimulirana (Shkolnik, 1984).

2.3.3. Utjecaj fenolnih spojeva na tolerantnost biljaka na

patogene

Brojna istrazivanja potvrduju da fenolni spojevi zna¢ajno doprinose tolerantnosti biljaka na
infekcije razli¢itim patogenim organizmima (Talhaoui i sur., 2015; Mauch-Mani i sur., 2017;
Kumar i sur., 2020). Zbog konstitutivne prirode fenolnih spojeva njihov utjecaj na
tolerantnost bilijke moZe biti indirektan. Biosinteza de novo ili translokacija fenolnih spojeva
na mjesto infekcije, u trenutku njezina nastanka, svakako potvrduje njihovo aktivno
sudjelovanje u obrambenom odgovoru biljke. Podjela fenolnih spojeva na fitoaleksine i
fitoanticipine je slozena (Ku¢, 1995). MetaboliCke promijene, koje se odvijaju u interakciji
biljke i patogena, kompleksne su i zahtijevaju primjenu slozenijih analitickih metoda koje su
Cesto nedovoljno osjetljive. Istrazivanja specifiCne uloge pojedinacnih fenolnih spojeva u
obrambenim mehanizmima biljke i njenoj tolerantnosti na odredene patogene vrste
zahtijevaju detekciju fenolnih spojeva u niskim koncentracijama na mjestu infekcije, a vazna
su i za razlucivanje stupnja specifi€nosti njihove uloge u biljci (Nicholson i Hammerschmidt,
1992).

Fenolni spojevi posjeduju mnogobrojne konstitutivne funkcije i njihova se koncentracija
mijenja uslijed fizioloskih promjena u biljci. Jednostavniji fenolni spojevi tvore komplekse sa
Secernim komponentama i organskim kiselinama, a znacajne su tvorbene jedinice slozenih
polimera kao $to su hidrolizabilni lignini (Toledano i sur., 2013; Acosta-Estrada i sur., 2014).
Biosinteza lignina doprinosi vecoj tolerantnosti sorata masline, kao Sto su Leccino ili
Frantoio, prema gospodarski zna¢ajnim patogenima kao $to je V. dahliae (Cardoni i sur.,
2021; Ramirez-Tejero i sur., 2021). Stoga se koncentracija jednostavnih fenolnih spojeva
moze mijenjati kao posljedica porasta masline uslijed fiziolodkih promjena ili potrebe da
navedene spojeve ugradi u svoje membrane i tako sprijeci daljnji prodor patogena. Fenolni
spojevi koji pripadaju skupini flavonoida mogu stimulirati ili inhibirati klijavost spora i rast

hifa razli¢itih patogenih vrsta (Agosteo i sur., 2015; Tian i sur., 2015).
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2.4. Verticillium dahliae

2.4.1. Taksonomska pripadnost i morfoloske karakteristike

Rodu Verticillium Nees (Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; Sordariomycetes;
Hypocreomycetidae; Glomerellales; Plectosphaerellaceae) pripada nekoliko
kozmopolitskih vrsta askomicetnih gljiva. Pojedine vrste su znacajni biljni patogeni koiji
uzrokuju djelomicno ili potpuno sudenje biljaka (Barbara i Clewes, 2003; Klosterman i sur.,
2009). U navedenom se rodu, zbog Steta koje pri€injava razli€itim kulturama, istic¢e vrsta V.
dahliae (Pegg i Brady, 2002; Cvjetkovi¢, 2010; Ivi¢ i lvanovi¢, 2012). Navedena vrsta
obitava u tlu gdje moZe dulji niz godina preZivjeti u obliku trajnih struktura, mikrosklerocija
(Klosterman i sur., 2009). Biljke domacini vrste V. dahliae su taksonomski vrlo raznolike i
ne obuhvaéaju samo ekonomski znacajne poljoprivredne kulture (Klosterman i sur., 2009;
Ivi¢ i lvanovi¢, 2012).

Rod Verticillium je utemeljio Nees von Essenbeck nakon $to je uoCio novu vrstu koja ima
konidiofore s verticilatno rasporedenim fijalidama na konidioforu — Slika 1, 6 fi 6 g (Pegg i
Brady, 2002; Klosterman i sur., 2009). Fijalide vrste V. dahliae mogu biti razli¢itih dimenzija.
Fijalide su ponekad sekundarno razgranate, a na njihovim se vrhovima pojedinacno
formiraju elipsoidni do cilindri¢ni konidiji (Slika 1, 6 h). Konidiji ove vrste su bezbojni i
jednostanicni (Cvjetkovi¢, 2010). Kolonija V. dahliae je bijele boje na hranjivoj podlozi PDA
i modificiranoj hranjivoj podlozi MSEA (eng. Modified soil extract agar), na kojima moze biti
radijalnog, raspr§enog i intermedijalnog oblika (Termorshuizen i sur., 2003; Inderbitzin i
sur., 2011). Na nali¢ju je kolonija svijetlo ili tamno obojena, prisutne su ili odsutne
pigmentacije zute-narancaste boje. Micelij V. dahliae moze biti obilan, pahuljast, prorijeden
i pruinozan, kompaktno-prilijepljen za agar ili naizgled natopljen vodom na hranjivoj podlozi
PDA (Inderbitzin i sur., 2011; Yu i sur., 2016). Brzina porasta micelija na hranjivoj podlozi
PDA razlikuje se izmedu izolata V. dahliae, pa primjerice pri uvjetima temperature 23 — 25
°C i 24 h tame dnevni porast micelija prosjec¢no iznosi 1,9 — 3,66 mm/dan (Kaliterna i sur.,
2016; Varo i sur., 2016). Formiranjem brojnih mikrosklerocija, kolonija postupno poprima
tamnu boju — Slika 1, 6 a i 6 b (Cvjetkovi¢, 2010; Chen i sur., 2021). Mikrosklerociji nisu
uvijek prisutni, a mogu biti uronjeni u agar te pravilno ili nepravilno rasporedeni po koloniji
(Inderbitzin i sur., 2011; Yu i sur., 2016). Mikrosklerociji se razvijaju prosje¢no nakon 10 —
12 dana inkubacije na razli€itim hranjivim podlogama, a utjecaj temperature na njihov razvoj
literaturno nije opisan (Varo i sur., 2016). Mikrosklerociji su trajne strukture, a svaki se
mikrosklerocij razvija na jednoj hifi u€estalim pupanjem — Slika 1, 6 i — 6 k (Cvjetkovi¢, 2010;
Inderbitzin i sur., 2011). Mikrosklerociji mogu biti razli¢itog oblika i veliine, pigmentirani su
—Slika 1, 6 i — 6 k (Klosterman i sur., 2009; Chen i sur., 2021). Mikrosklerociji se sastoje

od okruglih, smede pigmentiranih stanica promjera do 13 pm. Mikrosklerociji mogu biti
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okruglasto do izduzenog odnosno nepravilnog oblika s prosje¢nim promjerom u rasponu od
25 do 100 um (Inderbitzin i sur., 2011). Do sada nije potvrden teleomorfni (spolni) stadij

vrste V. dahliae (Klosterman i sur., 2009).

| : | |
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Slika 1. Micelij, mikrosklerociji, konidiofori i konidiji vrste Verticillium dahliae
Pojasnjenje oznaka: Zra¢ni micelij kolonije (6 a, b); pupanje stanica micelija (6 c); konidiofori (6 d, e); fijalida (6
f, 9), konidiji (6 h), mikrosklerociji (6 i — k). Razvoj na hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni agar: 6 h — nakon 9
dana; 6 a, b, g — nakon 14 dana; 6 c — nakon 28 dana; 6 k — nakon 49 dana. Razvoj na prilagodenoj hranjivoj
podlozi vodeni agar: 6 i —nakon 12 dana; 6 d — nakon 15 dana. Razvoj mikrosklerocija na biljnom materijalu —
6j. Skala: 6a, 6b = 2 cm; 6¢, 6f — 6k = 20 ym; 6d, 6e = 50 um. Izvor: Inderbitzin i sur., 2011.

Prijasnja je taksonomska podjela poistovjecivala vrste V. dahliae i Verticillium longisporum
(C. Stark) Karapapa, Bainbr. & Heale. Vrsta V. longisporum je naknadno izdvojena kao
zasebna zbog razli€itih morfoloSkih i bioloSkih karakteristika u odnosu na V. dahliae
(Barbara i Clewes, 2003; Inderbitzin i sur., 2013). U bazi NCBI trenutno je dostupno 118
projekata i 867 bioloSkih uzoraka kojima se istraZivao V. dahliae, a koli¢ina informacija

neprekidno raste Sto govori u prilog sve ve¢em interesu za istraZzivanjem ovog organizma.

2.4.2. Populacijska struktura
Populacijskom strukturom obuhvacene su vegetativhe kompatibilne grupe, podjela vrste V.
dahliae na defolijacijske i nedefolijacijske izolate, rase i klonske linije (Jiménez-Diaz i sur.,
2012; Chen i sur., 2021).
Simptomi koje pri€injava V. dahliae mogu se znacajno razlikovati izmedu razli€itih biljnih
vrsta, a ukljuCuju sudenje lista, klorozu lista, otpadanje lista, zaostatak u porastu biljke,

vaskularna obojenja i nekrozu (Fradin i Thomma, 2006). Pojavnost simptoma otpadanja
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lista (defolijacije) omogucila je podjelu izolata iz populacije V. dahliae na defolijacijske i
nedefolijacijske (Jiménez-Diaz i sur., 2012, lvi¢ i lvanovi¢, 2012; Montes-Osuna i Mercado-
Blanco, 2020). Vrsta V. dahliae izrazito je polifagna, ali simptome defolijacije pri€injava tek
na nekoliko biljnih vrsta u koje se ubraja i maslina (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco,
2011; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Simptomi defolijacije razvijaju se na
drvenastim biljnim vrstama s visokom lignifikacijom izbojka, a dosadasnja istrazivanja
ukazuju da defolijacijski fenotipovi izostaju na zeljastim vrstama (Chen i sur., 2021). Mnhogo
je nepoznanica koje se nadovezuju na pojavnost navedenih simptoma, a dosadasnja
istraZivanja nisu u potpunosti odgovorila na moguce Cimbenike koji utje€u na razvoj istih.
Trenutno je poznato Sest vegetativnih kompatibilnih grupa (VCG), od kojih su neke dodatno
podijeljene u manje podgrupe, kojima pripadaju razli¢iti izolati ove vrste (Klosterman i sur.,
2009; Chen i sur., 2021). Na maslini je opisan veci broj izolata vrste V. dahliae, za koje je
utvrdena pripadnost grupama VCG1 (VCG1A), VCG2 (VCG2A, VCG2B) i VCG4 (VCG4B)
(Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Izolati
koji uzrokuju defolijaciju pripadaju podgrupi VCG1A, dok izolati koji ne uzrokuju defolijaciju
pripadaju ostalim vegetativnim grupama (Chen i sur., 2021). Kada su u pitanju izolati
determinirani na maslinama s podru¢ja Mediterana, populacijska struktura ima malu
raznolikost (Jiménez-Diaz i sur., 2012). Primjena VCG je korisna pri opisivanju populacijske
strukture V. dahliae, ali njihova korelacija s virulentnoS¢u ili ostalim bioloskim
karakteristikama vrste V. dahliae je niska (Chen i sur., 2021), stoga je s agronomskog
aspekta njihov znacaj manii.

Klonske linije mogu imati visoku ili nisku povezanost sa specifi¢nim VCG (Cheni sur., 2021).
Klonskoj liniji | pripada vegetativha grupa VCGL1, dok u klonsku liniju II, 1l i VIII pripada
VCG2B, a u klonsku liniju V pripadaju VCG2A i VCG4B (Montes-Osuna i Mercado-Blanco,
2020; Chen i sur., 2021). lako su poznate i druge klonske linije, navedene su one u koje
pripadaju izolati determinirani na maslini. Vrijedno je istaknuti da su istrazivanja ovog oblika
jo$ uvijek u zaCecima i da vrlo €esto pruzaju tek djelomi¢ne informacije koje nije moguce
jasno povezati s biologijom ili patogenoscu vrste.

Genetska otpornost prema verticilijskom venucéu opisana je na nekoliko biljnih vrsta, ali nije
podjednako istrazena za svaku biljnu vrstu (Klosterman i sur., 2009). Genetskom analizom
otpornosti rajCice na V. dahliae opisan je jedan dominantni alel koji je nositelj otpornosti
(Zhang i sur., 2015). Navedeno je istrazivanje omogucilo podjelu sojeva V. dahliae na rasu
lirasu 2 (Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Kasnije je utvrdena i rasa 3, dok ostale
rase nisu dovoljno istrazene i nisu u potpunosti prinvaéene. Izolati V. dahliae koji pripadaju
VCG1A i defolijacijskim fenotipovima nemaju dodijeljenu rasu. Izolati vegetativnih grupa
VCG2B, VCG2A i VCG2B pripadaju rasi 1 i rasi 2, dok ostalima nije dodijeljena pripadnost
odredenoj rasi (Chen i sur., 2021).
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2.4.3. Rasprostranjenost vrste
Smatra se da je V. dahliae glavni predstavnik roda Verticillum i primarni uzrocnik
verticilijskog venuca, bolesti koja se razvija u podru¢ju umjerene i suptropske klime (Pegg i
Brady, 2002). Vrsta je Siroko rasprostranjena u svijetu, a potvrdena je i u vecini zemalja na
podruéju Europske unije (Slika 2). Na mediteranskom uzgojnom podrucju masline, ova je
vrsta utvrdena u Hrvatskoj, ltaliji, Spanjolskoj, Francuskoj, Grékoj, Turskoj, Maroku, Izraelu,

Alziru, Jordanu, Malti i Siriji (Jiménez-Diaz i sur., 2012; Kaliterna i sur., 2016).

Slika 2. Rasprostranjenost vrste Verticillium dahliae

Podru¢ja u kojima je potvrdena vrsta V. dahliae ozna¢ena su naran€astom bojom i zutim krugom, dok su
podru¢ja u kojima V. dahliae nije utvrden oznacena sivom bojom. Izvor: EPPO — EPPO Global Database,
(preuzeto s: https://gd.eppo.int/taxon/VERTDA/distribution)

UCestalost i intenzitet razvoja verticilijskog venuc¢a u navedenim su uzgojnim podrucjima
vrlo raznoliki, a dostupni su podaci vrlo Cesto nepotpuni zbog nekontinuiranog i
neujednacenog pracenja verticilijskog venuéa na razini ve¢eg broja maslinarskih regija. Na
podruéju Gréke zahvacéeno je 10 — 50% maslina uzgajanih na podrucjima gdje je prethodno

prevladavao pamuk, dok se za podrugje Spanjolske navodi ugestalost zaraze od 39 — 71%.
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Znatno manja zastupljenost ove bolesti utvrdena je na podrucju Turske (3,1%), Sirije (do
4,5%), Alzira (12%), Maroka (10 — 30%) te Italije (18,3%) (Jiménez-Diaz i sur., 2012). lako
je u navedenim podrucjima sveukupna ucestalost verticilijskog venuéa masline manja, ipak
u prethodno navedenim istrazivanjima uoc¢eno je da patogen nakon unosa zahvaca gotovo

cijeli nasad i vrlo Cesto dovodi do njegovog propadanja.

2.4.4. Simptomi i Stetnost verticilijskog venuca

Simptome verticilijskog venu¢a su po prvi puta opisali Reinke i Berthold na krumpiru
(Solanum tuberosum L., Solanaceae) jo$ 1879. godine, kada su izolirali i determinirali vrstu
Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold (Pegg i Brady, 2002; Klosterman i sur., 2009).
Tek je 1913. godine, na venu¢em zahvacenim biljnim vrstama roda Dahlia Cav.
(Asteraceae, Asteroidae), Klebahn izolirao i opisao vrstu V. dahliae (Barbara i Clewes,
2003; Klosterman i sur., 2009). Simptomi venuca su literaturno opisani terminima zeleno
venuce, verticiliozno venuce ili zaepljenje provodnih snopova na mnogobrojnim kulturama
(Cvjetkovi¢, 2010; Ivi¢c i Ivanovié, 2012). Verticilijsko venuce je na maslini prvi puta
zabiljezeno u ltaliji (Ruggieri, 1946), a kasnije su uslijedili opisi ove bolesti i u ostalim
maslinarskim regijama na podru¢ju Mediterana (Jiménez-Diaz i sur., 2012). lako je ranije
iznesena sumnja da je V. dahliae prisutan na maslini i na podruc¢ju Republike Hrvatske (lvi¢
i Ivanovi¢, 2012), vrsta je tek nekoliko godina kasnije po prvi puta izolirana i molekularno
determinirana (Kaliterna i sur., 2016). Navedene su pretpostavke u skladu s ostalim
grupama autora (Jiménez-Diaz i sur., 2012), koji navode da je V. dahliae pri€injavao Stete
i u ostalim maslinarskim regijama na podru¢ju Mediterana mnogo ranije u odnosu na prve
izolacije i determinacije ove vrste.

Fenotipska plasti¢nost vrste V. dahliae dodatno doprinosi njezinoj virulentnosti (Klosterman
i sur., 2009). Znagajne Stete zabiljezene su na vise od 200 biljaka domacéina, kojima
pripadaju razliCite jednogodisSnje i viSegodidnje kulture, ali i krajobrazno znacajne vrste
(Pegg i Brady, 2002). U literaturi je dostupno nekoliko preglednih radova kojima su opisani
mnogobrojni aspekti verticilijskog venuéa masline (Lopez-Escudero i Mercado-Blanco,
2011; Mercado-Blanco i Lopez-Escudero, 2012; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020;
Kowalska, 2021).

Kompleksna i evolucijski dugotrajna interakcija izmedu masline i V. dahliae doprinijela je
velikom broju nepoznanica koje su, kod navedene biljne vrste, tek dijelom istrazene na
metaboli¢koj razini i na razini genoma (Leyva-Pérez i sur., 2018; Jiménez-Ruiz i sur., 2019;
Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Pretpostavlja se da je na interakciju izmedu
masline i V. dahliae dodatno utjecala pojavnost visoko virulentnih defolijacijskih izolata te
primjena razliCitih uzgojnih praksa koje su doprinijele Sirenju patogena i propadaniju stabala

masline (Rodriguez i sur., 2011; Pérez-Rodriguez i sur., 2015).
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Razvoj verticilijskog venu¢a na maslini moze izazvati razlicite simptome, koji dalje ovise o
osjetljivosti sorte, starosti masline, uzgojnim uvjetima i virulentnosti izolata V. dahliae — Slika
3 (Yadeta i Thomma, 2013; Keykhasaber i sur., 2018; Trapero i sur., 2018). Razvoj
simptoma moze biti akutan ili kroni¢an; dok u prvom slu€aju simptomi nastupaju u vrlo
kratkom roku, kod drugog se intenzitet simptoma razvija postupno i raste tijekom nekoliko
godina (Cvjetkovi¢, 2010). Mlada stabla masline su podloznija propadanju i potpunom
susenju, a simptomi se na podrucju Mediterana razvijaju krajem zime ili po¢etkom proljecéa.
Na starijim stablima masline razvoj simptoma verticilijskog venuca je uglavnom postepen;
simptomi prvo zahvacaju maniji dio kroSnje i postepeno se Sire na druge dijelove (lvi¢ i
Ivanovi¢, 2012). Osim izravnhom progresijom u biljnom tkivu, V. dahliae dovodi do razvoja
navedenih simptoma zbog oslobadanja toksi¢nih metabolita u biljno stani¢je. Navedeni
toksini mogu inducirati niz fizioloSkih promjena i utjecati na transpiraciju, integritet stani¢ne
stijenke i puteve biosinteze sekundarnih metabolita kljuénih za pravilno djelovanije
obrambenih mehanizama biljke (Bruno i sur., 2020). Izlu€eni toksini imaju dvojnu funkciju,
a to su uklanjanje mehaniCke barijere bilike domacina putem enzimskih aktivnosti i
manipuliranje modifikacija obrambenih mehanizama biljke koriStenjem efektora (Chen i
sur., 2021). Efektori su specifi¢ni proteini koje patogen oslobada, a koji utje€u na, te veéim
ili manjim dijelom sprje€avaju, razvoj obrambenog odgovora biljke domacina (de Jonge i
sur., 2011). Toksini i efektori doprinose virulentnosti izolata V. dahliae (Chen i sur., 2021).
Najzamijetniji simptom verticilijskog venuca je suSenje liS¢a masline. Ovisno o izolatu koji
zahvaca odredeno uzgojno podrucje masline, simptomi lista razlikuju se kod defolijacijskih
i nedefolijacijskih izolata V. dahliae. Listovi se prvo uvijaju prema nali¢ju, postaju kloroti¢ni
te postepeno i nekroticni (Ivi¢ i Ivanovi¢, 2012). OsuSeni listovi masline ne otpadaju sa
stabla masline. Navedeni je simptom tipi¢an za izolate koji ne uzrokuju defolijaciju masline
(Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011). Kod izolata koji uzrokuju defolijaciju, zeleni list
otpada ili razvija klorozu pri bazi izbojka (Ivi¢ i Ivanovi¢, 2012). Pored suSenja listova,
moguca je nekroza cvata i ploda masline (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011;
Trapero i sur., 2011). Osim ekonomskih Steta koje se odnose na sudenje ili otpadanje
plodova i direktan gubitak uroda, nedavna su istrazivanja potvrdila i negativan ucinak V.
dahliae na organolepticka svojstva maslinovih ulja (Landa i sur., 2019).

Simptomi se razvijaju i u drvenastom tkivu, a ponekad se mogu uociti na presjeku grane ili
debla zarazenih stabala masline (Slika 3). Na zarazenim stablima vidljivo je tamnjenje
ksilemskog stani¢ja u obliku isprekidanog ili kontinuiranog kruga (Cvjetkovi¢, 2010). U
provodnim se snopovima ponekad razvijaju tiloze i nakupljaju gumozne tvari (Yadeta i
Thomma, 2013; Trapero i sur., 2018). Posljedica navedenih simptoma je i smanjen prijenos
vode i hraniva iz korijena putem ksilema u ostale nadzemne dijelove masline (Pouzoulet i
sur., 2014).
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Razvoj simptoma moze imati razli€itu dinamiku, a mogu¢ je i oporavak stabala masline
nekoliko godina nakon pojave prvih simptoma. Obrambeni mehanizmi odgovorni za potpuni
oporavak nisu poznati, kako na maslini tako ni na ostalim kulturama (Jiménez-Diaz i sur.,

2012). Oporavak stabala masline zabiljezen je i u nasadima gdje su provedene mjere

zastite i u onima gdje su iste u potpunosti izostale (Blanco-Lopez i sur., 1990; Levin i sur.,
2003).

Slika 3. Simptomi verticilijskog venu¢a na maslini
Na fotografijama su prikazani simptomi verticilijskog venuca: a) suSenje izbojaka na kojima su razvijeni plodovi
masline; b) tamnjenje ksilemskog stanicja vidljivo na popreénom prerezu visegodi$njeg drva masline; c) suSenje
dijela kroSnje masline. Izvor: Dario Ivic.

g
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2.4.5. Zivotni ciklus i epidemiologija

Ostatci razli€itih biljaka domacina mogu sadrzavati mikrosklerocije u obliku kojih V. dahliae
moze prezimiti (Berlanger i Powelson, 2005; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). U
nepovoljnim uvjetima ili u izostanku pogodne biljke domacina, mikrosklerociji vrste V.
dahliae u tlu mogu ostati vijabilni do 14 godina (Wilhelm, 1955). Za razliku od
mikrosklerocija, u odsutnosti biljike domacina, konidiji mogu prezivjeti u tlu svega nekoliko
mjeseci (Wilhelm, 1955; Vallad i Subbarao, 2008). Mikrosklerociji i konidiji dospijevaju u tlo
zajedno s ostatcima rezidbe ili razvojem patogena na ostalim biljkama domacinima, kao sto
su jednogodisnji korovi koji su vrlo Cesto prisutni unutar nasada. Mikrosklerociji mogu
dospjeti u druge dijelove nasada ili se proSiriti u obliznje maslinike putem kiSnice, vode za
navodnjavanje ili ostalih ljudskih djelatnosti (Baroudy i sur., 2018; Montes-Osuna i Mercado-
Blanco, 2020).

Primarne propagule koje dovode do infekcije masline su mikrosklerociji, a infekcija je
mogucéa i razvojem konidija (Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Nakon klijanja,
mikrosklerocij razvija jednu do nekoliko hifa koje rastu u smjeru korijena biljke domacina
(Bui i sur., 2019). Nije u potpunosti jasno postoje li specifi¢ni zahtjevi ovog patogena prema
biljci domacinu (Klosterman i sur., 2009). Prethodnim je istrazivanjima utvrdeno da eksudati
korijena odredenog domacina mogu prekinuti fazu dormantnosti i potaknuti Klijanje
mikrosklerocija u tlu (Zha i sur., 2022). Kretanje V. dahliae prema korijenu domadina
uvjetovano je kemijskim podraZajima odnosno kemotaksijom (Keykhasaber i sur., 2018).
Kako bi se prilagodio karakteristikama biljaka domadina, V. dahliae je razvio razlicite
infektivne strukture koje se mogu razlikovati i izmedu pojedinih izolata ove vrste. Infekcija i
zatim kolonizacija korijena biljaka domacina moze nastupiti direktnim prodorom hife,
razvojem apresorija ili hifopodija (Keykhasaber i sur., 2018; Liu i sur., 2023). Formiranje
apresorija ili hifopodija odvija se prije prodiranja u korijen biljke domacina. Navedene
infektivne strukture nisu literaturno opisane za interakciju V. dahliae — O. europaea, no
poznate su za druge gospodarski zna€ajne kulture. Hifa moze direktno prodrijeti i zatim
kolonizirati korijen domacina, bez prethodnog formiranja specifi¢nih infektivnih struktura, na
mjestima gdje su nastupile rane na korijenu ili gdje se formira primordij korijena (Liu i sur.,
2023). Direktni prodor hife u stani¢je korteksa korijena najéeSc¢e se odvija u neposrednoj
blizini korijenova vrha (Zhou i sur., 2006; Vallad i Subbarao, 2008). Opisano je formiranje
apresorija koji se moze razviti na proSirenom vrhu hife ili kli€ne cijevi (Cvjetkovi¢, 2010; Liu
i sur., 2023). Konidiji kliju u kli€nu cijev, a zatim se razvija apresorij i prodirujuéi jastucic.
Kli¢na cijev se razvija paralelno uzduz korijena, a nakon $to se apresorijem pri¢vrsti za
stanice korijena i razvije se prodirujuci jastucic¢ iz kojeg se formira infektivna hifa koja raste
izmedu epidermalnih stanica te dalje u staniCje korteksa, ¢ime nastupa kolonizacija tkiva

korijena masline. Osim navedenih struktura, V. dahliae moze razviti i hifopodij na vrhu hife
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kojim se pri¢vrsti za korijen biljke domacina. Hifopodij zatim na korijenu razvija prodirujuci
jastuci¢ koji je neophodan za prodiranje u stanice korijena i nastupanje infekcije. Opisane
infektivne strukture neophodne su za kolonizaciju korijena biljke domacina i utjeCu na
patogenost izolata V. dahliae (Liu i sur., 2023).

Ipak, kolonizacija korijena, a zatim i vaskularnog stanicja ostatka biljke, nije uvijek uspjedna
(Klosterman i sur., 2009; Prieto i sur., 2009). Postrani rast korijena ili oSteCenje korijena,
djelovanjem odredenog abiotickog ili biotickog ¢imbenika, ne garantira V. dahliae uvijek
uspjesnu kolonizaciju vaskularnog stani¢ja (Bowers i sur., 1996; Liu i sur., 2023). Dovoljan
je vrlo malen broj mikrosklerocija da bi nastupila uspjeSna infekcija korijena, ali pretpostavlja
se da svega 0,02% infekcija korijena zavrSava sistemi€nom kolonizacijom biljke
(Klosterman i sur., 2009). Korijen sadrzi zna¢ajnu koncentraciju lignina, jedne od primarnih
komponenti stani¢ne stijenke, ali i drugih sekundarnih spojeva koji imaju antimikrobni u¢inak
i koje biljka domacin koristi u obrani od V. dahliae (Keykhasaber i sur., 2018; Montes-Osuna
i Mercado-Blanco, 2020).

Nakon uspjeSnog prodora u stani€je korijena, kolonizacija se dalje odvija tako da se hifa
razvija inter- i intracelularno u korteksu korijena, putem kojeg V. dahliae dospijeva u
ksilemsko stani¢je biljke (Keykhasaber i sur., 2018). Razvija se micelij i formiraju se
konidiofori s konidijima (Vallad i Subbarao, 2008). Strujanjem vode u ksilemu konidiji mogu
dospjeti i u udaljene dijelove biljke, a ovaj je proces klju¢an za uspjesnu kolonizaciju biljaka
domacina (Klosterman i sur., 2009). Nadalje, konidiji mogu biti zarobljeni u dijelovima
provodnog stanicja, a na tim mjestima kliju i razvijaju se nove hife koje prodiru u obliznje
elemente provodnog stanicja (Perry i Evert, 1983). U tom se procesu kolonizacije V. dahliae
Siri akropetalno transpiracijskim putem (Berlanger i Powelson, 2005). Prodorom V. dahliae,
biljka se nastoji obraniti formiranjem tiloza ili biosintezom sekundarnih metabolita (Perry i
Evert, 1983; Klosterman i sur., 2009; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Rezultat toga
je smanjeno usvajanje vode koje dovodi do pojave prvih simptoma i postupnog susenja
biljke. Biljno tkivo postupno odumire, a u njemu se razvijaju konidiofori s konidijima i
mikrosklerociji (Keykhasaber i sur., 2018). U tim oblicima V. dahliae dospijeva ponovno u
tlo gdje moze mirovati tijekom nepovoljnih uvjeta u okoliSu ili dovesti do novih infekcija
(Berlanger i Powelson, 2005; Cvjetkovi¢, 2010).

2.4.6. Utjecaj ishrane masline na razvoj vrste Verticillium

dahliae

Vrsta V. dahliae mozZe dovesti do znacajnih gubitaka u maslinarskoj proizvodnji, a mjere
njegova suzbijanja su uglavnom preventivhe (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011;

Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020). Dostupne mjere zastite ne osiguravaju eradikaciju
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V. dahliae, a ¢esto su ekonomski neprihvatljive ili proizvodadima nedostupne (Pullman i
sur., 1981; Anguita-Maeso i sur., 2021). Primjena preventivnih mjera moze, iz navedenih
razloga, imati znatno uspjesniji i dugorocniji ishod u smanjenju Steta od V. dahliae. Sadnja
tolerantnih sorata masline dijelom doprinosi smanjenoj zastupljenosti verticilijskog venu¢a
(Ramirez-Tejero i sur., 2021; Valverde Caballero i sur., 2023), ali ne udovoljava potrebama
trzidta i o€uvanju autohtonih sorata masline.

Utjecaj ishrane na razvoj vrste V. dahliae istrazen je u nekoliko gospodarski znacajnih
kultura (Pegg i Brady, 2002; Lopez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Cocozza i sur.,
2021). Navedena su istrazivanja uglavnom provedena na jednogodiSnjim biljnim vrstama,
dok je utjecaj ishrane na osjetljivost/tolerantnost visegodidnjih drvenastih vrsta obuhvacen
tek manjim dijelom (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Lopez-Moral i sur., 2022 a-
c; Pérez-Rodriguez i sur., 2022). Ishrana moze utjecati na obrambene mehanizme masline,
Sto je vec¢im dijelom poznato kod primjene N (Fernandez-Escobar, 2019). Primjenom manjih
koncentracija N smanjuje se uCestalost i intenzitet razvoja V. dahliae kako u maslini tako i
u drugim kulturama (Pegg i Brady, 2002; Lopez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Pérez-
Rodriguez i sur., 2022). Rezultati istrazivanja o utjecaju N na razvoj V. dahliae mogu biti
kontradiktorni i pod utjecajem su primijenjene koncentracije ili oblika navedenog elementa
(Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011). Nadalje, istrazivanja koja su obuhvatila
primjenu B ili N (L6pez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Romanya i sur., 2019; Pérez-
Rodriguez i sur., 2022), kao i njihov utjecaj na obrambene mehanizme znacajne za razvoj
vrste V. dahliae (Cocozza i sur., 2021), na maslini su uglavnom izostala odnosno ne
prikazuju povezanost izmedu gnojidbe i promjena u metabolizmu fenola s razvojem V.

dahliae u vegetativnim organima masline.

2.4.7. Utjecaj fenolnih spojeva na Verticillium dahliae
Sveprisutnost masline u raznolikim okolisnim uvjetima dovela je ovu kulturu u doticaj s
razli¢itim abiotiCkim €imbenicima, uzgojnim praksama i populacijskim strukturama vrste V.
dahliae. ViSestruke interakcije izmedu masline i pojedinih abiotickih ili biotiCkih ¢imbenika
imale su snazan utjecaj ne samo na kultivirane, nego i na divlje masline. Istovremena
prisutnost navedenih Cimbenika dovela je do lokalno-specificnih interakcija koje su
vremenom rezultirale znacajnim promjenama u metaboliCkom profilu masline, ali i
patogenom potencijalu V. dahliae (Besnard i sur., 2018; Gros-Balthazard i sur., 2019).
Razlozi porasta virulentnosti V. dahliae nisu joS razjasnjeni, ali pretpostavlja se da su
uvrijeZzeni selekcijski kriteriji doprinijeli razvoju sorata masline s boljim gospodarskim
karakteristikama (Picual, Manzanillo, Leccino), naustrb tolerantnosti prema pojedinim
patogenima kao $to je V. dahliae (Leyva-Pérez i sur., 2018). Veéa pojavnost i Sirenje

agresivnih izolata V. dahliae, poput onih koji uzrokuju defolijaciju masline, otezalo je njihovo
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suzbijanje, ali i potaklo razvoj tolerantnih sorata masline (Lépez-Escudero i Mercado-
Blanco, 2011; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020).

Dugotrajno kultiviranje i pripitomljavanje masline rezultiralo je promjenama u strukturi i
ekspresiji gena, §to je za posljedicu imalo i promjenu metaboli¢kog profila u vegetativnim
organima i specifi¢nim tkivima masline (Guodong i sur., 2019; Ramirez-Tejero i sur., 2020).
Mnogobrojna istraZzivanja podrZzavaju sli¢ne hipoteze te dalje potvrduju da su, istovremenim
djelovanjem veceg broja Cimbenika, sastav i koncentracija fenola u maslini podvrgnuti
viSestrukim promjenama. Varijabilnost sastava i koncentracije fenolnih spojeva pod
utjecajem je sortne (genetske) specifi€nosti (Nicoli i sur., 2019), abiotiCkih Eimbenika
(Mechri i sur., 2020), bioti¢kih ¢imbenika (Markakis i sur., 2010; Gharbi i sur., 2017; Landa
i sur., 2019) i uzgojnih praksi (Liakopoulos i Karabourniotis, 2005; Erel i sur., 2013).
Dugoro¢no promatrajuci, mozZe se pretpostaviti da su te promjene utjecale na formiranje
nasljednih obrambenih mehanizama nizom metaboli¢kih promjena ugradenih u genetsko
nasliede vrste. Maslina je vremenom stekla otpornost prema mnogobrojnim uzro&nicima
stresa, pojedini su mikroorganizmi vremenom prerasli u korisne, a drugi su se, poput vrste
V. dahliae, razvili u zna€ajne patogene koji danas dovode u pitanje odrzivost maslinarske
proizvodnje (Schiliro i sur., 2012; Mechri i sur., 2015; Montes-Osuna i Mercado-Blanco,
2020).

Pravovremena biosinteza, kompartmentalizacija i translokacija fenolnih spojeva kljuéni su
za ostvarenje visestrukih funkcija ove skupine spojeva. Fenolni spojevi su znacajan dio
obrambenog odgovora i signalizacije biljke, a biosinteza de novo i (re)translokacija fenolnih
spojeva doprinose sprjeCavanju daljnjeg prodora patogena (Biata i Jasinski, 2018).
Pretpostavlja se da je ravnoteZza izmedu fizioloSkog i metabolitkog odgovora bilijke od
iznimnog znacaja za sprjeCavanje daljnje uspjeSne kolonizacije biljnog tkiva od strane
patogena. Takvom strategijom, patogen ostaje zarobljen u izdvojenom dijelu provodnog
stani¢ja ksilema jer nailazi na barijere koje velikim dijelom tvori lignin, a usmjeravanje
ciljanih fenolnih spojeva na navedeno mjesto kolonizacije sprje¢ava razvoj hifa ili ostalih
propagula V. dahliae (Fradin i Thomma, 2006).

Usprkos visokoj raznolikosti i zna€aju fenolnih spojeva, interakcija izmedu fenolnih spojeva
masline i vrste V. dahliae veéim dijelom ostaje nepoznata (Fradin i Thomma, 2006; Baidez
i sur., 2007; Markakis i sur., 2010). Istrazivanja fenolnih spojeva, provedena na drugim
bilinim vrstama i u uvjetima in vitro (Béidez i sur., 2007; Markakis i sur., 2010; Gharbi i sur.,
2017), otkrivaju njihov potencijal kojeg je potrebno istraziti i na modelu O. europaea — V.
dahliae. Sorte masline koje su osjetljive na V. dahliae imaju znacajno nizu koncentraciju
konstitutivnih fenolnih spojeva u odnosu na one koje su tolerantne (Gharbi i sur., 2017).
Koncentracija fenolnih spojeva, nakon nastupanja infekcije, u osjetljivih i tolerantnih sorata

postepeno se ujednaCava, a dugotrajnija izloZzenost ovom patogenu utjeCe na razlicit
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intenzitet fenolnog odgovora biljke. Provedena istrazivanja ukazuju na moguéu vezu
izmedu tolerantnosti sorte i biosinteze fenolnih spojeva, ali potrebno je utvrditi ulogu
fenolnih spojeva u interakciji masline s izolatima V. dahliae poznate virulentnosti. lako
provedeno u uvjetima in vitro, istrazivanje utjecaja fenolnih spojeva doprinosi shvaéanju
njihove uloge u tolerantnosti masline na V. dahliae (Baidez i sur., 2007; EI Hadrami i sur.,
2011; Novo i sur., 2017; Drais i sur., 2021).
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Gnojidbeni pokusi s dusikom i borom

3.1.1. Postavljanje pokusa
Rastom ujednalene jednogodiSnje sadnice masline sorte Istarska bjelica, uzgojene na
vlastitom korijenu i s jednim izbojkom, posadene su u inertni supstrat koji se sastojao od
mjeSavine kvarcnog pijeska i perlita (Fuga sand 80; Murexin d.o.o., Puconci, Slovenija;
Agroperl®; Europerl d.o.0., Samobor, Hrvatska) u omjeru 1:1 (v/v) prije sadnje maslina u lonce.
Nakon sadnje tijekom studenog 2018. godine, sadnice su smjestene u grijani plastenik Instituta
za poljoprivredu i turizam (45°13'22“N, 13°36'12"E) na tromjesecni period prilagodbe. Lonci su
prekriveni polietilenskom bijelom folijom da bi se sprijeCio porast algi te smanijili gubitak vlage
i prekomjerno zagrijavanje supstrata. Nacin postavljanja folije osigurao je mogucnost gnojidbe
zalijevanjem, a donji dio lonca nije zahvacen folijom kako bi se suviSak primijenjenog hraniva

ili vode mogao nesmetano ocijediti.

3.1.2. Eksperimentalni dizajn
IstraZivanja su provedena u obliku dva gnojidbena pokusa, jednim je gnojidbenim pokusom
istraZen utjecaj gnojidbe N (Pokus 1), a drugim utjecaj gnojidbe B (Pokus 2). Svakim je
pokusom istrazen utjecaj sedam gnojidbena tretmana. Osnovna parcela svakog pokusa
sastojala se od pet biljaka, sto je rezultiralo s ukupno 20 biljaka po istrazenom tretmanu i 140
biljaka po svakom istrazenom pokusu. Gnojidbeni pokusi trajali su 150 dana, a provedeni su
u periodu od 20. veljace do 19. srpnja 2019.
U gnojidbenom pokusu s N (Pokus 1) masline primijenjena je prilagodena Hoaglandova
otopina (Fernandez-Escobar i sur., 2016) s modificiranim mM koncentracijama N kako slijedi:
a) kontrola NO (0 mM N)
b) tretman N1 (5 mM N)
¢) tretman N2 (10 mM N)
d) tretman N3 (15 mM N)
e) tretman N4 (20 mM N)
f) tretman N5 (25 mM N)
g) tretman N6 (30 mM N)
U gnojidbenom pokusu s B (Pokus 2) primijenjena je prilagodena Hoaglandova otopina
(Fernandez-Escobar i sur., 2016) s modificiranim uM koncentracijama B kako slijedi:
a) kontrola BO (0 uM B)
b) tretman B1 (25 uM B)
c) tretman B2 (50 uM B)
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d) tretman B3 (100 uM B)

e) tretman B4 (200 uM B)

f) tretman B5 (400 uM B)

g) tretman B6 (800 uM B)

U gnojidbenom pokusu s N (Pokus 1) molarna koncentracija N (mM N) prilagodena je
primjenom amonijevog heptamolibdata tetrahidrata i amonijevog nitrata (YaraTera™; Yara,
Veszprem, Madarska). U gnojidbenom pokusu s B (Pokus 2) razli¢ite molarne koncentracije B
(UM B) postignute su primjenom di-natrijevog tetraborata 10-hidrata (Gram-mol d.o.0., Zagreb,
Hrvatska).

U prvoj polovici pokusa (0 — 75 dana) tjedno je primijenjeno prosjeéno 600 mL hranive
otopine/biljci, dok je u drugoj polovici pokusa (75 — 150 dana) tjedno primijenjeno prosjeéno
1000 mL hranive otopine/bilici. Primjenom koncentrirane sumporne kiseline (VWR
International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, France) ujednaena je pH-vrijednost hranivih
otopina u svim tretmanima. Hranive otopine podeSene su na 5 — 5,30 pH-vrijednosti
(Seven2Go pH meter; Mettler Toledo d.o.0., Zagreb, Hrvatska) neposredno prije svake

primjene.

3.1.3. Uvjeti uzgoja
Pracenje uzgojnih uvjeta omoguceno je postavljanjem prijenosne meteoroloske stanice (TFA
35.1075 Nexus Wireless Weather Station; TFA Dostmann GmbH & Co. KG, Wertheim,
Njemacka) i sustava HydraProbe (Stevens HydraProbe, Stevens Connect; Stevens Water
Monitoring Systems Inc., Portland, SAD) unutar plastenika. MeteoroloSkom stanicom i
sustavom HydraProbe prikupljeni su, a zatim i analizirani, podaci o temperaturi i vlazi zraka
(minimalna, srednja i maksimalna; Grafikon 1, Grafikon 2) te vlaznosti supstrata (Grafikon 3).

Prosje¢na pH-vrijednost supstrata iznosila je 7,0.
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Grafikon 1. Minimalna, prosje€na i apsolutna maksimalna temperatura zraka (°C) u razdoblju provodenja pokusa
Oznake: gradijentom boja prikazane su razli¢ite temperature, pri €emu najsvjetlija siva prikazuje minimalne temperature a tamno siva apsolutno maksimalne temperature; linijom
crne boje oznacena je prosjecna temperatura.
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Grafikon 2. Minimalna, prosje€na i maksimalna relativna vlaga zraka (%) u razdoblju provodenja pokusa
Oznake: gradijentom boja prikazane su razli€ite relativne vlage, pri ¢emu najsvjetlija plava prikazuje minimalnu relativnu vlagu a tamno plava maksimalnu relativnu vlagu; linijom
tamno plave boje oznacena je relativna vlaga zraka.
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Grafikon 3. Prosjecna vlaznost supstrata (%) u razdoblju provodenja pokusa
Brojevi na x-osi grafikona predstavljaju dane u mjesecu.
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3.1.4. Odredivanje vegetativnih svojstava masline
Tijekom trajanja eksperimenata odredena je duljina izbojka, broj internodija i broj potpuno
razvijenih listova na izbojcima svih jednogodiSnjih sadnica masline. Odredivanje
vegetativnih svojstava izbojka provedeno je u oba gnojidbena pokusa (Pokus 1, Pokus 2)
nakon 70 (oznaka GPM-1), 110 (oznaka GPM-2) i 150 (oznaka GPM-3) dana od
postavljanja pokusa. Navedena su mjerenja provedena na svih pet biljaka unutar osnovnih
parcela. Mjerenja su provedena nedestruktivnim metodama, a kako bi se odredio prirast
izbojka kao alat je koristen ru¢ni metar. Duljina prirasta (cm) mjerena je od prvog nodija
(mjesta radvanja prvotno razvijene reznice) do ovrSka primarnog izbojka, izbrojani su svi

internodiji i potpuno razvijeni listovi veéi od 2 cm.

3.1.5. Uzorkovanje lista, izbojka i korijena
Uzorci lista, izbojka i korijena zasebno su prikupljeni unutar svih osnovnih parcela oba
gnojidbena pokusa (Pokus 1, Pokus 2). Uzorkovanje lista, izbojka i korijena provedeno je
150 dana nakon postavljanja gnojidbenih pokusa (Pokus 1, Pokus 2). Listovi i drvenasti dio
izbojka prikupljeni su sa sredidnjeg dijela izbojka, izmedu petog vrdnog internodija i prirasta
bazalnog dijela izbojka razvijenog nakon pocetka provodenja gnojidbenih pokusa. Nakon
uzorkovanja listova i izbojka, korijen je odvojen od izbojka te temeljito ociS¢en od supstrata.
Uzorci su zatim u laboratoriju isprani kako slijedi: dvostruko ispiranje u vodi iz slavine, 1%
octena kiselina (ledena octena kiselina; VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bais,
France) u demineraliziranoj vodi (voda tip 3; Hydrolab 10 SP purification system; Hydrolab,
Straszyn, Poland), dvostruko pranje u demineraliziranoj vodi. Listovi i izbojci su prosuseni
papirnatim ubrusima i odloZeni u papirnate vrecice te ostavljeni na susenje u kontroliranim
uvjetima pri 35 °C do postizanja konstantne mase (Memmert Universal Oven UF160;
Memmert GmbH+Co. KG, Schwabach, Njemacka), dok je korijenje uvano u hladnjaku pri
temperaturi 5 °C (hladnjak R6191DW; Gorenje, Velenje, Slovenija) u hermeticki zatvorenim
PP vrecicama kako bi se odredila njegova vegetativna svojstva i kasnije koristio u provedbi

kemijskih analiza.

3.1.6. Odredivanje vegetativnih svojstava korijena
Pri dovrsetku gnojidbenih pokusa (Pokus 1, Pokus 2) odredena su vegetativna svojstva
korijena destruktivnim metodama. Sitho izrezano korijenje je odlozeno u posudu od
pleksiglasa (200 x 300 mm) i postavljeno na skener (Epson Perfection V700; Seiko Epson
Corporation, Nagano, Japan) kako bi se digitaliziralo za daljnju analizu. Posuda je ispunjena
s 500 mL demineralizirane vode, a Kkorijenje je pravilno rasporedeno Cime je sprijeCeno

njegovo preklapanje. Kako bi snimka bila odgovarajuca, korijenje je moralo biti u potpunosti
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uronjeno u vodu. Zbog velikog volumena, svaki je korijen skeniran u dva do tri dijela a
mjerenja su uprosjeena. Pomodéu sustava za analizu WinRHIZO™ Pro (Regent
Instruments Inc., Ottawa, Kanada) odredena je duljina (cm), povr§ina (cm?), promjer (mm)
i volumen (cm?) korijena. Kalibracija je provedena neposredno prije pocetka mjerenja s
ugradenim sustavom za kalibraciju (Regent Instruments Inc., 2022). Po svakoj osnovnoj
parceli analizirana su po dva korijena masline. Nakon provedenih mjerenja korijen je po

prije opisanoj metodi osuden za daljnje analize.

3.1.7. Kemijske analize vegetativnih organa masline

Prethodno uzorkovani i osuSeni uzorci usitnjeni su mlinom (0,2 mm sita, Ultra centrifugalni
mlin ZM 200; Retsch Maschinen GmbH, Setzingen, Njemacka). Uzorci su potom skladisteni
pri sobnoj temperaturi na tamnom mjestu, u epruvetama do trenutka provodenja
predvidenih kemijskih analiza. Pripravljeni uzorci koriSteni su za kvantitativnu analizu
koncentracije N (g/kg ST) i B (mg/kg ST), koncentracije ukupnih fenola te pojedinacnih
fenolnih spojeva (mg/100 g ST) prema prethodno opisanim metodama (Vidovi¢ i sur., 2021;
Marceli¢ i sur., 2022).

3.1.8. Kvantitativna analiza koncentracije dusSika i bora
Koncentracija ukupnog N (g/kg ST) odredena je metodom kemiluminiscencije primjenom
jedinice za mjerenje koncentracije ukupnog N (TOC-L CPH/CPN; TNM-L jedinica;
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). Priprava i analiza uzoraka provedena je prema Marceli¢ i
sur. (2022). Usitnjeni uzorci korijena, izbojka ili lista (50 + 0,01 mg) odvagani su u staklene
vijale. Uzorci su zakiseljeni dodatkom klorovodi¢ne kiseline (0,2 M, 30 mL), uzorak je potom
homogeniziran 1 min pri 14.500 okr/min (Ultra Turrax, IKA® T10; IKA Werke GmbH & Co.
KG, Staufen im Breisgau, Njemacka). Uzorci su postavljeni na analizator opremljen
jedinicom za automatsko injektiranje uzoraka (ASI-L jedinica; Shimadzu Corp., Kyoto,
Japan) s ugradenom magnetskom mijeSalicom. Uzorci su zatim injektirani. Kao plin nosilac
koristen je sintetski zrak (99% ¢isto¢a; UTP Plin d.o.o., Pula, Hrvatska) uz prosjecnu
potroSnju 330 mL/min. Kao slijepa proba koriStena je ultraCista voda (Hydrolab 10 SP
purification system; Hydrolab, Straszyn, Poland). Koristene kemikalije bile Pro Analysis
(p.a.) kvalitete, nabavlene su od VWR International S.A.S. (Fontenay-sous-Bois,
Francuska).

Koncentracija B (mg/kg ST) u vegetativhim organima masline odredena je atomskim
emisijskim spektrometrom s induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES) prema prethodno
opisanoj metodi (Vidovi¢ i sur., 2021). Za elementnu analizu koristeni su uzorci korijena,

izbojka i lista prethodno pripravljeni mikrovalno potpomognutim razaranjem.
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Mikrovalno potpomognuto razaranje uzoraka provedeno je u jedinici za mikrovalnu digestiju
prema prethodno opisanoj metodi (Vidovi¢ i sur., 2021). Provodenju analiza prethodila je,
periodiCki provodena, dekontaminacija PTFE reakcijskih posuda. Ista je provedena
ispiranjem PTFE reakcijskih posuda s koncentriranom dusic¢nom kiselinom prema zadanom
programu Milestone ETHOS UP sustava za digestiju (SK-AG-004 Dried plant tissue;
Milestone Srl, Sorisole, Italija).

Za potrebe provodenja mikrovalno potpomognutog razaranja, u svaku reakcijsku posudu,
odvagan je prethodno usitnjen uzorak lista, izbojka ili korijena (200 mg + 0,1 mg). Svakom
je uzorku dodana koncentrirana dusi¢na kiselina (6 mL) i vodikov peroksid (2 mL, 30%).
Uzorci su postavljeni u jedinicu za mikrovalnu digestiju, a razaranje uzoraka provedeno je
prema sljedecem digestijskom programu: 1. t = 25 minuta, T2 = 200 °C, MW = 1800 W,
maksimalna ventilacija; 2. t = 15 minuta, T2 = 200 °C, MW = 1800 W, maksimalna
ventilacija; 3. t =0, MW = 0 W, maksimalna ventilacija. Dobiveni uzorci su, nakon dovrSetka
mikrovalno potpomognutog razaranja, postepeno ohladeni na sobnu temperaturu i imali su
oblik bistre otopine. Uzorci su kvantitativno prebaceni u epruvete trostrukim dodavanjem
8,33 mL demineralizirane vode. Pripravljeni uzorci skladiSteni su pri 5 °C (hladnjak
R6191DW; Gorenje, Velenje, Slovenija) do trenutka provodenja analiza.

Identifikacija i kvantifikacija B provedena je pomocu ICPE-9820 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
koji je opremlien automatskim uzorkivaéem (AS-10; Shimadzu, Kyoto, Japan),
peristalticCkom pumpom, protoénom staklenom komorom i rasprSivacem tipa 10 UES.
Stabilna snaga generatora iznosila je 1,20 kW. Uzorak se uvodio protokom plina argona
(99,9999%; UTP d.o.o., Pula Hrvatska), pri €emu je vanjski protok plina iznosio 10 L/min,
pomocéni protok plina 0,6 L/min, a protok plina nosioca 0,7 L/min. Bakljom za plazmu tipa
mini-torch i CCD detektorom provedeno je istovremeno mjerenje svih elemenata i njihovih
pripadajucih valnih duljina.

Jednoelementne standardne otopine (Inorganic Ventures, Christiansburg, SAD)
primijenjene su za pozicioniranje plazme i pripravu kalibracijskih otopina. Kalibracijski
standardi pripravljeni su u odgovaraju¢im serijskim razriedenjima temeljne standardne
otopine. To&nost analitickog mjerenja provjerena je usporedbom dobivenih rezultata s
rezultatima analize certificiranog referentnog uzorka (WEPAL, Wageningen, Nizozemska).
Jednoelementne standardne otopine bile su spektralne Cistoée, a pripravijene su
razriedenjem u dusSicnoj kiselini. Za potrebe priprave standardnih otopina koristena je
ultradista demineralizirana voda (Tip 1, Hydrolab 10 SP purification system; Hydrolab,
Straszyn, Poljska). Ostale koriStene kemikalije bile su p.a. kvalitete i nabavljene su od VWR

International S.A.S. (Fontenay-sous-Bois, Francuska).
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3.1.9. Kvantitativna analiza koncentracije fenolnih spojeva
Ekstrakcija fenolnih spojeva iz lista, izbojka i korijena masline provedena je prema
prilagodenoj metodi Vidovi¢ i sur. (2021). Za ekstrakciju su koriSteni usitnjeni uzorci lista i
izbojka masline (500 mg + 0,1 mg) te korijena (750 mg + 0,1 mg). Navedeni su uzorci
homogenizirani s vodenom otopinom metanola (20 mL, 80% v/v) i ekstrahirani 20 minuta u
ultrazvuénoj kupelji pri 25 °C (MRC DC-250, 300/400 W i 40 kHz; MRC laboratory
instruments, Holon, Izrael). Nakon dovrdetka ekstrakcije uzorci su centrifugirani u trajanju
7 min pri 4000 okr/min (Domel Centric 350; Zelezniki, Slovenija). Dobiveni supernatant je
odvojen od taloga dekantiranjem u epruvete te skladisten pri —20 °C (hladnjak model
GSV36VWEYV; Robert Bosch GmbH, Gerlingen, Njemacka) do trenutka provodenja analiza.
Neposredno prije poCetka provodenja analiza, metanolni su ekstrakti filtrirani kroz 0,45 pym
celulozno acetatne membranske filtere prethodno kondicionirane ekstrakcijskim otapalom.
Za pripravu ekstrakcijskog otapala koristen je metanol (99%), Cistoée za HPLC (Merck
KgaaA, Darmstadt, Njemacka) i demineralizirana voda proizvedena sustavom Hydrolab 10
SP purification system (Hydrolab, Straszyn, Poljska).

Metoda odredivanja koncentracije ukupnih fenola (mg/100 g ST) temelji se na
kolorimetrijskoj reakciji reducensa, u pripravljenim metanolnim ekstraktima, s Folin-
Ciocalteau reagensom (Vidovic¢ i sur., 2021). Reakcijska smjesa je pripravljena mijeSanjem
ekstrakta (250 pL) s demineraliziranom vodom (15 mL) i Folin-Ciocalteau reagensom (1,25
mL) u odmjernu tikvicu volumena 25 mL. Reakcijskoj smjesi je nakon 3 min dodana otopina
natrijeva karbonata (2,5 mL, 6%), nakon &ega je tikvica dopunjena demineraliziranom
vodom do oznake. Reakcijska smjesa je homogenizirana kratkim mijeSanjem, a inkubacija
uzoraka je provedena u sveukupnom trajanju od 90 min pri sobnoj temperaturi u tami.
Nakon dovrSetka reakcije apsorbancija je odredena pri valnoj duljini 725 nm (Perkin-Elmer
UV/VIS Lambda Bio 40 spectrophotometer; Perkin EImer Instruments, Waltham, SAD). Sva
Su mjerenja provedena u tri ponavljanja.

Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST) odredena je prema kalibracijskoj
krivulji dobivenoj pomoéu masenih koncentracija kavene kiseline u rasponu od 0,0256 — 1,0
mg/L (R? = 0,9998). Rezultati provedenih analiza prikazani su kao ekvivalenti mg kavene
kiseline po 100 g suhe tvari (mg/100 g ST). Kao slijepa proba koriSteno je ekstrakcijsko
otapalo. Koncentracija ukupnih fenola odredena je spektrofotometrijski koriste¢i sljedece
kemikalije: metanol (99%; Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka), Folin-Ciocalteu reagens
(Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka), natrijev karbonat (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska).
Za pripravu radnog standarda koridteni su kavena kiselina (Extrasynthese, Genay,
Francuska), metanol i demineralizirana voda (ultraCista voda tip 1; Hydrolab 10 SP
purification system; Hydrolab, Straszyn, Poland). Koristene kemikalije bile su p.a. ili HPLC

Cistoce.
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Analiza pojedinaénih fenolnih spojeva provedena je tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC) prema prethodno opisanoj metodi (Vidovi¢ i sur., 2021). Razdvajanje,
identifikacija i kvantifikacija fenola provedena je uredajem Thermo Ultimate 3000 System
(Dionex, Termo Fisher Scientific, Waltham, SAD) opremljenim otplinjatem, binarnom
pumpom, automatskim uzorkivacem, termostatom kolone i UV-VIS detektorom (HACH
DR/400; HACH Company, Loveland, SAD).

Uzorak je injektiran u volumenu od 10 pL. Razdvajanje pojedinacnih spojeva provedeno
pomocu C18 kolone obrnutih faza LiChrospher 100 Rp-18 (250 mm x 4 mm, 5 um; Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, SAD), s predkolonom LiChrospher 100 (4 mm x 4 mm, 5
pm; Agilent Technologies Inc., Santa Clara, SAD), pri konstantnoj temperaturi 25 °C.
Binarna pumpa pokretala je pokretnu fazu koja se sastojala od fosforne kiseline (0,2%;
otapalo A) i smjese metanol:acetonitril (1:1, v/v; otapalo B). Oba su otapala degazirana prije
poCetka provodenja analiza i bila su HPLC distoée. Fosforna kiselina je nabavljena od
Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD), a metanol i acetonitrii od Merck KgaA (Darmstadt,
Njemacka). Provedeno je gradijentno eluiranje: 0 — 0,5 min: 10% B; 0,5 — 25 min: 10 —
16,5% B; 25 — 80 min: 16,5 — 30% B; 80 — 95 min: 30 — 100% B; 95 — 100 min: 100% B;
100 — 102 min: 100 — 10% B; 102 — 105 min: 10% B. Brzina protoka mobilnih faza bila je
0,8 mL/min. Detekcija luteolin-7-O-glukozida i oleuropeina provedena je pri valnoj duljini od
250 nm, detekcija hidroksitirozola i tirozola pri 280 nm, verbaskozida pri 305 nm. Svi su
standardi bili Cistoce za HPLC (Extrasynthesa, Genay, Francuska).

Determinacija je provedena usporedbom retencijskih vremena ciljanih komponenti
odredenih u analiziranim uzorcima s onima standarda (Chromeleon™ Chromatography
Data System (CDS) Software, v. 7.2; Termo Fisher Scientific, Waltham, SAD). Kvantifikacija
je provedena primjenom metode vanjskog standarda. Za izradu Kkalibracijske krivulje
pojedinog standarda nabavljeno je po pet otopina svakog pojedinacnog standarda, u
ekstrakcijskom otapalu, €iji je raspon masenih koncentracija iznosio 0,5 mg/L — 50 mg/L.
Pomocu kalibracijske krivulje svake pojedinaéne komponente izraCunate su koncentracije

definiranih spojeva i prikazane kao mg/100 g ST.

3.2. lIstrazivanje protugljivicnog u€inka ekstrakata fenola
na Verticillium dahliae

3.2.1. Eksperimentalni dizajn

Istrazivanje protugljiviénog ucinka otopina ekstrakata fenolnih spojeva provedeno je na
izolatu V. dahliae V-263. Izolat je srednje virulentnosti na maslini i primjenom molekularnih

analiza definiran je kao nedefolijacijski patotip.
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Istrazivanju protugljivicnog ucinka otopina ekstrakata fenola masline na V. dahliae V-263
prethodila su dva gnojidbena pokusa. Provedbom gnojidbenih pokusa, primjenom N (Pokus
1) ili B (Pokus 2), istrazen je ucinak gnojidbe na koncentraciju fenola vegetativnih organa
masline (korijen, izbojak, list). Nakon provedbe navedenih gnojidbenih pokusa (Pokus 1,
Pokus 2), uzorci vegetativnih organa masline koristeni su za pripravu otopina ekstrakata
fenola i testiranje njihova protugljivicnog ucinka (% inhibicije) na V. dahliae V-263.
Primjenom otopine ekstrakata fenola vegetativhih organa masline, prikupljenih u
gnojidbenom pokusu s N (Pokus 1) ili gnojidbenom pokusu s B (Pokus 2), istrazen je njihov
protugljivicni uc€inak (% inhibicije) na klijavost konidija V. dahliae V-263:

a) 28 ekstrakata korijena, gnojidbeni tretmani s N u 4 repeticije (NO — N6)

b) 28 ekstrakata izbojka, gnojidbeni tretmani s N u 4 repeticije (NO — N6)

c) 28 ekstrakata lista, gnojidbeni tretmani s N u 4 repeticije (NO — N6)

d) 28 ekstrakata korijena, gnojidbeni tretmani s B u 4 repeticije (BO — B6)

e) 28 ekstrakata izbojka, gnojidbeni tretmani s B u 4 repeticije (BO — B6)

f) 28 ekstrakata lista, gnojidbeni tretmani s B u 4 repeticije (BO — B6)

Tretman za negativnu kontrolu sastojao se samo od otapala dimetilsufoksid (DMSO) bez
otopine ekstrakta fenola masline.

Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz vegetativnhih organa masline istoimenih
gnojidbenih tretmana (Pokus 1, Pokus 2) te su sukladno navedenome i oznagene. Otopine
ekstrakata fenola gnojidbenih tretmana s N prikazane su oznakama EF-NO do EF-N6, dok
su otopine ekstrakata fenola gnojidbenih tretmana s B prikazane su oznakama EF-BO do
EF-B6. Protugljiviéni u¢inak (% inhibicije) otopina ekstrakata fenola na klijavost konidija V.
dahliae V-263 (Pokus 3 a,b) ispitan je nakon jednog (oznaka FPM-1), dva (oznaka FPM-2)
i tri (oznaka FMP-3) dana nakon $to je pokus postavljen. Otopine ekstrakata fenola za koje
je utvrden inhibitorni u€inak na klijavost konidija V. dahliae V-263 (Pokus 3 a, b) dodatno
su ispitane u Pokusu 4. Inhibitorni u€inak u vidu postotka (%) inhibicije klijanja konidija bio
je zabiljezen isklju€ivo ukoliko je klijanje konidija primjenom otopina ekstrakata fenola bilo
smanjeno u odnosu na negativnu kontrolu (DMSOQO). U slu€aju neutralnog ili stimulativhog
ucinka otopina ekstrakta fenola na klijanje konidija, u odnosu na negativhu kontrolu
(DMSO0), inhibitorni u€inak je izostao.

U Pokusu 4 protugljiviéni u€inak (% inhibicije) otopina ekstrakata fenola na porast i razvo;j
micelija V. dahliae V-263 ispitan je nakon deset (ozhaka FMP-4) dana od postavljanja
pokusa. Po dovrSetku navedenog pokusa (FPM-4) opisan je ucinak otopina ekstrakata

fenola na morfoloska obiljezja izolata V. dahliae V-263.

35



MATERIJAL I METODE RADA

3.2.2. Dobivanje ekstrakata fenola masline i priprava mati¢nih
otopina u DMSO

Ekstrakcija fenolnih spojeva provedena je iz vegetativnih organa masline €iji su uzorci
prikupljeni nakon dovrdetka gnojidbenog pokusa s N (Pokus 1) i gnojidbenog pokusa s B
(Pokus 2) (Vidovi¢ i sur., 2021). Pripravljeni su ekstrakti lista i izbojka (1000 + 0,1 mg) te
korijena (3000 £ 0,1 mg) masline homogenizacijom u metanolnom otapalu (30 mL, 99%).
Ekstrakcija je provedena dvaput. Uzorci su postavljeni tijekom 20 minuta u ultrazvucnu
kupelj pri 25 °C (MRC DC-250, 300/400 W i 40 kHz; MRC laboratory instruments, Holon,
Izrael). Nakon dovrSetka ekstrakcije uzorci su filtrirani kroz lijevak sa sinteriranom plocicom
poroznosti D4. Po dovrSetku ekstrakcije supernatanti su odekantirani i odlozeni na —20 °C
(hladnjak model GSV36VWEYV; Robert Bosch GmbH, Gerlingen, Njemacka) tijekom 24
sata.

Metanolno otapalo odgovara za pripravu i ekstrakciju fenolnih spojeva, ali isto nije
odgovarajuce za ispitivanje protugljiviénog u€inka u uvjetima in vitro. 1z navedenih je razloga
metanolno otapalo uklonjeno na rotacijskom-vakuum uparivacu (R-300 rotavapor, V-300
vacuum pump; Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svicarska) pri temperaturi kupelji od 40 °C.
Uparavanje je bilo trostruko: a) metanolno otapalo je uklonjeno uparavanjem (40°C), b)
praSkasti ekstrakt je sastrugan i otopljen u dietil-eteru, c) dietil-eter je uklonjen uparavanjem
(40°C), d) praskasti ekstrakt je sastrugan i uparen do suhog (40°C), e) ekstrakt je prikupljen
u praskastom obliku.

Otopine ekstrakata fenola pripravljene su otapanjem uzoraka u praskastom obliku, svih
istrazenih tretmana i vegetativnih organa masline, u DMSO-u. Navedeno otapalo osigurava
topljivost fenolnih spojeva i prikladno je za ispitivanje protugljivicnog ucinka na vrstu V.
dahliae (Béaidez i sur., 2007). Nakon $to je praskastom uzorku dodano otapalo DMSO,
otopina ekstrakata fenola homogenizirana je u trajanju od 20 minuta brzinom okretaja 100
okr/min (GFL Orbital Shaker 3005; DiethelmKellerSiberHegner (DKSH) Holding, Zirich,
Svicarska) pri sobnoj temperaturi. Ekstrakti fenola masline otopljeni u DMSO skladiteni su
u epruvetama pri —80 °C (Arctiko g214; Arctiko, Esbjerg, Danska) do dovrSetka svih pokusa
in vitro. KonaCna masena koncentracija ispitanih otopina ekstrakata fenola masline,
koristenima u Pokusima 3. i 4., prilagodena je prema prethodno provedenim istraZivanjima
na V. dahliae (Varo i sur., 2017), a iznosila je 50 mg/L.

Ekstrakti fenola vegetativnih organa masline pripravljeni su koristeci sljede¢e kemikalije:
metanol (99%; Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka), dietil-eter (Lach-ner d.o.o., Zagreb,
Hrvatska), DMSO (99,7%; Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MS, SAD). Koristene

kemikalije bile su p.a. ili HPLC Cistoce.
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3.2.3. Priprava inokuluma Verticillium dahliae

Prije poCetka provodenja pokusa (Pokus 3 a,b; Pokus 4) pripravljen je potreban inokulum.
Za uzgoj i pripravu inokuluma gljive V. dahliae V-263 koriStena je hranjiva podloga PDA,
pripravljena prema uputama proizvodaca (Difco Laboratories, MD, SAD). Hranjiva podloga
je ohladena (50 °C) i zatim izlivena (15 mL) u Petrijeve zdjelice (& 90 mm). Na sredi$nji dio
Petrijeve zdjelice postavljen je po jedan kruzni isjeCak (& 5 mm) Ciste kulture gljive V.
dahliae V-263 (Slika 4). I1zolat je inkubiran pri 27 °C i 24 h tame (FOC215I Cooled incubator,
230V/50-60HZ; Velp Scientifica Srl., Usmate Velate, Italija). Za potrebe pokusa koristena je
sedam dana stara kultura.

Kruta (PDA; eng. Potato dextrose agar) hranjiva podloga pribavljena je od tvrtke Difco (Difco
Laboratories, MD, SAD). Demineralizirana voda je proizvedena sustavom Hydrolab
(Hydrolab 10 SP purification system; Hydrolab, Straszyn, Poland).

Koristen inventar, otopine i materijali su sterilizirani (kemijski ili termicki), a postupci priprave
tretmana i inokulacije gljive su provedeni u aseptiénim uvjetima (LN 090; Nive, Ankara,
Turska). Za sterilizaciju povrSina primijenjeni su etanol (70%, v/v; KEFO d.o.o., Sisak,

Hrvatska) i natrijev hipoklorit (5%, v/v; Gram-mol d.o.o0., Zagreb, Hrvatska).

Lice Naligje

Slika 4. 1zolat Verticillium dahliae V-263 na hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni agar
Na fotografijama je prikazan izolat vrste V. dahliae V-263 (lice i nali¢je Petrijeve zdjelice) nakon 12 dana
inkubacije pri 27°C i 24 sata tame.

3.2.4. U¢inak ekstrakata fenola masline na klijanje konidija

Verticillium dahliae
Ucinak otopina ekstrakata fenola vegetativnih organa masline (korijen, izbojak, list) ispitan
je u uvjetima in vitro na izolat gljive V. dahliae V-263 (Pokus 3 a,b). Prethodno pripravljene
otopine ekstrakata fenola u DMSO-u su filtrirane (0,22 pm ny filter). U jaZice je nanesena
inokulirana tekuca hranjiva podloga do ukupnog volumena (300 pL) kona&ne koncentracije
ekstrakta fenola 50 mg/L. Detalji o pripravi inokulirane hranjive podloge krumpirov
dekstrozni bujon (PDB) navedeni su u nastavku.
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Pripravi hranjive podloge PDB prethodio je uzgoj V. dahliae V-263. 1zolat gljive V. dahliae
V-263 uzgojen je na hranjivoj podlozi PDA, pri ¢emu su u pokusu koristene kulture stare
sedam dana. Kruzni isje€ci micelija (& 5 mm) prikupljeni su s rubnog dijela kolonije i iglom
preneseni u epruvete s demineraliziranom vodom (8 isjeCaka/10 mL demineralizirane vode)
i staklenim kuglicama. Snazno promijeSana (vorteksirana) suspenzija konidija i fragmenata
hifa (3000 okr/30 sek, Vortex V-1 plus; Biosan SIA, Riga, Latvija) filtrirana je kroz Miracloth
filtracijski materijal (Miracloth; Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka) kako bi se uklonile
staklene kuglice, ostatci hranjive podloge i fragmenata hifa. Brojnost konidija odredena je
mikroskopijski (B-290 opremljen kamerom B-CAM 10; Boeckel + Co (GmbH + Co),
Hamburg, Njemacka) ocitanjem Cetiri puta po 10 isjeCaka hemocitometra (Neubauer
improved, dubina 0,100 mm, 0,0025 mm?; Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen, Njemacka) u programu B-View (Boeckel + Co (GmbH + Co), Hamburg,
Njemacka). Konacna koncentracija konidija u inokuliranoj podlozi PDB u svakoj jaZici
iznosila je 10°. Navedena je koncentracija konidija utvrdena kao optimalna u preliminarnim
istrazivanjima (rezultati nisu prikazani).

Negativna kontrola se sastojala od inokulirane hranjive podloge i otapala DMSO, a imala je
jednaku konacnu koncentraciju kao i otopine ekstrakata fenola masline. Mikrotitarske
ploCice zatvorene su sterilnim poklopcem i pricvr§¢ene parafilmom. Inkubacija je provedena
pri 27 °C i 24 h tame (FOC215I Cooled incubator, 230V/50-60HZ; Velp Scientifica Srl.,
Usmate Velate, Italija) do zavrSetka pokusa. Rasporedom mikrotitarskih ploCica u
inkubatoru osiguran je eksperimentalni dizajn.

Klijavost konidija izolata V. dahliae V-263, u hranjivoj podlozi s otopinom ekstrakata fenola,
mjerena je spektrofotometrijski (Infinite M Nano+; Tecan Group Ltd., M&nnedorf,
Svicarska). Apsorbancija je mjerena svaka 24 h tijekom tri pravilno rasporedena mjerenja
(FPM-1, FPM-2, FPM3). Klijanjem spora ukupno izmjerena apsorbancija raste, $to
omogucuje usporedivanje ucinka otopine ekstrakata fenola masline na V. dahliae V-263 u
odnosu na negativnu kontrolu (DMSO). O¢itavanja mikrotitarskih plo€ica provedena su bez
uklanjanja poklopca pri tri valne duljine i jednostrukim ocitanjem po jazici (405, 505 i 605
nm; program i-control™; Tecan Group Ltd., M&nnedorf, Svicarska). Po dovrSetku odabrana
je jedna valna duljina kojom je postignuta najpravilnija krivulja poveéanja mjerene
apsorbancije.

Protugljiviéni ucinak (% inhibicije) otopina ekstrakata fenola vegetativnih organa masline,
na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263, odreden je nakon jednog (FPM-1), dva (FPM-
2) i tri (FPM-3) dana nakon postavljanja pokusa.

Protugljiviéni u€inak otopina ekstrakata fenola masline na klijavost konidija V. dahliae V-

263 izrazen je kao postotak inhibicije, a izracunat je sljede¢om formulom (Varo i sur., 2017):
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R—r

Postotak (%) inhibicije = x 100

gdje je (r) apsorbancija izmjerena za klijavost konidija, a (R) je izmjerena apsorbancija
utvrdena za klijavost konidija u negativnoj kontroli (DMSO).

Kruta (PDA; Potato dextrose agar) i teku¢a (PDB; Potato dextrose broth) hranjiva podloga
su pribavljene od tvrtke Difco (Difco Laboratories, MD, SAD). Demineralizirana voda je
proizvedena sustavom Hydrolab (Hydrolab 10 SP purification system; Hydrolab, Straszyn,
Poland). Eksperiment je proveden u sterilnim mikrotitarskim plo¢icama (96 jaZica) s

komplementarnim poklopcem.

3.2.5. Protugljiviéni u€inak ekstrakata fenola masline na porast

i morfoloska obiljezja micelija Verticillium dahliae
UcCinak otopina ekstrakata fenola vegetativnih organa masline (korijen, izbojak, list) na V.
dahliae V-263 ispitan je u uvjetima in vitro (Pokus 4). Protugljivicni u€inak otopina ekstrakata
fenola na porast micelija (% inhibicije) i morfoloSka obiljezja izolata V. dahliae V-263 (Pokus
4), ispitan je za one otopine ekstrakata fenola za koje je utvrdeno postojanje njihova
inhibitornog uc€inka na Klijavost konidija (Pokus 3 a,b).
Prethodno pripravljene otopine ekstrakata fenola (korijen, izbojak, list) filtrirane su (0,22 pm
ny filter), a neposredno prije primjene homogenizirane su 30" na tresilici. U Petrijeve zdjelice
(@ 9 cm) hranjiva podloga je razlivena do ukupnog volumena (15 mL) konaéne
koncentracije ekstrakta fenola 50 mg/L. Hranjiva podloga PDA je razlivena u Petrijeve
zdjelice pri 40 °C (Testo 106; Testo SE & Co. KGaA, Alton Hampshire, UK). Temperatura
hranjive podloge bila je ujednaCena za sve ispitane tretmane (jaCina zagrijavanja 2;
Magnetic stirrer with hot plate, MSH-300; Biosan SIA, Riga, Latvija). Hranjiva podloga je
homogenizirana s otopinama ekstrakata fenola tako $to su Petrijeve zdjelice poloZene na
horizontalni rotator. Negativna kontrola se sastojala od hranjive podloge i otapala DMSO, a
imala je jednaku konac¢nu koncentraciju kao i otopine ekstrakata fenola masline.
Neposredno prije postavljanja pokusa pripravljen je potreban inokulum (Poglavlje Priprava
inokuluma Verticillium dahliae). Kruzni isje€ci micelija (d 6 mm) izdvojeni su s rubnog dijela
kolonije i iglom su preneseni u Petrijeve zdjelice (& 9 cm). Inkubacija je provedena pri 27
°C i 24 h tame (FOC215I Cooled incubator, 230V/50-60HZ; Velp Scientifica Srl., Usmate
Velate, Italija) do dovrSetka pokusa.
Protugljiviéni u€inak otopine ekstrakata fenola masline na porast micelija izolata V. dahliae
V-263 odreden je nakon 10 dana trajanja pokusa (FPM-4). Porast gljive zabiljezen je
primjenom digitalnog fotoaparata (Nikon D750; Nikon Europe B.V., Amsterdam,
Nizozemska) opremljenog makroobjektivom. Fotografije su spremljene u NEF formatu

(4016 x 6016, veliCine 25 — 26 MB). Po dovrSetku pokusa, fotografije porasta micelija
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analizirane su programom ImagedJ (inacica programa v.1.53K; Rasband, W.S., ImageJ, U.
S. National Institutes of Health, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ii/, 1997-2018).

Protugljiviéni u€inak otopina ekstrakata fenola masline na porast micelija V. dahliae V-263
izrazen je kao postotak inhibicije, a izracunat je po zavrSetku pokusa (FPM-4) sljedecom
formulom (Varo i sur., 2017):
R—r

R
gdje je (r) radijus kolonije fitopatogene gljive u prisutnosti otopine ekstrakta fenola, a (R) je

Postotak (%) inhibicije = x 100

maksimalni radijus kolonije V. dahliae V-263 inokulirane na negativnoj kontroli (DMSO).

Nakon 10 dana inkubacije, opisana su osnovna morfoloSka obiljezja izolata V. dahliae V-
263 izloZzenog otopinama ekstrakata fenola razli€itih vegetativnih organa masline te su
usporedeni s kontrolnim tretmanom (EF-BO0) i negativhom kontrolom koja je sadrzala samo
otapalo DMSO. U obzir su uzeti boja i oblik kolonije, izgled micelija te prisutnost/izostanak

formiranja mikrosklerocija.

3.3. Statisticka analiza podataka

Gnojidbeni pokusi s N (Pokus 1) i s B (Pokus 2) bili su postavljeni po shemi slu¢ajnog
bloknog rasporeda s po sedam gnojidbenih tretmana (NO — N6; BO — B6), u Cetiri
ponavljanja. U oba pokusa provedena su vegetativha mjerenja ponovljena u tri perioda
mjerenja i to nakon 70 (GPM-1), 110 (GPM-2) i 150 (GPM-3) dana od postavljanja pokusa.
Uzimanje uzoraka vegetativnih organa masline (korijen, izbojak i list) za odredivanje
kemijskih svojstava provedeno je 150 dana od postavljanja pokusa (GPM-3).

Fitopatoloski pokusi (Pokus 3 a,b; Pokus 4) postavljeni su po shemi potpuno slu¢ajnog
rasporeda u kojima je odreden protugljivicni ucinak (% inhibicije) ekstrakata fenola svih
uzoraka vegetativnih organa masline prikupljenih u Pokusu 1i 2, na izolat V. dahliae V-263.
U Pokusima 3 a,b ispitan je protugljivi¢ni u¢inak (% inhibicije) ekstrakata fenola na klijavost
konidija izolata V. dahliae V-263 u tri perioda mjerenja i to nakon jednog (FPM-1), dva (FPM-
2) i tri (FPM-3) dana od postavljanja pokusa. U Pokusu 4 ispitan je protugljiviéni u€inak (%
inhibicije) ekstrakata fenola na porast micelija izolata V. dahliae V-263 nakon deset (FPM-

4) dana od postavljanja pokusa.

U Pokusima 1 i 2 prikupljani su podaci o morfoloskim i kemijskim svojstvima:
a) duljina, opseg, volumen i promjer korijena (GPM-3)
b) duljina izbojka, broj internodija i broj listova po biljci (GPM-1, GPM-2, GPM-3)

c) koncentracija N (Pokus 1) ili B (Pokus 2) i fenola u suhoj tvari korijena (GPM-3)
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d) koncentracija N (Pokus 1) ili B (Pokus 2) i fenola u suhoj tvari izbojka (GPM-3)
e) koncentracija N (Pokus 1) ili B (Pokus 2) i fenola u suhoj tvari lista (GPM-3)

U Pokusima 3 i 4 prikupljani su podaci o bioloskim svojstvima:
f) inhibicija klijavosti (% inhibicije) konidija V. dahliae (FPM-1, FPM-2, FPM-3) (Pokus 3 a,b)
g) inhibicija porasta (% inhibicije) micelija V. dahliae (FPM-4) (Pokus 4)

ANOVA
Model 1 (Pokus 1, 2) primijenjen je za varijable (a, c, d, ) koje su analizirane prema

linearnom modelu za sluéajni blokni raspored:

Yijk =K+ T +pj+ &j

i=1,2,..., 7 (broj tretiranja); i=1,2,..., 4 (broj repeticija); k=12 .. 28
(broj biljaka);
gdje su:

Yik = observacija ijk

u = opCi prosjek

7i = fiksni u€inak tretiranja i
pii = ucinak repeticija

&ik = slu€ajna pogreska (reziduali)

Model 2 (Pokus 4) primijenjen je za varijable (g) koje su analizirane prema linearnom

modelu za potpuno slu¢ajni raspored:

Yij = U+ T+ &

i=1,2,..., 7 (broj tretiranja); i=1,2, ..., 28 (broj biljaka);
gdje su:

yij = observacija ij

u = opci prosjek

7i = fiksni u€inak tretiranja i

&k = sluajna greSka (reziduali), varijanca izmedu izmjera unutar biljaka

Model 3 (Pokus 1, 2, 3) primijenjen je za varijable (b, f), mjerene u razli€itim periodima
mjerenja, prema linearnom modelu za potpuno slu€ajni raspored s ponovljenim mjerenjima:

Yije =+ T+ 6+t + (T D + &
i=1,2,..., 7 (broj tretiranja); i=1,2, ..., 28 (broj biljaka); k =1, 2, 3 (broj

perioda mjerenja)
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yik = observacija ijk

u = opéi prosjek

i = fiksni ucinak tretiranja i

8ij = slu€ajna gredka, tj. varijanca izmedu biljaka unutar tretiranja
tx = fiksni u€inak vremena (perioda mjerenja) k

(*t)ik = ucinak interakcije izmedu tretiranja i i perioda mjerenja k

&k = sluajna greska (reziduali)

Za sve varijable sa signifikantnim F-testom primijenjen je Tukeyev post hoc test usporedbe

srednjih vrijednosti za pojedinacne faktore ili njihove zajednicke interakcije.

Korelacije

Primjenom Pearsonove korelacijske analize procijenjen je smjer i razina povezanosti
izmedu koncentracije N (g/kg ST) ili B (mg/kg ST) te koncentracije pojedinacnih i ukupnih
fenolnih spojeva (mg/100 g ST) odredenih u vegetativhim organima masline (korijen,
izbojak, list) pojedinog gnojidbenog pokusa (Vidovi¢ i sur., 2021). Korelacijska analiza je

provedena za svaki gnojidbeni pokus zasebno (Pokus 1, Pokus 2).

Diskriminantna analiza — PLS-DA

Razdvajanje gnojidbenog tretmana s N (NO — N6) i gnojidbenog tretmana s B (BO — B6)
temeljem koncentraciie N (g/kg ST) ili B (mg/kg ST) te ukupnih i pojedinacnih
(hidroksitirozol, tirozol, verbaskozid, luteolin-7-O-glukozid, oleuropein) fenolnih spojeva
(mg/100 g ST), odredenih u vegetativnim organima masline (korijen, izbojak, list),
provedeno je diskriminantnom analizom parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS-DA). Ova
metoda osim svojstava PLS regresije ukljucuje i diskriminacijsku (kategorijsku) varijablu.
Stoga, primjena diskriminatne analize omogucila je pronalazenje onih varijabli koje
najvecim dijelom doprinose klasifikaciji. Model je temeljen na opisanim varijablama za koje

su prikazane vrijednosti projekcije varijable (Paskovic i sur., 2020).

StatistiCka analiza podataka provedena je programom Statistica v.14.1.0.

(https://docs.tibco.com/products/tibco-statistica-14-1-0).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Gnojidbeni pokusi s dusikom i borom

4.1.1. Vegetativnha svojstva masline
Primjena gnojidbenih tretmana s N (NO — N6) i B (BO — B6) utjecala je na vegetativna
svojstva masline (Slika 5 — 6). Simptomi nedostatka N razvili su se na listovima gnojidbenog
tretmana NO (Slika 5) te na listovima maslina gnojidbenog tretmana BO (Slika 6). U
gnojidbenom tretmanu NO simptomi nedostatka uoceni su na starijem liS¢u koje je bilo
blijedo-zelene do zucékasto-zelene boje (Slika 5). U gnojidbenom tretmanu BO mladice su
na vrsnom dijelu bile zakrzljale, a vrSno lis¢e bilo je blijedo-zelene boje dok je bazalno lis¢e
zadrzalo tamno zelenu boju (Slika 6). LiS¢e masline je u ostalim gnojidbenim tretmanima
(N1 - N6, B1 — B6) bilo tamno zelene boje, a simptomi nedostatka ili suviska u navedenim

su gnojidbenim tretmanima izostali.

NO (b)

Slika 5. Utjecaj gnojidbenih tretmana s dusikom (NO — N6) na razvoj lista masline

Na fotografijama je prikazan list sa srediSnjeg (a) i vrSnog dijela izbojka (b) masline. Gnojidbeni tretmani su
prikazani oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman s najnizom a N6 s najviSom primijenjenom molarnom
koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja kontrolni tretman. Fotografije su snimljene nakon
150 dana trajanja pokusa.
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Slika 6. Utjecaj gnojidbenih tretmana s borom (BO — B6) na razvoj lista masline
Na fotografijama je prikazan list sa srediSnjeg (a) i vrSnog dijela izbojka (b) masline. Gnojidbeni tretmani su
prikazani oznakama BO — B6, gdje BO oznacava tretman s najnizom a B6 s najviSom primijenjenom molarnom
koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni tretman. Fotografije su snimljene nakon
150 dana trajanja pokusa.

Znacajna razine interakcije za period mjerenja i gnojidbeni tretman utvrdena je za sva
istraZzena vegetativna svojstva u gnojidbenom pokusu s N (Grafikon 4 — 6). Duljina izbojka
bila je zna¢ajno veca u gnojidbenim tretmanima N5 i N6 u odnosu na kontrolni gnojidbeni
tretman NO, a nije se znacajno razlikovala u odnosu na ostale gnojidbene tretmane s N (N1
— N4) pri prvom (GPM-1) periodu mjerenja (Grafikon 4). U periodima mjerenja koji su
uslijedili (GPM-2, GPM-3) duljina izbojka bila je najmanja u kontrolnom gnojidbenom
tretmanu NO. Pri posljednjem periodu mjerenja (GPM-3) duljina izbojka bila je znac¢ajno
veca u gnojidbenim tretmanima N5 i N6 u odnosu na gnojidbene tretmane NO — N3, a nije

se znacajno razlikovala u odnosu na gnojidbeni tretman N4.
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Grafikon 4. Utjecaj interakcije gnojidbeni tretman (NO — N6) i period mjerenja (GPM-1, GPM-
2, GPM-3) na duljinu izbojka (srednja vrijednost + standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i gnojidbeni tretman), aiznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja prikazani su oznakama
GPM-1 — GPM-3 (70, 110, 150 dana nakon postavijanja pokusa) i predstavljaju intervale odredivanja
vegetativnih svojstava masline. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman
s najnizom a N6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO
predstavlja kontrolni tretman.

o
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Broj internodija nije se znacajno razlikovao izmedu promatranih gnojidbenih tretmana (NO
—N6) u prvom (GPM-1) periodu mjerenja (Grafikon 5). U drugom (GPM-2) periodu mjerena
broj internodija bio je zna€ajno manji u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO u odnosu na
gnojidbene tretmane N5 i N6, a nije se znacajno razlikovao u odnosu na ostale gnojidbene
tretmane (N1 — N4). Broj internodija je u trecem (GPM-3) periodu mjerenja bio najmanji u
kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO, a nije se znacajno razlikovao izmedu gnojidbenih

tretmana N1 — N6.
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Grafikon 5.Utjecaj interakcije gnojidbeni tretman (NO — N6) i period mjerenja (GPM-1, GPM-
2, GPM-3) na broj internodija masline (srednja vrijednost + standardna pogreska, n = 4)
Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i gnojidbeni tretman), aiznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja prikazani su oznakama
GPM-1 — GPM-3 (70, 110, 150 dana nakon postavijanja pokusa) i predstavljaju intervale odredivanja
vegetativnih svojstava masline. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman
s najnizom a N6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO
predstavlja kontrolni tretman.

Broj internodija

w

Broj listova se u prvom (GPM-1) periodu mjerenja nije znacajno razlikovao izmedu
gnojidbenih tretmana NO — N6 (Grafikon 6). U drugom (GPM-2) periodu mjerena broj listova
je bio najmaniji u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO, a nije se znacajno razlikovao
izmedu gnojidbenih tretmana N1 — N6. Broj listova je u treéem (GPM-3) periodu mjerenja
bio najmaniji u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO, a zna¢ajna razlika u broju listova nije

utvrdena izmedu gnojidbenih tretmana N1 — N6.
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Grafikon 6.Utjecaj interakcije gnojidbeni tretman (NO — N6) i period mjerenja (GPM-1, GPM-
2, GPM-3) na broj listova masline (srednja vrijednost + standardna pogreska, n = 4)
Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i gnojidbeni tretman), a iznosila je p = 0,001. Periodi mjerenja prikazani su oznakama
GPM-1 — GPM-3 (70, 110, 150 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale odredivanja
vegetativnih svojstava masline. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman
s najnizom a N6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO
predstavlja kontrolni tretman.

—

Broj listova
B
o

U gnojidbenom pokusu s B utvrdena je znaCajna razina interakcije za period mjerenja i
gnojidbeni tretman za duljinu izbojka, broj internodija i broj listova masline (Grafikon 7 — 9).
Duljina izbojka nije se zna€ajno razlikovala izmedu kontrolnog gnojidbenog tretmana BO i
ostalih gnojidbenih tretmana (B1 — B6) u prvom (GPM-1) periodu mjerenja (Grafikon 7). U
navedenom je periodu mjerenja (GPM-1) duljina izbojka bila zna¢ajno veéa u gnojidbenom
tretmanu B1 u odnosu na gnoijidbeni tretman B2. Duljina izbojka bila je znagajno manja u
kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na gnojidbene tretmane B1, B3, B4 i B6, a
nije se znacajno razlikovala u odnosu na gnojidbene tretmane B2 i B5 u drugom periodu
mjerenja (GPM-2). Pri posljednjem (GPM-3) periodu mjerenja duljina izbojka bila je
znacajno manja u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na gnojidbene tretmane

B1 te B3 — B6, a nije se znactajno razlikovala u odnosu na gnojidbeni tretman B2.
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Grafikon 7.Utjecaj interakcije gnojidbeni tretman (BO — B6) i period mjerenja (GPM-1, GPM-
2, GPM-3) na duljinu izbojka masline (srednja vrijednost + standardna pogredka, n = 4)
Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i gnojidbeni tretman), aiznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja prikazani su oznakama
GPM-1 — GPM-3 (70, 110, 150 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale odredivanja
vegetativnih svojstava masline. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama B0 — B6, gdje BO oznacava tretman
S najnizom a B6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO
predstavlja kontrolni tretman.

Duljina izbojka (cm)
3 3

S
o
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U prvom i drugom (GPM-1, GPM-2) periodu mjerenja nije utvrdena znacajna razlika izmedu
istrazenih gnojidbenih tretmana (BO — B6) za broj internodija (Grafikon 8). Broj internodija
je u trecem (GPM-3) periodu mjerenja bio znac¢ajno maniji u kontrolnom gnojidbenom
tretmanu BO i tretmanu B1 u odnosu na gnojidbene tretmane Bl te B4 — B6, a nije se

znacajno razlikovao u odnosu na gnojidbeni tretman B3.
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Grafikon 8.Utjecaj interakcije gnojidbeni tretman (BO — B6) i period mjerenja (GPM-1, GPM-
2, GPM-3) na broj internodija masline (srednja vrijednost + standardna pogredka, n = 4)
Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i gnojidbeni tretman), aiznosila je p = 0,007. Periodi mjerenja prikazani su oznakama
GPM-1 — GPM-3 (70, 110, 150 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale odredivanja
vegetativnih svojstava masline. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama B0 — B6, gdje BO oznacava tretman
s najnizom a B6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO
predstavlja kontrolni tretman.
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Broj listova se u prvom (GPM-1) periodu mjerenja nije znacajno razlikovao izmedu
kontrolnog gnojidbenog tretmana BO i ostalih gnojidbenih tretmana (B1 — B6), dok je
gnojidbeni tretman B2 imao znacajno maniji broj listova u odnosu na gnojidbene tretmane
B1 te B3 — B6 (Grafikon 9). U drugom (GPM-2) periodu mjerenja broj listova bio zna¢ajno
maniji u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na gnojidbene tretmane Bl te B3
— B6, a nije se znac¢ajno razlikovao u odnosu na gnojidbeni tretman B2. U tre¢em (GPM-3)
periodu mjerenja gnojidbeni tretmani BO i B2 imali su zna¢ajno maniji broj listova u odnosu

na sve ostale istrazene gnojidbene tretmane (B1, B3 — B6).
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Grafikon 9.Utjecaj interakcije gnojidbeni tretman (BO — B6) i period mjerenja (GPM-1, GPM-
2, GPM-3) na broj listova masline (srednja vrijednost + standardna pogreska, n = 4)
Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i gnojidbeni tretman), a iznosila je p = 0,009. Periodi mjerenja prikazani su oznakama
GPM-1 — GPM-3 (70, 110, 150 dana nakon postavijanja pokusa) i predstavljaju intervale odredivanja
vegetativnih svojstava masline. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama B0 — B6, gdje BO oznacava tretman
s najnizom a B6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO
predstavlja kontrolni tretman.

Primjena gnojidbenih tretmana s N (NO — N4) znacajno je utjecala na duljinu, povrSinu i
volumen korijena masline (Slika 7, Tablica 1). Primjenom gnojidbenih tretmana s N (NO —
N6) nije utvrdena znacajna razlika u promjeru korijena masline (Tablica 1). Duljina korijena
je bila znacajno manja u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO u odnosu na gnojidbene
tretmane N5 i NG, a nije se znacajno razlikovala u odnosu na gnojidbene tretmane N1 — N4.
Znacajna razlika u povrsini korijena nije utvrdena izmedu kontrolnog gnojidbenog tretmana
NO i gnojidbenih tretmana N2 — N4. PovrsSina korijena bila je zna¢ajno manja u kontrolnom
gnojidbenom tretmanu NO u odnosu na gnojidbene tretmane N1, N5 i N6. Volumen korijena
bio je znacajno veci u gnojidbenim tretmanima N5 i N6 u odnosu na kontrolni gnojidbeni
tretman NO. Volumen Korijena nije se zna¢ajno razlikovao izmedu kontrolnog gnojidbenog

tretmana te gnojidbenih tretmana N1 — N4.
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masline

Prikazani su primjeri skeniranih dijelova korijena u gnojidbenim pokusima s dudikom (N). Pojedini su tretmani
zbog povecéanog volumena korijena skenirani u dva dijela, a u navedenom je primjeru prikazan samo jedan.
Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman s najnizom a N6 s najviSom
primijenjenom molarnom koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja kontrolni tretman.
Prikazane fotografije skeniranih korijena snimljene su po dovrsetku pokusa.

Tablica 1. Utjecaj gnojidbenih tretmana (NO — N6) na duljinu, povrSinu, promjer i volumen
korijena masline (srednja vrijednost + standardna pogreska srednjih vrijednosti, n = 4)

Duljina (cm) Povrsina (cm?) Promjer (mm) Volumen (cm?3)
Gnojidbeni tretman

NO 1716,19 + 74,45° 352,38 £19,01 ¢ 0,65 £ 0,01 578+041°
N1 2353,93 + 129,24 2 492,36 + 24,63 2P 0,66 + 0,01 8,21 £ 0,39 &°¢
N2 2072,46 + 170,87 ° 446,33 + 33,66 ¢ 0,69 £ 0,01 7,67 £0,52 &
N3 2226,73 £105,1 2> 457,76 + 23,28 @°¢ 0,65 + 0,01 7,5 +0,44 P°
N4 2219,91 + 63,38 &b 459,49 + 17,45 &¢ 0,66 + 0,01 7,58 + 0,37 ¢
NS 2758,59 + 140,1 2 591,19 + 38,39 2 0,68 + 0,02 10,11+0,862
N6 2851,81 + 225,06 2 595,69 +43,82 0,67 £0,01 9,92 + 0,68 2P
p < 0,001 < 0,001 n.s. < 0,001

Razli¢ita slova u stupcima oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test:
p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance, pri ¢emu oznaka n.s. ukazuje na
vrijednost p > 0,05. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama NO — N6, gdje NO ozna¢ava tretman s najniZzom
a N6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom duSika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja
kontrolni tretman.

Gnojidbeni tretmani s B (BO — B6) znacajno su utjecali na duljinu, povrSinu i volumen
korijena, a izostao je za promjer korijena (Slika 8, Tablica 2). ZnaCajne razlike izmedu
kontrolnog gnojidbenog tretmana BO te gnojidbenih tretmana B1 — B6 nisu utvrdene za
istrazene varijable (Tablica 2). Duljina i povrSina korijena bile su znacajno vece u
gnojidbenim tretmanima B1, B3, B5 i B6 u odnosu na tretman B2, dok se nisu znacajno
razlikovale od tretmana BO i B4. Volumen Korijena bio je znacajno vecéi u gnojidbenim
tretmanima B3, B5 i B6 u odnosu na gnojidbeni tretman B2, a navedeni se tretmani nisu

znacajno razlikovali od gnojidbenih tretmana BO, B1 i B4.
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Slika 8. Utjecaj primjene gnojidbenih tretmana s borom (B0 — B6) na razvoj korijena masline
Prikazani su primjeri skeniranih dijelova korijena u gnojidbenim pokusima s borom (B). Pojedini su tretmani zbog
povecanog volumena korijena skenirani u dva dijela, a u navedenom je primjeru prikazan samo jedan.
Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama BO — B6, gdje BO oznacava tretman s najnizom a B6 s najviSom
primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni tretman.
Prikazane fotografije skeniranih korijena snimljene su po dovrSetku pokusa.

Tablica 2. Utjecaj gnojidbenih tretmana (BO — B6) na duljinu, povrsinu, promjer i volumen
korijena masline (srednja vrijednost + standardna pogres$ka srednjih vrijednosti, n = 4)
Duljina (cm) Povrsina (cm?)  Promjer (mm) Volumen (cm3)
Gnojidbeni tretman

BO 1709,78 + 62,58 2> 367,39 + 9,31 ab 0,68 + 0,01 6,3+0,132b
Bl 2226,73 + 105,12 457,76 + 23,28 2 0,65+ 0,01 7,5 +0,44 ab
B2 1406,02 + 194,57 © 307,07 £ 41,64 ° 0,69 + 0,02 5,36+0,74"
B3 2290,62 + 169,972 479,62 + 30,99 2 0,66 + 0,01 8,02+0,482
B4 2058,64 + 158,06 2P 429,93 + 33,42 b 0,67 +0,01 7,17 +0,61 ab
BS 2291,61+177,812 480,13 + 40,63 2 0,67 +0,01 8,04+0,752
B6 2285,63 + 111,53 2 4748 +21,692 0,66 + 0,01 7,87 +0,382
P 0,001 0,003 n.s. 0,015

Razli¢ita slova u stupcima oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test:
p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance, pri ¢emu oznaka n.s. ukazuje na
vrijednost p > 0,05. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama BO — B6, gdje BO oznacava tretman s najnizom
a B6 s najvisom primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni
tretman.
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4.1.2. Koncentracija duSika i bora u maslini
Primjena gnoijidbenih tretmana s N (NO — N6) znacajno je utjecala na koncentraciju N (g/kg
ST) u svim istrazenim vegetativnim organima masline (Tablica 3). U Kkorijenu je
koncentracija N bila najve¢a u gnojidbenom tretmanu N6, dok je najmanja koncentracija N
u korijenu zabiljeZzena u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO. U izbojku je koncentracija
N bila zna¢ajno veca u gnojidbenim tretmanima N5 i N6 u odnosu na sve ostale istrazene
gnojidbene tretmane (NO — N4). Koncentracija N u izbojku nije se razlikovala izmedu
kontrolnog gnojidbenog tretmana NO i gnojidbenih tretmana N1 — N3. Najvi§a koncentracija
N u listu utvrdena je u gnojidbenom tretmanu N6, dok je najmanja koncentracija utvrdena u

kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO.

Tablica 3. Utjecaj primjene gnojidbenih tretmana (NO — N6) na koncentraciju dusika (N g/kg
ST) u vegetativnim organima masline (srednja vrijednost + standardna pogreska srednjih
vrijednosti, n = 4)

Gnojidbeni Koncentracija N (g/kg ST)
tretmani Korijen Izbojak List
NO 7,3+0,09f 49+0,08°¢ 7,97+0,34
N1 13,7+0,13 ¢ 5,95 + 0,21 b¢ 20,71 +1,17°¢
N2 14,8 £ 0,29 9 6,5+ 0,21 b° 22,78 £ 0,68 P¢
N3 14,2 + 0,09 9 5,98 + 0,48 ¢ 20,81+0,92°¢
N4 15,7+0,09°¢ 6,58 +0,21° 22,63 + 1,14 b°
N5 17,4 +0,09° 8,6+0,232 2593+0,4°
N6 20+0,15¢2 10,13+ 0,66 2 30,25+1,142
P < 0,001 < 0,001 < 0,001

Razli¢ita slova u stupcima oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test:
p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance. Gnojidbeni tretmani su prikazani
oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman s najnizom a N6 s najviSom primijenjenom molarnom
koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja kontrolni tretman. Oznaka ST oznacava suhu
masu.

Znacajan utjecaj na koncentraciju B (mg/kg ST) u korijenu, izbojku i listu masline utvrden je
primjenom gnojidbenih tretmana s B (Tablica 4). U korijenu je najveca koncentracija B
utvrdena u gnojidbenom tretmanu B6. Koncentracija B u korijenu kontrolnog gnojidbenog
tretmana BO nije se zna€ajno razlikovala u odnosu na gnojidbene tretmane B1 i B2, a bila
je znacajno manja u odnosu na gnojidbene tretmane B3 — B6.

U izbojku je koncentracija B bila najve¢a u gnojidbenom tretmanu B6, dok je kontrolni
gnojidbeni tretman BO imao zna¢ajno manju koncentraciju B u odnosu na gnojidbene
tretmane B1 te B3 — B6. U listu je koncentracija B bila najve¢a u gnojidbenom tretmanu B6.
Koncentracija B u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO bila je zna¢ajno manja u odnosu
na gnojidbene tretmane B3 — B6, a nije se znacajno razlikovala u odnosu na gnojidbene
tretmane B1 — B2.
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Tablica 4. Utjecaj primjene gnojidbenih tretmana (BO — B6) na koncentraciju bora (B mg/kg
ST) u vegetativnim organima masline (srednja vrijednost + standardna pogreSka srednjih
vrijednosti, n = 4)

Koncentracija B (mg/kg ST)

Gnojidbeni
tretmani Korijen Izbojak List

BO 7+0,07°¢ 5,88+0,24f 0,05+0°¢
Bl 9,36 + 0,15 de 11,86 +0,51 ¢ 6,81+ 0,12 de
B2 10,95 + 0,38 de 7,43 +0,23 f 6,88 + 0,26 d¢
B3 13,26 + 0,4 ¢4 9,22+£0,17 ¢ 11,98 + 0,36 ¢
B4 18,69 + 1,92 be 16,71 +£0,41°¢ 20,13 £2,79°¢
B5 22,14+ 1,76° 25,82 +0,69° 34,45+ 1,49°
B6 38,73+2,092 42,62 +0,95¢2 95,87 +£5,182
p < 0,001 < 0,001 < 0,001

Razli¢ita slova u stupcima oznac¢avaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test:
p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance. Gnojidbeni tretmani su prikazani
oznakama BO - B6, gdje BO oznaCava tretman s najnizom a B6 s najviSom primijenjenom molarnom
koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni tretman. Oznaka ST ozna¢ava suhu masu.

4.1.3. Koncentracija fenolnih spojeva u maslini

Gnojidbeni tretmani s N (NO — N6) znacajno su utjecali na koncentraciju vecine istrazenih
pojedinacnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST) u korijenu, izbojku i listu masline (Tablica 5).
Izuzetak je bio fenolni spoj hidroksitirozol za €iju koncentraciju u korijenu nije utvrdena
znacajna razlika izmedu istrazenih gnojidbenih tretmana s N (NO — N6). Primjena
gnojidbenih tretmana s N (NO — N6) znacajno je utjecala na koncentraciju ukupnih fenola
(mg/100 g ST) u svim istrazenim vegetativnim organima masline (Tablica 5).

U izbojku i listu je kontrolni gnojidbeni tretman NO imao znacajno vecu koncentraciju
hidroksitirozola u odnosu na gnojidbeni tretman N3 (Tablica 5). U izbojku je koncentracija
hidroksitirozola bila zna€ajno veéa u gnojidbenom tretmanu N5 u odnosu na gnojidbene
tretmane N1 — N3. U listu je zna€ajno vec€a koncentracija hidroksitirozola utvrdena u
gnojidbenom tretmanu N3 u odnosu na gnojidbene tretmane NO, N5 i N6. Koncentracija
tirozola u korijenu bila je znagajno ve¢a u gnojidbenom tretmanu N3 u odnosu na
gnojidbene tretmane N1 — N6, dok je kontrolni gnojidbeni tretman NO imao znacajno vecéu
koncentraciju tirozola u odnosu na gnojidbeni tretman N4. U izbojku je koncentracija tirozola
bila znacajno veca u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO u odnosu na gnojidbeni tretman
N2, dok se u odnosu na ostale gnojidbene tretmane njegova koncentracija nije znac¢ajno
razlikovala (gnojidbeni tretmani N1, N3 — N6). U listu je koncentracija tirozola bila znacajno
veca u gnojidbenim tretmanima N1 te N4 — N6 u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman
NO. Koncentracija verbaskozida u korijenu bila je najveca u gnojidbenom tretmanu N3, dok
se njegova koncentracija nije znacajno razlikovala izmedu kontrolnog i gnojidbenih

tretmana N1 — N2 te N4 — N6. Koncentracija verbaskozida u izbojku nije se zna&ajno
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razlikovala izmedu istrazenih gnojidbenih tretmana (NO — N6). U listu je koncentracija
verbaskozida bila znacajno veéa u gnojidbenim tretmanima NO — N4 u odnosu na gnojidbeni
tretman N6, a koncentracija u gnojidbenom tretmanu NO nije se znacajno razlikovala u
odnosu na gnojidbene tretmane N1 — N5. Koncentracija luteolina-7-O-glukozida u korijenu
bila je zna€ajno veca u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO u odnosu na gnojidbeni
tretman N6. U izbojku je koncentracija luteolina-7-O-glukozida bila znacajno veéa u
kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO u odnosu na gnojidbene tretmane N3, N5 i N6, dok
se u odnosu na ostale gnojidbene tretmane nije znacajno razlikovala. Koncentracija
luteolina-7-O-glukozida u listu bila je zna€ajno vec¢a u kontrolnom gnojidbenom tretmanu
NO u odnosu na gnojidbene tretmane N1 — N2 te N4 — N6. U korijenu je koncentracija
oleuropeina bila zna€ajno ve¢a u kontrolnom gnojidbenom tretmanu u odnosu na
gnojidbene tretmane N4 — N6, dok je u izbojku njegova koncentracija bila najveca u
gnojidbenom tretmanu NO. U listu je koncentracija oleuropeina bila zna€ajno veca u
gnojidbenim tretmanima N1 — N4 u odnosu na gnojidbeni tretman N6. Kontrolni gnojidbeni
tretman NO imao je zna€ajno manju koncentraciju oleuropeina u odnosu na gnojidbeni
tretman N4. Koncentracija ukupnih fenola u korijenu bila je znac¢ajno veca u gnojidbenim
tretmanima NO — N3 u odnosu na gnojidbeni tretman N6, dok je u izbojku njihova
koncentracija bila najveca u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO. U listu je koncentracija
ukupnih fenola bila znaCajno veé¢a u gnojidbenim tretmanima N2 — N4 u odnosu na
gnojidbeni tretman N6, dok se kontrolni gnojidbeni tretman NO nije znacajno razlikovao u

odnosu na ostale istrazene gnojidbene tretmane (N1 — N6).
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Tablica 5. Utjecaj primjene gnojidbenih tretmana s N (NO — N6) na koncentraciju pojedinacnih i ukupnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST) u

vegetativnim organima masline (srednja vrijednost + standardna pogreska srednijih vrijednosti, n = 4)

Gtr:g'ilrggr?im Hidroksitirozol Tirozol Verbaskozid Luteolin-7-O-glukozid Oleuropein Ukupni fenoli
Korijen
NO 6,26 + 0,45 13,1+ 0,44 2b 164,61 + 20,48 7,58 £ 0,43 &b 2669,91 + 133,28 2 1799,86 + 37,21 @
N1 6,11 + 1,08 9,2 +0,96 bc 72,08 +17,59° 6,05 + 1,07 b<c 1982,89 +45252 1467,09 £ 269 @
N2 6,64 +1,32 9,3+1,47b¢ 52,27 +16,13° 5,32 + 0,56 b¢ 1850,57 + 496,97 P 1316,89 + 287,95 ab
N3 4,01 +0,33 16,82 +2,08° 431,91 + 124,29 2 9,59+1,082 1847,32 + 125,83 &b 1691,4 £ 98,42 2
N4 4,69 +0,14 5,96 +0,26 ¢ 16,08 +1,98° 4,91 + 0,78 bc 575,52 + 99,45 bc 643,36 + 41,39 bc
N5 5,61 + 1,07 7,34+0,68°¢ 9,37+0,77°" 4,64 +0,23 be 455,06 + 141,45 ¢ 622,74 + 86,66 °°
N6 3,34+0,54 7,59+0,62°¢ 9,39+1,73" 2,82+0,39°¢ 282,38 + 163,66 °© 4419 + 79,63 ¢
p n.s. < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Izbojak
NO 26,85 + 2,59 a¢ 18,79+2,12°2 150,32 + 25,88 19,42+1552 1134,28 + 82,96 2 2355,92 +79,852
N1 17,9 + 1,37 bc 11,49 + 1,39 ab 124,87 + 24,83 15,51 + 0,96 &b 111,87 + 12,06 ° 1371,87 £85,61°¢
N2 19,51 + 0,86 ¢ 10,69 +1,18° 136,24 +9,3 16,44 + 0,59 ab 173,73+ 34,57° 1404,26 £ 59,3 ¢
N3 13,85+0,324d 12,52 + 0,74 ab 152,87 +4 861+131°¢ 2115+ 14,72° 1390,87 + 48,68 ¢
N4 24,45 + 2,29 &¢ 12,74 + 1,62 ab 245,56 + 25,25 16,49 + 0,66 2P 233,68 +34,6° 1794,56 + 103,57 ¢
N5 31,54+1,262 16,24 + 2,27 ab 203,7 + 48,3 12,27 £ 0,51 b¢ 218,84 +32,47° 1868,65 + 124,89 ©
N6 27,67 + 3,73 ab 18,44 + 2,07 &b 129,88 + 23,43 10,52 +0,85°¢ 110,92 + 26,9 ° 1432,88 + 144,43 b
p < 0,001 0,009 0,034 < 0,001 < 0,001 < 0,001
List
NO 28,43 + 0,76 bC 8,95+0,39 ¢ 312,48 + 51,67 2P 433,03 + 13,96 2 7487,95 + 697,82 b¢ 5276,8 + 290,49 2P
N1 29,58 + 1,93 &¢ 17,4 +1,96 ¢ 323,07 £33,72b 324,81 + 9,48 ¢4 8647,41 + 842,84 ab 5406,95 + 495,76 b
N2 34,34 + 2,02 ab 13,67 +1,37¢d 4445 +51,76 2 315,83 + 12,65 ¢d 10293,7 + 474,03 &b 6281,62 + 374,13 2
N3 36,58 + 0,652 13,28 +1,1 ¢4 373,23+12,932 385,06 + 10,04 2 10182,19 + 350,23 &b 6284,41 + 75,69 2
N4 30,56 + 1,49 ab 15,71 + 0,58 P 381,62 + 40,96 2 353,79 + 7,32 be 11593,25 +1009,48 2 6704,48 + 493,19 2
N5 23,23+1,37°¢ 20,5+ 1,89 &b 164,2 + 19,28 b 319,75 + 13,76 ¢d 7237,47 + 971,77 b° 5091,13 + 381,24 ab
N6 27,95+ 2,13 be 2468 +0,612 106,87 + 20,23 ¢ 290,86 + 5,94 ¢ 4210,53 + 640,92 ¢ 4167,18 £ 192,3°
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Razli¢ita slova u stupcima oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize
varijance, pri €emu oznaka n.s. ukazuje na vrijednost p > 0,05. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama NO — N6, gdje NO oznac¢ava tretman s najniZzom a N6 s najviSom
primijenjenom molarnom koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja kontrolni tretman. Oznaka ST ozna¢ava suhu masu.
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U gnojidbenim tretmanima s N (NO — N6) utvrdena je jaka ili vrlo jaka povezanost izmedu
koncentracije N (g/kg ST) u korijenu te koncentracije (mg/100 g ST) luteolina-7-O-glukozida
(r = - 0,578), oleuropeina (r = - 0,78) i ukupnih fenolnih spojeva (r = - 0,74) utvrdenih u
korijenu masline (Tablica 6). U korijenu je utvrdena srednja ili slaba povezanost izmedu
koncentracije N te koncentracije hidroksitirozola (r = - 0,382) i tirozola (r = - 0,484), dok je
povezanost izmedu koncentracije N i verbaskozida u korijenu izostala. U izbojku je utvrdena
jaka povezanost izmedu koncentracije N te koncentracije luteolina-7-O-glukozida (r = -
0,527) i oleuropeina (r = - 0,503), dok je povezanost izmedu koncentracije N i ostalih
fenolnih spojeva u izbojku izostala. Vrlo jaka povezanost utvrdena je izmedu koncentracije
N u listu te koncentracije tirozola (r = 0,811) i luteolina-7-O-glukozida (r = - 0,826). U
navedenom je vegetativnom organu masline izmedu koncentracije N i verbaskozida (r = -
0,376) utvrdena slaba povezanost, dok je povezanost izmedu koncentracije N i ostalih

istrazenih fenolnih spojeva u listu izostala.

Tablica 6. Povezanost izmedu koncentracije duSika (N g/kg ST) i koncentracije fenolnih
spojeva (mg/100 g ST) utvrdenih u vegetativnim organima masline (korijen, izbojak, list)
istrazenih gnojidbenih tretmana s N (NO — N6)

Dusik Hidroksitirozol  Tirozol Verbaskozid (L)uétlasll(lg;d- Oleuropein L:gﬁgnl
Koncentracija u gnojidbenim tretmanima NO — N6
Korijen
Korijen r=-0,382 r=-0,484 r=-0,335 r=-0,578 r=-0,78 r=-0,74
p = 0,045 p = 0,009 n.s. p = 0,001 p <0,001 p <0,001
I1zbojak
. r=0,357 r=0,192 r=-0,025 r=-0,527 r=-0503 r=-0,315
Izbojak
n.s. n.s. n.s. p = 0,004 p = 0,006 n.s.
List
List r=-0,14 r=0,811 r=-0,376 r=-0,826 r=-0,205 r=-0,2
n.s. p < 0,001 p = 0,048 p <0,001 n.s. n.s.

Prikazani su Pearsonovi korelacijski koeficijenti (n = 28). Vrijednosti su prikazane kako slijedi: za svako je
svojstvo u gornjem retku prikazan korelacijski koeficijent (r), a u donjem je retku prikazana pripadajuca razina
signifikantnosti (p). Oznaka n.s. — nije znac¢ajno, ukazuje na vrijednost p > 0,05. Gnojidbeni tretmani su prikazani
oznakama NO — N6, gdje NO oznacava tretman s najnizom a N6 s najviSom primijenjenom molarnom
koncentracijom dusika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja kontrolni tretman. Oznaka ST oznacava suhu
masu.

Gnojidbeni tretmani s B (BO — B6) razliCito su utjecali ha koncentraciju pojedinaénih i
ukupnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST) u vegetativnim organima masline (Tablica 7).
Primjenom navedenih gnojidbenih tretmana nije utvrdena znacajna razlika izmedu
koncentracija pojedinacnih fenolnih spojeva u korijenu (hidroksitirozol, tirozol, luteolin-7-O-

glukozid, oleuropein), izbojku (tirozol, oleuropein, ukupni fenoli) i listu (hidroksitirozol).
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Koncentracija hidroksitirozola u izbojku bila je zna¢ajno vecéa u gnojidbenim tretmanima B2
i B3 u odnosu na gnojidbeni tretman B4, a nije se znacajno razlikovala u odnosu na ostale
gnojidbene tretmane. Kontrolni gnojidbeni tretman B0 imao je znaajno manju koncentraciju
hidroksitirozola u izbojku u odnosu na gnojidbeni tretman B2, dok se u odnosu na druge
gnojidbene tretmane nije znacajno razlikovao. Koncentracija tirozola u listu bila je zna¢ajno
veca u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na sve ostale istrazene gnojidbene
tretmane (B1 — B6). Koncentracija verbaskozida u korijenu bila je znacajno veéa u
gnojidbenim tretmanima B2, B3, B5 i B6 u odnosu na gnojidbeni tretman B1. Koncentracija
navedenog fenolnog spoja nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolnog (BO) i ostalih
istrazenih gnojidbenih tretmana (B1 — B6). U izbojku je koncentracija verbaskozida bila
znacajno veca u gnojidbenom tretmanu B2 u odnosu na gnojidbene tretmane BO i B6, dok
se kontrolni gnojidbeni tretman BO nije zna€ajno razlikovao u odnosu na ostale gnojidbene
tretmane (B1, B3 — B6). U listu je koncentracija verbaskozida bila zna€ajno veca u
kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na gnojidbene tretmane B2 — BS.
Koncentracija luteolina-7-O-glukozida bila je zna¢ajno manja u kontrolnom gnojidbenom
tretmanu BO u odnosu na gnojidbene tretmane B2 i B3 u izbojku, dok je u listu bila zna¢ajno
manja u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na gnojidbene tretmane B1, B2 i
B6. Koncentracija oleuropeina u listu bila je zna€ajno veca u gnojidbenim tretmanima B1 i
B2 u odnosu na gnojidbene tretmane B0 i B4. Koncentracija ukupnih fenola u korijenu bila
je znacajno veca u gnojidbenom tretmanu B6 u odnosu na gnojidbeni tretman B1, dok se
njihova koncentracija nije znacajno razlikovala izmedu kontrolnog (BO) i ostalih gnojidbenih
tretmana (B1 — B6). U listu nije zna&ajno razlikovala izmedu istrazenih gnojidbenih tretmana
s B (BO—B6). U izbojku i listu nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji ukupnih fenolnih

spojeva izmedu istrazenih gnojidbenih tretmana (BO — B6).
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Tablica 7. Utjecaj primjene gnojidbenih tretmana s B (BO — B6) na koncentraciju pojedinaénih i ukupnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST) u

vegetativnim organima masline (srednja vrijednost + standardna pogreska srednijih vrijednosti, n = 4)

G{;Ziﬁgﬁiﬂ' Hidroksitirozol Tirozol Verbaskozid Luteolin-7-O-glukozid Oleuropein Ukupni fenoli
Korijen
BO 3,94 £ 0,37 15,99 + 0,69 780,48 + 55,69 &b 8,64 + 1,47 1936,41 + 174,16 1930,76 + 48,37 ab
Bl 4,01 +0,33 16,82 £ 2,08 431,91 +124,29° 9,59+1,08 1847,32 £ 125,83 1691,4 +98,42°
B2 4,31 +0,22 14,49 £ 0,32 1046,84 + 75,85 @ 9,45+1,12 2033,33 + 145,42 2138,52 + 9,42 ab
B3 3,32 +0,23 13,26 £ 0,97 932,17 £ 69,25 2 9,41 +1,65 1883,55 + 112,66 1930,59 + 99,72 ab
B4 4,23 +0,44 14,72 +1,3 832,31 +79,33ab 9,42 + 0,86 2058,45 + 220,24 1992,2 + 147,97 &P
B5 4,31 +0,53 14,4 £ 1,17 898,29 + 98,69 2 9,87 +1,48 2316,89 + 226,69 2111,95 + 180,31 b
B6 4,23+0,44 15,59 + 0,97 928,25 + 90,05 @ 11,19 £ 0,56 2536,94 + 225,45 2257,6 + 106,27 @
p n.s. n.s. 0,002 n.s. n.s. 0,042
Izbojak
BO 11,45+ 1,21 b¢ 10,04 £ 1,43 87,42 + 26,36 ° 6,37 +1,11°¢ 121,63 + 31,06 1300,38 +£ 122,05
B1 13,85+0,32 3¢ 12,52+ 0,74 152,87 + 4 ab 8,61 +1,31Pb¢ 211,5+14,72 1390,87 + 48,68
B2 17,8+0,95¢2 10,51 £1,97 203,65+ 25,752 16,87 +0,812 133,45 + 15,03 1490,37 + 87,78
B3 16,33+ 1,33 2P 11,4+0,48 150,41 + 22,41 ab 13,71+1,132P 98,5+ 21,42 1387,3 £115,3
B4 11,31 +1,19°¢ 11,84 + 0,56 128,21 + 20,23 ab 75+1,32° 107,58 + 18,13 1297,35 + 121,86
B5 11,78 + 1,06 °° 12,56 + 1,57 138,9 + 17,03 &b 9,54 +0,57 P 175,36 + 48,28 1412,06 + 118,19
B6 14,23 + 1,23 a¢ 13,17 + 1,38 107,6 +9,25° 6,53+1,76° 163,8 + 26,29 1397,16 + 158,42
p 0,002 n.s. 0,013 <0,001 n.s. n.s.
List

BO 35,27 + 2,84 22,81+0,612 611,77 +12252 282,29+ 18,54 5514,53 + 350,87 © 5133,28 + 228,28
B1 36,58 + 0,65 13,28+ 1,1° 373,23+ 12,93 ab 385,06 + 10,04 2 10182,19 + 350,23 2 6284,41 + 75,69
B2 37 +£0,99 14,62 +1,21° 315,11 + 20,74 ° 359,85 + 12,17 &°¢ 9845,83 +513,86 2 6358,55 + 296,91
B3 34,35 + 2,95 14,69 +1,12° 325,84 +43,47° 309,24 + 9,49 ¢d 8082,89 + 873,19 ¢ 5658,41 + 349,29
B4 28,87 £ 3,73 15,41 +1,38° 259,01 + 50,52 307,83 + 8,82 ¢4 6353,16 + 1348,84 bc 5280,07 + 454,57
B5 36,02 + 0,86 16,64 +0,85° 250,11 + 25,96 ® 321,91 + 14,06 b 7566,09 + 97,34 a°¢ 5464,84 + 160,92
B6 36,18 + 0,99 15,19+ 0,83 P 370,8 + 32,63 &b 372,98 + 17,39 b 8088,13 + 448,78 ab 5862,5 + 75,93
p n.s. < 0,001 0,003 < 0,001 < 0,001 0,024

Razli¢ita slova u stupcima oznac&avaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize
varijance, pri éemu oznaka n.s. ukazuje na vrijednost p > 0,05. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama B0 — B6, gdje BO oznacgava tretman s najnizom a B6 s najviSom

primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B). Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni tretman. Oznaka ST oznacava suhu masu.
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U gnojidbenim tretmanima s B (BO — B6) povezanost izmedu koncentracije B (mg/kg ST) te
koncentracije pojedinacnih i ukupnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST) u vegetativnim organima
masline uglavnom je izostala (Tablica 8). U korijenu je utvrdena slaba ili srednja povezanost
izmedu koncentracije B te koncentracije oleuropeina (r = 0,543) i ukupnih fenolnih spojeva (r
= 0,491). U izbojku je utvrdena slaba povezanost izmedu koncentracije B i luteolina-7-O-
glukozida (r = - 0,429). Povezanost izmedu koncentracije B i fenolnih spojeva u listu je u

potpunosti izostala.

Tablica 8. Povezanost izmedu koncentracije bora (B mg/kg ST) i koncentracije fenolnih
spojeva (mg/100 g ST) utvrdenih u vegetativhim organima masline (korijen, izbojak, list)
istrazenih gnojidbenih tretmana s B (BO — B6)

Bor  Hidroksitirozol  Tirozol  Verbaskozid =Ut€olin-7- Oleuropein o
O-glukozid fenoli
Koncentracija u gnojidbenim tretmanima BO — B6
Korijen
N r=0,176 r=0,024 r=0,288 r=0,355 r=0,543 r=0,491
Korijen
n.s. n.s. n.s. n.s. p = 0,003 p = 0,008
Izbojak
) r=-0,146 r=0,356 r=-0,239 r=-0,429 r=0,241 r=0,04
I1zbojak
n.s. n.s. n.s. p =0,023 n.s. n.s.
List
List r=0,073 r=-0,185 r=-0,173 r=0,326 r=0,131 r=0,025
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Prikazani su Pearsonovi korelacijski koeficijenti (n = 28). Vrijednosti su prikazane kako slijedi: za svako je svojstvo
u gornjem retku prikazan korelacijski koeficijent (r), a u donjem je retku prikazana pripadajuca razina signifikantnosti
(p). Oznaka n.s. — nije znac¢ajno, ukazuje na vrijednost p > 0,05. Gnojidbeni tretmani su prikazani oznakama BO —
B6, gdje BO oznacava tretman s najnizom a B6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom bora (B).
Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni tretman. Oznaka ST ozna¢ava suhu masu.

4.1.4. Diskriminantna analiza parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS-
DA)

Diskriminantna analiza parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS-DA) primijenjena je kako bi se
utvrdilo koje su od istrazenih svojstava zna€ajna za razdvajanje provedenih gnojidbenih
tretmana u Pokusu 1 (Grafikon 10) i Pokusu 2 (Grafikon 11).

Primijenjeni model ukazuje na razlike izmedu gnojidbenih tretmana s N (NO — N6), a
najznacajnija svojstva temeljem kojih je uo¢eno razdvajanje navedenih gnojidbenih tretmana
(VIP vrijednost = 1) jesu koncentracija N (korijen, izbojak, list) i koncentracija pojedinacnih
fenolnih spojeva u korijenu (tirozol, luteolin-7-O-glukozid, oleuropein), izbojku (oleuropein) te
listu (tirozol, verbaskozid, luteolin-7-O-glukozid) masline (Grafikon 10). Kontrolni gnojidbeni
tretman NO izdvojio se u odnosu na gnojidbene tretmane N5 i N6 temeljem vece koncentracije

oleuropeina i luteolina-7-O-glukozida u listu, oleuropeina u Kkorijenu odnosno nize
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koncentracije N u korijenu, izbojku i listu. Kontrolni gnojidbeni tretman NO izdvojio se u odnosu
na gnojidbene tretmane N1, N2 te N4 — N6 temeljem koncentracije tirozola i luteolina-7-O-
glukozida u korijenu te verbaskozida u listu. Gnojidbeni tretmani N5 i N6 izdvaijili su se od
ostalih gnojidbenih tretmana (NO — N4) po vecoj koncentraciji N u izbojku i tirozola u listu.

U gnojidbenom Pokusu 2 uoceno je razdvajanje gnojidbenih tretmana s B temeljem odredenih
svojstava, a najznacajnija uoCena svojstva (VIP vrijednost = 1) jesu koncentracija B g/kg ST
(korijen, izbojak, list) te koncentracija oleuropeina (mg/100 g ST) u korijenu (Grafikon 11).
Kontrolni gnojidbeni tretman BO izdvojio se u odnosu na gnojidbene tretmane B4 — B6

temeljem niZe koncentracije oleuropeina u korijenu te B u korijenu, izbojku i listu.
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Grafikon 10. Razdvajanje gnojidbenih tretmana s duSikom (NO — N6) temeljem koncentracije
N (g/kg ST) i koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva (g/100 mg ST; hidroksitirozol, tirozol,
verbaskozid, luteolin-7-O-glukozid, oleuropein) odredenih u vegetativnim organima masline
(korijen — K, izbojak — 1, list — L)

Prikaz faktorskih bodova (a) te opterecenja (c) gdje su prikazane zavisne i eksplanatorne varijable. Vaznost
varijable u projekciji (VIP) gdje je VIP = 1 oznacena je tako $to je naziv pojedine varijable prikazan crvenom bojom
(b, c). Gnojidbeni tretmani prikazani su oznakama NO — N6, gdje tretman NO predstavlja najnizu primijenjenu a N6
najvisu primijenjenu molarnu koncentraciju dusika (N). Gnojidbeni tretman NO predstavlja kontrolni tretman.
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Grafikon 11. Razdvajanje gnojidbenih tretmana s borom (BO — B6) temeljem koncentracije B
(g/kg ST) i pojedinacnih fenolnih spojeva (mg/100 g ST; hidroksitirozol, tirozol, verbaskozid,
luteolin-7-O-glukozid, oleuropein) odredenih u vegetativnim organima masline (korijen — K,

izbojak — I, list — L)

Prikaz faktorskih bodova (a) te optere¢enja (c) gdje su prikazane zavisne i eksplanatorne varijable. Vaznost
varijable u projekciji (VIP) gdje je VIP = 1 oznacena je tako Sto je naziv pojedine varijable prikazan crvenom bojom
(b, ¢). Gnojidbeni tretmani prikazani su oznakama B0 — B6, gdje tretman B0 predstavlja najnizu primijenjenu a B6
najviSu primijenjenu molarnu koncentraciju bora (B). Gnojidbeni tretman BO predstavlja kontrolni tretman.
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4.2. Protugljiviéni u€inak ekstrakata fenola na Verticillium
dahliae

4.2.1. Protugljiviéni u€inak ekstrakata fenola na klijavost

konidija Verticillium dahliae

U Pokusu 3 (a) utvrdena je znacajna razina interakcije za ucinke ekstrakata fenola (EF-NO
— EF-N6) vegetativnih organa masline (korijen, izbojak, list) i perioda mjerenja (FPM-1 —
FPM-3) na postotak inhibicije klijavosti konidija V. dahliae V-263 (Grafikon 12 — 14).
Primjenom ekstrakata fenola (EF-NO — EF-NG6) istrazenih vegetativnih organa masline
uocen je negativno inhibitoran u€inak, odnosno drugim rije€ima stimulativan uc€inak, na
klijavost konidija V. dahliae V-263 u svim ispitanim periodima (FPM-1 — FPM-3) mjerenja
(Grafikon 12 — 14).

Ekstrakt fenola korijena kontrolnog tretmana EF-NO imao je zna¢ajno maniji stimulativni
ucinak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odnosu na ekstrakte fenola korijena EF-N1 i
EF-N5 pri prvom (FPM-1) periodu mjerenja (Grafikon 12), a nije se znacajno razlikovao u
odnosu na druge ekstrakte fenola korijena (EF-N2, EF-N3, EF-N4, EF-N6). U drugom
(FPM-2) i tre¢em (FPM-3) periodu mjerenja ekstrakt fenola korijena kontrolnog tretmana
EF-NO imao je zna€ajno manji stimulativni u€inak na klijavost konidija u odnosu na ekstrakt
fenola korijena EF-N1. Izmedu razli¢itih perioda mjerenja (FPM-1 — FPM-3) nije uoCena

znacajna razlika u u€inku pojedinacnih ekstrakata fenola korijena (EF-NO — EF-NG).
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Grafikon 12. Utjecaj interakcije uc€inka ekstrakata fenola korijena masline (ekstrakti fenola
EF-NO — EF-N6) i perioda mjerenja (FPM-1, FPM-2, FPM-3) na inhibiciju (% inhibicije)
klijavosti konidija (apsorbancija pri 505 nm) Verticillium dahliae V-263 (srednja vrijednost +

standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i u€inak ekstrakata fenola korijena masline), a iznosila je p = 0,007. Periodi mjerenja
prikazani su oznakama FPM-1 — FPM-3 (1, 2 i 3 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale
odredivanja ucinka ekstrakata fenola korijena masline na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263. Inhibitoran
ucinak ekstrakata fenola masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala
otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola korijena masline prikazani su oznakama EF-NO — EF-N6. Kontrolni
tretman prikazan je oznakom EF-NO. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u
hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni bujon iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz
korijena masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s dusikom (N). Oznaka EF-NO oznacava ekstrakte fenola
pripravijene iz korijena masline gnojidbenog tretmana s najnizom (NO), a EF-N6 s najviSom primijenjenom
molarnom koncentracijom N (N6).

Primjena ekstrakta fenola izbojka kontrolnog tretmana EF-NO imala je znacajno vedi
stimulativni u¢inak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odnosu na ekstrakt fenola izbojka
EF-N3 pri prvom (FPM-1) periodu mjerenja (Grafikon 13). U drugom (FPM-2) periodu
mjerenja ekstrakt fenola izbojka kontrolnog tretmana EF-NO imao je znacCajno vedi
stimulativni u€inak na klijavost konidija u odnosu na sve ostale ispitane ekstrakte fenola
izbojka (EF-N1 — EF-N6). U treéem (FPM-3) periodu mjerenja ekstrakt fenola izbojka
kontrolnog tretmana EF-NO imao je znacajno veci stimulativni u€inak na klijavost konidija u
odnosu na ekstrakte fenola EF-N1, EF-N3, EF-N4 i EF-N6. U promatranim periodima
mjerenja (FPM-1 — FPM-3) stimulativni u€inak ekstrakata fenola izbojka EF-N1 i EF-N4 na
klijavost konidija V. dahliae V-263 se postupno smanjio, ali njihov ucinak i dalje nije bio

inhibitoran.
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Grafikon 13. Utjecaj interakcije uCinka ekstrakata fenola izbojka masline (ekstrakti fenola
EF-NO — EF-N6) i perioda mjerenja (FPM-1, FPM-2, FPM-3) na inhibiciju (% inhibicije)
klijavosti konidija (apsorbancija pri 505 nm) Verticillium dahliae V-263 (srednja vrijednost +
standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i u€inak ekstrakata fenola izbojka masline), a iznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja
prikazani su oznakama FPM-1 — FPM-3 (1, 2 i 3 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale
odredivanja ucinka ekstrakata fenola izbojka masline na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263. Inhibitoran
ucinak ekstrakata fenola masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala
otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola izbojka masline prikazani su oznakama EF-NO — EF-N6. Kontrolni
tretman prikazan je oznakom EF-NO. Kona&na masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u
hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni bujon iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz
izbojka masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s duSikom (N). Oznaka EF-NO oznacava ekstrakte fenola
pripravljene iz izbojka masline gnojidbenog tretmana s najnizom (NO), a EF-N6 s najviSom primijenjenom
molarnom koncentracijom N (N6).

Ekstrakt fenola lista kontrolnog tretmana EF-NO imao je znacajno veci stimulativni ucinak
na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odnosu na ekstrakte fenola lista EF-N1 i EF-N4 te
znacajno manji u odnosu na ekstrakt fenola lista EF-N6 pri prvom (FPM-1) periodu mjerenja
(Grafikon 14). U ostalim (FPM-2 i FPM-3) periodima mjerenja ucinak ekstrakta fenola lista
kontrolnog tretmana EF-NO nije se zna€ajno razlikovao u odnosu na ostale primijenjene
ekstrakte fenola (EF-N1 — EF-NG6).
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Grafikon 14. Utjecaj interakcije u€inka ekstrakata fenola lista masline (ekstrakti fenola EF-
NO — EF-N6) i perioda mjerenja (FPM-1, FPM-2, FPM-3) na inhibiciju (% inhibicije) klijavosti
konidija (apsorbancija pri 505 nm) Verticillium dahliae V-263 (srednja vrijednost *
standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i u€inak ekstrakata fenola lista masline), a iznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja
prikazani su oznakama FPM-1 — FPM-3 (1, 2 i 3 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale
odredivanja ucinka ekstrakata fenola lista masline na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263. Inhibitoran
ucinak ekstrakata fenola masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala
otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola lista masline prikazani su oznakama EF-NO — EF-N6. Kontrolni tretman
prikazan je oznakom EF-NO. Kona&na masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u hranjivoj
podlozi krumpir dekstrozni bujon iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz lista masline
dobivenih gnojidbenim tretmanima s dusikom (N). Oznaka EF-NO oznacava ekstrakte fenola pripravljene iz lista
masline gnojidbenog tretmana s najnizom (NO), a EF-N6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom
N (N6).

Provedbom Pokusa 3 (b) utvrdena je znacajna razina interakcije za u€inke ekstrakata fenola
(EF-BO — EF-B6) pojedinih vegetativnih organa masline (korijen, izbojak, list) i provedenih
perioda mjerenja (FPM-1 — FPM-3) na klijavosti konidija (% inhibicije) V. dahliae V-263
(Grafikon 15 — 17). U navedenom je Pokusu (3 b), primjenom pojedinih ekstrakata fenola
korijenaiizbojka, uo€en inhibitorni u€inak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odredenim
periodima mjerenja njihova ucinka, dok je u ostalim slucajevima uoceni u€inak na klijavost
konidija bio stimulativan (Grafikon 15 — 17).

Ekstrakt fenola korijena kontrolnog tretmana EF-B0O imao je zna¢ajno maniji stimulativni
uc¢inak u odnosu na ekstrakt fenola korijena EF-B2 u prvom (FPM-1) periodu mjerenja
(Grafikon 15). U drugom (FPM-2) periodu mjerenja ekstrakt fenola kontrolnog tretmana EF-
BO imao je znaCajno maniji stimulativni u€inak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u
odnosu na ekstrakte fenola korijena EF-B1 i EF-B2. U navedenom (FPM-2) periodu
mjerenja ekstrakti fenola korijena EF-B4 i EF-B5 imali su inhibitorni u€inak na klijavost

konidija V. dahliae V-263. Ipak, statistiCki zna¢ajna razlika nije utvrdena izmedu ekstrakata
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fenola korijena kontrolnog tretmana EF-BO i ekstrakata fenola EF-B4 i EF-B5 za ispitani
period (FPM-2) mjerenja njihova ucinka. U trecem (FPM-3) periodu mjerenja ekstrakt fenola
korijena kontrolnog tretmana EF-B0 imao je znacajno maniji stimulativni u¢inak na klijavost
konidija V. dahliae V-263 u odnosu na ekstrakte fenola EF-B2 te znacajno veci u odnosu
na ekstrakte fenola EF-B3 i EF-B4. U navedenom je periodu mjerenja (FPM-3) uocen
inhibitorni u¢inak na klijavost konidija V. dahliae V-263 primjenom ekstrakata fenola korijena
EF-B3, EF-B4 i EF-B5.
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Grafikon 15. Utjecaj interakcije uinka ekstrakata fenola korijena masline (ekstrakti fenola
EF-BO — EF-B6) i perioda mjerenja (FPM-1, FPM-2, FPM-3) na inhibiciju (% inhibicije)
klijavosti konidija (apsorbancija pri 505 nm) Verticillium dahliae V-263 (srednja vrijednost +
standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i u€inak ekstrakata fenola korijena masline), a iznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja
prikazani su oznakama FPM-1 — FPM-3 (1, 2 i 3 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale
odredivanja uCinka ekstrakata fenola korijena masline na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263. Inhibitoran
uCinak ekstrakata fenola masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala
otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola korijena masline prikazani su oznakama EF-BO — EF-B6. Kontrolni
tretman prikazan je oznakom EF-B0. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u
hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni bujon iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz
korijena masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka EF-B0O oznac¢ava ekstrakte fenola
pripravljene iz korijena masline gnojidbenog tretmana s najnizom (B0), a EF-B6 s najviSom primijenjenom
molarnom koncentracijom B (B6).

U prvom (FPM-1) periodu mjerenja, ekstrakt fenola izbojka kontrolnog tretmana EF-B0O imao
je znacajno veci stimulativni u€inak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odnosu na
ekstrakte fenola EF-B1 i EF-B2 te zna€ajno manji u odnosu na ekstrakt fenola EF-B5
(Grafikon 16). U drugom i tre¢em (FPM-2 — FPM-3) periodu mjerenja ekstrakt fenola izbojka
kontrolnog tretmana EF-BO0 imao je zna€ajno veci stimulativni u€inak na klijavost konidija u

odnosu na gotovo sve ostale ekstrakte fenola (EF-B1 — EF-B4, EF-B6). Pri posljednjem
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(FPM-3) periodu mjerenja ekstrakt fenola izbojka EF-B2 jedini je imao inhibitorni u€inak na
klijavost konidija V. dahliae V-263.
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Grafikon 16. Utjecaj interakcije uCinka ekstrakata fenola izbojka masline (ekstrakti fenola
EF-BO — EF-B6) i perioda mjerenja (FPM-1, FPM-2, FPM-3) na inhibiciju (% inhibicije)
klijavosti konidija (apsorbancija pri 505 nm) Verticillium dahliae V-263 (srednja vrijednost +
standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i u€inak ekstrakata fenola izbojka masline), a iznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja
prikazani su oznakama FPM-1 — FPM-3 (1, 2 i 3 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale
odredivanja ucinka ekstrakata fenola izbojka masline na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263. Inhibitoran
u€inak ekstrakata fenola masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala
otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola izbojka masline prikazani su oznakama EF-BO — EF-B6. Kontrolni
tretman prikazan je oznakom EF-B0. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u
hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni bujon iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz
izbojka masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka EF-BO oznacava ekstrakte fenola
pripravljene iz izbojka masline gnojidbenog tretmana s najnizom (B0), a EF-B6 s najviSom primijenjenom
molarnom koncentracijom B (B6).

Primjenom ekstrakta fenola lista (EF-BO — EF-B6) nije uo&en inhibitorni u¢inak na klijavost
konidija V. dahliae V-263 u ispitanim periodima (FPM-1 — FPM-3) mjerenja (Grafikon 17).
Ekstrakt fenola lista kontrolnog tretmana EF-BO imao je stimulativan ucinak na klijavost
konidija V. dahliae V-263 i nije se znacCajno razlikovao u odnosu na ostale ekstrakte fenola
lista (EF-B1 — EF-B6) pri prvom i drugom (FPM-1 — FPM-2) periodu mjerenja. Ekstrakt
fenola lista kontrolnog gnojidbenog tretmana EF-BO imao je zna€ajno veci stimulativni

ucinak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odnosu na ekstrakte fenola EF-B2 i EF-B6.
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Grafikon 17. Utjecaj interakcije u€inka ekstrakata fenola lista masline (ekstrakti fenola EF-
BO — EF-B6) i perioda mjerenja (FPM-1, FPM-2, FPM-3) na inhibiciju (% inhibicije) klijavosti
konidija (apsorbancija pri 505 nm) Verticilium dahliae V-263 (srednja vrijednost +

standardna pogreska, n = 4)

Razli¢ita slova uz trake pogreSaka oznacavaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post
hoc test: p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance ponovljenih mjerenja
(interakcija period mjerenja i uc€inak ekstrakata fenola lista masline), a iznosila je p < 0,001. Periodi mjerenja
prikazani su oznakama FPM-1 — FPM-3 (1, 2 i 3 dana nakon postavljanja pokusa) i predstavljaju intervale
odredivanja ucinka ekstrakata fenola lista masline na klijavost konidija izolata V. dahliae V-263. Inhibitoran
ucinak ekstrakata fenola masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala
otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola lista masline prikazani su oznakama EF-B0 — EF-B6. Kontrolni tretman
prikazan je oznakom EF-B0. Konaéna masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u hranjivoj
podlozi krumpir dekstrozni bujon iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz lista masline
dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka EF-B0 oznacava ekstrakte fenola pripravijene iz lista
masline gnojidbenog tretmana s najnizom (BO0), a EF-B6 s najviSom primijenjenom molarnom koncentracijom B
(B6).

4.2.2. Protugljivi€éni u€inak ekstrakata fenola na porast i

morfoloska obiljezja micelija Verticillium dahliae

Primjenom ekstrakata fenola (EF-NO — EF-N6) vegetativnih organa masline (korijen,
izbojak, list) izostao je inhibitorni u¢inak na klijavost konidija V. dahliae V-263. 1z navedenog
razloga, protugljivicni ucinak (% inhibicije) navedenih ekstrakata fenola, na porast i
morfoloska obiljezja micelija V. dahliae V-263, u ovom istrazivanju nije ispitan.

Primjenom ekstrakata fenola (EF-BO — EF-B6) vegetativnih organa masline (korijen, izbojak,
list) istrazen je njihov protugljiviéni u€inak (% inhibicije) na porast micelija V. dahliae V-263
(Tablica 9). Ekstrakti fenola (EF-BO — EF-B6) svih ispitanih vegetativnih organa masline
(korijen, izbojak, list) imali su zna€ajan protugljiviéni u€inak na porast micelija V. dahliae V-
263 (Tablica 9).

Primjena ekstrakta fenola korijena kontrolnog tretmana EF-BO imala je zna¢ajno maniji

inhibitorni u€inak na porast micelija V. dahliae V-263 u odnosu na ekstrakte EF-B2, EF-B3
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i EF-B5 (Tablica 9). Ekstrakti fenola izbojka kontrolnog tretmana EF-BO jedini su imali
negativno inhibitoran, odnosno drugim rije¢ima stimulativan u€inak na porast micelija V.
dahliae V-263. Primjena ostalih ekstrakata izbojka (EF-B1 — EF-B6) imala je inhibitoran
ucinak na porast micelija V. dahliae V-263, a statistiCki znaCajna razlika utvrdena je izmedu
ekstrakata fenola izbojka kontrolnog tretmana EF-BO i EF-B2. Primjenom ekstrakata fenola
lista nije utvrdena znacajna razlika izmedu kontrolnog tretmana EF-BO i ostalih istrazenih
ekstrakata lista (EF-B1 — EF-B6) na porast micelija V. dahliae V-263. lako statisticki
znacajna razlika nije utvrdena izmedu navedenih ekstrakata fenola lista, primjenom
ekstrakata fenola EF-B1 i EF-B6 bio je vidljiv stimulativan u€inak na porast micelija V.
dahliae V-263. Primjenom ekstrakata fenola izbojka i lista uo€en je znatno manji inhibitorni
ucinak (% inhibicije) na porast micelija V. dahliae V-263 u odnosu na ucinak ekstrakata

fenola korijena.

Tablica 9. Protugljivicni ucinak ekstrakata fenola (EF-BO — EF-B6) vegetativnih organa
masline (korijen, izbojak, list) na inhibiciju porasta (% inhibicije) micelija Verticillium dahliae
V-263 u uvjetima in vitro (srednja vrijednost + standardna pogreska srednjih vrijednosti, n =
4)

Inhibicija porasta micelija (% inhibicije)

Ekstrakti
fenola Ekstrakti fenola Ekstrakti fenola Ekstrakti fenola
korijena izbojka lista
EF-BO 26,36 2,26 " -7,72+3,96 b 7,04 + 2,68 2P
EF-B1 16,14 +1,47° 5,9+ 3,95 ab -8,52+1,48b
EF-B2 55,91 +1,88%2 12,79+1,142 17,04 +2,452
EF-B3 54,5+9,892 0,36 + 4,49 ab 2,51 +7,15ab
EF-B4 17,33+ 1,55° 4,23 +5,37 ab 3,77 + 4,59 ab
EF-B5 63,93 +0,582 0,59 + 4,92 ab 1,83 +1,842ab
EF-B6 14,42 £2,22° 9,35+ 4,05 ab -5,97 +3,23b
p < 0,001 0,049 0,003

Razli¢ita slova u stupcima oznac¢avaju signifikantne razlike izmedu srednjih vrijednosti (Tukeyev post hoc test:
p < 0,05). Signifikantnost (p) odnosi se na F vrijednost iz analize varijance. Inhibitoran u€inak ekstrakata fenola
masline (% inhibicije) odreden je u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzavala otapalo dimetilsufoksid.
Ekstrakti fenola vegetativnih organa masline prikazani su oznakama EF-B0 — EF-B6. Kontrolni tretman prikazan
je oznakom EF-B0. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih otopina ekstrakata fenola u hranjivoj podlozi
krumpir dekstrozni agar iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata fenola pripravljene su iz vegetativnih organa
masline (korijen, izbojak, list) dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka EF-BO oznaava
ekstrakte fenola pripravljene iz vegetativnih organa masline gnojidbenog tretmana s najnizom (B0), a EF-B6 s
najvisom primijenjenom molarnom koncentracijom B (B6).

Utjecaj primjene ekstrakata fenola (EF-BO — EF-B6) vegetativnih organa masline (korijen,
izbojak, list) na morfoloSka obiljezja V. dahliae V-263 opisan je nakon 10 dana inkubacije
(Slika 9 — 11). Nakon 10 dana inkubacije, morfoloska obiljezja micelija V. dahliae V-263,
tretiranih s ekstraktima fenola (EF-BO — EF-B6) vegetativnih organa masline (korijen,
izbojak, list), usporedena su s istima kod negativne kontrole (DMSOQ) i ekstrakta fenola

kontrolnog tretmana EF-BO (Slika 9 — 11). MorfoloSka obiljezja micelija V. dahliae V-263 na
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negativnoj kontroli bez dodatka otapala DMSO nisu se razlikovala u odnosu na negativnu
kontrolu s dodatkom otapala DMSO i stoga ista nije uzimana u obzir (rezultat nije prikazan).
Primjena ekstrakata fenola korijena (EF-BO — EF-B6) utjecala je na pojedina morfoloska
obiljezja V. dahliae V-263 (Slika 9). Micelij kolonije bio je bijele boje kod primjene svih
ekstrakata fenola korijena (EF-BO — EF-B6) i kod porasta na negativnoj kontroli (DMSO).
Primjenom ekstrakata fenola korijena kontrolnog tretmana EF-BO uoCena je mjestimi¢na
pigmentacija Zute do naran€aste boje na nali¢ju kolonije. Navedena je pigmentacija izostala
u negativnoj kontroli (DMSO) te primjenom ekstrakata fenola korijena EF-B2, EF-B3 i EF-
B5. Oblik kolonije bio je uglavnom radijalan kod primjene istrazenih ekstrakata fenola
korijena. Micelij je bio obilan kod negativne kontrole (DMSO) te kod primjene ekstrakata
fenola korijena EF-BO, EF-B1, EF-B4 i EF-B6. Micelij je bio prorijeden i pruinozan
primjenom ekstrakata fenola korijena EF-B2, EF-B3 i EF-B5 u odnosu na negativnu kontrolu
(DMSO) i primjenu ekstrakata fenola korijena kontrolnog tretmana EF-BO. Razvoj
mikrosklerocija je izostao na negativnoj kontroli (DMSO) i primjenom svih istrazenih
ekstrakata fenola korijena (EF-BO — EF-B6).

Primjenom ekstrakata fenola izbojka (EF-BO — EF-B6) uocen je njihov utjecaj na odredena
morfoloSka obiljezja V. dahliae V-263 (Slika 10). Micelij kolonije V. dahliae V-263 bio je
bijele boje kod negativne kontrole (DMSQ) i svih ispitanih ekstrakata fenola izbojka. Na
nali¢ju kolonije micelij je bio svijetlije boje kod negativne kontrole (DMSO), dok je primjenom
ekstrakata fenola izbojka (EF-BO — EF-B6) micelij na nali¢ju kolonije bio razliitim
intenzitetom pigmentiran. Kolonija je bila radijalnog oblika na negativnoj kontroli (DMSO) i
primjenom ekstrakata fenola izbojka (EF-BO — EF-B6). Micelij je bio obilan kod negativne
kontrole (DMSO), a primjenom ekstrakata fenola izbojka uoCen je mjestimi¢no prorijeden
micelij. Razvoj mikrosklerocija je izostao kod negativne kontrole (DMSO). Formiranje
mikrosklerocija, uronjenih u agaroznu hranjivu podlogu (rezultat nije prikazan), zabiljeZzeno
je primjenom ekstrakata fenola izbojka EF-B5 i izostao je na kontrolnom tretmanu EF-BO.
Primjena ekstrakata fenola lista (EF-BO — EF-B6) utjecala je na pojedina morfoloska
obiljezja V. dahliae V-263 u odnosu na negativhu kontrolu (DMSO) (Slika 11). Micelij
kolonije bio je bijele boje kod negativne kontrole (DMSO) i primijenjenih ekstrakata lista (EF-
BO — EF-B6). Na nali¢ju kolonije micelij je bio svijetlo obojen kod negativne kontrole
(DMSO), dok je primjenom ekstrakata fenola lista (EF-BO — EF-B6) micelij poprimio
mjestimiénu pigmentaciju Zute do naran€aste boje. Kolonija je bila radijalnog oblika i micelij
je bio obilan u svim promatranim varijantama. Razvoj mikrosklerocija kod negativne kontrole
(DMSO) je izostao, dok je kod primjene ekstrakata fenola lista (EF-BO — EF-B6) bio prisutan
u razli¢itom intenzitetu. Mikrosklerociji su bili uronjeni u agaroznu hranjivu podlogu (rezultat

nije prikazan) i pravilno rasporedeni po koloniji.
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Slika 9. Utjecaj primjene ekstrakata fenola korijena (EF-BO — EF-B6) na morfoloSka obiljezja

micelija Verticillium dahliae V-263

Ucinak ekstrakata fenola korijena masline na morfoloSka obiljezja V. dahliae V-263 odreden je u odnosu na
negativnu kontrolu koja je sadrzavala otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola korijena prikazani su oznakama
EF-BO — EF-B6. Kontrolni tretman prikazan je oznakom EF-B0. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih
otopina ekstrakata fenola u hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni agar iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata
fenola pripravljene su iz korijenja masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka BO ozna¢ava
ekstrakte fenola pripravijene iz korijena masline gnojidbenog tretmana s najnizom, a B6 s najviSom
primijenjenom molarnom koncentracijom B. Na fotografijama je prikazano lice (a) i nalije (b) iste Petrijeve
zdjelice. Fotografije prikazuju reprezentativne kolonije, nakon 10 dana inkubacije pri 27°C i 24h tame.
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Slika 10. Utjecaj primjene ekstrakata fenola izbojka (EF-B0 — EF-B6) na morfoloska obiljezja
micelija Verticillium dahliae V-263

Ucinak ekstrakata fenola izbojka masline na morfoloska obiljezja V. dahliae V-263 odreden je u odnosu na
negativnu kontrolu koja je sadrzavala otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola izbojka prikazani su oznakama
EF-BO — EF-B6. Kontrolni tretman prikazan je oznakom EF-B0. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih
otopina ekstrakata fenola u hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni agar iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata
fenola pripravljene su iz izbojaka masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka B0 oznacava
ekstrakte fenola pripravljene iz izbojka masline gnojidbenog tretmana s najnizom, a B6 s najviSom primijenjenom
molarnom koncentracijom B. Na fotografijama je prikazano lice (a) i nali¢je (b) iste Petrijeve zdjelice. Fotografije
prikazuju reprezentativne kolonije, nakon 10 dana inkubacije pri 27°C i 24h tame.
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Slika 11. Utjeéelij/ primjene ekstrakata fenola lista (EF-BO — EF-B6) na morfoloSka obiljezja

micelija Verticillium dahliae V-263

Ucinak ekstrakata fenola lista masline na morfoloSka obiljezja V. dahliae V-263 odreden je u odnosu na
negativnu kontrolu koja je sadrzavala otapalo dimetilsufoksid. Ekstrakti fenola lista prikazani su oznakama EF-
BO — EF-B6. Kontrolni tretman prikazan je oznakom EF-B0. Kona¢na masena koncentracija primijenjenih
otopina ekstrakata fenola u hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni agar iznosila je 50 mg/L. Otopine ekstrakata
fenola pripravljene su iz listova masline dobivenih gnojidbenim tretmanima s borom (B). Oznaka B0 oznacava
ekstrakte fenola pripravljene iz lista masline gnojidbenog tretmana s najnizom, a B6 s najviSom primijenjenom
molarnom koncentracijom B. Na fotografijama je prikazano lice (a) i nali¢je (b) iste Petrijeve zdjelice. Fotografije
prikazuju reprezentativne kolonije, nakon 10 dana inkubacije pri 27°C i 24h tame.
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5. RASPRAVA

5.1. Gnojidbeni pokusi s dusikom i borom
5.1.1. Vegetativha svojstva masline, koncentracija dusika i

bora u maslini
Utjecaj primjene dusi¢nih gnojiva na koncentraciju N u korijenu, izbojku i listu masline
istrazen je od razliCitih autora (Therios i Sakellariadis, 1988; Perica i sur., 1993; Fernandez-
Escobar i sur., 2014; Othman i Leskovar, 2019). Fernandez-Escobar (2018) navodi da
optimalna koncentracija N u listu sadnica masline iznosi 13 — 17 g/kg ST, dok Therios (2009)
navodi raspon od 12 — 16 g/kg ST za list viSegodisnjih stabala masline. Rezultati navedenih
istrazivanja ukazuju da je Pokusom 1 utvrdena koncentracija N bila ispod razine optimalnih
vrijednosti u listu masline kontrolnog gnojidbenog tretmana NO (Tablica 3). Kloroza kao
simptom nedostatka N, na listovima masline nakon 150 dana od poCetka pokusa (GPM-3),
bila je vidljiva samo u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO (Slika 5). Fernandez-Escobar
i sur. (2016) provodeci pokus na sadnicama sorte Picual utvrdili su da se simptomi
nedostatka N na listu masline razvijaju pri koncentraciji 12,80 g/kg ST N, dok je u ovom
istrazivanju nedostatak N utvrden pri koncentraciji 7,97 g/kg ST N u listu masline. U
kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO masline su imale najmanji rast i razvoj pri
posliednjem (GPM-3) periodu mjerenja (Grafikon 4 — 6), Sto uz simptome kloroze dodatno
potvrduje pojavu nedostatka N u navedenom gnojidbenom tretmanu. Ranije je utvrdeno da
je N kao makroelement neophodan u pravilnom odvijanju svih primarnih fizioloSkih procesa
masline (Makino i Osmond, 1991), Sto je dijelom potvrdeno i rezultatima ovog istrazivanja.
Naime, gnojidbeni tretmani N1 — N6 pri periodu mjerenja GPM-3 imali su znacajno vecu
duljinu izbojka, broj internodija i listova u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman NO
(Grafikon 4 — 6), a primarni zaostatak u rastu i razvoju maslina u navedenom gnojidbenom
tretmanu vidljiv ve¢ pri periodu mjerenja GPM-2. Boussadia i sur. (2010) navode da
primjena niskih koncentracija N utjeCe na nepravilno odvijanje fotosintetske aktivnosti koja
za posljedicu ima smanjeni porast masline. Razlaganje nukleinskih kiselina i proteina,
uslijed dugotrajnijeg nedostatka N, dovodi do prekida porasta i razvoja biljke (Richard-
Molard i sur., 2008; Hawkesford i sur., 2012). Stoga, moZe se pretpostaviti da je niska
koncentracija N u kontrolnom gnojidbenom tretmanu NO doprinijela uo&enim negativnim
ucincima na vegetativni razvoj masline koji dodatno potvrduju viSestruke uloge N u fiziologiji
masline. Nedostatak N u maslini je literaturno opisan, a granica toksi¢nosti N nije navedena
za maslinu u dostupnim istrazivanjima (Molina-Soria i Ferndndez-Escobar, 2008; Molina-
Soria i Fernandez-Escobar, 2012; Ferndndez-Escobar, 2019). Primjena najviSih molarnih
koncentracija N u gnojidbenim tretmanima N5 i N6 u Pokusu 1 nije dovela do razvoja

simptoma toksicnosti (Slika 5), $to je u skladu s rezultatima istrazivanja Molina-Soria i
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Fernandez-Escobar (2012). Naime, Molina-Soria i Fernandez-Escobar (2012) utvrdili su da
viSa koncentracija N u listu masline, u rasponu 16 — 30 g/kg ST N, pozitivno utjeCe na porast
sadnica masline sorte Picual u kontroliranim uvjetima. Stoga, iako se prema definiranim
granicama koncentracija N u listu od 22 g/kg ST smatra prekomjernom u uzgoju masline
(Therios, 2009), upravo gnojidbeni tretmani N5 i N6 rezultirali su najveéim porastom izbojka
(GPM-3) u odnosu na gotovo sve gnojidbene tretmane (Grafikon 4). Rezultati ovog
istraZivanja ukazuju da zahtjevi sadnica masline prema N mogu biti razli€iti u odnosu na
viSegodisnja stabla masline, pa je utjecaj primjene razli¢itih koncentracija N na vegetativna
svojstva Istarske bjelice potrebno dodatno istraZiti u uzgojnim uvjetima.

Othman i Leskovar (2019) navode da primjena viSih koncentracija N pozitivno utjeCe na
porast i razvoj korijena sadnica masline sorte Arbequina, a pozitivan uc€inak pojedinih
dusi¢nih gnojiva u navedenom istraZivanju postignut je tek nakon njihove dvogodi$nje
primjene. U ovom je istrazivanju primjena gnojidbenih tretmana s viSom molarnom
koncentracijom N u hranivoj otopini (gnojidbeni tretmani N5 i N6), kao i visa koncentracija
N u korijenu navedenih gnojidbenih tretmana u odnosu na sve ostale tretmane u Pokusu 1
(Tablica 3), pokazala jednake ili vise vrijednosti volumena, duljine ili povrSine korijena
(Tablica 1).

Unato€ nedovoljnom poznavanju mehanizama translokacije N u maslini, moze se
pretpostaviti da su ucinkovit prijenos i distribucija N osigurali uravnotezen porast
vegetativnih organa masline i u ovom istrazivanju (Molina-Soria i Fernandez-Escobar,
2008). Rezultati ovog istrazivanja (Tablica 3) ukazuju da je relativan omjer koncentracije N
u promatranim vegetativnim organima masline ujednacen kod svih gnojidbenih tretmana s
primijenjenim N (N1 — N6) i prosje¢no iznosi 2 — 2,4 za korijen/izbojak odnosno 3 — 3,5 za
list/izbojak (podaci nisu prikazani). Prema navodima Tegeder i Maslaux-Daubresse (2018)
realokacija N u list smanjena je u uvjetima kada je njegova koncentracija u biljci ogranicena.
Navedeni omjeri kod kontrolnog gnojidbenog tretmana NO, u kojem su zabiljezeni simptomi
nedostatka, iznose u prosjeku 1,5 (korijen/izbojak) — 1,6 (list/izbojak). Promatraju li se
razliCiti vegetativni organi masline prethodno je utvrdeno da najviSu koncentraciju N ima list,
a slijede ga izbojak i korijen (Fernandez-Escobar i sur., 2016). Usporede li se pojedinacni
gnojidbeni tretmani s N na razini vegetativhog organa masline (korijen, izbojak, list), u
provedenom je istrazivanju nakon lista prosje¢no viSa koncentracija N zabiljeZzena u korijenu
(Tablica 3). Naime, list je primarni organ u kojem se N nakuplja kako bi se pravilno odvijala
fotosinteza, dok izbojak ima znacajnu funkciju u njegovu prijenosu izmedu organa
skladiStenja/usvajanja i organa aktivne potroSnje (Tegeder i Masclaux-Daubresse, 2018).
Istrazivanja o utjecaju gnojidbe masline B uglavnom su usmjerena na karakteristike prinosa,
dok je utjecaj primjene ovog mikroelementa na razvoj vegetativnih organa masline slabije

poznat (Perica i sur., 2001 a,b; Liakopoulos i sur., 2005; Zouari i sur., 2020). Landi i sur.
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(2019) navode da je granica izmedu nedostatka i toksi¢nosti B u biljkama vrlo uska, a
optimalne vrijednosti B u listu masline iskazane su u vrlo razli¢itim rasponima (Therios,
2009; Hegazi i sur., 2018; Fernandez-Escobar, 2018). lako se kao optimalna vrijednost B u
listu masline navodi granica 20 — 50 mg/kg ST (Therios, 2009) odnosno 20 — 75 mg/kg ST
(Hegazi i sur.,, 2018), pojedini autori navode da optimalna koncentracija ovog
mikroelementa u listu masline iznosi 19 — 150 mg/kg ST (Fernandez-Escobar, 2018). U
Pokusu 2 koncentracija B bila je ispod navedenih granica optimalnih vrijednosti u
kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO (0,05 mg/kg ST B) i gnojidbenim tretmanima B1 — B3
(6,81 — 11,98 mg/kg ST B), dok su simptomi nedostatka B uo€eni u kontrolnom tretmanu
BO (Tablica 4, Slika 6). 1zostanak primjene B u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO doveo
je do razvoja kloroze na listovima te smanjenog porasta i razvoja masline pri posljednjem
(GPM-3) periodu vegetativnih mjerenja (Grafikon 7 — 9). Pojava simptoma nedostatka B u
kontrolnom gnojidbenom tretmanu u skladu je s rezultatima prethodnih istraZivanja u kojima
je, primjenom niskih koncentracija B, uo¢en razvoj kloroze lista (Fernandez-Escobar i sur.,
2016). Prethodno je utvrdeno da pri nedostatku B biljke obustavljaju porast na vrSnom
izbojku ili meristemskom tkivu kao posljedica smanjene elongacije i diobe stanica (Poza-
Viejo i sur., 2018; Matthes i sur., 2020). Moze se smatrati da je navedeni u€inak zapazen i
u kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO. Naime, razvoj meristemskog tkiva mora biti odrzan
kako bi se odvijao optimalan razvoj biljke, a da bi se navedeni proces odvijao potreban je
kontinuirani prijenos B iz tla putem korijenja i vaskularnih tkiva u vegetativhe organe s
aktivnim porastom (Matthes i sur., 2020). U kontrolnom gnojidbenom tretmanu BO viSa
koncentracija B zadrzana je u korijenu u odnosu na list §to je vidljivo u omjeru korijen/list
koji iznosi 140, dok je omjer B u gnojidbenim tretmanima B1 — B6 prosje¢no iznosio 0,4 —
1,6 (podaci nisu prikazani). Koncentracija B u listu gnojidbenih tretmana BO — B3 bila je
ispod preporucenih optimalnih vrijednosti (0,05 — 11,98 mg/kg ST), a u gnojidbenim
tretmanima B4 — B5 (20,13 — 34,45 mg/kg ST) odnosno B6 (95,87 mg/kg ST) bila je u razini
ili blago iznad literaturno opisanih optimalnih vrijednosti (Tablica 4). Rostami i sur. (2017)
navode da je najveci porast sadnica sorte Konservoila utvrden pri koncentraciji 29,34 mg/kg
ST B, dok je kod sorte Amygdalolia utvrden pri koncentracijama 29,62 i 115,13 mg/kg ST B
u razvijenom listu masline. U ovom je istraZivanju primjena viSih molarnih koncentracija B
(gnojidbeni tretmani B3 — B6), u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman BO, pozitivho
utjecala na nakupljanje B u listu masline (20,13 — 95,87 mg/kg ST) i vegetativha svojstva
sorte Istarske bjelice nakon 150 dana (GPM-3) trajanja pokusa (Grafikon 7 — 9). U
prethodnim je istrazivanjima Istarska bjelica opisana kao sorta koja nakuplja vise
koncentracije B u odnosu na pojedine udomacene i introducirane sorte, kao §to su
primjerice Drobnica ili Leccino (Paskovi¢ i sur., 2020; Pongrac i sur., 2023). Moze se

pretpostaviti da prethodno opisano sortno svojstvo i tendencija Istarske bjelice da nakuplja
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B doprinosi njezinoj tolerantnosti na viSu koncentraciju ovog mikroelementa u njezinim
vegetativnim organima (Pongrac i sur., 2023).

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju da primjena B doprinosi njegovom aktivnom usvajanju i
razliCitoj distribuciji izmedu vegetativnih organa masline (Tablica 4), Sto je u skladu s
rezultatima prethodnih istrazivanja (Perica i sur., 2001 b). U gnojidbenim tretmanima BO —
B3 koncentracija B bila je najveca u korijenu (korijen>izbojak>list), dok je u listu
koncentracija B bila najvec¢a u gnojidbenim tretmanima B5 — B6 (list>izbojak>korijen).
Rezultati ovog istraZivanja potvrduju raniju pretpostavku da je B visoko mobilan izmedu
vegetativnih organa masline, ali i da prijenos i realokacija ovog mikroelementa izmedu
razliitih vegetativnih organa ovise o usvojenoj koncentraciji B (Liakopoulos i sur., 2005;
Chatzissavvidis i Therios, 2010).

Svojstva korijena nisu se znacajno razlikovala izmedu kontrolnog gnojidbenog tretmana BO
i ostalih tretmana u kojima je B primijenjen (B1 — B6) Sto ukazuje na mogucu prilagodbu
masline na razli€ite koncentracije B u zoni korijena (Tablica 2). U svojim su istrazivanjima
Mei i sur. (2011) uocili da razliite vrste citrusa modifikacijom morfoloskih svojstava korijena
reguliraju usvajanje B iz tla. U ovom istrazivanju nije uoCena razlika izmedu morfoloskih
svojstava korijena i usvojenih koncentracija B u vegetativnim organima masline. MozZe se
pretpostaviti da maslina, odnosno sorta Istarska bjelica, regulira usvajanje B iz korijena
drugim mehanizmima koje je potrebno dodatno istraZziti.

Odredivanje optimalnih koncentracija N ili B u maslini ovisi 0 mnogobrojnim ¢imbenicima i
potrebno je uzeti u obzir razliCita svojstva masline kako bi se u skladu s proizvodnim
uvjetima odredile potrebe masline za istima (Perica i sur.,, 2001 a,b; Molina-Soria i
Fernandez-Escobar, 2008). Ishrana N ili B ne utje€e samo na vegetativni porast biljke nego
i na biokemijske procese koji se u njoj odvijaju (Fernandez-Escobar i sur., 2006; Landi i
sur., 2019). Stoga, kako bi se utvrdili zahtjevi masline za pojedinim elementima potrebno je
uzeti u obzir ne samo vegetativna svojstva, vec i promjene koje njihovom primjenom nastaju

na razini sekundarnog metabolizma (Luki¢ i sur., 2020; Silva i sur., 2023).

5.1.2. Koncentracija fenolnih spojeva u maslini

Zastupljenost i distribucija pojedinacnih fenolnih spojeva u vegetativnim organima masline
je sortno svojstvo (Ortega-Garcia i Peragon, 2010), a pod utjecajem je i razli¢itih Cimbenika
u koje ubrajamo i gnojidbu s N ili B (Karioti i sur., 2006; Talhaoui i sur., 2015; Dabbaghi i
sur., 2018).

Rezultati prethodnih istrazivanja navode da ishrana visokim koncentracijama N negativho
utjeCe na koncentraciju fenolnih spojeva u maslinovim uljima (Fernandez-Escobar i sur.,
2006; Erel i sur., 2013), dok utjecaj N na koncentraciju fenolnih spojeva u korijenu, izbojku

i listu masline ostaje veéim dijelom neistrazen (Tekaya i sur., 2016; Dabbaghi i sur., 2018).
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Veée nakupljanje pojedinacnih fenolnih spojeva kao $to su hidroksitirozol i tirozol, u izbojku
u odnosu na korijen masline, utvrdeno je u istrazivanjima na sorti Picual (Ortega-Garcia i
Peragon, 2010). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da primjena gnojidbenih tretmana (NO
— N6) nije utjecala na trend nakupljanja hidroksitirozola i tirozola u izbojku u odnosu na
korijen masline (Tablica 5) i u skladu je s rezultatima navedenog istrazivanja. Na
koncentraciju tirozola u korijenu negativno je utjecala primjena N (gnojidbeni tretmani NO >
N4 — N6), dok je utjecaj primjene N na koncentraciju tirozola u listu bio pozitivan (gnojidbeni
tretmani N4 — N6 > NO). Nekoliko grupa autora (Fernandez-Escobar i sur., 2006; Erel i sur.,
2013) zakljucuje da je primjena visih koncentracija N negativno povezana s koncentracijom
fenolnih spojeva u listu masline i maslinovom ulju. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da
primjena razli¢itih molarnih koncentracija N (gnojidbeni tretmani NO — N6) nije podjednako
utjecala na koncentraciju hidroksitirozola i tirozola, a u€inak gnojidbenih tretmana razlikovao
se ovisno o vegetativnom organu masline. Vrlo jaka pozitivna veza utvrdena izmedu
koncentracije N i tirozola u listu (Tablica 6), moze biti posljedica njegove uloge u porastu
masline i metabolizmu N (Silva i sur., 2021).

IstraZivanja na sorti Istarska bjelica ukazuju da list ove sorte sadrzi nize koncentracije
verbaskozida u listu u odnosu na sorte kao &to je Drobnica, a na njegovo nakupljanje osim
sorte moze utjecati koncentracija pojedinaénih makro- i mikroelemenata u listu masline
(Luki¢ i sur., 2020). Rezultati istrazivanja Japén-Lujan i Luque de Castro (2007) navode da
je koncentracija verbaskozida u listu prosje¢no 4 — 9 puta veca u odnosu na njegovu
koncentraciju u izbojku razli¢itih sorata masline. U ovom je istraZivanju koncentracija
verbaskozida bila u prosjeku viSa u listu u odnosu na izbojak primjenom gnojidbenih
tretmana NO — N4, dok je primjenom ostalih gnojidbenih tretmana (N5 — N6) koncentracija
verbaskozida bila u prosjeku visa u izbojku u odnosu na list (Tablica 5). Navedeni rezultati
ukazuju na potencijalan u¢inak N na distribuciju fenolnih spojeva u vegetativnim organima
masline. Nadalje, u ovom je istrazivanju primjena viSe koncentracije N u gnojidbenom
tretmanu N6, u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman NO, negativho utjecala na
koncentraciju verbaskozida u listu masline (Tablica 5 — 6). Martinez-Navarro i sur. (2023)
utvrdili su jaku negativnu vezu izmedu koncentracije hidroksitirozola, fenolnog spoja koji
sudjeluje u biosintezi verbaskozida, te verbaskozida u listu razli€itih sorata masline. U ovom
je istrazivanju povezanost izmedu navedenih fenolnih spojeva i N izostala ili je bila
negativna (Tablica 6). lako je u prethodnim istrazivanjima uoCena veza izmedu
koncentracije verbaskozida i biosinteze njegovih meduprodukata, utjecaj primjene N na
sukcesivne promjene u metabolizmu fenolnih spojeva masline potrebno je dodatno istraZiti.
Negativan ucinak primjene N u uzgoju masline uoCen je za pojedine flavonoide u listu i
plodu masline te maslinovom ulju (Debbaghi i sur., 2018; Silva i sur., 2023), dok je negativan

ucinak N na koncentraciju luteolina-7-O-glukozida opisan u drugim biljnim vrstama (Kovacik
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i Klejdus, 2014). Primjena visih koncentracija N u gnojidbenom tretmanu N6, u odnosu na
kontrolni gnojidbeni tretman NO, negativno je utjecala na koncentraciju luteolina-7-O-
glukozida u svim istrazenim vegetativnim organima masline (Tablica 5). Istrazivanja
razliCitih grupa autora (Luki¢ i sur., 2020; Paskovi¢ i sur., 2020) navode da se sorta Istarska
bjelica izdvaja zbog relativno niZze koncentracije luteolina-7-O-glukozida u odnosu na druge
sorte masline, a rezultati ovog istraZivanja dalje ukazuju da bi prekomjerna gnojidba N
mogla dodatno smanijiti nakupljanje ovog fenolnog spoja i u uzgojnim uvjetima.

U svom su istrazivanju Tekaya i sur. (2016) utvrdili da primjena viSih koncentracija N, u
kombinaciji s drugim elementima, negativno utjeCe na koncentraciju oleuropeina u listu
masline. Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s navodima navedene grupe autora bududi
da se kontrolni gnojidbeni tretman NO izdvojio u odnosu na gnojidbene tretmane N4 — N6
zbog niZe koncentracije oleuropeina u korijenu i izbojku (Tablica 5, Grafikon 10). U listu je
koncentracija oleuropeina bila zna¢ajno vec¢a u gnojidbenom tretmanu N4 u odnosu na
gnojidbene tretmane N5 i N6 te kontrolni gnojidbeni tretman NO. Prema Song i sur. (2020)
primjena optimalne koncentracije N pozitivno utjeCe na aktivhost enzima 8-glukozidaza, dok
nedostatak N negativno utje€e na njegovu aktivnost. Medutim, navedena grupa autora nije
istrazila ucinak primjene viSih koncentracija N na aktivnost enzima 6-glukozidaza. S
obzirom da je biosinteza oleuropeina u listu masline regulirana navedenim enzimom
(Koudounas i sur., 2021), moze se pretpostaviti da je nakupljanje oleuropeina u listu
gnojidbenog tretmana N4, u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman NO, bilo potaknuto
optimalnom koncentracijom N. Stoga, potrebna su dodatna istrazivanja kojima bi se utvrdio
utjecaj primjene nizih/viSih koncentracija N na enzimsku aktivnost i opisala njihova
povezanost s koncentracijom oleuropeina u vegetativnim organima masline.

Erel i sur. (2013) uodili su da primjena viSih koncentracija N negativho utje€e na
koncentraciju ukupnih fenola u maslinovom ulju. Navedena su zapazanja u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja usporede li se gnojidbeni tretmani N4 — N6 u odnosu na
kontrolni gnojidbeni tretman NO za korijen i izbojak masline (Tablica 5). Primjena
gnojidbenih tretmana s N (N1 — N6) u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman NO nije
znacajno utjecala na koncentraciju ukupnih fenola u listu masline. Keski-Saari i Julkunen-
Tiitto (2003) navode da razlika u koncentraciji ukupnih fenola moze biti pokazatel]
indirektnog utjecaja N na biosintezu fenolnih spojeva, ali i posljedica njihova razriedenja
koje nastupa povec¢anim porastom ukupne biomase masline.

Prema navodima Paskovi¢ i sur. (2019) primjena B ne utjeCe na koncentraciju
hidroksitirozola u listu sadnica masline sorte Leccio del Corno, dok je nakupljanje tirozola u
listu navedene sorte povezano s koncentracijom i vremenom proteklim od njegove
primjene. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je primjena gnojidbenih tretmana s B (B1

— B6) negativno utjecala na koncentraciju tirozola u listu, dok je utjecaj na koncentraciju
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hidroksitirozola uocen samo u izbojku Istarske bjelice (Tablica 7). Jasna veza izmedu
primijenjenih gnojidbenih tretmana, utvrdene koncentracije B i navedenih fenolnih spojeva
u ovom je istrazivanju izostala (Tablica 8, Grafikon 11). Prema navodima Alipieva i sur.
(2014) u biosintezi verbaskozida sudijeluju hidroksitirozol i tirozol. Obied i sur. (2008)
predlazu da tirozol sudjeluje u biosintezi oleuropeina, dok esteri hidroksitirozola i
elenolinske kiseline tvore oleuropein. U ovom je istraZivanju uoena povezanost izmedu
hidroksitirozola ili tirozola i verbaskozida (p = 0,006, r = 0,502; p = 0,005, r = 0,513) odnosno
hidroksitirozola ili tirozola i oleuropeina (p = 0,001, r = 0,596; p < 0,001, r = - 0,646) u listu
masline (podaci nisu prikazani). Koncentracija navedenih fenolnih spojeva moze biti
posliedica direktnog utjecaja B, uoCenih fizioloSkih promjena nastalih primjenom
gnojidbenih tretmana, ali i njihove uloge u biosintezi sloZenijih spojeva kao $to su
verbaskozid ili oleuropein.

Maslina pored verbaskozida sadrzi i druge fenolne spojeve s orto-difenolnom strukturom
kojima pripadaju hidroksitirozol i oleuropein (Soufi i sur., 2014). Grupa autora (Silva i sur.,
2023) uocila je da izostanak primjene gnojiva s B ne utjeCe na koncentraciju orto-difenola
u plodu masline i maslinovom ulju. U ovom je istrazivanju utvrdena zamjetno viSa
koncentracija verbaskozida u listu masline kontrolnog gnojidbenog tretmana BO u odnosu
na tretmane B2 — B5 (Tablica 7). Nakupljanje fenolnih spojeva orto-difenolne strukture, u
uvjetima nedostatka ili relativno viSih koncentracija B u listu, nije zabiljezeno u svim
vegetativnim organima masline ili je za pojedine fenolne spojeve u ovom istrazivanju u
potpunosti izostalo. Tekaya i sur. (2016) uocili su da primjena gnojiva koja sadrze B razli¢ito
utjeCe na pojedinacéne fenolne spojeve navedene strukture i nije usko povezana s njegovom
koncentracijom u listu masline. Rezultati ovog istrazivanja dodatno ukazuju da je odnos
izmedu koncentracije B i fenolnih spojeva skupine orto-difenola u vegetativnhim organima
masline varijabilan, a ulogu B u nakupljanju fenolnih spojeva navedene strukture potrebno
je dodatno istraZiti.

Visoka koncentracija oleuropeina u listu Istarske bjelice zna¢ajno je svojstvo ove sorte
(Paskovi¢ i sur., 2020). Neovisno o primijenjenom gnojidbenom tretmanu s B, u ovom je
istrazivanju koncentracija oleuropeina bila najviSa u listu, nakon kojeg su slijedili korijen i
izbojak (Tablica 7). Osim $to list masline sadrZi visoke koncentracije navedenog fenolnog
spoja, omjer verbaskozida i oleuropeina navodi se kao znacajno sortno svojstvo i prosje¢no
se kre¢e u rasponu 0,05 — 0,63 (Tsimidou i Papoti, 2010). U listu kontrolnog gnojidbenog
tretmana BO omjer verbaskozida i oleuropeina je iznosio 0,11, dok je u ostalim gnojidbenim
tretmanima (B1 — B6) iznosio 0,03 — 0,04 (podaci nisu prikazani). Navedeni rezultati ukazuju
da na omjer verbaskozida i oleuropeina, osim karakteristika sorte, moze utjecati i primjena
gnojidbenih tretmana s B (Tablica 7). lako navedeni ucinak B prethodno nije istrazen,

Mechri i sur. (2019) navode da na omjer verbaskozida i oleuropeina utjeéu i pojedini
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abioti¢ki Cimbenici. Promatra li se utjecaj gnojidbenih tretmana s B na koncentraciju
oleuropeina u vegetativnim organima masline, moZze se uoCiti da je njihov u€inak na
koncentraciju oleuropeina u korijenu i izbojku masline izostao (Tablica 7). Paskovi¢ i sur.
(2019) iznose da folijarna gnojidba B, u periodu od 90 dana nakon njegove primijene,
povecava koncentraciju oleuropeina u mladom i starom listu sorte Leccio del Corno. U ovom
je istraZivanju koncentracija oleuropeina u listu bila znaajno manja u kontrolnom
gnojidbenom tretmanu BO u odnosu na pojedine gnojidbene tretmane (B1, B2 i B6) u kojima
je B primijenjen. Nadalje, kontrolni gnojidbeni tretman BO izdvojio se u odnosu na pojedine
tretmane po nizoj koncentraciji oleuropeina u korijenu (Grafikon 11). UoCene razlike u
koncentraciji oleuropeina mogu biti posljedica izrazenije biosinteze verbaskozida ili
oleuropeina uslijed nastalog fizioloSkog stresa (Mechri i sur., 2019), ali i specifi€an odgovor
Istarske bjelice koja nakuplja relativho vece koncentracije B i oleuropeina u listu u odnosu
na pojedine sorte maslina (Luki¢ i sur., 2020; Pongrac i sur., 2023).

Istrazivanja provedena na sadnicama sorte Manaki ukazuju da nedostatak B ne utjeCe na
koncentraciju luteolina-7-O-glukozida u listu masline (Liakopoulos i Karabourniotis, 2005).
U navedenom je istrazivanju utvrdena relativno viSa koncentracija B (8,8 mg/kg ST B) u
odnosu na koncentraciju B (0,05 mg/kg ST B) utvrdenu u listu kontrolnog gnojidbenog
tretmana B0 (Tablica 4). MozZe se pretpostaviti da je dugotrajniji nedostatak B negativno
utjecao na koncentraciju luteolina-7-O-glukozida, dok su relativno nize (6,81 — 6,88 mg/kg
ST B) i relativno viSe (95,87 mg/kg ST) koncentracije B utjecale na njegovo nakupljanje u
listu sorte Istarske bjelice (Tablica 7). Wimmer i sur. (2019) istiCu da primjena viSih
koncentracija B nema uvijek pozitivan utjecaj na nakupljanje fenolnih spojeva, a ucinak B
moze biti vrlo varijabilan i stoga Cesto kontradiktoran. U ovom je istrazivanju ucinak B na
koncentraciju luteolina-7-O-glukozida u korijenu izostao, dok je primjena viSih koncentracija
B negativno utjecala na koncentraciju luteolina-7-O-glukozida u izbojku Istarske bjelice
(Tablica 7 — 8).

Ruiz i sur. (1998) navode da je optimalna koncentracija B u listu povezana s negativnhom
aktivnoS¢u enzima klju€nih u biosintezi fenolnih spojeva. Navedena grupa autora zakljucuje
da optimalna ishranjenost B negativno utjee na koncentraciju fenolnih spojeva, dok
nedostatak i suviSak B povec¢avaju njihovu koncentraciju u listu. Negativan ucinak
optimalnog sadrzaja B, utvrdenog u listu masline gnojidbenih tretmana B3 — B5 (B6), na
koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva je izostao u svim istrazenim vegetativnim organima
masline (Tablica 7). Stoga, iako Ruiz i sur. (1998) zaklju€uju da primjena B ima nelinearan
ucinak na koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva, u ovom je istrazivanju navedeni uc€inak
B izostao. Wimmer i sur. (2019) navode pretpostavku da, osim izravnog utjecaja B na
metabolizam fenolnih spojeva, porast u koncentraciji navedene skupine spojeva moze biti

posljedica fizioloSkih promjena koje su u biljci nastupile uslijed nedostatka ili suviska ovog
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mikroelementa. U ovom su istrazivanju uoceni simptomi nedostatka B u kontrolnom
gnojidbenom tretmanu BO, a koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u navedenom se
gnojidbenom tretmanu nije izdvojila u odnosu na ostale tretmane (Tablica 7). Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju da ishrana masline B moze znacajno, ali vrlo razli¢ito utjecati na
koncentraciju fenolnih spojeva u pojedinim vegetativnim organima masline, a potrebna su
dodatna istrazivanja kojima ¢e se utvrditi utjecaj njegove primjene u uzgojnim uvjetima na

ova i ostala svojstva Istarske bjelice.

5.2. Protugljiviéni u€inak ekstrakata fenola na Verticillium

dahliae

Negativan utjecaj primjene dusi¢nih gnojiva na tolerantnost masline na V. dahliae prethodno
je istrazen (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Pérez-Rodriguez i sur., 2022). Pérez-
Rodriguez i sur. (2022) uo€ili su da je primjena gnojiva koja sadrze isklju¢ivo N, u odnosu
na primjenu NPK gnojiva ili potpuni izostanak primjene gnojiva, znac¢ajno povecala intenzitet
razvoja V. dahliae kod sorte Picual. Navedena grupa autora nije ispitala u€inak primjene
razliCitih koncentracija N na koncentraciju fenolnih spojeva u vegetativhim organima
masline i ulogu fenolnih spojeva u razvoju V. dahliae. Stoga, cilj ovog istrazivanja bio je
utvrditi uCinak gnojidbe N na sastav fenola masline (Pokus 1) i uCinak gnojidbom
modificiranih ekstrakata fenola masline (Pokus 3 a) na klijavost konidija V. dahliae V-263 u
uvjetima in vitro.

Lépez-Moral (2022) navodi da je klijavost konidija V. dahliae znatno vec¢a primjenom
eksudata korijena osjetljive sorte Picual u odnosu na primjenu eksudata korijena tolerantne
sorte Frantoio u uvjetima in vitro. U ovom je istrazivanju primjena ekstrakata fenola korijena
EF-N1 (FPM-1 — FPM-3) imala zna€ajno veci negativno inhibitoran odnosno stimulativni
ucinak na klijavost konidija V. dahliae V-263 u odnosu na kontrolni tretman EF-NO (Grafikon
12). Znacajno veci stimulativni u€inak na pocetnu klijavost konidija V. dahliae V-263 (FPM-
1), u odnosu na kontrolni tretman EF-NO, uoen je primjenom ekstrakata fenola korijena
EF-N5. Ovi su rezultati u skladu s prethodnim istrazivanjima u kojima je utvrdeno da
primjena viSih koncentracija N modificira sastav eksudata korijena i time potice klijavost
konidija V. dahliae (Lopez-Moral i sur., 2022 b). Stoga, prethodno opisan intenzivniji razvoj
V. dahliae u uzgojnim uvjetima masline gdje je primijenjena viSa koncentracija duSi¢nih
gnojiva (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011), moze biti posljedica negativnog utjecaja
N na sastav fenolnih spojeva koji imaju znac¢ajnu ulogu u obrambenim mehanizmima
masline. Ipak, prethodna istrazivanja ukazuju da veca dostupnost N utjeCe i na intenzivniji
porast biljnog tkiva uslijed €ega su biosinteza lignina i stani¢ne stijenke smanjeni, a

osjetljivost na razliite patogene je izrazenija (Sun i sur., 2020). Potrebna su dodatna
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istrazivanja kojima bi se utvrdila povezanost izmedu sastava fenolnih spojeva
osjetljivih/tolerantnih sorata masline, utjecaja primjene du$i¢nih gnojiva na njihov sastav te
kolonizacije korijena masline vrstom V. dahliae.

U svom su istrazivanju Lopez-Moral i sur. (2022 a) primjenom biostimulatora modificirali
sastav ekstrakta izbojka masline sorte Picual i time povecali njegov inhibitorni u€inak na
klijavost konidija V. dahliae u uvjetima in vitro. U ovom su istrazivanju ekstrakti fenola
izbojka (EF-NO — EF-N6) imali stimulativni u¢inak na klijavost konidija V. dahliae V-263, a
stimulativni u€inak kontrolnog tretmana EF-NO bio je znac¢ajno veéi u odnosu na ekstrakte
fenola EF-N1, EF-N3 i EF-N4 (FPM-2 — FPM-3) (Grafikon 13). Nadalje, pojedini su ekstrakti
fenola izbojka (EF-N1 i EF-N4) imali veci pocetni stimulativni u€inak (FPM-1) u odnosu na
isti u posljednjem (FPM-3) periodu mjerenja. Konidiji su strukture neophodne u vaskularnom
Sirenju V. dahliae u maslini (Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011; Lopez-Moral i sur.,
2022 a), a rezultati ovog i prethodnih istraZivanja ukazuju da sastav izbojka masline moze
utjecati, kako negativno tako i pozitivho, na njihov razvoj. Prema navodima Godene i sur.
(2022) Istarska bjelica je vrlo osjetljiva na nedefolijacijske izolate V. dahliae i mozZe se
pretpostaviti da bi neuravnoteZena primjena N u uzgojnim uvjetima masline mogla dodatno
povecati njezinu osjetljivost na ovog patogena. Naime, u ovom istrazivanju primjena N nije
utjecala na koncentraciju verbaskozida u izbojku masline, ali je utjecala na koncentraciju
oleuropeina u izbojku gnojidbenog tretmana NO koja je bila najve¢a (Tablica 5). Markakis i
sur. (2010) uodili su viSe koncentracije oleuropeina zastupljene u sortama masline
osjetljivima na V. dahliae u odnosu na tolerantne sorte. Moze se pretpostaviti da bi potpuni
izostanak primjene N mogao negativno utjecati na razvoj masline u uzgojnim uvjetima i
izmijeniti sastav fenolnih spojeva u korist V. dahliae. Sudeci po rezultatima ovog istrazivanja
provedenom in vitro, tako izmijenjen sastav fenolnih spojeva masline mogao bi stimulirati
klijavost konidija u njezinom vaskularnom tkivu ¢ime bi u€estalost sekundarnih infekcija i
Sirenje V. dahliae u vegetativhim organima masline pri neuravnotezenoj gnojidbi N bili
izraZeniji. Navedeno je potrebno provjeriti u buduéim istraZivanjima in vivo.

Varo i sur. (2017) uodili su da ekstrakt lista tolerantne sorte Frantoio ima veci inhibitorni
ucinak na razvoj micelija V. dahliae u odnosu na ekstrakt lista osjetljive sorte Leccino, a
utjecaj ekstrakata lista masline na klijavost konidija V. dahliae ostaje neistrazen. Primjena
ekstrakata fenola lista masline (EF-NO — EF-N6) imala je stimulativni u€inak (FPM-1 — FPM-
3) na klijavost konidija V. dahliae V-263 (Grafikon 14). Analizom fenolnih spojeva u listu
masline, nakon primjene gnojidbenih tretmana s N (Pokus 1), uoena je visa koncentracija
gotovo svih fenolnih spojeva u odnosu na ostale vegetativne organe masline (Tablica 5).
Cardoni i sur. (2023) navode da tolerantna sorta Frantoio sadrzi viSe koncentracije
oleuropeina i niZze koncentracije verbaskozida u odnosu na osjetljivu sortu Picual, dok

Markakis i sur. (2010) navode da je viSa koncentracija verbaskozida u odnosu na oleuropein
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utvrdena u tolerantnoj sorti Koroneiki u odnosu na osjetljivu sortu Amfissis. U ovom je
istrazivanju list masline sadrzavao relativno veée koncentracije svih fenolnih spojeva
(Tablica 5), ali je omjer verbaskozida i oleuropeina (0,02 — 0,04) u tom vegetativhom organu
bio najmaniji (rezultati nisu prikazani). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je unatol
prosjecno vecoj koncentraciji fenolnih spojeva u listu masline nizak omjer pojedinacnih
fenolnih spojeva, kao §to su verbaskozid i oleuropein, stimulirao klijavost konidija V. dahliae
V-263. Nadalje, prethodno je ustanovljeno da otpalo liS¢e masline mozZe sadrZavati
propagule V. dahliae i time doprinijeti njegovu Sirenju unutar i izmedu razli¢itih nasada
masline (Tjamos i Despina, 1987; Lépez-Escudero i Mercado-Blanco, 2011). Uocen
negativan uc€inak N na fenolni sastav lista Istarske bjelice, kao i stimulativni ucinak
gnojidbom modificiranih ekstrakata fenola lista na konidije V. dahliae V-263, potrebno je
dodatno istraziti kako bi se utvrdilo utjeCe li primjena dusSi¢nih gnojiva na vijabilnost konidija,
a time i Sirenje vrste V. dahliae listom masline u proizvodnim uvjetima.

Rezultati ovog istrazivanja in vitro ukazuju da bi umjerena primjena dusi¢nih gnojiva, u
odnosu na izostanak njihove primjene ili primjenu visokih koncentracija N, mogla doprinijeti
manjoj osjetljivosti masline na nedefolijacijske izolate V. dahliae. Stoga, potrebno je
dodatno istraziti, pokusima in vivo, utjeCe li umjerena opskrbljenost masline N na sastav
fenolnih spojeva koji doprinose njezinoj manjoj osjetljivosti i veéoj stopi oporavka od V.
dahliae.

Pozitivan utjecaj primjene B na tolerantnost razli€itih biljnih vrsta prethodno je istrazen za
pojedine vrste roda Verticillium (Graham i Webb, 1991; Singh, 2015), dok utjecaj gnojidbe
B na razvoj V. dahliae u maslini ostaje neistrazen (L6pez-Escudero i Mercado-Blanco,
2011; Montes-Osuna i Mercado-Blanco, 2020; Zhang i sur., 2021). Paskovi¢ i sur. (2019)
zaklju€uju da primjena B znacajno utjeCe na sastav fenolnih spojeva masline, a izmjena
sastava navedene skupine spojeva mogla bi utjecati na razvoj V. dahliae u maslini. Kako bi
se utvrdio utjecaj gnojidbom izmijenjenog sastava fenolnih spojeva na V. dahliae, istrazen
je u€inak modificiranih ekstrakata fenola vegetativnih organa masline (Pokus 2) na klijavost
konidija V. dahliae V-263 u uvjetima in vitro (Pokus 3 b).

Literaturno je opisano da nedostatak B u biljkama utjeCe na sastav eksudata korijena koji
potom stimulira infekciju korijena bilike razli€itim vrstama patogenih gljiva (Singh, 2015).
Graham i Webb (1991) navode da primjena viSih koncentracija B smanjuje intenzitet razvoja
vrste Verticillium albo-atrum Reinke & Berth u korijenu rajCice. U ovom je istrazivanju
primjena ekstrakata fenola korijena (EF-B3 — EF-B5) imala inhibitorni u€inak (FPM-2, FPM-
3) na klijavost konidija V. dahliae V-263 (Grafikon 15). Singh (2015) uo€eni u€inak primjene
B na V. albo-atrum dovodi u usku vezu s njegovom ulogom u metabolizmu biljaka.
Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u korijenu masline (Pokus 2) znacajno se

razlikovala izmedu gnojidbenih tretmana s B (Tablica 7). U ovom je istrazivanju uocena
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relativno visa koncentracija verbaskozida u korijenu u odnosu na druge vegetativne organe
masline, a na njegovu je koncentraciju primjena gnojidbenih tretmana s B znacajno utjecala
(Tablica 7). Povezanost izmedu koncentracije verbaskozida i osjetljivosti/tolerantnosti
masline na V. dahliae razlikuje se izmedu istrazenih sorata masline (Markakis i sur., 2010;
Cardoni i sur., 2023). lako u ovom istrazivanju nije uoena jasna veza izmedu koncentracije
verbaskozida utvrdene u korijenu masline te klijavosti konidija V. dahliae V-263, moze se
pretpostaviti da su koncentracija i omjer pojedinacnih fenolnih spojeva u ekstraktima fenola
korijena masline doprinijeli uoCenom inhibitornom ucinku. Nadalje, za pretpostaviti je da
uloga fenolnih spojeva kao signalnin molekula i kemoatraktanata ne doprinosi samo
prepoznavanju bilike domacéina (Osherov i May, 2001), vec i intenzitetu razvoja V. dahliae
u vegetativnim organima iste buduci da je klijavost konidija postupno smanjena primjenom
pojedinih ekstrakata fenola korijena u kasnijim periodima mjerenja (FPM-1 — FPM-3).
Rezultati ovog istraZivanja ukazuju da primjena gnojidbenih tretmana s B mozZe modificirati
sastav fenolnih spojeva u korijenu Istarske bjelice koji razli¢ito inhibiraju razvoj konidija
izolata V. dahliae V-263. Potrebna su dodatna istrazivanja u proizvodnim uvjetima kojima
bi se utvrdilo moze li primjena gnojiva koja sadrze B smanijiti razvoj nedefolijacijskih izolata
V. dahliae u osjetljivim sortama kao $to je Istarska bjelica.

Prema navodima Berlanger i Powelson (2005) konidiji su klju€ni u kolonizaciji vaskularnog
bilinog tkiva gdje, uz porast micelija, doprinose akropetalnom Sirenju vrste V. dahliae.
Ranijim je istrazivanjima utvrdeno da su konidiji u takvom okruzenju izloZeni razlicitoj
koncentraciji i sastavu fenolnih spojeva (Baidez i sur., 2007). U ovom je istrazivanju
primjena ekstrakata fenola izbojka masline (EF-B2) inhibitorno utjecala (FPM-2 — FPM-3)
na klijavost konidija V. dahliae V-263, dok je primjena ekstrakata fenola kontrolnog tretmana
(EF-B0) imala najveci stimulativni u€inak (Grafikon 16). U izbojku masline gnojidbenog
tretmana BO (Pokus 2), u odnosu na gnojidbeni tretman B2, utvrdene su znacajno nize
koncentracije hidroksitirozola, verbaskozida i luteolina-7-O-glukozida (Tablica 7). Baidez i
sur. (2007) navode da V. dahliae svojom hidrolitiCkom aktivno$¢u moze razgraditi pojedine
fenolne spojeve i tako savladati obrambene mehanizme masline. U navedenom je
istrazivanju utvrden znacajan protugljivicni u€inak luteolina-7-O-glukozida na razvoj micelija
vrste V. dahliae. Ipak, jasna poveznica izmedu koncentracije fenolnih spojeva odredenih u
izbojku masline (Tablica 7) i protugljivicnog ucinka ekstrakata fenola izbojka masline na
klijavost konidija V. dahliae (Pokus 3 b; Grafikon 16) u ovom istraZivanju nije uocena.
Istrazivanja o utjecaju ekstrakata fenola lista, modificiranih primjenom B, na klijavost
konidija V. dahliae nisu bila dostupna u pregledanoj literaturi. Primjena ekstrakata fenola
lista (EF-BO — EF-B6), u odnosu na ekstrakte fenola korijena i izbojka masline, nije dovela
do inhibitornog u€inka na klijavost konidija V. dahliae V-263 u ovom istrazivanju (Grafikon

17). Stimulativni ucinak ekstrakta fenola lista kontrolnog tretmana EF-BO bio je veéi u
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odnosu na primjenu ekstrakata fenola EF-B2 i EF-B6 (FPM-3). U listu masline gnojidbenih
tretmana B2 i B6 (Pokus 2), u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman BO, utvrdena je manja
koncentracija tirozola te visa koncentracija luteolina-7-O-glukozida i oleuropeina (Tablica
7). UoCeni stimulativni ucinak ekstrakata fenola moze biti povezan s relativno nizom
koncentracijom verbaskozida u listu u odnosu na korijen masline (Tablica 7), ali i vecoj
zastupljenosti onih fenolnih spojeva ¢iji je protugljivicni u€inak na V. dahliae relativno nizi
(Béidez i sur., 2007). Prethodno je utvrdeno da eksudati liS¢a pojedinih biljnih vrsta mogu
stimulirati/inhibirati klijavost spora vrste Cochliobolus sativus (S. Ito & Kurib.) Drechsler ex
Dastu u tlu (Bailey i Lazarovits, 2003). Stoga, potrebno je dodatno istraziti dovode li otpali
listovi masline, koji su znaCajan dio ostataka rezidbe i Ciji je sastav fenola modificiran
primjenom B, do stimulativnog ili inhibitornog u€inka na klijavost konidija V. dahliae u tlu.
Na porast micelija V. dahliae mogu utjecati fizioloSke karakteristike, ali i distribucija
sekundarnih metabolita, kao Sto su fenolni spojevi, u vegetativhim organima masline
(Markakis i sur., 2010; Gharbi i sur., 2017; Cardoni i sur., 2023). U ovom je istrazivanju
ispitan ucinak ekstrakata fenola (korijen, izbojak, list) na porast i obiljeZja micelija gljive V.
dahliae V-263 (Pokus 4). Protugljivicni uc€inak pojedinacnih fenolnih spojeva na porast
micelija V. dahliae ranije je opisan za jednostavne fenole, fenolne kiseline, flavonoide i
sekoiridoide (Baidez i sur., 2007; El Hadrami i sur., 2011; Drais i sur., 2021). UnatoC tome,
istrazivanja o protugljivicnom ucinku ekstrakata fenola masline, modificiranih primjenom B,
na micelij vrste V. dahliae nisu bila dostupna u pregledanoj literaturi.

U ovom je istrazivanju (Pokus 4) primjena ekstrakata fenola korijena (EF-BO — EF-B6) imala
inhibitorni u€inak na porast micelija V. dahliae V-263 (Tablica 9). Inhibitorni ucinak
ekstrakata fenola korijena kontrolnog tretmana EF-BO, na porast micelija V. dahliae V-263,
bio je znaCajno manji u odnosu na ekstrakte fenola korijena EF-B2, EF-B3 i EF-B5 (FPM-
4). Moze se pretpostaviti da je niza koncentracija verbaskozida (Tablica 7), utvrdena u
korijenu masline pojedinih gnojidbenih tretmana (B2, B3 i B5), imala zna&ajan utjecaj na
porast micelija V. dahliae V-263. Markakis i sur. (2010) uo€ili su pozitivhu vezu izmedu
koncentracije DNA V. dahliae i verbaskozida u korijenu osjetljivih sorata masline, iako nije
jasno ukoliko je koncentracija navedenog spoja u navedenom istraZivanju bila povezana s
intenzivnijom biosintezom verbaskozida kao zna€ajnog fenolnog spoja u obrambenim
mehanizmima masline ili je bila posljedica nastalog biotickog stresa. Osim inhibitornog
uCinka ekstrakata fenola korijena na porast micelija uoCen je i njihov utjecaj na morfoloska
obiljezja micelija (FPM-4) V. dahliae V-263 (Slika 9). U odnosu na kontrolni tretman EF-BO,
micelij V. dahliae V-263 bio je prorijeden i pruinozan primjenom ekstrakata fenola korijena
EF-B2, EF-B3 i EF-B5 (Slika 9). Baidez i sur. (2007) uocili su da fenolni spojevi utje€u na
morfoloska obiljezja micelija V. dahliae i zakljuCuju da navedene promijene mogu biti

posljedica njihova toksicnog u€inka na ovu vrstu. Navedeni rezultati potencijalan su

88



Kristina Grozi¢_Doktorski rad

pokazatelj razli¢itih mehanizama djelovanja fenolnih spojeva na V. dahliae koje je potrebno
dodatno istraziti i utvrditi njihov znacaj u interakciji nedefolijacijskih izolata vrste V. dahliae
S maslinom.

Primjena ekstrakata fenola izbojka imala je razli€it protugljivi¢ni u€inak na porast micelija V.
dahliae V-263 (Tablica 9). Primjena kontrolnog tretmana EF-B0 imala je stimulativan ucinak,
a ekstrakt fenola izbojka EF-B2 imao je znacajno vedi inhibitorni u€inak na porast micelija
V. dahliae V-263 u odnosu na navedeni kontrolni tretman (FPM-4). Analizom izbojka
masline utvrdena je znac€ajno vida koncentracija hidroksitirozola, verbaskozida i luteolina-
7-0-glukozida u gnojidbenom tretmanu B2 u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman BO
(Tablica 7). Baidez i sur. (2007) uocili su da masline, u kojima je V. dahliae zastupljen, imaju
izrazenije aktivno nakupljanje fenolnih spojeva u izbojku, u odnosu na one masline u kojima
V. dahliae nije utvrden. Istrazeni ekstrakti fenola izbojka masline imali su neznatan
inhibitoran ucinak na porast micelija V. dahliae V-263, a moze se pretpostaviti da bi vida
koncentracija konstitutivnih fenolnih spojeva, uz njihovo aktivno nakupljanje u izbojku
masline, mogli imati drukgiji protugljivicni u€inak na V. dahliae u proizvodnim uvjetima.
Pored navedenoga, primjena ekstrakta fenola izbojka EF-B5 stimulirala je formiranje
mikrosklerocija V. dahliae V-263 u hranjivoj podlozi (Slika 10), Sto ukazuje na mogucu
prilagodbu V. dahliae na nepovoljne uvjete formiranjem mikrosklerocija (Montes-Osuna i
Mercado-Blanco, 2020), a u uvjetima in vivo predstavljali bi nepovoljan ishod za maslinu
kao biljku domacina.

Varo i sur. (2017) uodili su da primjena ekstrakata lista tolerantne sorte Frantoio i osjetljive
sorte Leccino inhibitorno utje€e na porast micelija V. dahliae, dok je njihov utjecaj na
vijabilnost mikrosklerocija V. dahliae u uvjetima in vitro izostao. U navedenom istraZivanju
nije utvrdena znacajna razlika u inhibitornom ucinku ekstrakata lista navedenih sorata na
porast micelija nedefolijacijskog izolata V. dahliae. U ovom istraZivanju takoder nisu
utvrdene znacéajne razlike izmedu protugljivitnog ucinka (FPM-4) ekstrakta fenola lista
kontrolnog tretmana EF-BO i ostalih ispitanih ekstrakata fenola lista masline na porast
micelija V. dahliae V-263 (Tablica 9). Nadalje, ekstrakti fenola lista EF-B1 i EF-B6 imali su
stimulativni u€inak na porast micelija V. dahliae V-263. Povezanost izmedu protugljiviénog
ucinka primijenjenih ekstrakata fenola lista (Pokus 4) i utvrdene koncentracije fenola u listu
masline (Pokus 2) u ovom istrazivanju nije jasna. Ipak, rezultati ovog istrazivanja ukazuju
da izmjena sastava ekstrakata fenola lista masline, primjenom gnojidbenih tretmana s B,
moze doprinijeti njihovom protugljivicnom ucinku. Promatra li se uCinak ekstrakata lista na
morfoloska obiljezja V. dahliae V-263, u ovom je istrazivanju uoeno da je primjena
ekstrakata fenola lista (EF-BO — EF-B6) stimulirala razvoj mikrosklerocija u odnosu na
negativnu kontrolu (DMSO) (Slika 11). Prema navodima Baidez i sur. (2007) fenolni spojevi

utjeCu na zadebljanje stani¢ne stijenke hife te predlazu da ovim mehanizmom V. dahliae
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nastoji smanijiti toksi¢an ucinak fenolnih spojeva na njegov razvoj i prezivljavanje. lako
mikrosklerociji nisu opisani u navedenom istraZivanju, rezultati ovog istraZivanja ukazuju da
specifican sastav fenolnih spojeva lista masline moze potaknuti njihovo formiranje. Razlike
uoCene izmedu ucCinka ekstrakata fenola lista na klijavost konidija i formiranje
mikrosklerocija, gdje je s jedne strane utvrdena stimulacija te klijavosti i formiranja
mikrosklerocija, a s druge strane gdje je porast micelija bio inhibiran, ukazuju da bi fenolni
spojevi masline mogli imati jednako razliite mehanizme djelovanja na pojedine strukture
V. dahliae u uvjetima in vivo.

Rezultati ovog in vitro istraZivanja ukazuju da bi primjena B prije sadnje i/ili u uzgojnim
uvjetima masline mogla doprinijeti njezinoj vecoj tolerantnosti na V. dahliae uslijed
izmijenjenog sastava fenolnih spojeva u njezinim vegetativhim organima. U uzgojnim
uvjetima gdje je utvrdena prisutnost propagula V. dahliae, ishrana sadnica masline viSim
koncentracijama B prije sadnje mogla bi izmijeniti sastav fenolnih spojeva korijena i povecati
tolerantnost masline na nedefolijacijske izolate V. dahliae. Naime, izmijenjen sastav
konstitutivnih fenolnih spojeva u korijenu masline mogao bi smanijiti uspjesSnost kolonizacije
navedenog vegetativhog organa i daljnje akropetalno Sirenje V. dahliae u maslini. U
uvjetima kada je infekcija viSegodis$njih stabala masline V. dahliae ve¢ utvrdena, primjena
umjerenih koncentracija B mogla bi smanijiti sekundarno klijanje konidija i razvoj micelija u
drvenastim organima masline. Prethodnim je istrazivanjima uoCen oporavak masline od V.
dahliae (Jiménez-Diaz i sur., 2012), a izmjena sastava fenolnih spojeva masline primjenom
B mogla bi doprinijeti istome. S obzirom da su istrazivanja na maslini provedena u
kontroliranim uvjetima (Pokus 1 i 2), te da su istrazivanja na V. dahliae provedena u uvjetima
in vitro (Pokus 3 a,b; Pokus 4), buducim ¢e istraZivanjima in vivo biti potrebno utvrditi vezu
izmedu ishranom izmijenjenog sastava fenolnih spojeva i osjetljivosti/tolerantnosti masline

na V. dahliae u uzgojnim uvjetima.

90



ZAKLJUCCI

6. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenoga istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1 A. Koncentracija oleuropeina u vegetativnim organima masline, ispitana u vezi s
primijenjenim gnojidbenim tretmanima (BO — B6), nije u skladu s postavljenom hipotezom
buducéi da primjena najnize i najvise molarne koncentracije B nije povecala koncentraciju
oleuropeina u korijenu, izbojku i listu masline u odnosu na ostale gnojidbene tretmane.

1 B. Protugljiviéni u¢inak na klijanje konidija i porast micelija V. dahliae V-263, ispitan u
vezi s primjenom ekstrakata fenola masline proizaslih iz gnojidbenih tretmana (BO — B6),
nije u skladu s postavljenom hipotezom. Primjena ekstrakata fenola korijena (EF-B3 — EF-
B5) i izbojka (EF-B2) pokazala je protugljivicni ucinak jer je dovela do inhibicije klijanja
konidija V. dahliae V-263, a takav protugljiviéni u€inak, na porast micelija, utvrden je i kod
primjene gotovo svih ekstrakata fenola vegetativnih organa masline.

1 C. Rast i razvoj korijena te izbojka masline, ispitani u vezi s primijenjenim gnojidbenim
tretmanima (BO — B6), nisu u skladu s postavljenom hipotezom buduéi da je primjena visih
molarnih koncentracija B (B4 — B6) pozitivho utjecala na istrazena vegetativha svojstva
korijena i izbojka masline u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman BO.

1 D. Koncentracija B u korijenu i listu masline, ispitana u vezi s primijenjenim gnojidbenim
tretmanima (BO — B6), pratila je porast molarne koncentracije B u hranivoj otopini.
Koncentracija B u izbojku masline nije pratila porast molarne koncentracije hranive otopine,
stoga se postavljena hipoteza djelomi¢no prihvaca.

2 A. Koncentracija oleuropeina u korijenu i izbojku masline, ispitana u vezi s primijenjenim
gnojidbenim tretmanima (NO — NG6), potvrduje postavljenu hipotezu buduc¢i da je
koncentracija oleuropeina bila znaajno manja u gnojidbenim tretmanima u kojima je
primijenjena visa molarna koncentracija N (gnojidbeni tretmani N4 — N6) u odnosu na
kontrolni gnojidbeni tretman NO. Koncentracija oleuropeina u listu masline je primjenom
viSih molarnih koncentracija N (gnojidbeni tretmani N4 — N6), u odnosu na kontrolni
gnojidbeni tretman NO, bila razli¢ita i stoga nije u potpunosti u skladu s postavljenom
hipotezom.

2 B. Protugljiviéni u€inak na klijanje konidija V. dahliae V-263, ispitan u vezi s primjenom
ekstrakata fenola masline proizaslih iz istrazenih gnojidbenih tretmana (NO — N6), nije u
skladu s postavljenom hipotezom. Primjena svih istrazenih ekstrakata fenola vegetativnih
organa masline (EF-NO — EF-N6) stimulirala je klijavost konidija V. dahliae V-263, ¢ime je
stoga izostao protugljivicni ucinak.

2 C. Koncentracija N u vegetativnim organima masline, ispitana u vezi s primijenjenim

gnojidbenim tretmanima (NO — NG6), pratila je porast viSih molarnih koncentracija N
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(gnojidbeni tretmani N4 — N6) u hranivoj otopini u odnosu na kontrolni gnojidbeni tretman
NO i u skladu je s postavljenom hipotezom.

2 D. Utvrdeni rast i razvoj korijena i izbojka masline, ispitani u vezi s primijenjenim
gnojidbenim tretmanima (NO — N6), u skladu su s postavljenim hipotezama bududéi da je
primjena visSih molarnih koncentracija N (gnojidbeni tretmani N4 — N6) pozitivno utjecala na
istraZena vegetativna svojstva korijena i izbojka masline.

3. Rezultati ovog multidisciplinarnog istrazivanja potvrduju pretpostavku da ishrana B
ili N ima znacajan utjecaj na koncentraciju fenolnih spojeva u vegetativhim organima
masline, ali i da ishranom maodificirani sastav fenolnih spojeva masline moze znacajno

utjecati na razvoj V. dahliae.
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