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1. UvOD

Endofitne gljive su sveprisutne i javljaju se u gotovo svim biljkama, imaju vaznu ulogu
u prirodnom okolisu te se s toga Cesto koriste kao zastita u ekoloskoj poljoprivrednoj

proizvodnji.

Bary (1966.) je uveo pojam ,,endofit“ koji se odnosi na sve organizme koji se javljaju
unutar tkiva biljke Sto je s druge strane razli¢ito od epifita koji zive na biljnim
povrsinama. S druge strane Caroll (1986.) definirao je endofite kao ,,organizme* koje
koloniziraju zra¢ne dijelove Zivih biljnih tkiva i ne uzrokuju nikakve simptome bolesti.
Petrini (1991.) predlozio je prosSirenje Carollove definicije kako bi se obuhvatili svi
organizmi koji nastanjuju biljne organe koji se mogu u odredenom vremenu kolonizirati
unutar biljnog tkiva bez uzrokovanja velikih Steta za domacina. S toga se pojam endofita
definirao na mnogo nacina, medutim definicija Petrini (1991.) najcesc¢e se koristi kada
je rije¢ o studijima endofita (Xiang i Liang-Dong, 2012.). Nadalje, Fusarium solani
ukljucuje poljoprivredno vazne biljne patogene, endofite i saprofite koji mogu pomoci
biljci u njenom daljnjem razvijanju. Procjenjuje se da Fusarium solani sadrzi najmanje
60 filogenetski razli¢itih vrsta (Colleman, 2015.). Snyder i Hansen (1941.) definirali su
da je F. solani jedina vrsta endofitnih gljiva koja je priznata od strane FSSC-a (Food

Safety System Certification).

Endofitne gljive apliciraju se na biljke kako bi poboljsale rast i otpornost biljke na
bolesti. Endofiti poboljSavaju fiksaciju dusika, solubilizaciju fosfata i biljka pomoc¢u njih
stvara toleranciju na abiotske i biotske stresove. Organizme koji se nalaze u biljci,

odnosno njihova zajednica naziva se mikrobiom (Jeleni¢, Ili¢, 2019).

Takoder, postoje i endofitne bakterije koje se od gljiva razlikuju po fiziologiji i nacinu
razmnoZzavanja. Isto tako, gljive imaju jezgru i dvoslojnu membranu dok s druge strane
bakterije nemaju. Heterotrofne organizme dijelimo na: saprofite, nekrofite, simbionte i
parazite. Oni se razlikuju u na¢inu prehrane, nekrofiti se hrane nutrijentima koje uzimaju
od biljke i takoder parazitiraju zdrave stanice biljke dok se saprofiti hrane na mrtvoj

biljci.



Fusarium vrste napadaju velik broj biljaka i izazivaju razli¢ite tipove bolesti kao $to su:
trulez stabljike, masovno uvenuce. Mogu izazvati uvelost stabljike i zuéenje listova kod

rajcice

Rod Fusarium obuhvaca $iroku heterogenu skupinu gljiva koje su prisutne svuda, a
dijelimo ih na endofite, saprofite i patogene. Fusarium sadrzi velik broj patogena koji su
agronomski vazni jer izazivaju $tetne biljne bolesti. Osim toga F. solani moze biti i
endofit koji pozitivno utjeée na zdravstveno stanje, rast i razvoj biljke. Postoji veliki broj
vrsta roda Fusarium i veéina njih proizvode sekundarne metabolite koji su neophodni za
rast gljiva (Izakovi¢, 2019). Cilj ovog istrazivanja je utjecaj endofitne gljive Fusarium

solani na porast psenice.

Slika 1. Makrokonidije Fusarium sp. gljive slikane elektronskim mikroskopom
Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Scanning-electron-microscopy-
Subcylindrical-monophialides-with-prominent-collaretes_fig2_ 11160198



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Rod Fusarium

Rod gljiva Fusarium obuhvaca $iroku i heterogenu skupinu gljiva koje su prisutne svuda
i dijele se na endofite (ljudi), saprofite (biljke) i patogene (Zivotinje). Ime Fusarium
potjeCe od latinskog naziva fustus $to u prijevodu znaéi vreteno, pripada razredu
Hypohomycetes i redu Hyphales (Posti¢ i sur., 2012). Opcenito rod Fusarium pripada
patogenima, a isto tako neke vrste mogu proizvoditi sekundarne metabolite Kkoji
ukljucuju mikotoksine. Mikotoksini nisu neophodni za rast gljivica a oni su podskupina

vecée skupine spojeva koji se nazivaju sekundarni metaboliti (Izzati i sur, 2011.).

Fusarium kao gljiva sadrZi puno patogena koji su agronomski vazni, takoder patogen je
velikom broju biljaka kao §to su: kukuruz, je¢am, zob, Secerna trska, $paroge itd. Rod
Fusarium rasporeden je u regijama koje su odgovorne za re-proizvodnju, virtualnost
patogena i primarni metabolizam. S obzirom da je fitopatogen, rod Fusarium obuhvaca
Sirok raspon strategija infekcije, velika vecina se moze klasificirati kao hemibiotrofi jer
na pocetku infekcija sli¢i infekciji biotrofnih patogena koji se hrane na Zivom tkivu ali
kasnije prelazi konzumiranje 1 ubijanje stanica domacina 1 postaje nekrofit. Isto tako rod
Fusarium ima nekoliko nacina prezivljavanja, izmedu ostalog je i njihov brz kapacitet
za promjenu, morfolo§ku i fiziolosku. Mogu biti patogeni i nepatogeni oblici.
Fitopatogene vrste izazivaju veliki broj bolesti, neke od njih su; venuce provodnih tkiva,
trulez korijena, zuc¢enje listova i lisna nekroza. Cesto se ovi uzro¢nici bolesti tesko
odreduju jer u vecini slucajeva postoje drugi cimbenici koji utjecu na biljku 1 koji su

istodobno zarazeni slabim patogenima ili saprofitima (Ma i sur., 2013.).

Isto tako rod Fusarium rasprostranjena je vrsta filamentoznih pljesni, one se nalaze u
mikrobnim zajednicama u tlu. Neke od podvrsta Fusarium opasne su za zdravlje ljudi
jer proizvode mikotoksine koji dospijevaju u prehrambeni lanac ¢ovjeka i1 zivotinja. Radi
pravovremene kontrole plijesni vazno je odrediti kojoj vrsti pripadaju. Postupak

razlikovanja podvrsta plijesni vrlo je zahtjevan i dugotrajan.



Postoje razne vrste roda Fusarium koje izazivaju razlicite vrste bolesti kod biljaka.
Fusarium thapsinum (Slika 2.) — trulez stabljike kod biljaka

Fusarium graminearum (Slika 3.) — trulez korijena i plamenjaca sadnica

Fusarium oxysporum (Slika 4.) — masovno uvenuce, nekroza, kloroza nadzemnih

dijelova biljaka

Slika 2. Fusarium thapsinum

Izvor: https://www.jstor.org/stable/3761002



Slika 3. Fusarium graminearum

Izvor: https://www.researchgate.net

Slika 4. Fusarium oxysporum

Izvor: https://www.musarama.org/photo-343-Fusarium_mycelium



2.2. Fusarium solani

Fusarium solani (Slika 5.) pripada saprofitnim gljivama te ¢ini skupinu od nekoliko
stotina vrsta. Posjeduje vazne biljne patogene, saprofite i endofite koji su sposobni
metabolizirati razliite patogene. Pretpostavlja se da je rod F. solani nastao prije 91,5
milijuna godina. Moze kolonizirati mrtvo i zivo tkivo biljke. Kroz nodije na stabljici
gljiva ulazi u biljku ili uz liniju povrsine tla, gdje moze iskoristiti priliku i napasti biljku
na dijelovima gdje je oSte¢ena. Moze se naci duboko ispod povrsine tla, rod je osjetljiv
na fungicide koje se nalaze u tlu. Fusarium solani je vrsta kod koje korijen i krunica
domacina istrune Sto na kraju rezultira nedovoljnim 1 neucinkovitim korijenovim
sustavom. Domacini koje naj¢esce napada F. solani su grasak, krumpir, dinje, bundeve
(Leslie i Summerel, 2008.).

F. solani je ekonomski vrlo znacajan patogen za veliki broj biljnih vrsta. Primarno

staniSte mu je tlo, a najceS¢e uzrokuje truleZ sjemena i truleZ korijena biljke. S obzirom

(Medved, 2015).

S druge strane F. solani je ¢esti problem u staklenickom uzgoju i to najée$ce na rajcici.
Simptomi koji se javljaju na rajcici su zucenje listova, od prizemnog dijela do vrha
stabljike. Takoder posvijetljuje i nervatura lista, infekcija se dogada iz zemlje preko
korijena biljke. Na biljnim ostatcima parazit se odrzava i $iri gdje moze odrzati vitalnost

i do dvije godine (Radman, 1978).

Bijeli micelij stvara se na PDA podlozi koji s vremenom postaje zut, bogat je
aminokiselinom kao i nizom raznih masnih kiselina, za rast mu je potreban kalij, F.
solani proizvodi nespolne mikrokonidije i makrokonidije. Mikrokonidije su
jednostanicne i ovalnog oblika, mogu imati 1, 2 ili 3 septe. One nastaju na jednostavnim
nerazgranatim konidioforima u laznim glavicama, pojedina¢no ili u nizovima.
Mikrokonidije F. solani su ovalnog oblika, imaju manje stijenke i dosta su Sire u odnosu
na makrokonidije. Na mikrokonidijima formiraju se monofijalide, mogu biti
jednostanicne, ovalne i izduZene, njih ne mogu formirati svi izolati. Jednostani¢ne

mikrokonidije veli¢ine su 7,3-1236 x 3,4-4,5 pum.



Makrokonidije su srpasto povijene, sa bazalnom i izduzenom vr$nom stanicom koja ima
oblik stopice. Imaju od 3 do 7 septi i uvijek su viSestani¢ne, nastaju na razgranatim
konidioforima u sporodohijama. Veli¢ina makrokonidija sa 5 septi je 48,0-0,62 x 4,5-6,2
pum. Hlamidiospore formiraju se u velikom broju, njihova veli¢ina krece se od 9,3-12,2
pum, imaju nadzemne hife koje kasnije stvaraju konidiofore. Nakon toga dolazi do

grananja gdje nastaju monofilaide iz kojih nastaju konide (Leslie i Summerel, 2008.).

Slika 5. Mikroskopski prikaz F. solani
Izvor: https://repozitorij.fazos.hr/islandora/object/pfos%3A1023/datastream/PDF/view



Fusarium solani ima genom veli¢ine od 40 Mb i od 5-13 kromosoma. Micelij F. solani
(Slika 6.) bogat je nizom masnih kiselina kao §to su: oleinska, linolenska, takoder bogat
je aminokiselinom alanin. Optimalan pH pod kojim moZe izgraditi celulozu je 6,5, a za

rast zahtjeva kalij.

F

Slika 6. Micelij F. solani
Izvor: Nikolina Pilinger



2.3. Endofitni organizmi

Endofitni organizmi se sve ¢e$¢e primjenjuju u ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji.
Bakterije i gljive se apliciraju na zrna biljaka kako bi poboljsale rast biljke i otpornost biljke
na bolesti. Za razliku od genetskog inZenjerstva koje pretpostavlja skup metoda kojima se
mijenja genetski ustroj jedinke, primjenom endofitnih gljiva ne mijenja se genetska slika ve¢
se radi o simbiozi odnosno zajednici od kojeg oba organizma imaju koristi. Tako da osim
Sto mogu djelovati kao patogeni, takoder mikroorganizmi kao $to su bakterije i gljive mogu
pozitivno utjecati na rast i razvoj biljke. Takve organizme koji se nalaze u biljci, ali ne

izazivaju biljne bolesti nazivamo endofiti.

Endofiti kao takvi poticu rast i razvoj biljke kroz poboljsanje fiksacije dusika te poticanje
tolerancije na abiotske i biotske stresove. Bioloska kontrola biljnih patogena privukla je
pozornost upravo zbog toga Sto se njihovom primjenom moze smanjiti primjena kemijskih
pesticida u poljoprivredi. Danas ne postoji biljna vrsta koja u sebi ne sadrzi neku vrstu
endofita, isto tako smatra se da su endofiti izvor novih prirodnih proizvoda u medicini,

poljoprivredi i industriji (Jeleni¢, Ili¢, 2019).

Osim $to koloniziraju biljku endofiti se nalaze unutar njenog tkiva uzimaju joj razne
nutrijente ali zauzvrat joj omogucavaju sposobnost za obranu tako §to proizvode metabolite.
Povecavanje tolerancije biljke pocinje tako Sto biljke koje su zarazene endofitima
povecavaju otpornost na fitopatogene i insekte koje se hrane na njoj. Takoder endofiti imaju
sposobnost zastititi biljku od nematoda, gljivi¢nih, bakterijskih patogena i sisavaca. Kako bi
doslo do fizi€kog susreta gljive 1 biljke potreban je fizicki kontakt obje vrste a kako bi se

susret dogodio potrebne su razne kemijske 1 fizicke barijere (I1zakovi¢, 2017).

Prirodni proizvodi prilagodeni su odredenoj funkciji u prirodi, potraga za takvim
sekundarnim metabolitima trebala bi se usredotoCiti na organizme koji nastanjuju nove
biotope. Endofitne gljive nastanjuju takav biotop. Tijekom posljednjih 12 godina Schulz i
sur. (2002.) su iz zeljastih biljaka i drveca izolirali 6500 endofitnih gljiva, pregledavali su

njihovu biolosku aktivnost i utvrdili da postoje strukture bioloski aktivnih spojeva.



Pronadene su korelacije izmedu bioloske aktivnosti i biotopa, Sto znaci da je veéi udio
gljiviénih endofita za razliku od izolata u tlu inhibirao barem jedan od ispitivanih organizama
na antialgalne i herbicidne aktivnosti. Gljivi¢ni endofiti posjeduju egzoenzime potrebne za
kolonizaciju domacina i dobro rastu u apoplasti¢noj tekuéini za pranje domacina (Schulz i

sur, 2002.).

Pojam endofitne gljive primjenjuje se za gljive koje imaju sposobnost kolonizirati zivo i
zdravo biljno tkivo biljke bez da izazovu negativan u¢inak. Zbog toga nastaje cijeli proces
simbiotskih interakcija koje se deSavaju izmedu gljiva i biljaka, mutualizam, komenzalizam
1 parazitizam. Endofiti trava svojem domacinu pruzaju zastitu od raznih patogena i biljojeda,
one koloniziraju gotovo cijelu stabljiku biljke tijekom zime 1 prenose u sjeme domacina.
Pretpostavlja se da u biljkama postoji rezervar gljiva koje jo$ nisu otkrivene zbog toga

postoji sve vedi interes za njihovo istrazivanje (Stone i sur., 2004).

Matic i sur., 2020, utvrdili su da brojnost i raznolikost gljiva u rodu Fusarium ¢ine ovaj rod
neiscrpnim za daljnja istraZivanja. Imaju veliki ekonomski znacaj samim time S$to se Cetiri

vrste roda Fusarium nalaze u deset najvaznijih biljnih parazita.

Stone i sur., 2004, utvrdili su da unutar gljive postoji razdoblje u kojem kolonizacija i rast
na odredeni vremenski period prestaju te se nakon toga dogadaju sazrijevajuce i fizicke

promjene unutar domacina.

Redecker i sur., 2000, utvrdili su da su mikoorganizmi koji su pronadeni sa fosilnim
biljkama, tkivom stabljike i li§¢a dokaz da je odnos endofita i biljke postojao jos od vremena

kada su se biljke pojavile na zemlji.

Isto tako, Ili¢ i sur., 2012. determinirali su Fusarium vrste koje su prethodno izolirane sa
korova koji rastu na poljoprivrednim tlima. Na 30 odabranih Fusarium izolata ispitana je
patogenost na pSenicu, ¢ime je utvrdeno da jedan dio izolata pozitivno utjeCe na rast pSenice.

Isti izolati koriste se za daljnja istrazivanja.

10



2.4. Endofitne gljive

Danas je u svijetu opisano oko 100 000 vrsta gljiva, a pretpostavlja se da ih ima preko 1 000
000. Nalazimo ih svuda oko nas, u vodi, zemlji, zraku, ovjeku, Zivotinjama 1 biljkama.
Najpoznatiji su uzro¢nici bolesti, a dijelimo ih na saprofite, nekrofite, simbionte i parazite.
Gljive su nastale reprodukcijom spora, imaju tijelo isprepleteno hifama (Slika 7.) koje su
ujedno i rasplodne stanice gljive. Gljiva kao organizam koristi veliki broj metabolita koji su
razli¢iti, neki od njih su otrovni za biljke, a neki imaju ljekovita svojstva, s druge strane kod

roda Fusarium oni pomazu i pridonose patogenezi biljke.

Slika 7. Hife
Izvor: https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-
guest/5e7d944d-1bcf-4564-8ac8-1b0c0c6elf32/biologija-2/m04/j01/index.html

RazmnoZavanje kod gljiva moze biti spolno ili nespolno, ipak u vecini slucajeva
razmnozavanje je nespolno. RazmnoZzavanje gljivama omogucavaju spore, one se sastoje od
nekoliko stanica, proizvode nove hife od Cega na kraju nastaje micelij. Micelij je najvazniji
dio gljive koji se takoder koristio se za potrebe ovog istraZivanja, sastoji se od bijelo/Zutih
razgranatih hifa koje kasnije sluze gljivi za upijanje vode, korisnih hranjivih i mineralnih

tvari iz okolne zemlje.

11



Gljive se od bakterija razlikuju u tome $to imaju vise kompleksnih bioloskih procesa, jasno
definiranu jezgru, dvoslojnu stanicnu stijenku, fiziologiju 1 nacin razmnoZzavanja

(Pusztahelyi i sur., 2015).

Za gljive koje se klasificiraju kao endofiti neki znanstvenici smatraju da su oni sekundarni
patogeni. Njihova pojava stvara problem u granici razdvajanja endofita, fakultativnih
patogena i latentnih patogena. Razlike u njithovu ponasanju nema zbog Cega je teska njihova

determinacija.

Danas postoji DNK crti¢ni kod za endofitne gljive koji se uspjesno koristi za identificiranje
gljiva. Crti¢ni kod za DNK otkrivanje donosi veliku prednost zbog koli¢ine dostupnih
podataka koje sadrzi ali takoder i nedostatak kao $to Su intar i inter udaljnosti izmedu gljiva
Sto znaci da moze pogresno identificirati organizam. Bez obzira na nedostatak DNK crti¢ni

kod pokazuje potencijal za buduca istrazivanja u ekologiji (Xiang i Liang-Dong, 2012.).

U kopnenim ekosustavima gljive imaju veliku ulogu, posebno u Sumskom ekosustavu. One
razgraduju mrtvu organsku tvar i s time omogucavaju zivot ostalom biljnom i Zivotinjskom
svijetu. Gljive sudjeluju u razgradnji biljnih ostataka (celuloza, lignin) dok bakterije
razgraduju zivotinjske ostatke. Kako bi se razgradio lignin potrebne su gljive zbog toga je
njihova uloga nezamjenjiva. Nadalje, za zdravlje drveca koje se nalazi u Sumi mikoriza ima
vaznu ulogu, zbog toga Su gljive vazne jer one tvore mikorizu zajedno sa biljkama. Mikoriza
uz rast i grananje korijena orhideje osigurava rast cvjetova i plodova, smanjuje se upotreba

gnojiva i presadivanje (Slika 8.).

Slika 8. Mikoriza na orhideji

Izvor: https://repozitorij.fazos.hr/islandora/object/pfos%3A753/datastream/PDF/view
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2.5. Endofitne bakterije

Bakterije pozitivno utjeCu na rast i razvoj biljke one su prisutne u cijeloj stabljici i samim
time pospjeSuju njen rast. Na rast mogu utjecati izravno ili neizravno. Bakterije koje
pronalazimo unutar biljke domacina nazivamo endofitne bakterije. Postoje razliite vrste
endofitnih bakterije a neke od njih su Agrobacterium i Rhizobium. One mogu u¢i u biljku
kroz oste¢enja koja se nalaze na korijenu 1 kolonizirati apoplast i intracelularne prostore
unutar biljke. Ne uzrokuju Stetu biljci jer povecavaju biljni rast $to znaci da se biljci s tim
povecavaju hranjive tvari. S druge strane pove¢anjem hranjivih tvari 0dnosno koristenjem
bakterija smanjuje se potreba za kemijskim gnojivima a posebno dusi¢nim s obzirom da se

ona koriste u prevelikim kolicinama (Krznari¢,2018).

Bakterije mogu pomo¢i biljci u toleriranju stresnih uvjeta i takoder mogu proizvesti
alelopatske ucinke na druge biljne vrste. Zbog toga je bitna kolonizacija rizosfere jer putem
kolonizacije mogu se ostvariti alelopatski ucinci. Kolonizacija se dogada na nacin da se
skupine svojstava koje posjeduju pokretljivost vezu, razgraduju biljne polimere i izbjegavaju
obranu biljke (Afzal i sur., 2019.).

Endofitne bakterije mogu potaknuti biljni rast koji nazivamo PGPR. Poti¢u rast biljke tako
Sto cirkuliraju mineralne 1 hranjive tvari kao Sto su kemijski spojevi dusik 1 fosfor. Takoder
korisno djelovanje bakterija na rast biljke je osmotska prilagodba, pojac¢ani unos minerala 1

modifikacija morfologije korijena (Krznari¢, 2018.).

Endofitne bakterije borave unutar biljnog tkiva koje je okruzeno dusi¢cnom fiksacijom. One
svojim prisustvom smanjuje konkurenciju koja se dogada sa drugim mikrobima u rizosferi.
Biljnu unutrasnjost koloniziraju endofiti §to ukljucuje gljivice, bakterije, arhee i protiste.
Neki od njih nose gene koji su potrebni za biolosku fiksaciju dusika, amonij i nitrat korisni

oblik dusika koji se nalazi u domacinu (Kandel i sur., 2017).

Prema nacinu prehrane razlikujemo heterotrofne organizme 1 autotrofne prokariote.
Autotrofne bakterije prehranjuju sebe i sve ostale heterotrofne organizme s kojim su u
hranidbenom lancu. Takoder autotrofne organizme dijelimo prema izvoru energije koja im

je potrebna za stvaranje organskih spojeva na fotoautotrofne i kemoautotrofne.
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Heterotrofne bakterije dijelmo u tri skupine, a to su: saprofitske, simbiotske i patogene
bakterije. Saprofitske imaju vaznu ulogu u kruzenju tvari u prirodi, djeluju u aerobnim i
anaerobnim uvjetima. Simbiotske Zive u simbiozi s drugim organizmima dok patogene
bakterije iz Zivih stanica uzimaju organske spojeve u kojem se paratiziraju te mu na taj nacin

Stete 1 uzrokuju bolesti.

nukleoid

kapsula

plazmid

stani¢na stijenka citoplazma

stani¢éna membrana
ribosomi

Slika 9. Grada bakterijske stanice
Izvor: https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-
guest/ca918e23-477d-4135-9460-dd364d819e98/biologija-2/m02/j02/index.html

2.6.Sekundarni metaboliti

Sekundarni metaboliti nastaju tijekom razvojnog ciklusa gljiva i oni su neophodni za rast i
razvoj. Rod Fusarium metabolizira toksi¢ne metabolite (mikotoksine), koji mogu izazvati
kroni¢na toksi¢na i akutna djelovanja na Zivotinje i ljude. Takoder Fusarium je jedan od
najcescih kontaminata Zitarica u agroekoloskim uvjetima. Predzetveno nastaje mikotoksin u
inficiranoj biljci koja je ostala na polju, moze se prenijeti na zrno tijekom sljedece sjetve a

moZe nastati i u proizvodima koji se skladiste (Kanizai Sari¢ i sur., 2011.).

Mikotoksini uzrokuju bolesti koje nazivamo mikotoksikoze, simptomi bolesti ovise o duzini
1 koncetraciji izlaganja mikotoksinu, spolu, starosti, vrsti 1 zdravstvenom stanju Zivotinje.
Postoje mikotoksikoze koje su razli¢ito pigmentirane, neke od njih reguliraju rast i razvoj

biljke, drugi su otrovni za biljke ili Zivotinje, dok tre¢i s druge strane imaju farmaceutska
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svojstva. Neki od njih ukljué¢uju metabolite roda Fusarium koji doprinose patogenezi biljaka
(Izzati i sur., 2011.).

Sekundarni metaboliti nastaju u procesu proizvodnje biljke koji ukljucuje cijeli procesu od
sjemena, Klice, cvatnje, oplodnje i na kraju ploda biljke. Osim sekundarnih metabolita koji
pomazu razvoju biljke veliku ulogu imaju i agrotehnicke mjere (odabir kultivara, sadnog
materijala, plodored, pravilna gnojidba, maléiranje itd.). Tek nakon svih uvjeta biljci se u
potpunosti stvaraju potrebni uvjeti za rast i razvoj. U svakoj proizvodnji pa tako i

poljoprivrednoj primjena dobre prakse pridonosi kvalitetnoj proizvodnji (Cvjetkovic, 2014).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Priprema PDA podloge

Petrijeve zdjelice se steriliziraju tako §to se 4 zdjelice umotaju u papir te stavljaju na
sterilizaciju u autoklav na temperaturu 121 °C/20 minuta. Nakon toga se priprema podloga
KDA (krumpir dekstrozni agrar — PDA (potato dextrose agar) za uzgoj gljiva. Gotova
podloga koja se vaze u koli¢ini koju je preporucio proizvodac. Krumpir dekstrozni agar se
stavlja u staklene tikvice i dopunjava do 1000 ml destiliranom vodom. Tikvice se stavljaju
na sterilizaciju u autoklav na temperaturu 121 °C/20 minuta. Nakon toga sa¢ekamo da se
autoklav ohladi i vadimo tikvice iz autoklava. Autoklavirana KDA podloga se hladi do 40°C
kada se dodaje antibiotik Streptomycin koji sprjecava razvoj bakterija u podlozi. Nakon $to

se KDA podloga u potpunosti ohladi i stvrdne moze se koristiti za daljnji rad.

Fusarium solani je gljiva koja je izolirana sa korova i uzgojena na hranjivim podlogama u
laboratoriju, prethodno je koriStena u istrazivanju utjecaja endofitne gljive na kultivirane
biljke (Ili¢ i sur., 2017.). Komadi¢ micelija gljivice sterilnom se iglom stavi na PDA podlogu
gdje se uzgaja u komori 7 dana. Temperatura u komori je 22°C, vlaga 81%, a rezim svjetlosti

12 sati dan i 12 sati no€.
Nakon 7 dana provedenih u komori gljiva je skinuta s podloge pomocu sterilnog skalpela

(Slika 10.) te nakon toga pomijesana sa destiliranom vodom u mikseru (Slika 11.) kako bi

se dobila gljiva kojom ¢e se natopiti zrno.
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Slika 10. Skidanje F. solani sterilnim skalpelom

Izvor: Nikolina Pilinger

Slika 11. Usitnjavanje gljive ru¢nim mikserom

Izvor: Nikolina Pilinger
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Slika 12. Suspenzija gljive

Izvor: Nikolina Pilinger

Netretirana zrna pSenice su povrsinski sterilizirana s etilnim alkoholom kako bi se smanjila
moguénost pojave sekundarnih mikroorganizama. U Petrijeve zdjelice je postavljen

navlazen filter papir te je u svaku postavljeno 10 zrna pSenice (Slika 13.).

Slika 13. Zrna pSenice natopljena gljivom Fusarium solani

Izvor: Nikolina Pilinger
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Pokus se radio kroz 3 ponavljanja s tim da je bilo i ponavljanje kontrole koja je bila tretirana
samo destiliranom vodom. Nakon §to su zrna natopljena u Petrijevim posudicama ista su
stavljena u komore na 24 sata na temperaturu od 22°C. Nakon toga zrna pSenice su sijana u
pijesak koji je steriliziran u suSioni 6 sati na temperaturi 100°C (Slika 14.) te potopljen
vodom (Slika 15.) kako bi zrno imalo dovoljnu koli¢inu vlaznosti. U svaku od ukupno 4

posuda je posijano po 10 zrna psenice (Slika 16.).

|
|
1
1

Slika 14. Sterilizirani pjesak

Izvor: Nikolina Pilinger

Slika 15. Zalijevanje pijeska

Izvor: Nikolina Pilinger
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Nakon $to je pSenica posijana (Slika 16.), stajala je u komori za uzgoj biljaka (Slika 17.) 15
dana gdje je redovno zalijevana. Nakon 15 dana biljke su obradene, tako $to je izbrojan broj
biljaka koje su nikle, njihova duljina od mjesta gdje po€inje korijen i broj listova (Slika 18.),
tezina svih izniknulih biljaka zajedno bez korijena. Poslije mjerenja pokus je ponovljeno jos

jednom te su nakon toga vrijednosti statisticki obradene.

Slika 16. Sijanje pSenice

Izvor: Nikolina Pilinger
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Slika 17. Komora za uzgoj biljaka
Izvor: Nikolina Pilinger

Slika 18. Mjerenje pSenice

Izvor: Nikolina Pilinger
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4. REZULTATI

Nakon zavrsetka pokusa mjerila se je duzina manjeg i veceg lista te masa stabljike bez

korijena odnosno svjeze tvari. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Utjecaj gljive Fusarium solani na porast pSenice, mjerenje veceg lista (cm)

1. Ponavljanje 2.Ponavljanje 3.Ponavljanije Kontrola
12,0 13,1 11,0 33
10,0 11,7 12,8 4,4
10,2 13,0 13,5 9,5
12,9 13,2 10,1 7,9
12,8 10,3 13,5 4.8
13,3 12,9 12,0 10,3
13,1 11,0 13,3 9,1
10,8 15,5 7,3 8,2
0,0 13,0 10,3 7,3
0,0 11,3 0,0 8,9

Ukupno 95,1 125,0 103,8 73,7
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Grafikon 1. Utjecaj gljive Fusarium solani na porast veceg lista pSenice
Utjecaj endofitne gljive Fusarium solani pozitivno je utjecao na porast veéeg lista pSenice

Sto je prikazano u Tablici 1. i Grafikonu 1. Kontrola pomijeSana samo destiliranom vodom

nije dala zadovoljavajuce rezultate.
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Tablica 2. Utjecaj gljive Fusarium solani na porast pSenice, mjerenje manjeg lista (cm)

1. Ponavljanje 2.Ponavljanje 3.Ponavljanje Kontrola
3,7 1,5 1,9 0,0
51 5,0 4,4 0,0
4,8 5,7 34 0,0
3,7 58 2,0 0,0
7,6 4,4 54 0,0
4,9 2,3 55 0,0
5,0 2,2 2,8 0,0
4,1 2,4 0,0 0,0
0,0 7,3 4,7 0,0
0,0 55 0,0 0,0
Ukupno 38,9 42,1 30,1 0,0

o B N W »~ U O N

W 1. Ponavljanje

Grafikon 2. Utjecaj gljive Fusarium solani na porast manjeg lista pSenice

Duzina manjeg lista

(cm)

M 2. Ponavljanje

M 3. Ponavljanje Kontrola

ikl ]

Takoder u Tablici 2. i Grafikonu 2. moZe se primjetiti pozitivan utjecaj gljive F. solani na

porast manjeg lista pSenice u usporedbi sa kontrolom.
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Tablica 3. Masa svjeZe tvari pSenice (g)

1.Ponavljanje

2.Ponavljanje

3.Ponavljanje

Kontrola

0,78

0,79

0,67

0,35

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

1

Masa svjeze tvari (g)

2

3

Grafikon 3. Utjecaj gljive Fusarium solani na svjezu tvar pSenice

Grafikon 3. prikazuje nam pozitivan utjecaj gljive F. solani na svjezu tvar pSenice u

usporedbi sa kontrolom. Izmedu 1,2 i 3 ponavljanja nema velike razlike i nema velikih

odstupanja, dok su sva tri ponavljanja u usporedbi sa kontrolom dala puno bolje rezultate.

25



5. RASPRAVA

Nakon mjerenja utvrden je pozitivan utjecaj gljive F. solani na porast i masu pSenice u
odnosu na kontrolu. U tablicama i grafikonima rezultati su pokazali bolje rezultate za zrna
koja su tretirana gljivom F. solani u odnosu na kontrolu koja je pomijesana destiliranom
vodom. Utjecaj gljive na svjezu tvar pSenice takoder je dao pozitivan rezultat Sto se moze
vidjeti u Grafikonu 3. Iz ovog istrazivanja mozemo zakljuéiti da je gljiva pozitivno utjecala
na porast i na masu svjeze tvari pSenice. Osim $to pozitivno utje¢e na porast i masu ona
takoder potjece toleranciju na abiotske i biotske stresove, poboljSava fiksaciju dusika,

proizvodnju fitohormona (Jeleni¢, Ili¢, 2019).

Jeleni¢ i sur. (2018.), proveli su istrazivanje o utjecaju endofitnih gljiva na vinovoj lozi sorte
Lavalle i Kardinal te su utvrdili da biljke tretirane endofitnim gljivama imaju znacajno veci
porast i bujnije listove od onih koje nisu tretirane. Biljke koje su bolje razvijene imaju veci
potencijal rodnosti i bolju otpornost na bolesti stoga mogu dati veci i zdraviji urod. Isto tako
I1i¢ i sur., (2017), proveli su istrazivanje gdje je izdvojeno pet Fusarium izolata, cilj tog
istrazivanja bio je odrediti utjecaj izolata na parametrima rasta tre$nje. Njihovi rezultati
pokazali su da je veéina parametara znatno veca nakon §to je tretirana endofitom. Gljiva
Fusarium solani pokazala je utjecaj na rast i razvoj tresnje. Takoder Sii¢ i sur. (2017.)
ispitali su sposobnost tri izolata Fusarium equiseti i isto tako utvrdili da moze poboljsati rast

graska i da ima sposobnost mijenjanja interakcije graska i patogena korijena.

Chand i sur. (2020.) su utvrdili da je endofitizam jedan od S$iroko istrazenih fenomena
povezanih s orhidejama 1 gljivicama. Endofitne gljive pomaZu biljkama nadopunjujuci
prikupljanje hranjivih sastojaka i sintezu regulatora rasta biljaka. Vanda cristata je epifitska
orhideja koja ima veliku raznolikost endofitnih gljiva. U njihovom istrazivanju endofitne
gljive izolirane su iz korijena, stabljika i lis¢a V. cristata i identificirane morfoloskim i
molekularnim istrazivanjem. Nadalje, izolirane endofitne gljive bile su podvrgnute sintezi
auksina, otapanju fosfata, sintezi amonijaka i testu rasta elicitora kako bi se kvalitativno i
kvantitativno razumjelo njihovo djelovanje na poticanje rasta. Ukupno je izolirano 12
razli¢itih endofitnih gljiva iz korijena, stabljika i lis¢a V. cristata od kojih je vec¢ina vrsta
pripadala Ascomycota. Utvrdeno je da su neidentificirane gljive Il najucinkovitije za sintezu
auksina i otapanje fosfata, dok su Agaricus bisporous i Mycolepto discus najucinkovitiji za

sintezu amonijaka. Testirali su aktivnost poticanja rasta biljaka s dvanaest izoliranih
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endofitnih gljiva na Cymbidium aloifolium (starim 12 tjedana). Sve endofitne gljive pokazale
su aktivnost poticanja rasta. Rast biljaka Cymbidium aloifolium utvrden je ve¢im na MS
mediju. Gljivi¢ni elicitor CVS4, medutim, pokazao je najvecu aktivnost poticanja rasta

biljaka C. aloifolium.
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6. ZAKLJUCAK

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je bio ispitivanje utjecaja endofitne gljive Fusarium
solani na porast psenice. Biljke pSenice su inokulirane s endofitom i njihov porast je izmjeren
nakon 15 dana tako $to je izmjerena duljina listova pSenice te masa Svjeze tvari biljke bez
korijena. Kontrolne biljke su tretirane s destiliranom vodom. Na temelju provedenog
istrazivanja utjecaja endofitne gljive Fusarium solani na porast i masu pS$enice moZzemo
zakljuciti da je utvrden pozitivan utjecaj te da su biljke pSenice inokulirane s F. solani, izolat
broj 149, imale dulje listove i veéu masu u poredenju sa kontrolom, iako razlike nisu bile
statisti¢ki znacajne. F. solani je gljiva koja ima veliki potencijal u poljoprivrednoj industriji

Sto se dokazalo velikim brojem istrazivanja.
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8. SAZETAK

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj endofitne gljive Fusarium solani na porast psenice. U
istrazivanju zrna pSenice tretirana su suspenzijom gljive F. solani dok su zrna koja su
koriStena za kontrolu tretirana destiliranom vodom. Tijekom mjerenja izniklih biljaka za
svaku od ponavljanja i kontrole, kontrolirao se broj izniklih biljaka, mjerila se duzina veceg
1 manjeg lista te masa svjeze tvari pSenice bez korijena. Nakon istrazivanja rezultati su

pokazali pozitivan utjecaj gljive na porast pSenice iako rezultati nisu statisticki znacajni.

Kljuéne rije¢i: Fusarium solani, endofitna gljiva, pSenica
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9. SUMMARY

The aim of this study was to determine the influence of the endophytic fungus Fusarium
solani on wheat growth. In the study, the wheat grains were treated with a suspension of F.
solani fungus while grains used for control were treated with distilled water. During the
measurement of sprouted plants for each of the replicates and controls, the number of
sprouted plants was controlled, the length of the larger and smaller leaves, as well as the
mass of fresh substance of rootless wheat were measured. After research, the results showed
a positive effect of the fungus on the growth of the wheat, although the results are not

statistically significant.

Key words: Fusarium solani, endophytic fungus, wheat
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