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1. UVOD

U svijetu u kojemu je teSko proizvesti dovoljno hrane za sve ne smije se dozvoliti da hrana
propada. Propadanje hrane ve¢ danas uzrokuje velike gubitke za svjetsko gospodarstvo.
Procjenjuje se kako je kontaminacija gljivama uzrok bacanja 5 do 10% sve hrane (Munoz,
2010.). Kako u svijetu, problem zaraze gljivama prisutan je i u poljoprivredi Republike

Hrvatske.

Gljive mogu unistiti usjeve na polju, uskladiStene usjeve ili smanjiti njihovu kvalitetu
(Munoz, 2010.). Uz navedeno, neke vrste mogu proizvoditi mikotoksine koji su Stetni za
ljudsko zdravlje i zdravlje zivotinja (Munoz, 2010.). Najopasnije gljive za navedene $tete su
iz rodova Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria i Claviceps (Munoz, 2010.). Ovaj
rad bavit ¢e se suzbijanjem rasta roda Fusaruim koje mogu proizvesti preko stotinu
sekundarnih metabolita, to jest mikotoksina koji mogu uzrokovati akutna i kroni¢na
oboljenja ljudi i Zivotinja (Kanizai - Sari¢, 2010.). Kontaminacija gljivama moguéa je na
usjevima ili pak na skladistenoj hrani, iz tog razloga od nuzne je vaznosti sprijeciti nastanak
zaraza kako bi se sanirali gubici u ekonomiji, ali i ljudski te Zivotnjski Zivoti (Kanizai - Sari¢,

2010.).

Kroz godine rada i istrazivanja znanstvenika dolazi se do zakljucka da je u borbi protiv
gljiviénih zaraza najvaZznije zaustaviti mogucéu zarazu hrane mikotoksinima na nacin da se
sprijeci rast gljiva koje to mogu uciniti. Kao najbolji borac pokazali su se izolati mlijec¢no
kiselih bakterija. Ovaj rad za svoj cilj ima u laboratorijskim uvjetima dokazati u¢inkovitost
dvaju izolata mlije¢no kiselih bakterija Lactobacillus casei i Lactobacillus brevis u inhibiciji

micelijskog rasta Fusarium graminearum i Fusarium verticillioides.

1.2. Mikrobiologija i mikroorganizmi

Mikrobiologija dio je biologije koji se bavi raznim disciplinama proucavaju¢i medusobno
medudjelovanje na relaciji ¢ovjek - mikroorganizam te, naravno, mikroorganizam — okolis
(Thalaro K. i Thalaro A., 1996.). Medudjelovanja na navedenim relacijama su mnogobrojna,
a izdvajaju se genetika, metabolizam, razne bolesti, razvoj lijekova, infekcije, imunologija,
industrija, poljoprivreda, ekologija, pa sve do genetskog inZenjeringa, ali i mnogih drugih

odnosa (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.).



Najve¢i doprinos u razvoju mikrobiologije 1 proucavanja mikroorganizama imao je
mikroskop i njegovo otkrice (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.). Ovim revolucionarnim
otkri¢em otkrivene su potpuno nove moguénosti za istrazivanja u ovom podruéju (Thalaro
K. i Thalaro A., 1996.). Rad u mikrobiologiji obiljeZili su najbolji znanstvenici svijeta poput
Louisa Pasteura, Josepha Listera ili pak Roberta Kocha (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.).
Nagli razvoj mikrobiologije krenuo je pocetkom 20. stolje¢a zbog strahovitog napretka u
razvoju genetike i1 biokemije (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.). Veliki napredak
mikrobiologije obiljezilo je otkrice DNK-a (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.).

Najpoznatiji predstavnici mikroorganizama su virusi, bakterije, gljive, protozoe i alge, a
rasprostranjenost im je iznimno Siroka (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.). Mikroorganizmi se
naseljavaju u svakom dijelu bio sfere. Pronadeni su na podru¢jima poput $pilja, naftnih
busotina, vruéih vulkanskih izvora, na dnu oceana, ali i u pustinjama (Thalaro K. i Thalaro
A., 1996.). Mikroorganizmi mogu podnijeti velike temperaturne razlike, a zbog toga ih
razvrstavamo na termofile, mezofile i psihrofile (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.). Razvoj
informacijskih, ra¢unalnih i biotehnoloskih znanosti uvelike doprinosi razvoju i Sirenju
istrazivanja. Samim time, primjena mikroorganizama u raznim ljudskim djelatnostima sve
je Sira (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.). Mikroorganizme danas primjenjujemo u razli¢itim
granama poput medicine, biokemije, genetskog inzenjerstva, ekologije, poljoprivrede i
ostalim raznim granama industrije sve zbog modernih tehnologija i njihova razvoja (Thalaro
K. i Thalaro A., 1996.).

Mikroorganizme klasificiramo kako bismo lakSe uocili njihove razlike i slicnosti, a to ¢inimo
prema morfoloskim, fizioloskim, metabolickim i ekoloskim karakteristikama (Prescott i sur.,
1996.). Opceprihvacena klasifikacija mikroorganizama je ona koju su predloZili Woese 1
Fox, a ona obuhvaca sve Ziva bi¢a u tri domene: Bacteria, Archaea i Eucarya, dok je svaka

domena opisana drugac¢ijom vrstom stani¢ne stijenke (Thalaro K. i Thalaro A., 1996.).

Mikologija je znanstvena disciplina unutar mikrobiologije koja se bavi prouavanjem gljiva.
Gljive mogu biti jednostani¢ni organizmi, poput kvasaca 1 viSestani¢ni poput plijesni

(Durakovi¢, 2003.).

1.2.1. Morfologija gljiva

Velika vecina gljiva pripada porodicama s kojima se svakodnevno susreCemo kao $to su

plijesni Sto rastu na kruhu, vocu i siru ili na vlaznome tekstilu, kvasci koji se upotrebljavaju



u proizvodnji kolaca i piva ili pak jestive i otrovne gljive, sve one su vrste gljiva (Durakovic,

2003.).

Gljive su eukarioti, nefotosinteticki organizmi ¢ije su stanice obavijene stani¢nom stijenkom
koja je, u pravilu, sastavljena od polisaharida hitina (Durakovi¢, 2003.). Vegetativno tijelo
gljive je gradeno od produzenih, cjevastih stanica koje nazivamo hifama (Durakovié, 2003.).
Najprimitivnije medu gljivama, sluznjace (Mastigomycotina), nemaju hife, nego se u njih
vegetativno tijelo sastoji od protoplazme u kojoj leze jezgre, takoder nema ni stani¢ne
stijene, tj. tijelo je golo (Kispati¢, 1992.). Kvasci su jednostani¢ne gljive 1 razmnozavaju se
nespolno stvaranjem pupa ili spolno tvorbom spora (Kispati¢, 1992.). Kvasci se uglavnhom
pojavljuju kao pojedinacne stanice koje su vece od bakterijskih i posjeduju vecinu
eukariotskih organela (Kispati¢, 1992.). Plijesni dolaze u obliku velikih nakupina hifa koje
su odgovorne za patuljasti rast ili paucinast izgled makroskopskih kolonija plijesni (Ki$patic,

1992.).

S obzirom na smjeStaj vegetativnog tijela s hifama, gljive mozemo podijeliti na
endoparazitske i ektoparazitske (Kispati¢, 1992.). Kada je gljiva, to jest parazit u tkivu biljke,
kazemo da su to endoparazitske gljive. S druge strane, ako je parazit s fruktifikacijskim

organima na povrsini biljke, nazivamo ih ektoparazitskim gljivama (Kispati¢, 1992.).

1.2.2. Ishrana gljiva

Prema nacinu ishrane gljive su isklju¢ivo heterotrofni organizmi Sto znaci da se hrane
organskom tvari. Razgradnjom organske tvari u zrak otpustaju CO2, a tlu vracaju mineralne
tvari. Gljive koriste ugljik iz supstrata luce¢i enzime koji razgraduju molekule supstrata u
manje molekule koje stanica tada mozZe apsorbirati. Gljive mogu razgraditi gotovo sve

prirodne materijale (Janes, 2009.).

Vecina gljiva su saprofiti, $to znaci da koriste izvore ugljika iz mrtvih biljaka ili Zivotinja te
iz tla ili vode (Kispati¢, 1992.). Druga, manja skupina parazitskih gljiva koristi zivog
domacina, biljku ili Zivotinju za svoju prehranu, uzrokujuci bolesti biljaka (KiSpati¢, 1992.).
Budu¢i da su se parazitske gljive razvijale postupno iz saprofitskih postoji Citav niz
prijelaznih oblika sve do najviSe forme parazitizma: obligatnog. Takva vrsta gljiva ve¢inu
zivotnog ciklusa provede kao parazit uzrokuju¢i bolesti, a u nepovoljnim uvjetima prelazi
na saprofitski nacin ishrane (KiSpati¢, 1992.). Poseban nacin ishrane imaju petrofiti: oni Zive

na zivim biljkama, ali se hrane mrtvim stanicama te biljke koje su prethodno ubijene



enzimima ili toksinima gljive, a tek onda u njih prodire sama gljiva (Kispati¢, 1992.).
Triptofiti su pak gljive koje enzimima samo oslabe tkivo pa ono odumre od abiotskog faktora
(npr. mraz), a tek onda triptofit naseljava to mrtvo tkivo u zivoj biljci. Zajednicki naziv za

pertrofite 1 triptofite je nekrofiti (Kispati¢, 1992.).

1.2.3. RazmnoZavanje gljiva
Nespolno razmnozavanje odvija se na nekoliko nacina:

1. roditeljska stanica se moze podijeliti u dvije stanice kéeri suzavanjem u sredistu i
tvorbom nove stani¢ne stijenke

2. somatske vegetativne stanice mogu tvoriti pup radi stvaranja organizama, to je
zajednicko kvascima

3. najces¢i postupak nespolnog razmnozavanja jest tvorba spora koja se pojavljuje u
pojedinacne gljive u tijeku mitoze i kasnijeg stani¢nog dijeljenja (Durakovi¢ S. i Durakovic¢
L., 2003).

Postoji nekoliko tipova nespolnih spora, a Durakovi¢ (2003.) navodi: artrokonidije ili
artrospore, klamidospore, sporangiospore, konidiospore i blastospore. Spore nastale spolnim
putem sluze za odrzavanje gljive u nepovoljnim uvjetima (Durakovi¢ S. 1 Durakovi¢ L.,
2003.). Prilikom spolnog razmnozavanja dolazi do izmjene genetskog materijala koji
rezultira nastankom nove jedinke koja ima manje varijacije oblika i funkcije od svojih
roditelja te se na takav nac¢in moze bolje prilagoditi mijenjaju¢em okoliSu osiguravajuci time
opstanak vrste (Jane$, 2009.). Neke vrste gljiva jesu samooplodne i tvore spolno
kompatibilne gamete na istome miceliju. Ostale vrste zahtijevaju vanjsko krizanje izmedu

razli¢itih ali spolno skladnih micelija (Durakovi¢ S. i Durakovi¢ L., 2003.).

Spolna oplodnja moze biti izogamna i oogamna (Kispati¢, 1992.). Kod izogamije dolazi do
stapanja morfoloski jednakih stanica, za razliku od oogamije, gdje se spajaju dvije razlicite
spolne stanice (Kispati¢, 1992.). Nakon izogamnog spolnog procesa u nizih gljiva razvijaju
se zigote: anternodij (muska) 1 oogonij (Zenska spolna stanica) koje stapanjem, daju oosporu
kao rezultat oogamije (Kispati¢, 1992.). Najpoznatije spolne spore su: zigospore, askospore
I bazidiospore (Janes, 2009.). Zigospore su otporne diploidne spore koje se formiraju
prilikom dodira hifa dviju nasuprotnih sojeva (plus i minus soj) (Janes, 2009.). Hife se

spajaju i stvaraju diploidnu zigotu koja bubri te je zastiCena ¢vrstom stani¢nom stijenkom, a



kada okolis$ni uvjeti dopuste a stani¢na Stijenka popusti zigota proklije u sporangij (Janes,
2009.).

Drugi tip spolnih stanica jesu askospore. One nastaju spajanjem jezgara dviju stanica koje
su morfoloski sli¢ne ili su pak razli¢ite. Te se spore stvaraju u strukturi nalik vreéici, $to se
naziva askus (Durakovi¢ S i Durakovi¢ L., 2003.). Bazidiospore se formiraju na vanjskoj
strani bazidija (Janes, 2009.). Spore se spajaju tvoreéi rubne stanice s diploidnom jezgrom,
svaka od tih stanica postaje bazidija (Slika 1.). U bazidiju se obi¢no nalaze po Cetiri
bazidiospore (Jane$, 2009.). Procesom mejoze nastaju Cetiri haploidne jezgre koje se
istiskuju na vrh bazidija gdje zriju u bazidiospore (Janes, 2009.).

Dvije jezgre s spajaju

i tvore diploidnu
jezgru

Bazidij

Dio listi¢a pokriven

Diploidna jezgra prolazi o
- bazidiosporama

kroz mejozu i nastaju
Cetiri haploidne jezgre ‘

- Klobuk
e -

Bazidij

Sterigma —\ ‘

~— Bazidiospora
Bazidiospora —&

Listici
Razvijeni
bazidiokarp
Strucak
Monokariotski
micelij
+ Bazidiospore

- Bazidiospore

Slika 1. Nastanak bazidiospora kod mesnatih gljiva
(https://www.google.hr/search?q=Nastanak-+bazidiospora+kod+mesnatih+gljiva&source=Inms&th
m=isch&sa=X&ved=0ahUKEwixgJDxkubVAhWEXhQKHRS5CXEQ_ AUICigB&biw=1366&bih

=651#imgrc=FCZ1w29S6GziGM)

Spore gljiva su vrlo vazne zbog nekoliko razloga. Veli¢ina, oblik, boja i broj spora korisni
su pri identifikaciji vrsta gljiva (Durakovi¢ S, i Durakovié¢ L., 2003.). Spore su ¢esto male i
bezbojne 1 mogu zaostati suspendirane u zraku za dulja razdoblja. Takoder, rasprostranjuju

se tako da se prihvate na tijela kukaca i Zivotinja (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Siroka
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rasprostranjenost gljiva posljedica je uspjeSnog sustava razmnoZzavanja i rasijavanja bez

......

i Durakovi¢ L., 2003.).

1.2.4. Klasifikacija gljiva

Gljive se Kklasificiraju u pet razreda koji se medusobno razlikuju po vrsti spore, po
morfologiji i spolnom ciklus (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Razredi gljiva koje
razlikujemo su: Oomycetes, Zigomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes i Deuteromycetes
(Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Za identifikaciju i klasifikaciju gljiva bitno je nekoliko
osobina: na¢in razmnoZzavanja, tvorba micelija i tvorba stani¢nih struktura (Durakovi¢ S, 1

Durakovi¢ L., 2003.).

Pripadnici razdjela Oomycota zajednicki se opisuju kao vodene plijesni (Durakovi¢ S, i
Durakovi¢ L., 2003.). Gljive iz razreda Oomycetes su gradene od hifa, a po izgledu nalikuju
gljivama (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Nespolno se razmnozavaju pomoc¢u zoospora
s dva bica koji se razvijaju u zoosporangijima (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Kod
parazita prilagodenih suhozemnom nacinu Zivota, nespolno razmnozavanje vrsi se pomocu
sporangija (konidija) (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Spolni nacin razmnozavanja
ovog razreda je oogamija. Spolne stanice su anteridij i oogonij, a njihovom kopulacijom
nastaje trajna spora oospore (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Predstavnici iz razreda
Oomycota su: Aprolegnia, Acglya, Peronospora hyoscyami, Phytophthora infestans koja je
uzro¢nik truljenja krumpira i Plasmopara viticola uzro¢nik pahuljaste pljesnivosti grozda
(Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).

Razred Zygomycetes karakterizira spolno razmnozavanje putem zigospora, nespolno
razmnoZavanje uglavnom sporangiosporama ili konidiospora (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L.,
2003.). Velika vecina ovog razreda su saprofiti koji Zive na razgradenom biljnom i
zivotinjskom materijalu u tlu (Durakovié¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Samo mali broj gljiva iz
ovog razreda parazitira na biljkama, kukcima, zivotinjama ili ljudima. Primjeri su Rhizopus,

Mucor, Syncephalastrum (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).

U razred Ascomycetes spadaju gljive mjeSinarke (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).
Mjesinarke se spolnim putem razmnoZzavaju tvorbom askusa i askospora, dok se nespolno
razmnozavaju putem vise vrsta konidiospora formiranih na vrhu konidiofora (Durakovi¢ S,

i Durakovi¢ L., 2003.). Primjeri ovog razreda gljiva iznimno su popularni u medicini i



prehrambenoj industriji: Penicillium, koje se koriste za proizvodnju antibiotika te
Saccharomyces za proizvodnju piva i kruha (Durakovi¢ S, i Durakovié¢ L., 2003.). Veéina

vrsta su plijesni ili kvasci (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).

Razred Basidiomycetes ¢ine gljive klobu¢arke (Durakovi¢ S, i Durakovié¢ L., 2003.). Ovom
razredu pripadaju gljive koje rastu na drvecu, jestive gljive, gljive puhare, hrde, snijeti i
otrovne gljive a najveéi ih broj zivi kao saprofiti (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).
Klobucarke se spolno razmnozavaju rastom bazidija i bazidiospora, dok se nespolno

razmnoZzavaju putem konidiospora (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).

Razred Deuteromycetes ukljucuje gljive kod kojih izostaje spolni na¢in razmnozavanja
(Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Nespolno se ovaj razred gljiva razmnozava putem
razli¢itih vrsta konidiospora (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). Neke od predstavnica
ovog razreda su komercijalno i medicinski vazne (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.).
Medu najvaznije gljive ovog razreda ubraja se rod Penicillium, iznimno vazan u biosintezi
antibiotika penicilina i grizeofulvina, predstavnici kojega jednom pripadaju razredu
Ascomycetes, a drugi put razredu Deuteromycetes (Durakovi¢ S, i Durakovi¢ L., 2003.). U
ovaj razred ubraja se vecina kvasaca i plijesni, a predstavnici ovog razreda su vecinom
saprofiti, samo su rijetke vrste paraziti (Durakovi¢ S, i Durakovié¢ L., 2003.). Najpoznatiji
primjeri ovoga razreda su Coccidioides immitis, Candida albicans i Cladosporium
(Durakovi¢ S, 1 Durakovi¢ L., 2003.).

1.2.5.0s0bine roda Fusarium

Gljive iz roda Fusarium pripadaju redu Hyphales, razredu Hyphomycetes, u pododjelu
Deuteromycotina. Kada je rije¢ o spolnom stadiju, u slu¢aju da je on poznat, on pripada
pododjelu Ascomycotina, razredu Pyrenomycetes, redu Hypocreales (Kanizai - Sari¢, 2010.,
prema Cosi¢ i sur., 2004; Cosié i sur., 2008.). Gljive roda Fusarium koje uzrokuju biljne
bolesti obiljezava globalna rasprostranjenost, a mogu parazitirati na ogromnom broju
kultiviranih, ali i korovnih vrsta bilja. Takoder, rod Fusariuma se kozmopolitski
rasprostranjuje u tlu i na organskim supstratima (Kanizai - Sari¢, 2010., prema Cosi¢ i sur.,

2004; Cosi¢ i sur., 2008.).

Gljive iz roda Fusarium uzrokuju bolesti koje nazivamo fuzarioze i mogu prezivjeti u tlu na
raznim biljnim ostacima, i to u obliku klamidospora ili micelija. Temperature koje pogoduju

njihovu razvoju su izmedu 14 1 23°C, a pozeljno je i vlazno tlo (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.).



Simptomu bolesti biljaka koje uzrokuju fuzarioze pojavljuju se u reproduktivnim fazama
razvoja biljaka (Grau i sur., 2004.). Gljive ovoga roda imaju veliku moguénost prilagodbe
na razliite vremenske uvjete, ¢ak i one ekstremne. Upravo ta mogucnost adaptacije na
razli¢ite vremenske uvjete omogucava rasirenost ovih gljiva u mnogim agroklimatskim
regijama svijeta stoga su predstavnici roda Fusarium od velike vaznosti za ekonomski aspekt

poljoprivredne proizvodnje (Booth, 1971.).

Dominantna vrsta na izolirana iz svih dijelova psenice u period od 1996. - 2002. na podruéju
isto¢ne Hrvatske je Fusarium graminearum Schw (Cosi¢ i sur.2004). Isto istraZivanje navodi
I druge vrste, poput Fusarium verticillioides Sacc., Fusarium subglutinans, Fusarium
avenaceum, Fusarium culmorum, Fusarium poae, Fusarium oxysporium, Fusarium solani,
Fusarium sporotrichoides, Microdochium nivale, ali u manjem postotku. F. verticilloides
dominira na stabljikama 1 zrnju kukuruza (Cosié i sur., 1999. Cosié i sur., 2004, Cvetni¢ i

sur., 2005.).

F. graminearum uzrokuje trulez korijena, palez klijanaca te palez klasova je¢ma i pSenice.
Od svih bolesti koje uzrokuje F. graminearum najvecu ekonomsku Stetu donosi palez
klasova na pSenici, a upravo je ta vrsta identificirana kako najvec¢i uzrocnik palezi klasova
pSenice i ostalih Zitarica malog zrna u cijeloj mediteranskoj regiji. Osim na usjevima psenice,
F. graminearum s$iroko je rasiren i na kukuruzu, i to u umjerenom i suptropskom podrucju
koja ukljucuju i europska podrucja uzgoja ove biljke. F. graminearum na kukuruzu uzrokuje
trulez korijena, palez klijanaca te truljenje stabljike i klipa (Kanizai - Sari¢, 2010., prema
Vigier i sur., 2001; Logrieco i sur., 2002; Cosié i sur., 2004). Fusarium verticillioides

uzrokuje trulez zrna 1 klipa kukuruza.

Pregledom navedenih istrazivanja jasno je kako se u agrikulturi Republike Hrvatske najcesce
pojavljuju F.graminearum i F.verticillioides koje uvelike mogu nastetiti prinosu te kvaliteti
zrna, a samim time nanijeti i veliku financijsku $tetu poljoprivrednicima, a posljedi¢no i
gospodarstvu Republike Hrvatske (Kanizai - Sari¢, 2010.). Kao posljedica velikih $teta
uzrokovanih bolestima od strane gljiva roda Fusarium, mogu biti i poskupljenja finalnih
proizvoda poput brasna, kruha i ostalih prehrambenih proizvoda za koje su potrebne Zitarice
(Kanizai - Sari¢, 2010.). Naravno, osim gospodarskog rizika postoji moguénost i rizika za
zdravlje ljudi, jer navedeni patogeni mogu u zrnu akumulirati mikotoksine, koji posljedi¢no
mogu negativno utjecati na zdravlje ljudi i Zivotinja u slu¢aju konzumacije zagadene hrane
(Kanizai - Sari¢, 2010.).



Kukuruz i pSenica ali i ostale Zitarice maloga zrna od velike su vaznosti kao izvor prehrane,
energije i proteina za sve vrste domaéih Zivotinja (Kanizai - Sari¢, 2010., prema Placinta i
sur.,1999.). Kako je vaznost ovih zitarica izuzetna za nase podrucje, a iste zitarice su idealne
za razvoj bolesti uzrokovanih predstavnicima roda Fusarium, od klju¢ne vaznosti je
poznavanje puteva zaraze (Kanizai - Sari¢, 2010.).Takoder, potrebno je obratiti paznju i na
kontaminaciju mikotoksinima koje metaboliziraju predstavnici ovoga roda, a s ciljem

pravodobne antigljiviéne i antimikotoksikogene prevencije (Kanizai - Sari¢, 2010.).

Gljive iz roda Fusarium uzrokuju bolest i na agrumima, ona se javlja nakon izmrzavanja, a
uzrok joj je, za sad, nepoznata gljiva iz roda Fusarium (Cvjetkovié¢, 2010.). Kada ova gljiva
napadne agrume, ona uzrokuje suhi trulez korijena agruma, dok na kori dolazi do venuca i
konac¢no pucanja kore. Simptome ove bolesti moguce je uociti i na granama te na deblu ili

korijenu (Cvjetkovi¢, 2010.).

Sekundarni metboliti gljiva su miktoksini koji uzrokuju razli¢ite bolesti kod zivotinja, ali i
ljudi. U najopasnijim slu¢ajevima moguca je i smrt kod bolesnika. Mikotoksini najcesce
napadaju uskladiStene biljke. Kod takvih biljaka nalaze se najvece koncentracije

mikotoksina, koje posljedi¢no uzrokuju bolesti biljaka (Bennet i Klich, 2003.).

Biosintezu sekundarnih metabolita gljiva mogu potaknuti uvjeti u okolisu, to jest fizikalno -
kemijski parametri poput temperature, koli¢ine kisika, slobodne vode ili pH supstrata
(Kanizai - Sari¢, 2010.).Takoder, ona ovisi i o vrsti gljivice, gljivicnom soju te genetskim
osobinama gljiva (Kanizai - Sari¢, 2010.). Prema posljednjim istraZivanjima, do sada je
izolirano preko 300 razlic¢itth mikotoksina koji su uglavnom stabilne molekule, niske

molekularne mase (Kanizai - Sari¢, 2010.).

1.2.6. Osobine mlijecno-kiselih bakterija

Bakterije su mikroorganizmi koju su najceSce veliki nekoliko mikrometara. Bakterije
moZemo pronaci na svim mjestima u Sirokom spektru oblika 1 vrsta (Fredrickson 1 sur.,
2004.). Kako je za ovaj rad posebno vazna vrsta bakterija roda Lactobacillus, vise ¢e rijeci
biti specificno o njima te naposljetku o vrstama koje su posluzile u istrazivanju Lactobacillus

casei i Lactobacillus brevis.



Lactobacillus su bakterije koje su dio grupe bakterija mlije¢ne kiseline. Njihova uloga u
organizmu je pretvaranje Secera u mlije¢nu kiselinu (Makarova i sur., 2006.). Neke vrste se
koriste u prehrambenoj industriji za fermentaciju u proizvodnji mlije¢nih proizvoda ili piva,
ali i hrane za zivotinje. Bakterije Lactobacillus imaju antibakterijsko i antigljivi¢no
djelovanje te su iz tog razloga izuzetno vazan faktor u prehrambenoj industriji (Inglin,
2015.). Pravilnom upotrebom, oni mogu produziti rok trajanja namirnicama te sprijeciti

nastanak gljivi¢nih bolesti (Inglin, 2015.).

L. casei je moguce pronaci u ljudskom probavnom sustavu, ustima i crijevima (WHO, FAO,
2002.). L. casei ima Siroki pH raspon te se moze prilagoditi $irokoj temperaturnoj razlici
(WHO, FAO, 2002.). Neki mpredstavnici L. casei mogu biti i probiotici koji mogu pomo¢i
pri izljeenju bolesti uzrokovanih bakterijama (WHO, FAO, 2002.). L. casei u kombinaciji
s ostalim probioticima moZze djelovati i kao antibiotik, pogotovo u lijeCenju dijareje

(McFarland, 2009.).

L. brevis je Stapicasta vrsta bakterija mlije¢nih kiselina koja stvara CO2 i mlije¢ne kiseline
tijekom fermentacije (Pavlova i sur., 2002.). L. brevis, je moguce je pronaci u razli¢itim
okruZenjima poput fermentirane hrane, ljudskom probavnom sustavu ili izmetu (Pavlova i
sur., 2002.). L. brevis moguce je pronaéi i u zrnima vodenog kefira gdje proizvodi

polisaharid dekstrtran koji oblikuje zrna (Pavlova i sur., 2002.).

1.2.7. Antifungalna svojstva mlijecno- Kiselih bakterija

Bakterije mlijecne kiseline Cesto se koriste u proizvodnji hrane tako da osiguravaju njenu
sigurnost, stabilnost, okus, strukturu, ali i dugotrajnost (Schniirer i Magnusson, 2005.). One
se mogu pronaci u raznim prehrambenim proizvodima poput mlijeénih ili mesnih proizvoda,
ali i u povréu. Cesto se koriste kao bioloski konzervansi (Schniirer i Magnusson, 2005.).
Bakterije mlijecne kiseline produzuju rok trajanja prehrambenim proizvodima proizvodnjom
organskih kiselina (Magnusson i sur., 2003.). Takoder, provode se i istrazivanja o

antifungalnom utjecaju ovih bakterija (Laitila i sur., 2002.).

Istrazivanje Magnussona i suradnika (2003.) na preko 1200 izolata bakterija mlijecnih
kiselina i njihova utjecaja kao antigljiviénog preparata, 10% njih pokazalo je aktivnosti koje
mogu sprijeciti Sirenje gljiva, dok je 4% izolata pokazalo snaznu aktivnost protiv gljiva.
Schniirer 1 Magnusson (2005.) u svom preglednom radu donose najvaznija istrazivanja koja

potvrduju efikasnost bakterija mlije¢ne kiseline u suzbijanju Sirenja gljiva. U konacnici
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zakljucuju kako je ovo podrudje istrazivanja jo§ uvijek malo istrazeno te da je potrebno
provesti jo§ niz istrazivanja u svrhu otkrivanja najboljih moguéih rjeSenja i strategija za

koristenje ovih mikroorganizama u suzbijanju Sirenja gljiva.

Koristenje bioloskih konzervansa omogucava produljenje Zivota proizvoda te poboljSava
sigurnost proizvoda (Munoz i sur., 2010.). Kao idealni mikroorganizmi za dekontaminaciju
istiu se 1 bakterije mlije¢nih kiselina koje se i inace koriste u konzerviranju i proizvodnji
hrane. Takoder, navedeni mikroorganizmi imaju i probioti¢ko djelovanje (Munoz i sur.,
2010.). Bakterije mlije¢ne kiseline su mikroorganizmi koji su uglavnom prepoznati kao
sigurni za poboljsanje kvalitete hrane, a istovremeno posjeduju nutritivne i terapeutske
vrijednosti (Munoz i sur., 2010.). Veéina istrazivanja o antimikrobnom djelovanju bakterija
mlije¢ne kiseline bazirana je na antibakterijskom djelovanju, dok je samo manji dio tih

istrazivanja za svoj fokus uzeo njihovo antigljivi¢no djelovanje (Munoz i sur., 2010.).

2. MATERIJALI | METODE

U svrhu ovog zavr§nog rada proveden je in vitro pokus u kojemu su koriStene mlije¢no-
kisele bakterije Lactobacillus casei i Lactobacillus brevis koje su umnozene na MRS (de
Man, Rogosa, Sharpe) agaru (Merck, Njemacka) pri temperature od 30°C+0,2°C (Slika 2).

Slika 2. Nacijepljivanje mlije¢no-kiselih bakterija (Gabriella Kanizai Sari¢, 2016.)
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Kulture Fusarium graminearum Schwabe 110250 (Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Nizozemska) i Fusarium verticilloides M-1325 (Fusarium Research Center, Department of
Plant Pathology, Penn State University, SAD su koriStene za dokazivanje antifungalnog
djelovanja i umnoZene su na PDA (potato dexstrose) agaru (Biolife, Italija) pri temperaturi
od 25°C+1°C kroz pet dana. Pokus je proveden metodom dvostruke kulture u dva sloja
hranjivog medija (Magnusson i sur. 2003.). Prvotno je na MRS agar nacijepljen ispitivani

izolat mlijecno-kiselih bakterija a potom je naneSen PDA agar, koji je omogucio stvaranje

mikroaerofilnih uvjeta, a na koji je nacijepljen disk promjera 4 mm ispitivanih gljiva (Slika
3).

- U‘
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Slika 3. Nacijepljivanje F. garminearum (Gabriella Kanizai Sari¢, 2016.)

Kontrole nisu nacijepljene s mlije¢no-kiselim bakterijama. Pokus je proveden u tri
ponavljanja na temperaturi od 30°C+0,2°C. Porast gljiva je pracen svakodnevno kroz 2
tjedna i koriSten je za odredivanje fungalne stope rasta uz koristenje Microsoft Excel (2013.).
Numericke varijable su analizirane Studentovim t-testom uz koriStenje Statistica 13 (Dell

Inc. 2016.).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

In vitro istrazivanje koje je provedeno u svrhu zavrSnog rada, je potvrdilo izrazenu
antifungalnu aktivnost, u pokusu koristenih, mlije¢no -kiselih bakterija pri ¢emu je utvrdena
manja stopa rasta F. graminearum za 77% djelovanjem L. casei i 71% djelovanjem L. brevis

u usporedbi s kontrolom (Grafikon 1.). Djelovanjem i L. casei i L. brevis utvrdena je

statisti¢ki znacajna razliku p<0,05 (Tablica 1.) u inhibiciji rasta F. gramineraum.
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Grafikon 1: Rast F. graminearum uz L. brevis i L. casei

Tablica 1.: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast F. graminearum

kombinacije antifungalnih tvari stopa rasta P
(mm/dan)
Kontrola 3,5
Lactobacillus casei 0,8 0,003365*
Lactobacillus brevis 1,0 0,002206*

*stopa rasta znacajno niZa od kontrole, p<0,05
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Razlicita istrazivanja potvrdila su antifungalna svojstva mlije¢no-kiselih bakterija. Munoz i
suradnici  (2010.) su utvrdili inhibitorno djelovanje Lactobacillus fermentum i
Lactoabacillus rhamnosus u rangu od 10 do 73% na porast Aspergillus nomius VSAC 23.
Autori zakljucuju kako koristenje mlije¢no-kiselih bakterija s antifungalnim osobinama
moze povecati nutritivnu vrijednost i produziti rok trajanja namirnicama. Istrazivanje Laref
I Guessas (2013.) utvrdilo je da od 54 ispitanih izolata mlije¢no-kiselih bakterija reizoliranih
iz prirodnih izvora samo 16% ima antifungalnu aktivnost, dok ih samo 11% pripada rodu
Lactobacillus. Antifungaln aktivnost je ispitana na predstavnicima roda Aspergillus spp.,
Fusarium, Trichoderma spp., Penicillium spp. i Stemphylium spp. Ispitane mlije¢no-kisele
bakterije u istom istrazivanju pokazuju fungicidan ucinak pri ¢emu nije zabiljeZen micelijski

rast u teku¢oj hranjivoj podlozi niti nakon sedam dana uzgoja.

Djelovanjem L. brevis utvrdena je redukcija stope rasta F. verticillioides za 58% u odnosu
na kontrolnu grupu (Grafikon 2.) pri ¢emu je utvrdena statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu (p<0,05) (Tablica 2.). L. casei takoder inhibira rast F. verticillioides, ali nisu

utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Grafikon 2: Rast F. verticillioides uz L. brevis i L. casei

Tablica 2: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast F. verticillioides
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kombinacije antifungalnih tvari stopa rasta P
(mm/dan)
Kontrola 31
Lactobacillus casei 19 Ns
Lactobacillus brevis 13 0,002498*

*stopa rasta znacajno niza od kontrole, p<0,05

Ns- not significant

Sli¢ne rezultate zabiljezeni su u istrazivanju Matei i suradnika (2014.) pri ¢emu je ispitan
utjecaj 27 izolata mlijecno-kiselih bakterija reizoliranih iz svjezeg i fermentiranog povr¢a i
njihov antagonisti¢ki u¢inak na pripadnike roda Fusarium, Aspergillus i Penicillium.
Rezultati su utvrdili snazni antagonisticki u¢inak pojedinih izolata mlijecno kisele bakterije
na rast Aspergillus i Fusarium vrsta. Laitila i suradnici (2002.) takoder su dokazali
ucinkovitost bakterija mlijeCne kiseline u suzbijanju gljiva. U ovom slucaju to je
Lactobacillus plantarum koja se pokazala kao efikasna u suzbijanju problema uzrokovanih
gljivama iz roda Fusarium. Gomah i Zohri (2014.) u svom su istrazivanju dokazali
uspjesnost L. rhamnosus i Lactobacillus paracasei u smanjivanju proizvodnje mikotoksina
kod tri vrste roda Fusariuma, medu kojima je i F. graminearum. Iako istrazivanje nije
dokazalo utjecaj navedenih bakterija mlije¢ne kiseline na sam rast gljiva, donijelo je dokaze
o suzbijanju Stetnih sekundarnih metabolita te jo§ jednom otvorilo moguénost upotrebi ovih

bakterija u prehrambenoj industriji kao bioloskih konzervansa (Gomah i Zohri, 2014.).

15



4. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja potvrdili su inhibiciju micelijskog rasta F. graminearum i
F. verticillioides uz djelovanje L. brevis. S druge pak strane, L. casei je znacajno inhibira
rast F. greminearum, medutim nema zadovoljavaju¢i u¢inak u inhibiciji F. verticllioides.
Rezultati ovog in vitro istrazivanja dokazuju antifungalnu djelotvornost ispitanih izolata
mlije¢no-kiselih bakterija u inhibiciji rasta roda Fusarium. Uz pozitivne rezultate
istrazivanja, potrebno je istaknuti kako su potrebna daljnja istrazivanja i rad na ovom
podrucju kako bi se sa mogla utvrditi djelotvornoost i drugih izolata mlije¢no- kiselih
bakterija na inhibiciju ne samo roda Fusarium ve¢ i drugih S$tetnih fitopatogena u

poljoprivrednoj proizvodniji.
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