Antifugalna djelotvorst Lactobacillus spp. na zrnu
psSenice

Petrovic, Elena

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj:
Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Agrobiotechical Sciences Osijek /
SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:151:139993

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-29

olJCAU

Fakultet ﬂ Repository of the Faculty of Agrobiotechnical
agrobiotehniékih Sciences Osijek - Repository of the Faculty of
znanosti OSii ek Agrobiotechnical Sciences Osijek

‘ Repository / Repozitorij:

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:151:139993
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pfos:2004
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/pfos:2004
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pfos:2004

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Elena Petrovi¢, apsolvent

Diplomski studij Ekoloska poljoprivreda

ANTIFUGALNA DJELOTVORNOST LACTOBACILLUS SPP. NA ZRNU
PSENICE

Diplomski rad

Osijek, 2019.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Elena Petrovi¢, apsolvent

Diplomski studij Ekoloska poljoprivreda

ANTIFUGALNA DJELOTVORNOST LACTOBACILLUS SPP. NA ZRNU
PSENICE

Diplomski rad

Povjerenstvo za ocjenu i obranu diplomskog rada:
1. prof. dr. sc. Jasenka Cosié, predsjednik

2. izv. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢, mentor

3. izv. prof. dr. sc. Anita Liska, ¢lan

Osijek, 2019.



SADRZAJ

R U 1Yo o RSP TPTP PR ORRRRRIR 1
1.1. PSenica i njezin znacaj u prehrani [judi ........ccccoveiiiiiiiiiin i 1
1.2, Znacaj gljiva 1 BaKLerija ......ccoveiiiiiiiiiiiiici e 1
1.3. Cilj IStrAZIVAN]A ...veiveiiiciiiec e 2

2. Pregled HEEIATUIE ...ttt 3
2.1.  Osobine bakterija mlijecne KiSeline.............ceciiiiiiiiiiiiiicic e 3

2.1.1. Osobine bakterija roda Lactobacillus SPP. ......ccccovriririenieieeiesc e 3
2.1.2. LactODACIHIUS CASEI.......cceiieieiiie st 5
2.1.3. LactobacCillus BIreVIS .........cvoiiiiiiiie e 6
2.1.4. Antifugalna svojstva bakterija mlijecne kiseline .............cccoovevvriiiniiiiinicnncnenn 7
2.2, OSODINE GIJIVA ...eiiiitiitiiiieieee et bbb 8
2.2.1. Gljive roda FUSAITUM .......cooiiiiiiiieeee e 8
2.2.2. Bolesti biljaka izazvane FUSArium VIstama ..........c.ccooevevieienenencnese e, 9
2.2.3. FUSAITUM TOKSINT 1.veviiiieiieieiie sttt 13
2.2.4. Gljive roda AIEINAIIA ........ccecieieee e 14
2.2.5. Bolesti biljaka izazvane Alternaria Vrstama ............ccccceeveiieeieeiesie s 15
2.2.6. AIEINAITA TOKSINE 1.veviivieiieieie ettt 17

3. Materijal | MEOUE. .......ccve et e e re e enne s 19
3.1.  Priprema podloga za uzgoj mlije¢nih bakterija ............ccoccovvviiiiiiiiciiniiiienn, 19
3.2.  Priprema podloga za Uzgoj gljiVa .......c.ccveieiiiiieie e 21
3.3, Postavljanje in VIVO POKUSE.........cccccueiieiierieiie ettt 23

A, REZUIALE ... ettt bbb r et e et b ettt be e e e 26

ST R - ] 0] £ 17 LSRR 28

0. ZAKIJUCAK ... 31

7. POPIS HEBIALUIE ...ttt bttt b e sb bbbt 32

TNV ST PSR 40

0. SUMIMAIY ...ttt b et b ettt bt bt b e et ae e b e b et e e 41

10. POPIS tADIICA. ... e 42

11, POPIS SHTKA. ...ttt 43

12. POPIS GrafIKONA .....eiuieiiiiiii ittt bbbt 44

TEMELIJNA DOKUMENTACIHISKA KARTICA ... 45



BASIC DOCUMENTATION CARD



Prilog 1. Popis kratica

MRS De Man, Rogosa, Sharpe

PDA Eng. Potato Dextrose Agar

°C Celzijev stupanj

pH Lat. potentia hydrogenii

WHO World Health Organization

FAO Food and Agriculture Organization of the
United Nations

pum Mikrometar

ATA Alimentarna toksi¢na aleukija

HACCP Hazard Analysis and Critical Control Point

DON Deoksinivalenol

AOH Alternariol

AME Alternariol monometil eter

TEN Tentotoksin

ALT Altenuen

TeA Tenuazoni¢na kiselina

ATX Altertokrini

IARC Eng. International Agency for Research on

Cancer




1. Uvod

1.1.  PSenica i njezin znacaj u prehrani ljudi

PSenica (Triticum aestivum L.) je kultura koja se nalazi u grupi pravih ili strnih
Zitarica, a pripada redu Poales, porodici Poaceae (trave), potporodici Pooideae (klasaste
trave), rodu Triticum, koji je po formama najbogatiji rod kod svih Zitarica (Kovacevi¢ i
Rastija, 2014.). Prema pronadenim zapisima i nalazima utvrdeno je kako je pSenica

poznata vise od 10 000 godina (Gagro, 1997.).

Prema podatcima FAO-a (2018.) psenica, uz rizu i kukuruz, spada u skupinu tri
najzastupljenije Zzitarice na svjetskim povrSinama te je najznacajniji ratarski usjev.
Prosjecna proizvodnja pSenice u svijetu krece se oko 700 milijuna tona godisnje, a uzgaja
se na viSe od 219 milijuna ha (FAO, 2016.). Godine 2019. proizvedeno je 770,8 milijuna
tona pSenice (FAO, 2019.). Najvec¢i proizvodaci su Kina i Indija (FAO, 2018.). Prema
podatcima Drzavnog zavoda za statistiku Republike Hrvatske 2017. godine proizvodnja

psenice u Republici Hrvatskoj iznosila je 682 322 tone, a ekoloske pSenice 17 417 tona.

Preradom strnih Zitarica dobivaju se proizvodi koji se koriste u prehrani. PSeni¢no
zrno najvise se koristi za proizvodnju vrlo kvalitetnog kruha 1 peciva. Preradom pSeni¢nog
zrna proizvode se tjestenina, gris, kola¢i i dr. Od svih zitarica pSenica ima najvise

kvalitetnih bjelancevina, povoljni sadrzaj mineralnih tvari 1 vitamina (Gagro, 1997.).

1.2. Znacaj gljiva i bakterija

Gljive (Fungi) su skupina organizama koji ukljuc¢uju kvasce, plijesni i mesnate
gljive (Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2002.). Gljive, zajedno s bakterijama, sudjeluju u
razgradnji organskih tvari u prirodi, a brojne vrste korisnih gljiva i bakterija se koriste u

prehrambenoj industriji.

Toksikogene vrste plijesni iz roda Fusarium cesti su kontaminanti na zitaricama
koje mogu biti visoko primamljive za rast plijesni tijekom rasta u polju, uskladiStenja i

prerade (Stoloff, 1976.). Gljive u pravilu bolje rastu u kiselom pH podrucju. Veliki broj
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gljiva moze rasti u okoliSu s visokom koncentracijom Secera ili soli, mogu rasti i na
tvarima s vrlo malim sadrzajem vode i mogu iskoriStavati slozene ugljikohidrate,
primjerice lignin, §to im omogucuje rast u razli¢itim uvjetima sredine 1 na razliitim
supstratima (Durakovi¢ i Durakovié¢, 2003.). Toksini koji nastaju kao sekundarni metaboliti
plijesni nazivaju se mikotoksinima, a ljudi i zivotinje unose ih putem hrane, udisanjem ili
preko koze (Peraica i sur., 1999.). Vecina mikotoksina je kancerogena te uzrokuje razna
druga oboljenja. Nadzor fungalnog rasta u ekoloskoj poljoprivredi provodi se upotrebom
eteri¢nih ulja, masnih kiselina, bioperarata i dr., a u konvencionalnoj poljoprivredi se
koriste i kemijska sredstva. Razli¢itim znanstvenim istrazivanjima je utvrdeno kako
mlije¢no-kisele bakterije izlucuju tvari koje imaju antimikrobno djelovanje. Antifungalna
svojstva mlije¢no-kiselih bakterija su posebno interesantna u smislu njihovog

fungistaticnog ili fungicidalnog djelovanja.

1.3. Ciljistrazivanja

Zaraza pSenice s gljivama Fusarium i Alternaria predstavlja sve veéi problem za
proizvodace, ponajviSe za one koji se bave ekoloskom poljoprivredom gdje su, prema
propisima, odredena sredstva za zaStitu bilja (kemijska, sinteticka sredstva) zabranjena. To
dodatno otezava borbu protiv bolesti koje izazivaju ove gljive. Proizvodaci se stoga nuzno
okrec¢u bioloskim metodama zastite. Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi djelotvornost
bakterija mlije¢ne kiseline u inhibiciji rasta gljiva roda Fusarium i Alternaria na zrnu

pSenice.



2. Pregled literature

2.1. Osobine bakterija mlije¢ne kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline su gram-pozitivne bakterije prirodno prisutne na
supstratima bogatim hranjivim tvarima poput mlijeka, mesa, razgradenog biljnog
materijala te u ljudskom gastrointestinalnom sustavu (Duki¢, 2009.). Obuhvacaju 20
rodova: Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Enterococcus, Sporolactobacillus, Bifidobacterium, Aerococcus, Carnobacterium,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella, Oenococcus, Alloiococcus, Dolosigranulum,
Globicatella, Actinomyces i Atopobium (Pandzi¢, 2017.). Prema fizioloskim osobinama
dijele se na tipicne (pri fermentaciji mlije¢nog Secera proizvode prvenstveno mlije¢nu
Kiselinu, fakultativno su anaerobne, ne reduciraju nitrate i sadrze katalazu) i netipi¢ne
(proizvode malo mlijecne kiseline, a viSe drugih proizvoda fermentacije, aerobne su,

sadrze katalazu i reduciraju nitrate) (Pandzi¢, 2017.).

Blazi¢ i Zavadlav (2012.) isticu kako su bakterije mlije¢ne kiseline industrijski vrlo
vazni organizmi koje se upotrebljavaju kao starter kulture za dobivanje razli¢itih
fermentiranih proizvoda. Takoder isti¢u kako se ove bakterije u novije vrijeme primjenjuju
kao probiotici i sinbiotici (probiotici u kombinaciji s prebioticima). Bakterije mlijecne

kiseline nalaze se i na grozdu, u mostu, vinu te pivu (Pandzi¢, 2017.).

2.1.1. Osobine bakterija roda Lactobacillus spp.

Bakterije roda Lactobacillus pripadaju skupini Stapicastih bakterija, te porodici
Mycobacteriaceae (Chester, 1901.). Vrste koje pripadaju ovom rodu su: Lactobacillus
debrueckii, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus viridiscens, Lactobacillus casei, Lactobacillus xylosus i Lactobacillus brevis
(Markovi¢, 1990.). Lactobacillus su asporogene, aerobne ili fakultativno anaerobne
bakterije. Ovisno 0 samoj vrsti, mogu rasti u temperaturnom rasponu od 2° do 53° C, dok
je optimalna temperatura rasta od 30° do 40° C, pri pH vrijednosti od 3 do 7 (Presecan,
2010.). Ove bakterije spadaju u otporne organizme (podnose visoke koncentracije soli,
ugljikohidrata, alkohol i neke organske Kkiseline), acidofilne su i acidotolerantne
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(Markovi¢, 1990.). Lactobacillus ima izrazene fermentacijske osobine. Potrebnu energiju
dobivaju razlaganjem ugljikohidrata, uz stvaranje znatne koli¢ine mlije¢ne kiseline i drugih

produkata (Pandzi¢, 2017.).

RazmnoZzavaju se na specijalnim podlogama koje sadrze mesni ekstrakt, aminokiseline,
nukleinske i masne kiseline, vitamine i minerale. Za rast pojedinih bakterija ovog roda
dodaju se i ekstrakti biljaka i njihovih plodova. Na podlogama stvaraju sitne, prozirne ili
blago zamucene kolonije pravilnih ili valovitih rubova s ispupcenjem u srediSnjem dijelu, a

neke vrste stvaraju i pigment, navodi Markovi¢ (1990.).

Rasprostranjene su u Sirokom arealu podruc¢ja. Brojne vrste sastavni su dio mikroflore
probavnog sustava ljudi i zZivotinja, te se nalaze 1 na sluznicama usne Supljine i1 diSnog
sustava. Koriste se u proizvodnji sira, mlije¢no-kiselih napitaka, pojedine vrste sudjeluju i
u proizvodnji jogurta, zrenju sira, acidofilnog mlijeka, kefira itd. Pored korisnih osobina
neke vrste mogu dovesti do kvarenja mlijecnih proizvoda u smislu stvaranja pigmenta,

sluzi ili nekih drugih mana sira (Markovi¢, 1990.).

Weinberg 1 sur. (2002.) u svojem su istrazivanju ispitivali utjecaj primjene bakterija
Lactobacillus buchneri i L. plantarum na povecanje stabilnosti pSeni¢nih i kukuruznih
silaza. Tretmani su obuhvacali kontrolu (bez dodataka bakterija), L. plantarum, L. buchneri
te kombinaciju bakterija L. plantarum i L. buchneri. Nakon tri mjeseca ¢uvanja, pSeni¢ne
silaze tretirane s L. buchneri sadrzavale su veci udio octene kiseline u odnosu na kontrolu i
silaze tretirane s L. plantarum. Na silazi tretiranoj s L. buchneri nije doslo do razvoja
plijesni, dok su gornji slojevi kontrolne silaze i silaze tretirane s L. plantarum obrasli s
plijesni. Svojim su istrazivanjem ukazali na moguc¢nost primjene bakterija mlijecne
Kiseline u svrhu konzerviranja pseni¢nih i kukuruznih silaza. Filya (2003.) je u svojem
istrazivanju, provedenom u laboratorijskim uvjetima, utvrdio kako je i bakterija L.

buchneri vrlo u¢inkovita u zastiti silaza pSenice, kukuruza i sirka od plijesni.

Dal Bello i sur. (2007.) u svojem su istrazivanju, u kojem su ispitivali utjecaj bakterije L.
plantarum na pobolj$anje kvalitete i produljenje roka trajanja pSeni¢nog kruha, dosli do
zakljucka da se L. plantarum moze upotrebljavati u te svrhe jer sprjeCava razvoj plijesni

Fusarium graminearium i Fusarium culmorum koje su prirodno prisutne u kruhu.

Lindgren i Dobrogosz (1990.) ustanovili su kako bakterije mlije¢ne kiseline

metaboliziraju niz antimikrobnih tvari poput organskih kiselina (mlije¢ne, octene),



bakteriocine, hidrogen peroksid i drugo, Sto doprinosi njihovom konzervacijskom

potencijalu te moguénosti primjene u hrani i sto¢noj hrani.

2.1.2. Lactobacillus casei

L. casei (Slika 1.) pripada grupi homofermentativnih bakterija koja razlaze kazein
(mlije¢ni protein) i sudjeluje u zrenju sira (Markovié¢, 1990.). L. casei ima $iroki pH raspon
te se moze prilagoditi $irokoj temperaturnoj razlici (WHO; FAO, 2002.). Optimalna
temperatura razmnoZavanja je oko 30° C, ali moZe se razmnoZzavati i pri 10° C (Presecan,
2010.). U mlijeku se sporo razmnoZzava, stvaraju¢i male koli¢ine mlijecne kiseline
(Markovi¢, 1990.). L. casei moguce je pronaci u ljudskom probavnom sustavu, ustima i
crijevima. Neki predstavnici L. casei mogu biti i probiotici koji mogu pomo¢i pri lijeCenju
bolesti uzrokovanih bakterijama (WHO; FAQ, 2002.).

Slika 1. Lactobacillus casei (Izvor: https://fineartamerica.com/featured/1-

lactobacillus-casei-shirota-bacteria-sem-science-photo-library.html?product=greeting-card)

McFarland (2009.) isti¢e kako L. casei, u kombinaciji s ostalim probioticima, moze
djelovati i kao antibiotik. Tijekom rasta i fermentacije bakterije mlije¢ne Kkiseline
proizvode znacajne koli¢ine organskih kiselina. Organske kiseline djeluju inhibicijski na

rast i razmnozavanje mikroorganizama (Blateka i sur., 1991.; Brki¢, 1995.). Proizvodnja


https://fineartamerica.com/featured/1-lactobacillus-casei-shirota-bacteria-sem-science-photo-library.html?product=greeting-card
https://fineartamerica.com/featured/1-lactobacillus-casei-shirota-bacteria-sem-science-photo-library.html?product=greeting-card

specifi¢nih inhibicijskih supstanci, kao $to su bakteriocini, takoder je osobina bakterija L.
casel, a zbog toga imaju dodatno antimikrobno djelovanje (Koninsky, 1982.). lako
bakteriocini imaju antibiotska svojstva, oni se ne Klasificiraju kao antibiotici, od kojih su
razli¢iti po brojnim karakteristikama. Bakteriocini su mali peptidi koji se sintetiziraju na
ribosomima tijekom lag faze rasta, dok su antibiotici sekundarni metaboliti (Chen i
Hoover, 2003.). Bakteriocini nemaju boju, okus i miris, a antibiotici imaju (Zacharof i
Lovitt, 2012.).

2.1.3. Lactobacillus brevis

L. brevis (Slika 2.) je gram pozitivna, Stapicasta vrsta bakterija mlije¢ne kiseline koja
stvara CO; i mlije¢nu Kiselinu tijekom fermentacije. L. brevis moguce je pronaéi u
razli¢itim okruzenjima poput fermentirane hrane i u ljudskom probavnom sustavu.

Proizvodi bakteriocine laktobacilin i brevicin 37 (Havenaar i sur., 1992.).

Ogunbanwo i sur. (2003.) su u svom istrazivanju, u kojem su koristili bakterije L.
plantarum i L. brevis, zakljucili da bakteriocini koje proizvode ove bakterije inhibiraju

Sirok spektar bakterija te se mogu primjenjivati kao konzervansi hrane.

Slika 2. Lactobacillus brevis (Izvor: http://enfo.agt.ome.hu/drupal/en/node/2134)



http://enfo.agt.bme.hu/drupal/en/node/2134

2.1.4. Antifugalna svojstva bakterija mlije¢ne kiseline

Magnusson i sur. (2003.) proveli su istrazivanje na preko 1200 izolata bakterija
mlijecnih kiselina i njihova utjecaja kao antigljivicnog preparata gdje su utvrdili da je 10 %
njih pokazalo aktivnosti koje mogu sprije€iti Sirenje gljiva, dok je 4 % izolata pokazalo

snaznu aktivnost protiv gljiva.

Schniirer i Magnusson (2005.) u svom preglednom radu donose najvaznija istrazivanja
koja potvrduju efikasnost bakterija mlijecne kiseline u suzbijanju Sirenja gljiva. Zakljucili
su kako je ovo podrucje istrazivanja jo§ uvijek nedovoljno istrazeno te da je potrebno
provesti dodatna istrazivanja u svrhu otkrivanja najboljih moguéih rjeSenja i strategija za
koriStenje ovih mikroorganizama u suzbijanju Sirenja gljiva. Do nedavno se vecina
istrazivanja antifungalnog ucinka bakterija mlije¢ne kiseline bazirala na njihovim
inhibitornim efektima, ali ne i na aktivnim sastojcima, proizvedenim njihovim
metabolizmom, kao i drugim razlozima odgovornim za tu inhibitornu aktivnost. Samo je
nekoliko istrazivanja dokazalo da bakterije mlije¢ne kiseline, osim organskih kiselina,

proizvode i antifungalne peptide, odnosno proteine.

Lavermicocca i sur. (2000.) identificirali su antifungalne spojeve fenil-mlije¢nu
Kiselinu i 4-hidroksi mlije¢nu kiselinu iz vrste Lactobacillus izolirane iz kiselog tijesta.
Corsetti i sur. (1998.) su takoder iz kiselog tijesta izolirali bakteriju mlije¢ne kiseline,
Lactobacillus sanfranciscensis CB1, koja ima inhibitorni u¢inak na rast plijesni. Dokazali
su da je za inhibiciju odgovorno djelovanje razli¢itih organskih kiselina pronadenih u

supernatantu dobivenog od navedene bakterije mlijecne kiseline.

Strom 1 sur. (2002.) identificirali su tri antifungalna spoja u supernatantu dobivenog od
roda Lactobacillus. Njihova istrazivanja su pokazala da su na izolirane Spojeve
najosjetljivije plijesni bile Fusarium sporotrichioides i Aspergillus fumigatus. Koristenje
bioloskih konzervansa omoguéava produljenje roka trajanja proizvoda te poboljSava
sigurnost proizvoda. Kao idealni antifungalni mikroorganizmi isticu se i bakterije
mlije¢nih kiselina koje se i inace koriste u konzerviranju i proizvodnji hrane. Bakterije
mlijecne kiseline su mikroorganizmi koji su uglavnom prepoznati kao sigurni poboljSivaci
kvalitete hrane, a istovremeno posjeduju nutritivne i terapeutske vrijednosti. Vecina

istrazivanja o antimikrobnom djelovanju bakterija mlijeCne kiseline bazirana je na



antibakterijskom djelovanju, dok je samo manji dio tih istrazivanja za svoj fokus uzeo

njihovo antifungalno djelovanje (Munoz i sur., 2010.).

2.2.  Osobine gljiva

Gljive su posebna skupina organizama koja obuhvaca vise od 250 000 vrsta (Durakovi¢
i Redzepovi¢, 2002.). Gljive su eukariotski, nefotosintetski organizmi koji pripadaju
carstvu Fungi (Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2002.). Gljive u prirodnim i poljoprivrednim
ekosustavima imaju znacajnu ulogu jer, zajedno s bakterijama sudjeluju u razgradnji
organske tvari u prirodi. Brojne gljive koriste se u prehrambenoj industriji, primjerice za
proizvodnju sira s plijesni, za proizvodnju piva, vina, fermentiranih mlije¢nih proizvoda,
antibiotika itd. Pojedine gljive su patogene za ljude i biljke. Metabolizam gljiva ograni¢en
je na heterotrofan, aeroban i fakultativno anaeroban. Veliki broj gljiva moze rasti u okolisu
s visokom koncentracijom Secera ili soli, mogu rasti i na tvarima s vrlo malim sadrzajem
vode i mogu iskoristavati slozene ugljikohidrate, primjerice lignin, §to im omogucuje rast u
razli¢itim uvjetima sredine 1 na razli¢itim supstratima, ¢ak 1 obojenim zidovima ili obuci

izradenoj od prave ili umjetne koze (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003.).

2.2.1. Gljive roda Fusarium

Rod Fusarium pripada u pododjel Deuteromycotina, razred Hyphomycetes, red
Hyphales. Rod Fusarium sadrzi veliki broj vrsta od kojih su neke vrste saprofitne, a neke
vrste su fakultativni paraziti te napadaju velik broj korovnih i kultiviranih biljnih vrsta
(Kommedahl i sur., 1979., Hill i sur. 1983., Leslie i sur., 1990., Diaz de Ackermann i sur.,
1996., Chakaeva, 2000., Kryuchkova i sur. 2002.).

Jedan od razloga zasto je rod Fusarium rasprostranjen u svim podru¢jima svijeta je
velika sposobnost prilagodavanja razli¢itim agroklimatskim uvjetima i okolisu (Cosi¢ i

sur., 2004.).



2.2.2. Bolesti biljaka izazvane Fusarium vrstama

Rod Fusarium pripada u globalne fitopatogene koji mogu umanjiti prinose i
kvalitetu usjeva, financijski ugroziti poljoprivredne proizvodace i1 izazvati poskupljenje
sirovina i glavnih prehrambenih proizvoda (kruh, bragno) (Kanizai Sarié¢ i sur., 2011.). Rod
Fusarium obuhvaca razlicite vrste koje se pojavljuju na zitaricama i ¢iji se simptomi mogu
pojaviti na korijenu, stabljici i klasu. NajviSe zastupljene vrste koje se pojavljuju na
zitaricama su F. graminearum (Slika 3.), F. culmorum i Fusarium avenaceum, dok u manje
zastupljene ubrajamo Fusarium poae, Fusarum cerealis, Fusarium tricintum i dr. F.
graminearum je ¢e$¢i u vlaznijim i toplijim podru¢jima, a F. culmorum i F. avenaceum su

&e$éi u hladnijim podrugjima (Spanié, 2010.).

Slika 3. Fusarium graminearum (lzvor: Autor)

Kod najznacajnijih ratarskih vrsta razlikujemo nekoliko tipova bolesti uzrokovanih
napadom gljiva iz roda Fusarium ovisno o dijelu biljke koji je napadnut te vremenu
infekcije. Kod pSenice i ostalih strnih zitarica to su palez klijanaca, trulez korijena i donjeg

dijela vlati, ali najvece Stete nastaju pri razvoju bolesti na klasu (IARC, 1993.).

Prema Tomasovi¢ 1 sur. (1994.) fuzarijske bolesti pSenice dijele se u tri glavne

skupine, a to su: fuzarijska trulez korijena i stabljike, fuzarijoze klasa te snjezna plijesan.



Fuzarijska palez klasova (Slika 4.) je gljivicna bolest strnih zita, a njezino znacenje
osobito je poraslo posljednjih desetlje¢a. Dominantan uzro¢nik bolesti u Hrvatskoj je F.
graminearum (Cosié¢ i sur., 2013.). F. graminearum je kao biljni patogen vrlo ragirena

plijesan u tlu, a pripada najrasirenijoj toksikogenoj vrsti toga roda (IARC, 1993.).

Beri¢ (2009.) navodi kako ova gljiva moze zaraziti Citav klas ili njegov dio.
Zarazeni dijelovi tada gube zelenu boju, postaju slamnato zuti i na njima se javlja
narancasta ili ruziCasta prevlaka, a kod jakog napada u usjevu psenice, neposredno nakon
cvatnje u mlije¢noj zriobi, mogu se uo&iti bolesni, bijeli klasovi. Stete se manifestiraju
smanjenjem prinosa jer napadnuti klasovi imaju manji broj zrna ili su napadnuta zrna $tura
i manje klijavosti. Takoder, navodi kako se drugi vid Stete manifestira kao pojava
mikotoksina, a optimano vrijeme za zarazu ovom boleS¢u je cvatnja, uz vecu koli¢inu

oborina, visoku relativnu vlagu zraka i temperature oko 25° C.

Patogenost ove gljive utvrdili su 1 Ili¢ 1 sur. (2012.) u svojem istrazivanju u kojem
su, u laboratorijskim uvjetima, ispitivali patogenost 30 izolata koji su predstavljali 14
Fusarium vrsta izoliranih s korova i biljnih ostataka u isto¢noj Hrvatskoj. Ispitivanja
patogenosti proveli su na sadnicama pSenice i kukuruza, a kao najpatogenija vrsta roda
Fusarium spp. pokazala se upravo F. graminearum (izolirana s biljnih vrsta: Amaranthus

retroflexus, Abutilon theophrasti i Chenopodium album).

Bijeli¢ (2010.) navodi kako se klasovi pSenice mogu zaraziti s F. graminearum od
cvatnje do kraja vegetacije te kako smanjenje kolicine 1 kvalitete prinosa ovisi o vremenu
infekcije, osjetljivosti genotipa pSenice, vrsti i patogenosti gljive koja je napala klas. U
svojem je istrazivanju Bijeli¢ (2010.) utvrdila kako je postotak zaraZenih zrna najveci, a
njihova klijavost najmanja kod pSenice koja se zarazila ovom plijesni u ranijim fazama

razvoja.
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Slika 4. Fuzarijska paleZ klasa psenice

(Izvor: http://www.hemoslavija.co.rs/strucni-saveti/ratarstvo/p%C5%Alenica/451-

palez-klasa.html)

Palez klijanaca (Slika 5.) je posljedica sjetve zaraZzenog sjemena ili zdravog
sjemena u zarazeno tlo. Dolazi do propadanja klijanaca prije nicanja ili neposredno nakon
nicanja (Cosi¢, 2019.). Ponekad biljke mogu izniknuti i razviti nekoliko listova koji su
svjetlo zelene boje i skracene duZzine $to je posljedica zaraze korijena i Sirenja micelija kroz
klicino stablo do osnove lis¢a navode Jurkovi¢ i sur. (2016.). Fusarium vrste kao bolesti
klijanaca mogu se raspoznati po plijesni sli¢noj miceliju na bazi izbojka. Prijenos bolesti
uslijedi preko spora koje se nalaze na sjemenu ili preko zarazenih ostataka biljaka u tlu.
Napad na klijancima dovodi do znatnih Steta u nicanju 1 do izmrzavanja, a napad na
klasovima do $turosti zrna, propadanja pojedinih klasi¢a ili ¢itavih klasova (Tomasovic i

sur., 1994.).

Slika 5. Palez klijanaca p$enice (Izvor: Jasenka Cosi¢)
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Cosi¢ (2019.) navodi kako je trulez korijena i vlati samostalan patoloski proces ili
progresivna bolest nakon palezi klijanaca te ukoliko do zaraze dode do busanja biljke
mogu propasti, a ako do zaraze dode kasnije u vegetaciji propadanje biljaka je rijetko. Ista
autorica navodi kako, ovisno o intenzitetu bolesti, dolazi do formiranja klasova s manjim

brojem slabije nalivenih zrna.

Fuzarioza vlati jednako je proSirena i1 Stetna kao i1 polijeganje pSenice. Kao
domacini poznate su mnoge vrste trava. Napad se ocCituje na rukavcima na donjem dijelu
vlati. Pojave se smede, a potom crne nekroti¢ne pjege. Kod jakog napada inficirana su i
donja koljenca i njihova neposredna okolina. Ostecenja vlati i jaka infekcija dovode do
ugibanja biljke. Do prenoSenja dolazi putem zarazenog sjemena i tla. Napad pospjeSuje

visoka relativna vlaznost zraka pri bazi vlati te uzak plodored (Tomasovi¢ i sur., 1994.).

Tomasovi¢ i sur. (1994.) navode da se snjezna plijesan javlja u rano prolje¢e nakon
otapanja snijega. Snjezna plijesan obi¢no zahvaca pSenicu po manjim ili ve¢im oazama,
ponajviSe na mjestima gdje se tijekom zime formirao dublji snjezni pokriva¢ koji se u
proljece odrzao tijekom duzeg vremenskog razdoblja. Biljke koje su jaCe zaraZene ugibaju
te dolazi do prorijedivanja usjeva. Povoljni uvjeti za razvoj snjezne plijesni su: temperatura
od 5° do 10° C, visoka relativna vlaznost tla i zraka. Isti autori navode kako je jedna od
najcescih gljiva koje uzrokuju propadanje usjeva zimi i u proljece Fusarium nivale. Gljiva
napada pSenicu, a nerijetko 1 je€am 1 raZz. Zarazene 1 odumrle biljke na sebi imaju
presvlaku blijedo-ruziCaste boje, koja nestaje tijekom suncanog i vjetrovitog vremena.

Bolest se najbolje moze uociti u proljece kada se snijeg otopi.

Biljke inficirane snjeznom plijesni mogu se pronaci i kasnije tijekom vegetacije,
nesto su zaostale u rastu, ponekad su trule u podrucju korijena ili zbog jakog napada na
klas nose Stura zrna (Tomasovi¢ i sur., 1994.). Posto se spore gljiva zadrZavaju na povrsini
sjemena, do infekcije ovom gljivom moze doéi sjetvom zarazenog sjemena. Gljiva
prezimljava na ostacima slame 1 ostalim zarazenim dijelovima biljaka, pa 1 na taj nain
moze inficirati klijance. Tijekom klijanja sjemena gljiva, zajedno s klijancima, raste i
dolazi do razaranja koleoptile. U proljece i ljeto spore koje se formiraju na odumrlim ili
bolesnim biljkama vjetrom, kapima kise ili uz pomo¢ kukaca mogu dospjeti i na klasove;
kod ranog napada zrna postaju Stura, a kasniji napadi ove gljive ne utjeCu na prinose

sjemena (Tomasovi¢ i sur., 1994.).
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Preventivne mjere i suzbijanje napada ovom gljivom u ekoloskoj poljoprivredi
ukljucuju primjenu plodoreda, tretiranje sjemena s dozvoljenim sredstvima (ovim na¢inom
ne mogu se sprijeciti infekcije koje potjecu iz tla), odrzavanje higijene tla, sjetvu zdravog 1

certificiranog sjemena, sjetvu otpornijih sorti pSenice i dr.

2.2.3. Fusarium toksini

Pleadin i sur. (2015.) navode kako su najznacajniji fuzarijski mikotoksini u
zitaricama 1 proizvodima na bazi zitarica: zearalenon, deoksinivalenol, fumonizini te T-2
toksin. Toksi¢ni ucinci mikotoksina imaju kao posljedicu naruSavanje zdravlja ljudi i
zivotinja, povecane troSkove zdravstvene skrbi, smanjenje prinosa kod stoke, zbrinjavanje
oneciS¢ene hrane i hrane za Zivotinje te ulaganje u brojna znanstvena istrazivanja u cilju

smanjenja ozbiljnosti problema vezanih uz onec¢iséenje ovim tvarima (Hussein i Brasel,

2001.).

Mikotoksin zearalenon (F-2 toksin) izoliran je 1962. godine iz kulture plijesni
Giberella zeae, koja je spolni stadij plijesni F. graminearum (Bennet i Klich, 2003.). Ovaj
mikotoksin sintetiziraju razliite vrste iz roda Fusarium i to: F. culmorum, F.
graminearum, Fusarium equiseti i Fusarium moniliforme (Chelkowski, 1998.). Najcesce je
detektiran na kukuruzu, je¢mu, pSenici, zobi, ali i proizvodima Zivotinjskog podrijetla
(Richard 2007.). Stabilan je tijekom skladistenja, mljevenja i prerade, a ne razgraduje se

niti pri visokim temperaturama (Zollner i sur., 2002., Alexander i sur., 2004.).

Glavni proizvodaci mikotoksina deoksinivalenola su plijesni F. graminerarum i F.
culmorum, a javlja se ¢esc¢e kod zitarica kao §to su kukuruz, pSenica i jeCam, nego li kod
zobi, razi i rize (Doohan i sur., 2003.). Stabilan je tijekom skladistenja, mljevenja, prerade i
toplinske obrade hrane. U usporedbi s drugim mikotoksinima smatra se jednim od manje
toksi¢nih (Whitlow i sur., 2006.).

Fumonizini su sekundarni metaboliti koje sintetiziraju plijesni roda Fusarium.
Jedinstvenih su fizikalnih svojstava medu mikotoksinima. Stabilni su na poviSenim
temperaturama tijekom procesiranja hrane i nisu fotosenzibilni (WHO, 2001.). Kao

najces¢i izvor fumonizina navode se kukuruz i proizvodi na bazi kukuruza, zatim riza,
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pSenica i jeCam, a Cesto ga se moze naci i u kombinaciji s drugim mikotoksinima (WHO,
2001.).

.....

Sekundarni je produkt metabolizma plijesni roda Fusarium, ¢esto prisutan u zitaricama i
hrani za zivotinje. Prvi put je izoliran iz plijesni Fusarium tricinctum. Nehlapljiv je i
termostabilan te ga je tesSko suzbiti u proizvodnji hrane. Topljiv je u etanolu, etilacetatu,
dimetilsulfoksidu, kloroformu i drugim organskim otapalima, a nije topljiv u vodi (Creppy,
2002.).

2.2.4. Gljive roda Alternaria

Procjenjuje se da postoji nekoliko stotina vrsta ovog roda (Ivanovic i sur., 2004.).
Vrste roda Alternaria Siroko su rasprostranjene i obuhvacdaju veliki broj saprofitnih i
fitopatogenih vrsta. Prisutne su i u vlaznim i semi-aridnim podruc¢jima, gdje mogu inficirati

brojne biljne kulture, napadajuéi listove, stabljike, cvjetove i plodove (Desphande, 2002.).

Gljive ovog roda mogu se naci Sirom svijeta na razli¢itim materijalima (celuloza,
tlo, izumrla biljna tkiva) (Rotem, 1994.). Alternaria (Slika 6.) gljive identificirane su na
Zitaricama, uljaricama, povréu i vocu te ukrasnom bilju (Thomma, 2003.). One su dio
prirodne mikropopulacije tla, endofiti biljaka i saprofiti, a veliki broj vrsta su i patogeni
biljaka. Fitopatogene vrste roda Alternaria su izuzetno znacajne jer dovode do velikih
oSteCenja biljaka i znac¢ajnog smanjenja prinosa. Na sjemenu pSenice A. alternata redovno
je prisutna i ¢eS¢e se izolira u odnosu na sve ostale vrste ovog roda i ostale kontaminante
pSenice kao Sto su vrste roda Fusarium i Aspergillus (Broggi i sur., 2007.). Alternaria
mogu prouzrokovati kvarenje poljoprivrednih proizvoda tijekom skladistenja, transporta i u

procesu prerade (Ostry, 2008.).
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Slika 6. Alternaria alternata (lzvor: Autor)

2.2.5. Bolesti biljaka izazvane Alternaria vrstama

Ove vrste uzrokuju pojavu crne pjegavosti na svim nadzemnim dijelovima strnih
zitarica. NajznacCajnije od tih vrsta su A. alternata i Alternaria helianthi. Tamna boja
inficiranih dijelova biljnog tkiva (Slika 7.) potjece od crnog pigmenta melanina, koji pruza
zastitu gljivama od nepovoljnih uvjeta vanjske sredine, temperaturnih stresova, UV

zraCenja (Linas i sur., 1998.).

Zarazeni dijelovi biljaka nekrotiziraju, $to dovodi do raspadanja biljnog tkiva i
inhibiranja fotosinteze (Laemmlen, 2001.). Uslijed infekcije, na zarazenom tkivu formiraju
se crni koncentri¢ni krugovi u kojima se nalaze toksi¢ni metaboliti, dok se na oste¢enom

tkivu formira crna presvlaka (Slika 8.) kao rezultat sporulacije patogena (Thomma, 2003.).
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Slika 7. Napad Alternaria spp. na klasu (lzvor: https://www.alamy.com/stock-

photo-sooty-mould-cladosporium-sp-or-alternaria-sp-on-wheat-ears-27268053.html)

Laemmlen (2001.) navodi kako ovi patogeni mikroorganizmi unistavaju izgled i
kvalitetu zrna, kao i zdravstvenu sigurnost. Simptomi na zrnu vidljivi su u periodu nakon
Zetve u vidu crne obojanosti zrna koncentrirane oko klice. U kasnijoj fazi zaraze crna
pjegavost se §iri na cijelu povriinu zrna. Stete koje prouzrokuju ovi patogeni na psenici i
drugim zrnima ne odnose se u tolikoj mjeri na prinos koliko na gubitke koji nastaju poslije
zetve. Kod veée zaraze psenice dolazi do tamnije obojenog brasna, naruSenog izgleda
tjestenine (iz razloga $to se broj crnih tockica u krupici povecava §to dovodi do promjene
boje tjestenine) i dolazi do naruSavanja njezine tehnoloske kvalitete zbog razaranja glutena.
Takoder, navodi kako moze do¢i i do prijevremenog sazrijevanja biljaka s obzirom na to
da je crna boja klasa Cesto povezana i s bolestima korijena i vlati te kako ove gljive
prezimljavaju na zaraZenim ostacima usjeva, sjemena i korova u vidu micelija, konidija ili

spora.
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Slika 8. Simptomi zaraze s Alternaria spp. (Izvor: https://www.alamy.com/stock-

photo-sooty-mould-cladosporium-sp-or-alternaria-sp-on-wheat-ears-27268053.html)

Mogu se $iriti insektima, vjetrom, kiSom, tijekom vegetacije se u tlu $iri micelijem.
Infekcija sjemena se odvija putem konidija u fazi cvjetanja i formiranja zrna (Thomma,
2003.). Optimalna temperatura za razvoj micelija je od 18° do 25° C, dok su temperaturni
minimum i maksimum 4° odnosno 35° C (Sommer, 1985.). Relativna vlaZnost zraka i

aktivnost vode takoder su znacajni faktori u razvoju infekcije (Sommer, 1985.).

Alternaria vrste mogu rasti ¢ak i na niskim temperaturama (-3° C) (Sommer,
1985.). Takoder, zetva tijekom kiSnog perioda ili skladiStenje u uvjetima visoke vlaznosti

pogoduju razvoju bolesti (Bottalico i Logrieco, 1998.).

2.2.6. Alternaria toksini

Alternaria toksine biosintetiziraju razli¢ite vrste roda Alternaria, koji ¢esto uzrokuju
bolesti biljaka. Alternaria vrste proizvode vise od 70 sekundarnih metabolita od kojih su
samo neki svrstani u mikotoksine zbog Stetnog djelovanja na ljude 1 zivotinje, kao Sto su
alternariol (AOH), alternariol monometil eter (AME), tentotoksin (TEN), altenuen (ALT) i
dr. (Escriva i sur., 2017.).

Vrsta Alternaria alternata proizvodi mikotoksine: AOH, AME, TEN, tenuazoni¢nu
kiselinu (TeA), altertokrine (ATX- I'i 1), altenuen (ALT) i stemfiltoksin 111 (Scott i sur.,
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2006.; Ostry, 2008.). Optimalna temperatura za stvaranje mikotoksina je 21° C. AOH i
AME mogu dovesti do mutagenih promjena u stanici, takoder postoje dokazi o njihovoj
kancerogenosti (Scott i sur., 2006.). AOH i AME toksini stabilni su u voénim sokovima i
vinu tijekom 20 dana, kao i na 80° C tijekom 20 minuta (Scott i sur., 2006.). Zbog svoje
visoke otpornosti mogu predstavljati opasnost za zdravlje ljudi i zivotinja, ponajvise u
proizvodima koji ne zahtjevaju termic¢ku obradu prije jela, kao Sto su to primjerice Zitarice.
Trenutno ne postoje propisi za Alternaria toksine u hrani i hrani za Zivotinje u Europi
(Jani¢, 2015.).

Komisija CONTAM Panel, za kontaminante u lancu ishrane, izvrsila je procjenu
izlozenosti ljudi od 18 do 65 godina starosti na utjecaj Alternaria mikotoksina unosenjem
preko hrane. Procijenjena dnevna izlozenost stanovnistva bila je u opsegu od 1,9 do 39
ng/kg za AOH 10,8 do 4,7 ng/kg za AME (Koci¢ Tanackov i Dimi¢, 2013.).
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3. Materijal i metode

3.1. Priprema podloga za uzgoj mlije¢nih bakterija

U pokusu su koristene mlije¢no-kisele bakterije L. casei i L. brevis iz kolekcije
Katedre za mikrobiologiju Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Bakterije su
umnozene na MRS (de Man, Rogosa, Sharpe, Merck, Njemacka) tekucoj podlozi (Slika 9.,
10., 11.) pri 37 ° C kroz 48 h.

Slika 9. MRS podloga (lzvor: Autor)
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Slika 10. Ocitavanje pH vrijednosti podloge (lzvor: Autor)

Slika 11. Razlijevanje MRS podloge u epruvete (Izvor: Gabriella Kanizai Sari¢)
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3.2. Priprema podloga za uzgoj gljiva

Antifungalna djelotvornost je testirana na ¢istim kulturama: F. graminearum
Schwabe 110250 (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Nizozemska) i A. alternata iz
kolekcije Katedre za mikrobiologiju Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Ciste
kulture gljiva umnozene su na krumpir-dekstroznom agaru (Biolife, Italija) (Slika 12., 13.,
14.,15.) pri temperaturi od 25°C£1°C tijekom sedam dana.

Slika 13. Razlijevanje podloga u petrijeve zdjelice (Izvor: Autor)
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Slika 14. Nacjepljivanje gljiva (Izvor: Gabriella Kanizai Sari¢)

Slika 15. Nacjepljivanje bakterija (Izvor: Autor)
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3.3. Postavljanje in vivo pokusa

Sve koristene podloge i pribor su sterilizirani vodenom parom pod tlakom u
autoklavu (INKO) (Slika 16.) dok je cjelokupni postupak odraden u asepti¢nim uvjetima.
Sjeme pSenice Sorte Xenos koristeno u pokusu proizvedeno je na ekoloskom
poljoprivrednom gospodarstvu ,,OPG Nedjeljko Bosnjak® i sluzilo je kao prirodan supstrat

za ispitivanje antifungalne djelotvornosti ispitivanih sojeva mlijecno-kiselih bakterija.

q

Slika 16. Autoklav (lzvor: Autor)

Zrno pSenice je izvagano u koli¢ini od 10 g (Slika 17.) i sterilizirano. Potom je zrno
pSenice nakvaSeno s ispitivanim sojevima mlije¢no-kiselih bakterija u trajanju od 8 h na
sobnoj temperaturi. Broj bakterija u inokulumu odreden je po McFarland standardu i
sadrzavao je 15x10° ml™ stanica. Kontrolne probe su tretirane sa sterilnom vodom. Nakon
toga izvrSena je inokulacija s micelijskim diskom ispitivanih ¢istih kultura plijesni (Slika

18.) uzetog s rubova kolonije promjera 4 mm u sredinu petrijeve zdjelice (Slika 19.).
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Slika 18. Busenje diskova na miceliju (Izvor: Gabriella Kanizai Sari¢)
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Slika 19. Inokulacija micelijskim diskom (Izvor: Gabriella KaniZai Sari¢)

Petrijeve zdjelice inkubirane su u cetiri ponavljanja na 30°C+0,2°C u
laboratorijskom termostatu (Termo Medicinski aparati, BTS-M). Svakodnevno je pra¢en
porast plijesni izmjeravanjem dva promjera kolonije pod pravim kutom u periodu od 14

dana. Fungalni porast je koriSten za raCunanje stope rasta.

Rezultati su statisticki analizirani na nain da su razlike izmedu stope rasta
testiranih izolata mlije¢no-kiselih bakterija i kontrole testirane Studentovim t-testom. Za
statisticku analizu podataka koriSteni su Microsoft Excel (2013.) i Statistica 13.3 (Dell Inc.
2017.).
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4. Rezultati

Grafikon 1. Rast plijesni Alternaria alternata uz Lactobacillus casei i Lactobacillus

brevis
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Tablica 1: Utjecaj antifungalnih kombinacija na rast plijesni Alternaria alternata
Stopa rasta p
Kombinacije antifungalnih tvari
(mm/dan)
Kontrola 0,75
Lactobacillus casei 0 0,000005**
Lactobacillus brevis 0 0,000005**

** stopa rasta znacajno niza od kontrole, p<0,01
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Grafikon 2. Rast plijesni Fusarium graminearum uz Lactobacillus brevis i Lactobacillus
casei
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Tablica 2: Utjecaj antifungalnih kombinacija na rast plijesni Fusarium graminearum

Stopa rasta p
Kombinacije antifungalnih tvari
(mm/dan)
Kontrola 2,9
Lactobacillus casei 0 0,000162**
Lactobacillus brevis 0 0,000162**

** stopa rasta znacajno niza od kontrole, p<0,01
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5. Rasprava

U ovom istrazivanju utvrdena je statisticki znacajna antifungalna djelotvornost L. casei
(p<0,01) i L. brevis (p<0,01) (Tablica 1.) pri ¢emu je utvrdena redukcija stope rasta gljive
Alternaria alternata za 100 % u odnosu na kontrolu (Grafikon 1.). L. casei i L. brevis
jednako uspjesno reduciraju rast i Fusarium graminearium, za 100 % (Grafikon 2.), sto je

statisti¢ki znacajno (p<0,01) u usporedbi s kontrolom (Tablica 2.).

Brojna istrazivanja potvrdila su antifugalnu djelotvornost bakterija mlijecne kiseline.
Kanizai Sari¢ i sur. (2017.) u svom su istrazivanju, u kojem su ispitivali antifugalan uginak
bakterija mlijecne kiseline na rast plijesni roda Fusarium, utvrdili znacajnu inhibiciju
micelijskog rasta plijesni F. graminearium i F. verticillioides uz djelovanje bakterija L.

brevis, te inhibiciju rasta F. graminearum uz djelovanje L. casei u in vitro uvjetima.

Laref i Guessas (2013.) ispitali su antifugalnu djelotvornost na predstavnicima rodova
Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., Penicillium spp. i Stemphylium spp. te
su rezultati istrazivanja pokazali kako ispitivane bakterije mlije¢ne kiseline pokazuju
antifugalan uc¢inak pri ¢emu nije zabiljeZen micelijski rast gljiva u tekucoj hranjivoj

podlozi tijekom i nakon sedam dana uzgoja.

Horackova i sur. (2018.) su u svojem pokusu testirali djelotvornost osam sojeva
laktobacila izoliranih iz biljaka 1 namirnica (tartar umaka, pSeni¢nog brasna, je¢menog
brasna i kiselog tijesta) na redukciju rasta F. culmorum i Penicillium expansum. Rezultati
su pokazali da Zive stanice tri soja bakterije L. plantarum pokazuju najvecu antifugalnu

aktivnost.

Eddine i sur. (2018.) proveli su istraZivanje s ciljem otkrivanja novih autohtonih sojeva
bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz mlijeka alzirskih deva, koji imaju antufugalno
djelovanje. lzolirane bakterije (LAB 264) pokazale su antifugalnu aktivnost protiv
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus i Penicillium spp. Izolati su identificirani kao L.
plantarum, Lactoacillus paracasei, L. brevis, Lactobacillus rhamnosus i Lactobacillus
pentosus. Ovi sojevi djelovali su inhibitorno na rast micelija i klijavost spora. Time su
dokazali da se ovi sojevi bakterija izolirani iz mlijeka deva mogu primjenjivati za kontrolu
kvarenja namirnica i rasta gljivica. Bazukyan i sur. (2018.) takoder su ispitivali antifugalnu

djelotvornost mlijecno-kiselih bakterija izoliranih iz mlije¢nih proizvoda (kiselo vrhnje,
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razni sirevi i dr.) te su utvrdili da L. rhamnosus MDC 9661 ima inhibicijski u¢inak na rast

Penicillium aurantioviolaceum i Mucor plumbeus.

Matei i1 sur. (2015.) ukazuju da najnovija istrazivanja potvrduju ucinak bakterija
mlijecne kiseline koje stvaraju antagonistiCke spojeve (mlijecne, octene, fenil-mlijecne,
ciklicke, dipeptide, reuterin, biosurfaktante) koji mogu kontrolirati patogene gljive.
Takoder, svojim su istrazivanjem, u kojem su ispitivali antifugalnu djelotvornost bakterija
mlije¢ne kiseline, utvrdili da su inficirane jabuke, koje su tretirane sojevima bakterija
mlijecne kiseline i izloZene suspenziji spora Penicillium ekspansum, stvorile manja mjesta

infekcije u usporedbi s netretiranom kontrolom.

Al-Jobory (2018.) isti¢e kako infekcija s gljivom Fusarium spp., koja proizvodi
fumonizin, Stetno utjece na trgovinu i gospodarstvo te ukazuje na njen Stetni ucinak na
zdravlje ljudi i zivotinja. U svojem istrazivanju ispitao je antifugalnu djelotvornost 25
bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz uzoraka meda. IstraZivanjem je utvrdio da od 25
ispitanih izolata samo njih 5 (L. casei, Lactobacillus acidophillus, L. plantarum,
Lactobacillus fermentum i L. rhamnosus) pokazuju inhibitorno djelovanje nakon 48 h
inkubacije na 30° C, od ¢ega je L. acidophillus imao dobru sposobnost smanjenja rasta

svih Fusarium vrsta.

Dukanovi¢ 1 sur. (2012.) u svojem su istrazivanju, u kojem su ispitivali utjecaj gljive A.
alternata na klijavost sjemena pSenice, zakljucili da prisustvo A. alternata na sjemenu i
klijancima nije utjecalo na smanjenje klijavosti te da prisustvo ove gljive ne remeti
osnovne fizioloSke procese u sjemenu i klijancima, odnosno da ova vrsta nema patogeni

utjecaj na sjeme 1 klijance pSenice.

Jani¢ Hajnal (2015.) navodi kako se separacijom i ¢iS¢enjem zrnene mase Zita iz zrnene
mase uklanja dio zrna zarazenih gljivama. Takoder navodi kako najvec¢i postotak zrna
zarazenih poljskim gljivama pripada u kategoriju neodvojivih primjesa te se u posljednje
vrijeme provode istrazivanja o mogucnosti primjene infracrvene spektroskopije ili
fluorescentne analize u svrhu razvrstavanja pSenice na prijemu ili izdvajanja tijekom
postupka ¢iS¢enja zrna. Svojim istrazivanjem autorica je utvrdila kako se primjenom
postupka ekstrudiranja te primjenom uobicCajenih postupaka ciS€enja pSenice postize

znacajna redukcija prisutnosti svih Alternaria toksina u zrnenoj masi psenice.
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Samobor i sur. (2010.) navode kako su biljne bolesti koje se prenose sjemenom
znacajna prijetnja urodu i kakvoéi usjeva, stoga je danas uobiCajeno tretiranje Sjemena
kemijskim sredstvima, koja u ekoloskoj poljoprivredi nisu dozvoljena, stoga se kontrola
bolesti zasniva na preventivnim mjerama kao $to su plodored, uzgoj otpornijih sorata i
koriStenje kvalitetnog sjemena. Takoder navode kako je prva registrirana sorta psenice za
ekolosku proizvodnju Vesna, a s programom oplemenivanja pSenice za ekolosku

proizvodnju zapocelo se prije 15-ak godina.

Uz odgovarajuéu sortu za ekolosku poljoprivredu bitna je i primjena sredstava za
tretiranje samog sjemena, koje moze biti izvor zaraze. Sredstva koja se primjenjuju ne
smiju imati nepoZeljan ucinak. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju na
mogucnost koriStenja bakterija mlijecne kiseline u suzbijanju rasta fitopatogena koji

dovode do znac¢ajnih gubitaka prinosa, kao jednu od bioloskih metoda zastite usjeva.
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6. Zakljucak

Mnogi rodovi gljiva koriste se u prehrambenoj industriji i ¢ovjek od njih ima korist,
medutim pojedini rodovi plijesni izazivaju i velike Stete, oste¢ujuéi pojedine biljne organe i
uzrokujuci bolesti biljaka, §to kona¢no moze dovesti do smanjenja prinosa i prihoda. Gljive
roda Fusarium i Alternaria kontaminiraju ponajvise zitarice: pSenicu, jeCam i kukuruz. Do
zaraze navedenim gljivama moze do¢i prije ili poslije zetve, prilikom neadekvatnog

skladiStenja i kao posljedica toga mogu se na¢i u hrani koju konzumiramo.

Kako ne bi doslo do kontaminacije usjeva sve se ¢eSc¢e primjenjuju kemijska sredstva
za zaStitu bilja. Medutim, takva sredstva su u ekolo§koj poljoprivredi zabranjena zbog
negativnih ucinaka po okoli§ i1 zdravlje ljudi. ZaStita usjeva u ekoloskoj poljoprivredi

provodi se primjenom mehanickih, fizikalnih, bioloskih i drugih mjera zastite.

Iz rezultata provedenog istrazivanja utvrdena je znacajna inhibicija micelijskog rasta
gljiva F. graminearum i A. alternata uz djelovanje bakterija mlije¢ne kiseline L.brevis i L.
casei te je utvrdeno da bakterije mlije¢ne kiseline imaju visok potencijal za kontrolu rasta
plijesni Sto ukazuje na moguénost njihove primjene kao jedne od bioloSkih metoda zastite

usjeva protiv fitopatogena.
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8. Sazetak

Alternaria alternata i Fusarium graminearum su mikotoksikogene plijesni. Javljaju se
kod pSenice. Izazivaju Stete u vidu smanjenja prinosa, a ujedno i1 prihoda, a njihovi
produkti, mikotoksini, mogu ostaviti ozbiljne posljedice po zdravlje ljudi i zivotinja. U
cilju suzbijanja kontaminacije zrna pSenice s ovim plijesnima ispitana je antifugalna
djelotvornost bakterija mlije¢ne kiseline Lactobacillus brevis i Lactobacillus casei. Iz
rezultata provedenog istrazivanja utvrdena je znacajna inhibicija micelijskog rasta F.
graminearum i A. alternata uz djelovanje L. brevis i L. casei. Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem ukazuju na mogucnost koristenja bakterija mlije¢ne kiseline u suzbijanju
rasta fitopatogena koji dovode do znacajnih gubitaka prinosa, kao jednu od bioloskih

metoda zastite usjeva.

Klju¢ne rijeci: Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Alternaria alternata, Fusarium
graminearum, antifugalna djelotvornost.
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9. Summary

Alternaria alternata and Fusarium graminearum are mycotoxicogenic mildew. They
are often reported as field and storage grain contaminants, and are one of the most common
causes of wheat disease. They cause damage in form of yield reduction (causing revenue
reduction at the same time). Their products, mycotoxins, can have serious consequences
for human and animal health. In order to suppress wheat grain contamination with this
mold, antifungal efficacy of lactic acid bacteria Lactobacillus brevis and Lactobacillus
casei was investigated. Based on results from this study, significant inhibitory
myelogenous growth of F. graminearum and A. alternata with L.brevis and L.casei was
found. The results obtained from this study indicate the possibility of using lactic acid
bacteria in suppressing the growth of phytopathogens leading to significant yield losses,

such as one of the biological methods of crop protection.

Keywords: Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Alternaria alternata, Fusarium
graminearum, antifungal efficacy.
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12. Popis grafikona

Grafikon 1. Rast plijesni Alternaria alternata uz Lactobacillus casei i Lactobacillus
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