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1. UVOD

Cimbenici koji imaju veliki utjecaj na rast i razvoj uzroénika biljnih bolesti su temperatura,
svjetlost, relativna vlaga zraka ili vlaznost supstrata i pH (Kiselost) podloge. Temperatura je
jedan od znacajnijih ¢imbenika koji utjece na rast i razvoj fitopatogenih gljiva, a svaka
gljiva ima specificne minimalne, maksimalne i optimalne temperature pri kojima se razvija
I raste. Fitopatogene gljive Cesto se razvijaju u relativno Sirokom rasponu temperatura, a
vecéina gljiva naseg podrucja najbolje raste i razvija se na temperaturama izmedu 20 i 25
(28)°C. Bolest se neée razvijati ako okoli$ni ¢imbenici ne ispunjavaju uvjete za rast i
razvoj uzro¢nika bolesti. Temperature imaju utjecaj i na rast i razvoj biljaka. lzrazito
visoke temperature (40-45°C) dovode do ugibanja biljaka i to posebno ako sadrze veliku
koli¢inu vode jer je biljka osjetljivija kada sadrzi ve¢u kolic¢inu vode. Takoder i niske
temperature ispod 0°C imaju utjecaj na razvoj biljaka tako da dolazi do stvaranja kristala

leda u stanicama, a posljedica je kidanje stanica i dehidracija protoplazme.

Fitopatogeni organizmi su: gljive, bakterije, virusi, fitoplazme i drugi. Gljive su
heterotrofni organizmi koji se hrane organskom tvari zivotinjskog ili biljnog porijekla.
Gljive uzrokuju veéinu biljnih bolesti. Takve vrste bolesti nazivaju se mikoze. Uzro¢nike
bolesti dijelimo na Zive, odnosno bioticke, i nezive, odnosno abioticke. Fitopatogene
gljive su zivi uzrocnici bolesti koji uzrokuju oko 75 % biljnih bolesti. U biljno tkivo mogu
prodrijeti na tri na¢ina: prodiranje kroz prirodne otvore biljke (puci, lenticele, hidatode),
prodiranje kroz nastale mehanicke ozljede tkiva biljaka ili izravno prodiranje kroz
neozljedeno tkivo biljaka (najrjedi nacin prodora u biljno tkivo). One uzrokuju poremecaje
u fizioloskim procesima u biljkama pri ¢emu se javljaju razliciti simptomi te kao rezultat
svega toga dolazi do propadanja Citave biljke ili samo nekih njezinih dijelova. Biljne
bolesti smanjuju prinos, pogorSavaju kvalitetu, negativno utjeCu na zdravlje ljudi 1
zivotinja te uzrokuju velike ekonomske gubitke. Za pravilno suzbijanje 1 sprjeCavanje
biljnih bolesti vazno je poznavati uzroc¢nike bolesti, njihove zahtjeve za ¢imbenicima

okolina i sve raspolozive metode kojima ¢emo sprijeciti njihov razvoj.



Cilj ovoga istrazivanja je utvrditi utjecaj temperature na rast micelija Cetiri fitopatogene
gljive: Sclerotium cepivorum, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum i

Botrytis cinerea te na produkciju sklerocija S. sclerotiorum.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Sclerotium cepivorum Berk

Sclerotium cepivorum patogena je gljiva koja uzrokuje bijelu trulez biljaka iz roda Allium.
Najvazniji domacini su luk, ¢e$njak i poriluk ( Gonzales i Mattos, 2018. ). Uzrokuje
ekonomske gubitke u glavnim proizvodnim podru¢jima Meksika kao i drugim drZzavama
(Perez i sur., 1994.). Bijela trulez luka je teSka bolest koja ne uzrokuje samo gubitke u
prinosu lukovica, ve¢ i zarazu tla uzro¢nikom bolesti, Sto ga ¢ini neprikladnim za
proizvodnju luka vise od 15 godina (Hyakumachi, 1994.). Bolest moze smanjiti prinose
usjeva luka na neekonomicne razine u kratkom vremenskom razdoblju (Coley-Smith i sur.,
1987.). Prvi simptomi bolesti pojavljuju se na lis¢u gdje je vidljivo zucenje i nekroza
(slika 1.). Zarazene lukovice postaju trule, prekrivene su vostanim, sivo-bijelim micelijem,

a lukovica ima neugodan miris (Brajkovi¢, 2020.).

Slika 1. Simptomi na luku nakon zaraze S.cepivorum (lzvor: https://www.nexles.com/ )



https://www.nexles.com/articles/onion-white-rot-sclerotium-cepivorum/

Infekcija pocinje u tlu nakon sadnje i nicanja dok su biljke jos u ranim fazama razvoja gdje
sklerocije prezimljavaju u tlu i biljnim ostacima. Sklerocije su potaknute na klijanje samo
korijenskim izluevinama specificnim za Allium vrste (alkilcistein sulfoksidi) koje
razgraduju mikroorganizmi iz tla za stvaranje tiola i sulfidnih spojeva, a zatim stimulira S.
Cepivorum da Klija (Dilbo i sur., 2015.). Aktivacija sklerocija zapocCinje s kontakom
korijena domacina, koji izlu¢evinama stimulira njihovo klijanje. Infekcijska hifa prodire u
biljku izravno preko korijena. Gljiva inficira mlade lukovice, iako moze inficirati i starije
biljke. Patogen se $iri u nasadu i kontaktom korijenom susjednih biljaka te na taj nacin
dolazi do $irenja bolesti. U zarazenom biljnom tkivu formiraju se sklerocije koje sluze za
dugotrajno odrzavanje (slika 2.). Vlaznost tla utje¢e na formiranje apotecija te da bi doslo
do formiranja apotecija vlaznost tla treba biti blizu saturacije tijekom 7 do 14 dana.
Klijanje askospora odvija se pri relativnoj vlaznosti zraka visoj od 98 % ili u prisutnosti
vode. Oslobadanje askospora iz askusa odvija se 20 do 40 dana nakon formiranja, a Sire se

zraénim strujanjima te tako dolaze na povr§inu domacina (Cosié i sur. 2005.).

Jedna od glavnih mjera za suzbijanje bijele trulezi su agrotehnicke: plodored ( 3-8
godina), sjetva zdravog sjemena i suzbijanje korova (Jurkovié¢ i Cosi¢, 2004.). Bioloske
mjere zastite ukljucuju mjeSavine mokrog otpada od povréa (mrkve ili luka) i suhog otpada
od luka kompostirane na 50 °C 7 dana. Uklju¢ivanje sirovih ili kompostiranih mjesavina
biljnog otpada u tlo od pjeskovite ilovace, mulja i treseta smanjilo je odrzivost sklerocija S.
cepivorum u bioloskim testovima stakleni¢kih posuda. Smanjenje odrzivosti ovisilo je o

vrsti otpada, stopi inkorporacije, trajanju izlozenosti i vrsti tla (Coventry i sur., 2005.).

Slika 2.Prikaz sklerocija S. cepivorum (lzvor: https://projects.ncsu. /)


https://projects.ncsu.edu/cals/course/pp728/sclerotium_cepivorum/Sclerotium_cepivorum.html

2.2. Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid

Macrophomina phaseolina uzroénik je prijevremenog suSenja biljke. Fakultativni je
parazit, stanovnik tla sa Sirokom rasportranjenosti. Gljiva napada viSe od 500 biljnih vrsta
u vise od 100 porodica. Uzrokuje bolesti kao §to su trulez stabljike i korijena i trulez
presadnica (Dhingra i Sinclair, 1978.). Prvi puta zabiljezena je u Indiji 1993.godine kod
uzgoja sirka (Uppal i sur., 1936.). Vrlo je Stetna na podru¢ju Australije (Trimboli i
Burgess, 1982.) 1 Sjedinjenim DrZavama, osobito u juznim drZzavama Texas, Georgia 1
Arizona (Edmunds i Zummo, 1975.). Bolest koju izaziva ova gljiva naziva se suha trulez
koja se u Hrvatskoj javlja u vru¢im i susnim godinama. Tako je na primjer godine 2019.
Uoceno propadanje biljaka jagode sa simptomima kao Sto su: gubitak turgora, suSenje,
propadanje, nekrotiziran korijen tamne boje, a presjek korjenovog vrata smede boje ( Ivi¢ i
sur., 2020.). Sadnice se mogu zaraziti u godinama kada su tla izrazito suha i temperature
tla kontinuirano iznad 35 °C tijekom 2-3 tjedna. Simptomi se pojavljuju na hipokotilu
zarazenih sadnica kao kruzne, duguljaste lezije koje postaju crne (slika 3.). Jako zarazene
sadnice mogu propasti (Gupta i sur., 2012.). Prvi simptomi pojavljuju se izmedu 1 i 4
tjedna prije normalne zrelosti. Uzro¢nik bolesti uzrokuje lezije na korijenu, stabljikama,
mahunama i sjemenkama. Od razine tla navise, povrsinske lezije smede do sive boje,
rijetko se pojavljuju na stabljikama. U provodnim tkivima nastaju mikrosklerocije a u srzi

dajuci sivkasto-crni izgled subepidermalno tkivo stabljike (Bristow i Wyllie, 1986.).

5473573

Slika 3. Simptomi zaraze gljive Macrophomina phaseolina (lzvor:
https://www.forestryimages.org/)



https://www.forestryimages.org/

Kako navode Short i sur. (1980.) gljiva prezimljuje u obliku mikrosklerocija u tlu i
ostacima domacina. Mikrosklerocije (slika 4.) su okruglastog ili duguljastog oblika koje
nastaju u tkivu domacina te prelaze u tlo nakon odumiranja biljke domacina. Imaju
sposobnost prezivljavanja na tlima siromaSnim hranjivim tvarima ili temperaturama viSim
od 30 °C. Gljiva takoder moze prezvjeti na sjemenu koje nakon zaraze ne klija (Mazur,
2014.). Mikrosklerocije koje su opéenito rasporedene u grozdovima u tlu ograni¢ene su

uglavnom na dubinu od 0 do 20 cm (Mihail, 1989.).

Papavizas (1977.) je istaknuo da su temperatura tla i sadrzaj vlage dva najvaznija
¢imbenika koji utje¢u na preZivljavanje sklerocija. IstraZivanje je pokazalo da je najmanje
75% sklerocija Macrophomina phaseolina prezivjelo godinu dana u veéini prirodnih tala
drzanih na 26 °C i na 50-55 % kapaciteta vlage u tlu. Takoder je istaknuto da su sklerocije
prezivjele gotovo 80-90 % u vlaZnom tlu (50-55 % ) drZzanom 16 tjedana na 26 °C ili u
vlaznom tlu izloZzenom Cetiri ciklusa od kojih svaki ima 3-tjedno odmrzavanje (26 °C) i 1-

tjedno zamrzavanje (— 5 °C).

UGA4824040

Slika 4. Prikaz mikrosklerocija gljive M. phaseolina (lzvor: http://www.fazos.unios.hr/)


http://www.fazos.unios.hr/upload/documents/Bolesti%20ratarskih%20kultura%20%28DS%20Zastita%20bilja%201.%20godina%29.pdf

2.3. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Sclerotinia sclerotiorum je fakultativni parazit koji zarazava 408 biljnih vrsta iz 278
rodova i 75 porodica. Svake godine gljiva uzrokuje znatne gubitke u proizvodnji usjeva
diljem svijeta (Boland i Hall, 1994.). Gljiva, izmedu ostaloga, parazitira biljke iz porodice
mahunarki (Fabaceae), glavocika (Asteraceae) i kupusnjaca (Brassicaceae). S.
sclerotiorum cesto se javlja i uzrokuje Stete na suncokretu, soji, grahu, grasku, uljanoj
repici, kupusu i salati. Bolest koju izaziva gljiva naziva se bijela trulez. U Hrvatskoj se
javlja u vlaznim i prohladnim godinama. U Zupanji se pojavila 2008. godine u
staklenickom uzgoju rajéice (Ivi¢, 2016.). Kako gljiva ima $irok raspon domacina, ne
postoje jedinstveni simptomi koji pripadaju svim biljkama zarazenim ovom gljivom.
Listovi ¢esto imaju vodene lezije koje se brzo Sire i kre¢u niz peteljku u stabljiku. Stabljike
nekih zaraZenih biljaka najprije ¢e razviti tamne lezije, dok je pocetni pokazatelj kod
drugih domacina pojava lezija na stabljici natopljenih vodom. Lezije se obi¢no razvijaju u
nekroticna tkiva koja naknadno razvijaju mrlje pahuljastog bijelog micelija, koji su
najocitiji znak biljaka zarazenih S. sclerotiorum (slika 5.). Rano u razvoju lezije, biljke
mozda nece biti zahvacene boles¢u. Medutim, kako gljiva napreduje u glavne stabljike,
obi¢no dolazi do uvenuca. Sklerocije se obi¢no formiraju unutar inficiranog tkiva, ¢esto u
srzi stabljike, ali se mogu formirati na povrSini tkiva tijekom uvjeta visoke vlaznosti

(Bolton i sur., 2005.).

Slika 5. Bolest uzrokovana napadom gljive S. Sclerotiorum (lzvor:
https://www.agro.basf.hr/hr/)


https://www.agro.basf.hr/hr/Novosti-i-dogadjaji/Pest-Guide/

Optimalne temperature za razvoj S. sclerotiorum krecu su izmedu 1 i 21 °C, uz visoku
vlaznost zraka. Gljiva prezivljava u obliku micelija na mrtvom i Zivom biljnom tkivu ili

kao sklerocije u tlu ili na zaraZzenom biljnom tkivu (Agrios, 1997.).

Prema Ivi¢ (2016.) sklerocije (slika 6.) S. sclerotiorum su nakupine pseudoparenhima
gljive koje sluZe za preZivljavanje 1 razmnoZavanje. Stvaraju se na zaraZenim biljkama te
dospijevaju na tlo ili u tlo. Zivotni vijek sklerocije je od tri do osam godina. Na Zivot
sklerocija u tlu utjeCu temperatura, vlaga i mikroorganizmi. Sklerocije u prisutnosti vode
klijaju u micelij ili se na njima stvaraju plodiSta - apoteciji na kojima nastaju askusi s

askoporama. Optimalne temperature za stvaranje apotecija jesu od 12 °C do 15 °C.

Vazne mjere zaStite protiv S. sclerotiorum su: izbor hibrida, sjetva zdravog, deklariranog
sjemena tretiranog fungicidima i plodored. Takoder, plodored bi trebao iznositi 3 godine
kod slabijih zaraza, a kod jacih ¢ak i do 8 godina. Smanjenje koli¢ine sklerocija u tlu moze
se posti¢i 1 primjenom mikoparazita poput Coniothyrium minitans, narocito pri

uzastopnom uzgoju osjetljivih usjeva (Gerlagh i sur., 1999).

- n e n
Sclerotinia sclertohg?uml(SCLESC) - https://gd.eppo.int

Slika 6. Prikaz sklerocija S. sclerotiorum (lzvor : https://gd.eppo.int/)


https://gd.eppo.int/taxon/SCLESC/photos

2.4. Botrytis cinerea Pers

Botrytis cinerea je uzro¢nik sive plijesni. Inficira vise od 1400 biljnih vrsta iz 586 rodova.
Gljiva zaraZava u zaSti¢enim kontroliranim uvjetima, kod uzgoja na otvorenom 1 tijekom
skladiStenja. Uzrokuje znacajne gubitke prinosa na ratarskim kulturama, povréu, vocu i
cvijecu (Fillinger i Elad, 2016.). Simptomi (slika 7. i 8.) koje uzrokuje Botrytis cinerea su:
paucinasta prevlaka sivkasto-smede boje na plodovima, micelij gljive koji se sastoji od
razgranatih konidiofora s konidijama. U povoljnim uvjetima za ravoj gljive i razvoju
bolesti dolazi do potpunog propadanja plodova ( Mili¢evi¢, 2015.). Gljiva je odgovorna za
vrlo Sirok raspon simptoma i oni se ne mogu lako generalizirati na biljne organe i tkiva.
Meke trulezi, pracene natapanjem tkiva parenhima, pracene brzom pojavom sivih masa
konidija, mozda su najtipi¢niji simptomi na li§¢u i mekim plodovima. Na mnogom vocu i
povréu infekcija obicno pocinje na pri¢vrSéenim ostarjelim cvjetovima, a zatim se kao
mekana trulez Siri 1 zahvaéa susjedni plod koji se razvija (trulez cvjetova), kao u tikvicama,
krastavcima, grahu, jagodama i jabukama. Na laticama cvije¢a simptomi se krec¢u od sitnih
tragova do potpunog mekog truljenja ovisno o uvjetima okoline. Kod raj¢ice uzgojene u
staklenicima najveca oSteCenja nastaju na stabljikama na ranama od rezidbe gdje gljiva

moze istrunuti kroz cijelu stabljiku (Williamson i sur., 2007.).

Slika 7. Simptomi zaraze gljivom Botrytis cinerea (lzvor : https://www.vinoble.org/en/)


https://www.vinoble.org/en/blog/botrytis-cinerea-noble-rot

Milic¢evi¢ (2015.) navodi da se razvoj bolesti odvija u vlaznom vremenu s nizim
temperaturama te da su optimalne temperature za razvoj gljive od 15 do 20 °C. Osim
temperature, vlaga zraka ima veliki utjecaj na razvoj bolesti. Optimalna vlaga zraka je 90
%. U proljece gljiva koja je prezimila u obliku sklerocija ili micelija nastavlja razvoj
klijanjem u micelij na kojem nastaju konidije ili apotecije s askusima i askosporama koje

vrse zarazu.

Gljiva prezimljuje kao sklerocij ili micelij u tkivima domacina ( Solina-Medimurec i sur.,
2020.).

Nakon odumiranja zarazenih biljnih dijelova, biljka zivi kao saprofit. Gljiva tvori
sklerocije koji su crne boje, veli¢ine 2 x 1,3 mm te mogu klijati i pritom formiraju
apotecije u kojima se formiraju askusi s askosporama ili kliju u nicelij. Ukoliko tijekom ili
prije cvatnje dode do prohladnog i vlaznog vremena, postoji mogucnost da se cvjeti¢i koji

su otvoreni ili neotvoreni zaraze te brzo propadaju (Cvjetkovi¢, 2010.).

Slika 8. B. cinerea na malini (Izvor: https://www.agrotv.net/ )

10


https://www.agrotv.net/botrytis-cinerea-na-malini/

3. MATERIJAL | METODE

Ispitivanje utjecaja temperature (10, 15, 20, 25 i 30 °C) na rast micelija Cetiri fitopatogene
gljive: Sclerotium cepivorum, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum i
Botrytis cinerea i produkciju sklerocija Sclerotinia sclerotiorum provedeno je u Centralnoj

agrobiotehnickoj analitickoj jedinici na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek.

Za provedbu pokusa bilo je potrebno 40 Petrijevih zdjelica s pripremljenom hranjivom
podlogom PDA (krumpir dekstrozni agar). Postavljanje pokusa obavljeno je u komori za
rad u Cistom tj. laminaru . Laminar (slika 9.) je uredaj s ventilacijskim sustavom za zaStitu
od kontaminacije. Prije samog pocetka potrebno je cijelu povrsinu u laminaru dezinficirati
etilnim alkoholom. Na svaku Petrijevu zdjelicu potrebno je napisati naziv gljive,
temperaturu, broj ponavljanja i datum. Sav pribor koji ¢e se pri postavljanju pokusa

koristiti potrebno je sterilizirati na plameniku (slika 10.).

Slika 9. Priprema laminara za rad (Izvor: Zivié, T) Slika 10. Steriliziranje pribor (Izvor:
Zivié, T.)

Ciste kulture gljiva Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum i
Sclerotium cepivorum (slika 11.) buSe se pomocu metalnog kruznog rezaca, uz sami rub

Petrijeve zdjelice (slika 12.) .
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Slika 11. Ciste kulture gljive pripremlje za rad (Izvor: Zivié, T.)

» ' anm & .
MM gy L

Slika 12. Postavljanje ciste kulture pomocu
igle na hranjivu podlogu (Izvor: Zivi¢, T.)
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Nakon toga sterilizira se laboratorijska igla te uzima uzorak i postavlja na sredinu u novu
Petrijevu zdjelicu (Slika 13). Nakon $to su gljive nacjepljenje, postavlja ih se u komoru

(Slika 14.) na odredenu temperaturu te prati rast svakih 48 sati.

Slika 13. Postavljanje ¢iste kulture na
PDA (Izvor: Zivi¢, T.)

Slika 14. Postavljanje Petrijevih zdjelica u
klima komoru (Izvor: Zivi¢, T.)
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Mjerenje micelija obavljalo se pomocu ravnala (slika 15.). Svi podaci razvoja micelija
biljezeni su u tablici te nakon obavljenih svih mjerenja izracunavala se srednja vrijednost.

Statisticka obrada podataka napravljena je pomocu programa Statistica for Windows 10.

Slika 15. Mjerenje promjera micelija (Izvor: Zivi¢, T.)
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4. REZULTATI

4.1 Sclerotium cepivorum
U tablici 1 prikazuje se porast micelija gljive Sclerotium cepivorum pri razli¢itim

temperaturama (10, 15, 20, 25, 30 °C) biljezen svakih 48 h. Iz tablice je vidljivo da se

gljiva pocela razvijati tek nakon drugog mjerenja tj. nakon 96 h.

Tablica 1. Utjecaj temperature na razvoj miceija Sclerotium cepivorum

Temperatura Promjer micelija (mm)

(°C) 48 h 96 h 144 h 192 h
10 0 0 8 64,5
15 0 43 60,5 60,5

20 0 43 86 86

25 0 61 70 76

30 0 0 0 0
LSD 0,05 0 591 29,90 24,47
LSD 0,01 0 9,28 46,89 38,37

Maksimalni porast micelija promjera 86 mm zabiljeZen je nakon 192 h pri temperaturi od
20 °C te se statisticki znacajno razlikuje od porasta na temperaturama 15 i 30 °C (slika
16.).
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Slika 16. S. cepivorum pri temperturi od 20 °C (Izvor: Zivi¢, T.)

Pri 25 °C bio je statisti¢ki znacajno bolji od rasta na 0 °C. Rast gljive poceo se usporavat
nakon tre¢eg mjerenja izuzev rasta na 10 °C. Pri temperaturi od 15°C rast je potpuno stao
dok se pri ostalim temperaturama slabije razvijao, svega nekoliko mm. Pri 30 °C micelij
se nije razvio ni nakon zadnjeg mjerenja, tj. 192 h te je bio statisticki vrlo znacajno slabiji

u odnosu na ostale temperature (slika 17.).

Slika 17. S. cepivorum pri temperaturi od 30°C (lzvor: Zivié, T.)
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4.2. Macrophomina phaseolina

Tablica 2. Utjecaj temperature na rast micelija Macrophomina phaseolina

Temperatura Promjer micelija (mm)
O

48 h 96 h 144 h 192 h

10 0 0 0 0

15 0 23 44,5 64

20 20,5 81,5 86 86

25 27 40 45 45
30 45 68,5 68,5 68,5
LSD 0,05 8,33 54,46 38,97 45,62
LSD 0,01 13,06 85,40 61,12 71,54

Statistickom obradom podataka utvrdeno je da se gljiva Macrophomina phaseolina
najbrze razvijala pri temperaturi od 20 °C te je ispunila cijelu povrSinu Petrijeve zdjelice
promjera 86 mm Na toj je temperaturi rast gljive vrlo zna¢ajno brzi u odnosu na rast gljive

pri 0°C. Gljiva je razvila micelij crne boje (slika 18.).

Slika 18. M. phaseolina pri 20 °C  (lzvor: Zivi¢, T.)
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Pri temperaturi od 30 °C nakon prvog mjerenja gljiva se pocela brzo razvijati ali je veé

nakon drugog mjerenja rast zaustavljen. Na slici 19 prikazan je rast gljive na 15 °C.

Slika 19. M. phaseolina pri 15 °C (lzvor: Zivié, T.)

Rast gljive pri 10°C nije zabiljezen niti nakon 192 sata (slika 20.).

e P U A
20. M. phaseolina pri 10 °C (Izvor: Zivi¢, T.)
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4.3. Botrytis cinerea

Tablica 3. Utjecaj temperature na rast micelija Botrytis cinerea

Temperatura Promjer micelija (mm)
(°C)

48 h 96 h 144 h 192 h

10 0 0 32,5 75

15 0 58,5 74 86

20 11 75,5 86 86

25 0 43 44 44

30 0 0 0 0
LSD 0,05 0 19,47 25,51 16,34
LSD 0,01 0 30,54 40,01 25,62

U tablici 3 prikazan je utjecaj temperatura 10, 15, 20, 25 i 30 °C na rast micelija Botrytis
cinerea. Gljiva je nakon 48 sati imala statisti¢ki znacajno bolji rast pri 20 °C u odnosu na
druge temperature, a nakon 96 sati u odnosu na rast micelija na 0, 25 i 30 °C. Pri
temperaturi od 15 °C gljiva (slika 21.) je takoder dosegnula maksimalan porast micelija
nakon 192 h mjerenja te je takoder vrlo zna¢ajno bolji u odnosu na 25 i 30 °C. Na 30 °C
rast nije zabiljezen ni nakon 192 h te je znacajno slabiji u odnosu na sve ostale temperature

(Tablica 3.)

Slika 21. Rast B. cinera pri 15 °C (Izvor: Zivié, T.)
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4.4 Sclerotinia sclerotiorum

U tablici 4 prikazan je utjecaj temperatura 10, 15, 20, 25 i 30 °C na rast micelija gljive S.

sclerotiorum.

Tablica 4. Utjecaj temperature na rast micelija Sclerotinia sclerotiorum

Temperatura Promjer micelija
O 48 96 144 192
10 0 0 86 86
15 0 86 86 86
20 80 86 86 86
25 0 80 81 81
30 0 0 0 0
LSD 0,05 6,50 9,75 8,13 8,13
LSD 0,01 10,20 15,30 12,75 12,75

Sclerotinia sclerotiorum 48 h nakon nacjepljivanja na hranjivu podlogu pokazala je

statisti¢ki vrlo znacajno bolji rast pri temperaturi 20 °C te je ve¢ nakon drugog mjerenja

do rubova ispunila sve Petrijeve zdjelice promjera 86 mm (slika 22.).
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22. S. sclerotiorum pri 20 °C ( Izvor: Zivi¢, T.)

Pri 10 °C micelij gljive ispunio je povrSinu Petrijeve zdjelice od 86 mm nakon 144, a pri

15 °C nakon 96 sati od nacjepljivanja (slika 23).

23. S. sclerotiorum pri 15°C (lzvor: Zivié, T.)

Na temperaturi 30 °C rast gljive nije zabiljezen niti nakon 192 sata te je bio statisticki vrlo

znacajno slabiji u odnosu na druge temperature.
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Sklerocije S. sclerotiorum su se formirale uz rubove zdjelica u kruznom rasporedu

tezina i veli¢ina sklerocija razlikuju se pri razlicitim temperaturama (Tablica 5.)

Tablica 5. Utjecaj temperature na rast sklerocija Sclerotinia sclerotiorum

. Broj,

Temperatura (°C) Broj sklerocija g
10 12,5 0,42
15 19 0,33
20 17 0,52
LSD 0,05 8,32 0,18
LSD 0,01 15,27 0,34

Formiranje sklerocija bilo je najbrze pri 20 °C gdje su se ve¢ nakon drugog mjerenja tj. 96

sati sklerocije crne boje potpuno formirale. Zadnjeg dana mjerenja izvagali smo sklerocije

te je prosje¢na tezina sklerocija pri 20 °C bila 0,52 g. S druge strane, pri temperaturi od 10

°C razvio se najmanji broj sklerocija (12,3) ali su bile krupnije i teZile su 0,42 g §to je vise

nego sklerocije razvijene na 15 °C. Pri temperaturi 15 °C broj sklerocija bio je ve¢i (19) od

broja sklerocija na druge dvije temperature ali je tezina (0,33 g) bila manja. Najveci rast

micelija utvrden je pri temperaturi od 25 °C ali gljiva nije razvila sklerocije. Isto tako,

formiranje sklerocija nije uo¢eno ni pri temperaturi od 30 °C.

24. Vaganje sklerocija S. sclerotiorum (lzvor: Zivi¢, T.)
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5. RASPRAVA

Optimalna temperatura za razvoj S. cepivorum je oko 20 °C uz umjerenu vlaznost zemljista
(Dumic¢i¢ i sur., 2015.). Istrazujuéi njen razvoj na pet razlicitih temperatura ( 10, 15, 20,
25 1 30 °C) dobiveni rezultati sukladni su navedenoj literaturi. Prema istrazivanju Bakonyi
i sur. (2011.) nekoliko sklerocija gljive S. cepivorum postavljeno je na PDA podlogu na 20
°C kako bi se pratio porast micelija. Nakon nekoliko dana gljiva je razvila micelij sto je
sukladno naSem istrazivanju. Prema istrazivanju McLean i sur. (2001.) u Novom Zelandu,
sklerocije S. cepivorum izolirane su i postavljene na PDA podlogu te ¢uvane na
temperaturama od 20, 30, 35, 40, 45 50 °C. Rast i razvoj micelija pratio se nakon 61 12 h
te nakon 1, 2, 8, 16 i 28 dana. Nakon zadnjeg mjerenja utvrdeno je da razvoja micelija pri
visokim temperaturama (ve¢im od 30 °C) nema, a sklerocije pucaju i raspadaju se $to je
dokazano i u nasem istrazivanju jer se micelij gljive nije ni poceo razvijati pri 30 °C.
Optimalna temperatura za razvoj M. phaseolina je izmedu 28 i 35 °C (Cosié i sur., 2012.).
U naSem radu micelij se najbolje razvijao pri 20 °C. Prema istrazivanju u Madarskoj
ispitan je u¢inak temperature (10, 15, 20, 25, 30, 351 40 °C) i podloge na razvoj trideset
pet izolata M. phaseolina. Za sve izolate najpovoljniji temperaturni rezim bio je 25 do 35
stupnjeva C, a najpovoljnije podloge bile su podloge sladni ekstrakt, Sabouraud-glukoza i
krumpir dekstrozni agar. Pri tim uvjetima (temperatura i podloga za uzgoj) rast micelija i
formiranje mikrosklerocija dosegli su 90 mm za pet dana. U nasem istrazivanju pri 30 °C
rast je stao na 68,5 mm nakon 48 h . Rast micelija patogena bio je vrlo slab na 10, 15 i 40
°C te nije stvarao mikrosklerocije (Csondes i sur., 2007.). Takoder, u nasem istrazivanju
micelij se nije razvijao pri 10 °C a pri 15 °C rast je bio sporiji, Svega 64 mm nakon 192 h.
Acimovi¢ (1964.) navodi da je najbrzi rast micelija i brza proizvodnja mikrosklerocija bila
na PDA i na agaru s lukom i zobi. Mikrosklerocije su bile najmanje na 30 °C, a najvece na
15 i1 35 °C. Prema Waseer i sur. (1990.), patogen je najbolje rastao na PDA na 35 °C.
Znacajno slabiji porast je bio na 20 i 40 °C. Karakteristi¢no je da se na i u hranjivoj
podlozi razviju sive do crne kolonije gljive $to je bio slucaj i u naSem radu. Zra¢ni micelij
se moze, ali i ne mora razviti. Neki izolati pokazuju koncentri¢ni rast Sto je bio slucaj i u
nasem istraZivanju. Grananje micelija obi¢no se odvija pod oStrim kutom, ali hifalne grane
iz mati¢nih hifa opcenito nastaju pod pravim kutom (Hartman i sur., 1999.).

Ahmeda i sur. (2007.) navode da je temperatura 20 °C optimalna za razvoj micelija gljive
Botrytis cinerea, a rast micelija staje na temperaturama od 5 °C i 30 °C. U nasem

istrazivanju micelij se najbrze razvijao pri 20 °C, a nije pokazivao nikakve znakove rasta
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pri 30 °C sto je sukladno navedenoj literaturi. Tanovi¢ (2007.) je utvrdila da temperatura
statisticki znacajno utjece na porast kako osjetljivih tako i rezistentnih izolata. Utvrdeno je
da osjetljivi izolati prosje¢no najbolje rastu na temperaturi 20 °C i najslabije na temperaturi
10 °C. U naSem istrazivanju pri temperaturi 15 °C micelij gljive dosegnuo je maksimalan
rast od 86 mm. Usporedujuci s istrazivanjem Damjanovi¢ (2013.) pri 15 °C micelij se
najsporije razvijao, dok je razvoj gljive na 20 i 25 °C bio podjednako brz. Ukoliko se
usporeduje rast izolata una PDA podlozi, agaru sa zobenim pahuljicama i agaru s
ekstraktom slada, najbolji je rast na PDA podlozi. Optimalna temperatura za rast bila je 25
°C, a pH vrijednost 7. Izolat gljive formirao je sklerocije na PDA podlozi unutar 10 dana.
Prema nasim podacima micelij pri 25 °C se slabo razvijao te je i stao nakon 144 h.

S. sclerotiorum razvija se u rasponu od 5 do 30 °C, a optimum je 15 do 25 °C (Ivi¢,
2016.). Istrazuju¢i njen razvoj na 5 temperatura (10, 15, 20, 25 i 30 °C) dobili smo
rezultate koji pokazuju da se micelij gljive najbolje i najbrze razvijao pri 20 °C (veé nakon
96 h prerastao 84 mm), a zatim pri 15 °C $to se podudara s literaturnim navodima.

Prema istrazivanju u Meksiku (Sanogo i Puppala, 2007.) ispitan je utjecaj temperature na
rast S. sclerotiorum na PDA podlozi pri temperaturama od 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 °C.
Mjerenje se obavljalo 24 i 48 h nakon postavljanja pokusa. Utvrdeno je da je rast micelija
bio slab na 5 do 15°C, najbolji i najbrzi na 20°C, smanjen na 25 i 30°C, a rasta nije bilo na
35°C . Isto tako, utvrdeno je da je micelij u pocetku bio bijel, ali je postupno postajao siv
do tamnosmede boje $to je sukladno nasem istraZivanju.

U nasem istrazivanju micelij gljive S. sclerotiorum pri 30 °C nije se razvio ni nakon
zadnjeg dana mjerenja. Isto tako, Miki¢ (2014.) navodi da na temperaturi 30°C nije
bilo rasta micelija ¢ak i nakon 10 dana inkubacije.

Sklerocije S. sclerotiorum najbrze su se razvijale pri 20 °C $to je sukladno istrazivanju
Huang i Kozub (1993).

Purdy (1954.) navodi da se najvece sklerocije formiraju pri temperaturi 25 °C, no
u naSem istrazivanju ni nakon 14 dana sklerocije nisu pocele s formiranjem pri 25 °C te se

nas$i rezultati ne slazu s navedenim rezultatima.
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6. ZAKLJUCAK

Cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj razlicitih temperatura (10, 15, 20, 25 1 30 °C) na rast
cetiri fitopatogene gljive: Sclerotium cepivorum, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum i Botrytis cinerea.

U naSem istrazivanju dosli smo do sljedecih zakljucaka:

Sclerotium cepivorum maksimalni porast micelija promjera 86 mm zabiljeZen je nakon
192 h pri temperaturi od 20 °C te se statisticki znacajno razlikuje od porasta na
temperaturama 15 i 30 °C. Pri 25 °C rast je bio statisti¢ki zna¢ajno bolji od rasta na 0 °C.
Pri temperaturi od 15°C rast je potpuno stao dok se pri ostalim temperaturama slabije
razvijao, svega nekoliko mm. Pri 30 °C micelij se nije razvio ni nakon 192 sata te je bio
statisticki vrlo zna€ajno slabiji u odnosu na ostale temperature

Macrophomina phaseolina najbrze razvijala pri temperaturi od 20 °C te je ispunila cijelu
povrsinu Petrijeve zdjelice promjera 86 mm Na toj je temperaturi rast gljive vrlo znacajno
brzi u odnosu na rast gljive pri 0°C. Pri temperaturi od 30 °C nakon prvog mjerenja gljiva
se pocela brzo razvijati ali je ve¢ nakon drugog mjerenja rast zaustavljen. Rast gljive pri
10°C nije zabiljezen niti nakon 192 sata.

Botrytis cinerea je nakon 48 sati imala znacajno bolji rast pri 20 °C u odnosu na druge
temperature, a nakon 96 sati u odnosu na rast micelija na 0, 25 i 30 °C. Pri temperaturi od
15 °C gljiva je dosegnula maksimalan rast micelija nakon 192 sata. Na 30 °C rast nije
zabiljezZen ni nakon 192 sata.

Sclerotinia sclerotiorum 48 sati nakon nacjepljivanja imala je statisti¢ki vrlo znac¢ajno bolji
rast pri temperaturi 20 °C. Pri 10 °C micelij gljive ispunio je povrSinu Petrijeve zdjelice od
86 mm nakon 144, a pri 15 °C nakon 96 sati od nacjepljivanja. Na temperaturi 30 °C rast
gljive nije zabiljeZzen niti nakon 192 sata te je bio statisti¢ki vrlo znacajno slabiji u odnosu

na druge temperature. Formiranje sklerocija bilo je najbrze pri 20 °C.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj razli¢itih temperatura (10, 15, 20, 25 1 30 °C) na rast
i razvoj Sclerotium cepivorum, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum i
Botrytis cinerea. Gljive su bile nacijepljene na PDA podlogu te se njihov rast pratio svakih
48 h. Statistickom obradom podataka utvrdeno je da se S. cepivorum najbrze razvijala pri
20°C dok pri 30 °C rast nije zabiljezen. M. phaseolina najbolje se razvijala na temperaturi
od 20 °C. Pri 10 °C rast nije zabiljeZen. B. cinerea najbrze se razvijao na 20 °C, a zatim na
15 °C, dok na 30 °C nije zabiljezen nikakav rast. S. sclerotiorum najbrze se razvila pri 20
°C, a zatim pri 15 °C 1 10 °C. Pri 30 °C rast nije zabiljezen. Sklerocije su se najbrze

formirale pri 20 °C.

Kljuc¢ne rijeci: S. cepivorum, M. phaseolina, S. sclerotiorum, B. cinerea, temperatura,

micelij, sklerocije
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9. SUMMARY

The aim of this research was to determine the influence of different temperatures (10, 15,
20, 25 and 30 °C) on the growth and development of Sclerotium cepivorum,
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum and Botrytis cinerea. Fungi were
placed on a PDA medium and their growth was monitored every 48 h. Statistical data
determined that S. cepivorum developed the fastest at 20°C, while no growth was recorded
at 30°C. M. phaseolina developed best at a temperature of 20 °C. No growth was recorded
at 10 °C. B. cinerea grew fastest at 20 °C, followed by 15 °C, while no growth was
recorded at 30 °C. S. sclerotiorum developed fastest at 20 °C, followed by 15 °C and 10
°C. No growth was recorded at 30 °C. S. sclerotiorum sclerotia formed the fastest at 20 °C.

Key words: S. cepivorum, M. phaseolina, S. sclerotiorum, B. cinerea, temperature,

mycelium, sclerotia
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