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1. UvOD

Medu mikroorganizme se ubrajaju bakterije, protozoe, gljive, alge i virusi. Dio njih
karakterizira jednostani¢na grada, dok su drugi gradeni od nekoliko stanica (viSestani¢ni
organizmi), dok su neki bezstani¢ni organizmi. Svi ti organizmi su vrlo sitni, toliko da se
golim okom ne mogu vidjeti. Vidiljivi su samo pomo¢u mikroskopa, a neki poput virusa

samo pomocu elektronskog mikroskopa.

Gljive koje se ubrajaju u mikroorganizme jednostani¢ni su ili viSestani¢ni organizmi.

Pripadaju u eukariote.

Veéina biljnih bolesti je uzrokovana gljivama. Bolesti uzrokovane gljivama se zovu
mikoze. Ne postoji vrsta vise biljke na kojoj se ne nastanjuje barem po jedna gljivicna
vrsta, bilo saprofitna ili parazitna. Osobito mnogo gljiva naseljava kultivirane biljne vrste
zbog toga Sto se velik broj jedinki iste vrste uzgaja na povr§inama jedna uz drugu, a neke
¢ak i u monokulturi. Fitoparazitne gljive izazivaju promjene na biljkama $to ima za
posljedicu smanjenje koli¢ine i1 kakvoée prinosa. Upravo zato su mnoge mikoze

kultiviranih biljaka detaljno proucene.

Gljive su heterotrofni organizmi koji se hrane organskom tvari biljnog ili Zivotinjskog
porijekla. Razgraduju¢i mrtvu organsku tvar, svojom aktivno$¢u vracaju tlu mineralne
tvari, a zraku CO,. Njihova je osnovna zadaca, da uz bakterije, u krugu kretanja tvari

razgraduju organsku tvar.

Najve¢i broj gljivicnih vrsta u prvom redu razgraduju mrtvu organsku tvar. To su

saprofitske gljive. Razgraduju¢i mrtvu organsku tvar, saprofitne gljive oslobadaju energiju.

Saprofiti mogu biti obligatni ili iskljucivi i fakultativni. Obligatni ili iskljucivi saprofiti
razvijaju se samo na mrtvoj organskoj tvari, a fakultativni saprofiti najve¢i dio svojeg
zivota provode na mrtvoj organskoj tvari, jedino u iznimnim prilikama prelaze na zive

organizme i tada Zive parazitskim nacinom.

Druga, manja grupa gljiva razgraduje zivu organsku tvar i to uglavnom onu zivih biljaka,
uzrokuju¢i bolesti biljaka. Fitopatogene gljive u i na zarazenim biljkama odnosno biljnim
organima izazivaju razlicite morfoloske 1 patofizioloske promjene. Te su gljive parazitske
ili fitopatogene gljive. Prema tome, glavna razlika izmedu saprofitskih i parazitskih gljiva

je u tome S§to saprofitske gljive razgraduju mrtvu, a parazitske zivu organsku tvar.



Pretpostavlja se da su se parazitne gljive razvile iz saprofitnih te da su se specijalizirale na
razgradnju zive organske tvari. Obje grupe, i saprofitne i parazitne gljive, su heterotrofni

organizmi.

Parazitne gljive, koje mogu uzrokovati bolest na velikom broju biljnih vrsta, zovu se
polifagne gljive. Neke od njih ne uzrokuju samo bolesti na viSe vrsta istog biljnog roda
nego i na vrsta vise rodova iz iste porodice, ili ¢ak na velikom broju rodova iz razli¢itih,
botanicki udaljenih porodica. U drugim slucajevima parazitna je gljiva ograni¢ena na
parazitaciju manjeg broja biljnih vrsta i na samo nekoliko rodova. | na kraju, neke gljive

parazitiraju samo jednu ili nekoliko vrsta istog roda biljaka — to su monofagne gljive.

Saprofitne su gljive uglavnom korisne, jer razgraduju mrtvu organsku tvar, ali neke njihove
vrste mogu biti Stetne uzrokujuéi kvarenje mnogih poljoprivrednih 1 prehrambenih

proizvoda. Osim toga, neke od njih produciraju vrlo otrovne mikotoksine.



2. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE GLJIVA

Osim kod nizih gljiva, vegetativno tijelo gljiva Se sastoji od tankih, produzenih cjevastih
stanica koje se zovu hife. Hifa je obavijena stani¢énom stjenkom, a njihove stanice imaju

jednu ili ¢esce vise jezgara, uloZenih u protoplazmu.

Vegetativno tijelo se sastoji od vise stanica, medusobno odjeljenih popre¢nim stani¢nim
stjenkama ili septama. U tim se septama nalaze pore preko kojih se odrzava medustani¢na

veza. Vise tako spojenih stanica ¢ine hifu.

Hife, koje mogu biti septirane ili neseptirane, rastu produzenjem vrha, te razgranjavanjem
pomocu postranih ogranaka koji mogu rasti u svim pravcima. Tako postupno nastaje vise
ili manje rahli ili zbijeni splet hifa koji se naziva micelij.

Gljive paraziti mogu svojim vegetativnim tijelom tj. hifama biti u tkivu gljive, i to inter- ili
intracelularno. To su endoparazitne gljive. S druge strane kod nekih je parazitnih gljiva
vegetativno tijelo na povrsini biljke. Takve gljive nazivamo ektoparaziti ili epifiti.

Gljive se mogu razmnozavati:

1. Vegetativno — djeljenjem samih hifa, tako da svaki novi dio nastavi samostalnim
rastom i

2. Sporama

Spore mogu nastati:

- Nespolnim putem, S§to je u osnovi takoder vegetativno razmnozavanje. Hife
jednostavno odjeljuju pojedine dijelove i formiraju od njih spore odredenoga oblika
karakteristiénog za svaku pojednu gljivu

- Ili se spore formiraju nakon raznih procesa spolne oplodnje

Prema tome, po svom nacinu postanka, u osnovi se razlikuju spolne i1 nespolne spore.



3. KARAKTERISTIKE RODOVA ALTERNARIA, CLADOSPORIUM |
PENICILLIUM

3.1. Alternaria sp.

Rod Alternaria je mnogobrojan. Unutar roda opisano je preko 600 vrsta. Ubikvisti su i
dio su mikoflore svugdje oko nas. Veliki broj poznati su saprofiti, ali unutar roda
postoji i veéi broj vrsta koje zarazavaju razli¢ite biljne vrste i vrlo su znacajni uzro¢nici
bolesti (Maskova i sur. 2012.).

Micelij gljiva iz roda Alternaria je dobro razvijen i viSestani¢an, a kolonije gljive su
tamnozelene, sive ili crne boje.

Gljive iz roda Alternaria stvaraju konidije karakteristicnog oblika koje nastaju

pojedinacno ili u nizu (slika 1). Konidije nalazimo u tlu i vodi, ali unutar objekata, a

Sire se zra¢nim strujanjima.

Slika 1 — Alternaria sp. — konidije u nizu (Katedra za fitopatologiju)



Najvaznije parazitne vrste iz roda Alternaria su:
Alternaria alternata

Alternaria brassicae

Alternaria dauci

Alternaria helianthi

Alternaria porri

Alternaria radicina

Alternaria raphani

Alternaria solani

Alternaria tenuis

Alternaria vrste parazitiraju prije svega nadzemne organe biljaka, osobito listove, ali i
stabljike, plodove (npr. rajéica), glave kod suncokreta, komuske kod uljane repice. Na
listovima pjege su karakteristi¢nog izgleda, veli¢ine oko 1 cm s nekoliko koncentri¢nih
krugova i najéesce sive do gotovo crne boje (slika 2). Za vlaznog vremena prekrivene
su gustom masom konidija (Cvjetkovi¢ 2004.).

Na ostalim nadzemnim organima i na korijenu napad Alternaria vrsta prepoznaje se po

tamnim, udubljenim pjegama na kojima se takoder mogu uociti koncentri¢ni krugovi.

o

Slika 2 Alternaria sp. na listu soje — simptom (Katedra za fitopatologiju)



3.2. Cladosporium sp.

Predstavnici ovoga roda prisutni su diljem svijeta, a mogu se izolirati iz tla, vode i zraka
(Domsch i sur. 1980.). Iako su u najveéem broju Cladosporium vrste saprofiti, neke su
vrste dobro poznati patogeni uzgajanih biljaka (Ogorek 2012.).

Micelij vrsta iz roda Cladosporium je visestaniCan i razgranat, u pocetku je svjetlije, a
kasnije zagasite boje. Boja micelija je najéeS¢e maslinastozelena (slika 3), ali moze biti i
smeda, siva ili sivo plavicasta. Konidiofori su slabo razgranati, konidije (slika 4)
jednostani¢ne ili dvostani¢ne i tamno obojene. Vecina jednostani¢nih konidija je 5,5-6,6 X
8,0-12,0 um, a dvostani¢nih 4,5-7,0 X 120,-22,0 um. Konidije se u prirodi Sire zraénim

strujanjima.

Neke vrste iz ovoga roda su saprofiti dok su druge fakultativni paraziti.

o o )

Slika 3 Kultura Cladosporium sp. (mycology.adelaide.edu.au)

Slika 4 Konidije Cladosporium sp. (airqualityenvironmental.com)



3.3. Penicillium sp.
U znanstvenoj literaturi rod Penicillium je prvi opisao Link 1809. godine. lako je rod
poznat prije svega po vrstama koje produciraju mikotoksin penicilin koji je nasao vrlo
Siroku primjenu u medicini (Remer-Rassing 2000.), neke vrste ovoga roda poznate su i kao
saprofiti, ali 1 kao paraziti na biljkama i biljnim dijelovima (Cvjetkovi¢ 2010.) (slika 5).
Tako je na primjer P. allii parazit luka, P. digitatum citrusnih vrsta, a P. expansum jabuka i
krusaka.
Prirodni penicilini dobivaju se procesom fermentacije iz Penicillium notatum, a
polusintetski iz 6-amino-penicilinske kiseline koja ¢ini osnovu svih penicilina.
Na osnovu farmakoloskih osobina 1 moguénosti prakti¢ne primjene derivati penicilina
mogu se podijeliti u pet sljedecih skupina:

1. Penicilini osjetljivi prema penicilazi

2. Penicilini otporni prema penicilazi

3. Penicilini Sirokog spektra

4. Penicilini aktivni protiv pseudo-monasa

5. Ostali penicilini
Micelij Penicillium vrsta je viSestani¢an, jako razgranat i prozima supstrat i to najceSce
plodove, ostatke biljaka, sir, kruh i dr. Iznad supstrata se izdizu konidiofori s mnogo plavih
ili zelenih konidija. Konidiofori Penicillium vrsta se na vrhu prstasto granaju sa nizom

loptastih konidija na krajevima tih grana.

Slika 5 Penicillium sp. na jabuci (Katedra za fitopatologiju)



4. MATERIJAL | METODE

Istrazivanja za izradu ovog zavrsnog rada provedena su u Laboratoriju za fitopatologiju

Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku.

Pokus je postavljen s ciljem proucavanja brzine rasta micelija po jednog izolata gljiva iz

rodova Alternaria, Cladosporium i Penicillium.

Svaki izolat nacjepljen je na sljedec¢e hranjive supstrate: PDA (krupmir dekstrozni agar),

Capek agar, podloga od mrkve i podloga od rajéice.
4.1. PRIPREMA HRANJIVIH PODLOGA ZA UZGOJ GLIJIVA

Prije pripreme hranjivih supstrata potrebno je sterilizirati Petrijeve zdjelice u koje ¢e se
pripremljena podloga razliti. Petrijeve zdjelice se zamotaju u papir i zatim tako
pripremljene stavljaju u autoklav (uredaj za sterilizaciju vru¢om parom). Za sterilizaciju
stakla koristi se temperatura od 21°C uz tlak 1,5 bar u trajanju od 20 min.

Nakon toga slijedi priprema hranjive podloge.

Krumpir dekstrozni agar

200 g usitnjenog 1 oc¢iS¢enog krumpira, 30 g dekstroze 1 20 g agara se dodaje u 1 1
destilirane vode, te se stavlja u tikvicu i kuha u vodenoj kupelji dok se ne rastopi. Nakon
podesavanja pH tikvica se zatvori, zamota u papir te se stavlja u autoklav 20 min na
temperaturu od 121°C i tlak od 1,5 bara. Autoklav se iskljuci i ¢eka da tlak padne, autoklav
se otvara, tikvica s podlogom vadi i ostavlja da se prohladi do 60°C. Nakon toga se dodaje
antibiotik streptomicin, ponovno se zatvori i protrese te se sadrzaj nalijeva u ranije

sterilizirane Petrijeve zdjelice koje su promjera 90 mm (8-10 ml)

Hranjiva podloga od mrkve

20 g mrkve izrezane na kolutice namace se 1 h u 1 1 vode, zatim se kuha 5 min, filtrira, te
dodaje 20 g tehnickog agara i1 podeSava se pH. Izlije se u tikvicu, prokuha nekoliko minuta
uz povremeno muckanje, zatim se autoklavira 20 min na 121°C i tlak od 1,5 bara. Kada se
prohladi na 60-70°C dodaje se antibiotik streptomicin i razlijeva se u prethodno

sterilizirane Petrijeve zdjelice promjera 90 mm, 8-10 ml.



.

Capek agar

2 g NaNOs3, 1 g KoHPOy, 0,5 g MgSOy, 0,5 g KCI, 0,01 g (u tragu) FeSO4, 30 g saharoze,
20 g agara i 1 | destilirane vode se stavlja u Erlenmayer tikvicu i kuha u vodenoj kupelji
dok se ne rastopi. Podesi se pH na 6,5, zatim se tikvica zatvori, uvije u papir, stavlja u
autoklav 20 min na temperaturu od 121°C i tlak od 1,5 bara. Nakon isklju¢ivanja autoklava
priceka se da tlak padne, autoklav se otvara, tikvica s podlogom se vadi i ostavlja izvjesno
vrijeme da se prohladi do 60°C te se u nju dodaje antibiotik streptomicin. Ponovno se
zatvori i protrese te se podloga nalijeva u ranije sterilizirane Petrijeve zdjelice promjera 90

mm.

Podloga od rajéice

200 ml soka od rajcice, 3g CaCoz i 20 g agara se dodaje u 1 | vode, to sve se stavlja u
tikvicu od 1000 ml te se prokuha. Tikvica se zatvori, uvije u papir, stavlja u autoklav 20
min na temperaturu od 121°C i tlak od 1,5 bara. Nakon $to se autoklav iskljuci ¢eka se da
tlak padne, autoklav se otvara, tikvica sa vodom se vadi 1 ostavlja odredeno vrijeme da se
prohladi na 60°C te se u nju dodaje antibiotik streptomicin. Ponovno se zatvori i protrese.

Potom se sadrZaj razlijeva u ranije sterilizirane Petrijeve zdjelice.

Na ovako pripremljene hranjive podloge vrS$i se nacjepljivanje gljiva koje Zelimo
istrazivati. Cladosporium sp. i Alternaria sp. sam nacijepila na sve pripremljene podloge
dok je istraZivanje Penicillium sp. obavljeno samo na PDA podlozi. Od svake gljive 1 vrste

podloge po dvije Petrijeve zdjelice su inkubirane na temperaturi 22°C 1 15°C.

Promjer kolonije odnosno brzina porasta micelija mjerena je 2., 9., 12., 16. i 19. dan od
nacjepljivanja. Osim navedenog obavljeno je 1 mjerenje veliCine spora (mikroskop
Olympus BX 41) (slika 6).

Kod Penicillium sp. mjeren je samo promjer budu¢i da Penicillium vrste formiraju okrugle
konidije, a kod gljiva rodova Alternaria i Cladosporium izmjerena je duljina i Sirina

konidija.



Slika 6 Svjetlosni mikroskop s digitalnim fotoaparatom
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5. REZULTATI I RASPRAVA

Proucavani izolat Alternaria sp. stvara karakteristican tamni micelij (slika 7), a najbrzi

porast utvrden je na podlozi od rajc€ice.

Slika 7 Alternaria sp. na PDA podlozi (original)

Izolat Alternaria sp. razvijao se brze na svim podlogama izuzev PDA podloge (19. dana od
nacjepljivanja veli¢ina kolonije bila je ista). Najbrzi porast izolata na 15°C utvrden je na
PDA podlozi, dok je na temperaturi 22°C najbrzi porast bio na podlozi od rajéice (tablica
1). Veli¢ina konidija (slika 8) na PDA podlozi bila je 4,68-39,96 x 4,25-16,21, a prosje¢na
veli¢ina je 17,39 x 9,32 um. Smede su boje, viSestani¢ne, nepravilnog oblika i s krac¢om ili

duZzom drskom.

11



Tablica 1 Porast (mm) Alternaria sp. na razli¢itim hranjivim podlogama i temperaturama

Alternaria | 2.dan | 9.dan | 12.dan | 16.dan | 19.dan

22°C

PDA 16 25 43 54 67

Capek 9 32 53 60 63

Rajcica 8 64 78 90 90

Mrkva 10 47 57 67 77
15°C

PDA 6 37 52 62 66

Capek 3 33 39 41 43

Rajcica 5 34 41 42 44

Mrkva 5 44 50 54 59

Slika 8 Alternaria sp. — izgled konidija (original)
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Izolat Cladosporium sp. formirao je tamni micelij s karakteristicnom sjetlosivom

prevlakom konidiofora i konidija i najbrze se razvijao na PDA podlozi (slika 9).

Slika 9 Cladosporium sp. na PDA podlozi (original)

Proucavani izolat Cladosporium sp. na svim je podlogama brze rastao na temperaturi 22°C
u odnosu na 15°C (tablica 2). Na 22°C najbrzi porast je utvrdena na PDA podlozi, a na
15°C na podlozi od rajcice. Veli¢ina konidija (slika 10) na PDA podlozi bila je 3,04-20,66
X 2,19-6,00 um, a prosjecna veli¢ina bila je 8,83 x 3,83 um. Konidije naseg izolata su bile

jednostanicne, hijaline do svijetlo smede boje.

13



Tablica 2 Porast (mm) Cladosporium sp. na razli¢itim hranjivim podlogama i

temperaturama

Cladosporium | 2.dan | 9.dan | 12.dan | 16.dan | 19.dan
22°C

PDA 11 15 26 47 60

Capek 3 16 27 36 41

Rajcica 10 26 31 33 47

Mrkva 6 23 26 34 35
15°C

PDA 8 35 43 45 49

Capek 2 16 17 22 23

Rajcica 8 35 40 50 54

Mrkva 4 20 27 33 36

Slika 10 Cladosporium sp. — izgled konidija (original)

Izolat Penicillium sp. formirao je micelij plavo-zelene boje i takoder se najbrze razvijao na
PDA podlozi (slika 11). Porast gljive bio je zna¢ajno brzi na 22°C u odnosu na porast na
15°C (tablica 3). Tako je Sesnaestog dana od nacjepljivanja promjer kolonije na 22°C bio

90 mm, a na 15°C 44 mm.

14




Velic¢ina konidija (slika 12) kretala se ozmedu 1,95 i 3,26 um, a prosjecna velicina bila je

2,57 um. Okruglog su ili elipticnog oblika, zelenkaste boje i nastaju u velikom broju.

Tablica 3 Porast (mm) Penicillium sp. na PDA podlozi i nal5°C i 22°C

Penicillium | 2.dan | 9.dan | 12.dan | 16.dan | 19.dan
22°C
PDA | 18 | 34 | 67 | 90 | 90
15°C
PDA | 6 | 33 | 40 | 44 | 47

Slika 11 Penicillium sp. na PDA podlozi (original)
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Slika 12 Penicillium sp. — izgled konidija (original)
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6. ZAKLJUCAK

Gljive 1 ostali mikroorganizmi uzrokujuéi biljne bolesti smanjuju prinose i1 kvalitetu
poljoprivrednih proizvoda, a takoder, neke gljive luce vrlo opasne mikotoksine i tako
ugrozavaju zdravlje ljudi i zivotinja. Vanjski uvjeti znacajno utjeGu na rast i razvoj svih
mikroorganizama. Laboratorijskim istrazivanja utjecaja temperature uzgoja i hranjivog
supstrata na rast gljiva iz rodova Alternaria, Cladosporium i Penicillium utvrdeno je da se
sve istrazivane gljive najbrze razvijaju pri temperaturi 22°C. Penicillium na PDA podlozi
dostigne promjer kolonije 90 mm ve¢ nakon 16 dana od nacjepljivanja pri temperaturi od
22°C. Alternaria na 22°C najbrze raste na podlozi od rajéice, a na 15°C na PDA podlozi.
Najbrzi porast Cladosporium sp. na 22°C utvrden je na PDA podlozi, a na 15°C na podlozi

od rajcice.

17
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8. SAZETAK

Saprofiti su organizmi koji se hrane na mrtvoj organskoj tvari. Osim parazitnih gljiva koje
su uzrocnici biljnih bolesti, na biljkama se redovito javljaju i saprofitne gljive. Najcesce su
gljive iz rodova Alternaria, Cladosporium i Penicillium. Na njihov razvoj znacajno utjecu
temperatura okoline i hranjivi supstrat. Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za
fitopatologiju Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku. Gljive su uzgajane u termostat
komorama na dvije temperature (15 i 22°C) i &etiri hranjive podloge (PDA, Capek agar,
podloga od rajcice, podloga od mrkve). Najbrzi razvoj istrazivanih gljiva utvrden je na

22°C te na hranjivim supstratima PDA i podlozi od rajcice.
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9. SUMMARY

Saprophytes are living organisms that feed on dead organic matter. Apart from parasitic
fungi which cause plant diseases, on plants occur regularly saprophytic fungi. The most
common saprophytic fungi belong to genera Alternaria, Cladosporium and Penicillium.
Temperature and nutrition media significantly affect their development. The study was
conducted at Faculty of Agriculture in Osijek, Laboratory for Phytopathology. Fungi were
grown in a thermostat chamber at two temperatures (15 and 22°C) and four nutrition media
(PDA, Czapek agar, tomato agar, carrot agar). The fastest growth of researched fungi was

found on 22°C and on PDA and tomato agar.
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Utjecaj temperature i hranjive podloge na razvoj nekih saprofitnih gljiva

Influence of temperature and nutrition media on the development of some saprophytic fungi
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Sazetak

Saprofiti su organizmi koji se hrane na mrtvoj organskoj tvari. Osim parazitnih gljiva koje su uzroénici
biljnih bolesti, na biljkama se redovito javljaju i saprofitne gljive. Najcesc¢e su gljive iz rodova Alternaria,
Cladosporium i Penicillium. Na njihov razvoj znacajno utjecu temperatura okoline i hranjivi supstrat. Najbrzi
razvoj istrazivanih gljiva utvrden je na 22°C i na hranjivim supstratima PDA i podlozi od rajcice.

Kljucne rijeci: mikroorganizmi, saprofiti, Alternaria sp., Cladosporium sp., Penicillium sp.

Summary

Saprophytes are living organisms that feed on dead organic matter. Apart from parasitic fungi which cause
plant diseases, on plants occur regularly saprophytic fungi. The most common saprophytic fungi belong to
genera Alternaria, Cladosporium and Penicillium. Temperature and nutrition media significantly affect their
development. The fastest growth of researched fungi was found on 22°C and on PDA and tomato agar.
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