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SAZETAK

Ispitana je zastupljenost Fusarium vrsta na sjemenu kultiviranih mahunarki - graho-
rice (Vicia sativa) i bijele vucike (Lupinus albus) te na sjemenu samoniklih mahu-
narki - ro$¢icave svinduse (Lotus corniculatus), divije lucerne (Medicago sativa),
bagrema (Robinia pseudoacacia), trnovca (Gleditsia triacanthos), ljekovitoga
kokotca (Melilotus officinalis), pti¢je grahorice (Vicia cracca) i livadne kukavicice
(Lathyrus pratensis). Determinirano je ukupno 13 Fusarium vrsta: F. verticillioides,
F. acuminatum, F. avenaceum, F. tricinctum, F. oxysporum, F. scirpi, F. semitectum,
F. culmorum, F. proliferatum, F. pseudograminearum, F. sporotrichioides, F. sambu-
cinum i F. heterosporum. Na sjemenu kultiviranih mahunarki utvrdene su vrste F.
verticillioides i F. proliferatum, a ostalih 11 Fusarium vrsta utvrdeno je na sjemenu
samoniklih mahunarki, od kojih su najzastupljenije bile vrste F. avenaceum i F.
acuminatum.

Kljucne rijeci: Fusarium vrste, sjeme, Fabaceae, mahunarke

uvob

Porodica Fabaceae (Leguminosae) po brojnosti
vrsta tre¢a je porodica kritosjemenjaca nakon porodica
Orchidaceae i Asteraceae i obuhvaca 730 rodova te oko
19400 vrsta. Bolesti mahunarki uzrokovane fitopatogenim
gljivama javljaju se, u jacem ili slabijem intenzitetu, redo-
vito svake godine u svim podrucjima svijeta i znacajno
utje€u na snizenje potencijalnog uroda tih kultura, ali i na
kvalitetu konacnoga proizvoda, trgovinu biljnim materija-
lom i Sirenje uzgoja mahunarki u nova podrucja (Porta-
Puglia i Aragona, 1997.). Jedne od najznacajnijih bolesti
zasigurno su bolesti sjemena te bolesti koje se prenose
sjemenom. Medu najéeS¢im su patogenima koji uzrokuju
takve bolesti gljive iz roda Fusarium (Leslie i Summerell,
2006.). Vrste iz roda Fusarium mogu biti saprofiti, sekun-
darni kolonizatori nekrotiziranoga biljnoga tkiva (Leslie i
Summerell, 2006.) ili endofiti (Yates i sur., 1997.), no veliki
broj njih su paraziti biljaka i uzro€nici manje ili viSe znacaj-
nih biljnih bolesti. Rasprostranjenost, ekologija i znacenje
velikoga broja Fusarium vrsta jo$ uvijek je slabo ili vrlo
slabo istrazena (Leslie i Summerell, 2006.). Determinacija
Fusarium vrsta temelji se na njihovim opisima objavlje-

nima u pojedinacnim radovima ili u razli¢itim kompilacij-
skim priru€nicima. Do pocetka 21. stolje¢a determinacija
Fusarium vrsta temeljila se iskljuivo na morfoloSkim
karakteristikama (Booth, 1977.; Neslon i sur., 1983,;
Balmas i sur., 2000.). Kako bi se standardizirao postupak
determinacije navedenih gljiva, Summerell i sur. (2003.)
te Leslie i Summerell (2006.) sastavili su listu u kojoj je
navedeno koje se Fusarium vrste jo$ uvijek mogu to¢no
determinirati samo na osnovi morfoloskih karakteristika.
Za mnoge formae speciales vrsta . oxysporum i F solani
potrebno je provesti testove patogenosti, dok je vrste
iz tzv. “Gibberella fujikuroi kompleksa” moguce tocno
determinirati uglavnom koriStenjem molekularnih tehnika
ili krizanjem izolata i dobivanjem fertilnoga potomstva u
vidu vijabilnih askospora u peritecijima (Summerell i sur.,
2003.; Leslie i Summerell, 2006.).
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MATERIJAL | METODE
Izolacija Fusarium vrsta

Fusarium vrste izolirane su i uzgajane na krum-
pir-dekstroznom agaru (KDA), vodenom agaru (VA),
agaru s li§¢em karanfila (LKDA) te miklobutanil-se-

Tablica 1. Uzorci sjemena mahunarki koristeni u istrazivanju

Table 1. Samples of legumes seeds used in this research

lektivnom agaru (MSA) i malahit zelenilo-selektivnom
agaru (MZSA). MSA je pripremljen prema Vujanoviéu
i sur. (2002.), a MZSA prema Castelli i sur. (1997.).
IstraZivanjem je obuhvaceno devet vrsta iz porodice
Fabaceae, a popis i porijeklo uzoraka prikazani su u
Tablici 1.

Kultivirane mahunarke - Cultivated legumes

Vrste - Species

Kultivari - Cultivars Lokalitet - Locality

Grahorica (Vicia sativa L) Ratarka Zagreb
orica (Vici jva L.

Nepoznata (Sifra: 0S) Osijek
Vucika (Lupinus albus L.) Nepoznata Osijek

Samonikle mahunarke - Wild legumes

Vrste - Species

Lokalitet - Locality

RoscCiceva svindusa (Lotus corniculatus L.) Zagreb
Divlja lucerna (Medicago sativa L.) Knin
Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) Knin
Trnovac (Gleditsia triacanthos L.) Knin
Ljekoviti kokotac (Melilotus oficinalis (L.) Lam.) Split
Pti¢ja grahorica (Vicia cracca L.) Ivani¢-Grad
Livadna kukavi€ica (Lathyrus pratensis L.) Ivani¢-Grad

Po 100 zrna iz svakog uzorka mahunarki postav-
lieno je na vlazni filter-papir i drzano sedam dana na
sobnoj temperaturi, kako bi se procijenila povrSinska
kontaminacija sjemena. Sjeme je povrSinski sterilizira-
no potapanjem u otopinu 1% natrij-hipoklorita, tijekom
jedne do deset minuta. Nakon potapanja, sjeme je dva
puta isprano u sterilnoj vodi, posuSeno u struji zraka
nekoliko sati i inokulirano na MSA. Fragmenti razvijeno-
ga micelija precijepljeni su na KDA i inkubirani u tami na
22°C. Nakon sedam do deset dana, na temelju pregleda
konidija razvijenih na KDA i pojave karakteristicnoga
pigmenta u agaru, odbacene su kolonije za koje je utvr-
deno da ne pripadaju rodu Fusarium. 1z kolonija za koje
se ispostavilo da pripadaju rodu Fusarium dobiveni su
monosporni izolati, koriste¢i metodu pojedinacne spore
ili metodu vrha hife.

Determinacija Fusarium vrsta

Svi izolati, osim onih za koje je nakon prvoga pre-
gleda ustanovljeno da pripadaju tzv. “Gibberella fujikuroi
kompleksu vrsta”, determinirani su na temelju morfo-
loSkih karakteristika. MorfoloSke karakteristike izolata
utvrdene su na KDA i LKDA, pri ¢emu je utvrdeno: a)
prisutnost mikrokonidija; b) grada konidiofora; c) oblik
mikrokonidija; d) prisutnost, raspored i morfologija
stijenke hlamidospora; e) oblik makrokonidija - zakriv-
lienost, broj pregrada, oblik vrSne i bazalne stanice, i
f) izgled kolonije na KDA s gornje i donje strane nakon
14 dana. Vrste su odredene prema Leslie i Summerell
(2006.), uz usporedbu s Nelson i sur. (1983.) te Booth
(1977.). lzolati vrsta iz tzv. “Gibberella fujikuroi” kom-
pleksa vrsta determinirani su sekvenciranjem fragme-
nata gena translacijskog elongacijskog faktora 1a. ( EF-1
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a) umnozenih lanéanom reakcijom polimeraze. Izolati s
vrstama iz tzv. “Gibberella fujikuroi” kompleksa pregle-
dani su stereomikroskopski i mikroskopski, s namjerom
da se odbaci eventualna moguénost zamjene s vrstama
F oxysporum ili £ solani. Nakon potvrde da se radi o
vrstama iz ,Gibberella fujikuroi” kompleksa, izolati su
inokulirani na KDA slojem celofana na povrsini. Nakon
sedam dana celofan je odvojen s agara, a micelij koji se
razvio na njemu sastrugan je u keramicke tarionike. U
tarionike je viSekratno ulijevan tekuéi dusik, pri cemu je
micelij drobljen dok nije dobiven fini prah sa §to manjim
Cesticama. 0d svakog izolata odvagano je 8 do 19 mg
praha, iz kojeg je ekstrahirana ukupna DNA, uz koriStenje
kompleta Dneasy Plant Mini Kit® (Qiagen Inc., SAD)
prema uputama proizvodaca te je na spektrofotometru
utvrdena koli¢ina ukupne ekstrahirme DNA (Eppendorf
AG, Njemacka). LanCana reakcija polimerazom izvede-
na je prema izmijenjenom protokolu 0" Donnell i sur.
(1998.). U reakciji su koristene pocetnice EF-1 i EF-2
(O’ Donnell i sur., 1998.):

5" - ATGGGTAAGGAGGACAAGAC - 3
5 - GGAAGTACCAGTGATCATGTT - 3.

Produkti reakcije podvrgnuti su elektroforezi u
TBE puferu pri 70 V na 1.5 % agaroznom gelu. Nakon
elektroforeze, gel je drzan u otopini etidij bromida (EtBr),
ispran je u vodi te ocitan na transiluminatoru (Bio - Rad
Laboratories, SAD). Nakon provjere rezultata, produkti
reakcije prociséeni su koriStenjem GenElute® Pcr Clean-
Up kita (Sigma Chemical, SAD) prema uputama proizvo-
daca. U 10 do 12 ul prociS¢enog produkta dodano je
1 ul otopine pocetnice Ef-1 koncentracije 3.2 pmol/ml
te je smjesa podvrgnuta sekvenciranju. Sekvenciranje
je provedeno usluzno na DNA Servisu Instituta “Ruder



I. Milicevic i sur.: |DENTIFIKACIJA | ZASTUPLJENOST FUSARIUM VRSTA NA SJEMENU ... 27

zm

Boskovi¢”, a dobivene su sekvence ocitane u programu
BioEdit. Usporedba s drugim sekvencama provedena
je koristenjem GenBank baze podataka (http://www.
ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Pri usporedbi sekven-
ci koriStena je “megablast” opcija programa BLAST
2.2.20 (Zhang i sur., 2000.). Prilikom odredivanja vrste
istrazivanih izolata na temelju usporedbe sekvenci,
kao referentni izolati uzimani su prvenstveno izolati
ARS Culture Collection (Agricultural Research Service,
SAD), uneseni u GenBank bazu podataka pod oznakom
“NRRL". Isto tako, pri odredivanju vrste uzeta je u obzir
i sliénost sekvenci istrazivanih izolata s ostalim sekven-
cama GenBank baze podataka, medusobna pokrivenost
sekvenci te broj izolata determiniranih kao pojedina vrsta
medu prvih deset do dvadeset najsli¢nijih sekvenci.

REZULTATI | RASPRAVA

Fusarium vrste utvrdene su na sjemenu obje kulti-
virane mahunarke (grahorici i bijeloj vuciki), a od samo-
niklih mahunarki na sjemenu ro$¢i¢ave svinduse, divlje
lucerne, ljekovitoga kokotca i pti¢je grahorice (Tablice
2.1 3.). Na sjemenu bagrema, trnovca i livadne kuka-
vi€ice nije utvrdena prisutnost Fusarium vrsta. Sli¢nost
sekvenci fragmenta EF-1 fragmenata gena Fusarium
izolata iz istrazivanja sa sekvencama iz GenBanke baze
podataka prikazana je u Tablici 4. Postotak zaraZenosti
sjemena mahunarki Fusarium vrstama prikazan je u
Tablici 5.

Tablica 2. lzolati, Fusarium vrste i njihova zastupljenost na sjemenu kultiviranih mahunarki
Table 2. Isolates, Fusarium species and their occurrence on seeds of cultivated legumes

Uzorci — Samples Izolati Vrste - Species Zastupljenost Fusarium vrsta (%)
Isolates Occurrence of Fusarium species (%)
FGa(R)-1 F. verticillioides
FGa(R)-2 F. verticillioides
FGa(R)-3 F. verticillioides
. FGa(R)-4 E verticillioides F. verticillioides 88 %
Grahorica, Ratarka —
FGa(R)-5 F. verticillioides Fusarium sp. 12 %
FGa(R)-6 Nepoznata
FGa(R)-7 F . verticillioides
FGa(R)-8 F. verticillioides
C wmen FGa(0S)-1 F. verticillioides .
Grahorica, “0S FGa(0S) 2 E verticillioides F. verticillioides 100 %
FVu-1 F. verticillioides E verticillioides 67 %
Vutika FVu-2 F. verticillioides )
FVu-3 F proliferatum F- proliferatum 33 %

Tablica 3. lzolati, Fusarium vrste i njihova zastupljenost na sjemenu samoniklih mahunarki
Table 3. Isolates, Fusarium species and their occurrence on seeds of wild legumes

Uzorci — Samples Izolati Vrste - Species Zastupljenost Fusa_rium VI’St.a (%)
Isolates Occurrence of Fusarium species (%)
FMS-1 F. tricinctum
FMS-2 F. tricinctum
FMS-3 F. tricinctum
FMS-4 F. tricinctum
FMS-5 F. acuminatum F acuminatum 46 %
Divlja lucerna FMS-6 - oxysporum F tricinctum 38 %
. . FMS-7 F._acuminatum
(Medicago sativa L.) FMVS-8 F acuminatum F. avenaceum 8 %
FMS-9 F acuminatum F. oxysporum 8 %
FMS-10 F. avenaceum
FMS-11 F. tricinctum
FMS-12 F. acuminatum
FMS-13 F. acuminatum
Ros¢iceva svindu$a FLC1 - culmorum E culmorum 50 %
(Lotus corniculatus L.) FLC-2 Nepoznata Fusarium spp. 50 %
FMO-1 F. acuminatum
Liekoviti kokotac FM0-2 F. acuminatum F acuminatum 80 %
. L FMO-3 F._acuminatum .
(Melilotus officinalis (L.) Lam.) FMO-4 F acuminatum Fusarium spp. 20 %
FMO-5 Nepoznata
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Uzorci — Samples Izolati Vrste - Species Zastupljenost Fusa(ium vrstfa (%)
Isolates Occurrence of Fusarium species (%)
FVC-1 F. sambucinum
FVC-2 F. avenaceum
FVC-3 F. avenaceum
FVC-4 F. pseudograminearum
FVC-5 F semitectum F avenaceum 50 %
FVC-6 . avenaceum F. sambucinum 10 %
FVC-7 F. avenaceum )
FVC-8 F scirpi F. semitectum 10 %
Pticja grahorica FVC-9 E sporotrichioides F. pseudograminearum 6 %
(Vicia cracca L.) FVC-10 F. avenaceum F scirpi 6 %
FVC-T1 . avenaceum E sporotrichioides 6 %
FVC-12 F. semitectum -
FVC-13 F. avenaceum F. tricinctum 6 %
FVC-14 E sambucinum f: heterosporum 6 %
FVC-15 F. tricinctum
FVC-16 F._heterosporum
FVC-17 F. avenaceum
FVC-18 F. avenaceum

KoriStenje selektivnih hranjivih podloga MSA i
MZSA pokazalo se prakti€nim u izolaciji Fusarium vrsta
sa sjemena. UzevSi u obzir sastav tih podloga, pret-
postavljalo se da je MSA jace selektivan u odnosu
na MZSA te tako prikladniji za izolaciju Fusarium spp.
sa sjemena jace kontaminiranoga drugim gljivama.
Preliminarnom analizom zdravstvenoga stanja sjemena
grahorice i vucike, utvrdena je jaka kontaminacija s
Rhizopus vrstama, koji su zbog brzoga rasta onemogu-
¢avali izolaciju ostalih gljiva. Na MSA, Rhizopus vrste
nisu se razvijale, kao niti gljive iz roda Cladosporium,
Penicillium ili Alternaria, dok su kolonije Fusarium vrsta
na toj podlozi rasle. Pretpostavljeno je da sjeme samoni-
klih mahunarki sakupljeno iz prirodnih stanista nece biti
jace kontaminirano gljivama, koje bi, zbog brzoga rasta,
mogle onemoguciti izolaciju Fusarium spp., $to se poka-
zalo tocnim. Na MZSA kolonije Fusarium spp. rasle su
sporije u usporedbi s MSA, uocen je i rast Cladosporium
i Alternaria vrsta, no razvoj kolonija ciljanih vrsta iz roda
Fusarium bio je dovoljan da se te gljive uoce i izoliraju.
Zanimljivo, i na MSA i na MZSA uocena je relativno
izrazena sporulacija Fusarium kolonija. U Tablici 4. pri-
kazana je usporedba rezultata morfoloske identifikacije
vrsta iz ,Gibberella fujikuroi* kompleksa sa sli€noS¢u
odabranih sekvenci iz GenBank baze podataka. Kako je
sekvenciranje provedeno samo na jednome lancu DNA,
odreden broj sekvenci bio je slabije kvalitete, s ve¢im
brojem praznina, $to je otezavalo njihovu analizu. Zbog
slabije kvalitete odredenoga broja sekvenci, nije se
pristupilo izradi filogenetskoga stabla, a dodatni razlog
za samo osnovnu usporedbu sekvenci bila je i €injenica
da je vecina sekvenciranih izolata na temelju morfolo-
gije determinirana kao F verticillioides. Karakteristicni
lanci mikrokonidija i monofijalidni konidiofori relativno
su robusna obiljezja koja omoguéuju determinaciju te
vrste, iako je opisan odreden broj Fusarium vrsta koje
su vrlo slicne i s kojima bi se F verticillioides mogao
eventualno zamijeniti (Leslie i Summerell, 2006.; Levi¢,
2008.). Ukoliko bi se medu prvim izolatima s najslic-
nijom sekvencom u GenBank bazi nasla veéina izolata
upisanih kao F. verticillioides ili bi medu prvi tri najslic-
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nije sekvence bio izolat Gibberella moniliformis NRRL
43697, smatrali bismo to potvrdom da se radi o vrsti £
verticillioides. 1zolat Fvu-3 s vucike imao je polifijalidne
konidiofore te je determiniran kao F proliferatum, $to
smatramo i potvrdenim na temelju sekvence. Naime,
svih deset najslicnijih izolata iz GenBank baze navode se
kao F. proliferatum, a najsli¢nija sekvenca bila je ona izo-
lata Fusarium proliferatum NRRL 31071. S druge strane,
niti na temelju morfologije niti na temelju sekvence, nije
bilo moguce determinirati izolate FGa(R)-6 (grahorica),
FLC-2 (svindusa) i FMO-5 (kokotac). U slucaju izolata
FGa(R)-6 i FLC-2, najslicnije sekvence u GenBank bazi
bile su s izolatom, koji, takoder, nije determiniran do razi-
ne vrste (Fusarium sp. NRRL 25622). Moguce je da se
radi o do sada neopisanoj Fusarium vrsti, no daljnji rad
na spomenutim izolatima prelazio je okvire postavljenih
cilieva ovog istraZivanja.
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Tablica 4. Sliénost sekvenci fragmenta EF-1 gena Fusarium izolata iz istrazivanja sa sekvencama iz GenBanke baze
podataka

Table 4. Similarities of sequences of partial EF-1 gene from Fusarium isolates in this research with sequences from
GenBank database

Morfoloska Pristupni broj za Postotak pokrivenosti Maksimalna sli¢nost
Izolati identifikacija usporedbu Referentni izolati za usporedbu sekvenci sekvenci
Isolates Morphological | Accession numbers Referent isolates for comparison Percentage of query Maximal identity of the

identification for comparison coverage of the sequence sequence

FGa(R)-1 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 90 % 88 %
verticillioides

FGa(R)-2 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 95 % 90 %
verticillioides

FGa(R)-3 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 95 % 98 %
verticillioides

FGa(R)-4 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 77% 96 %
verticillioides

FGa(R)-5 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 76 % 93 %
verticillioides

FGa(R)-6 Fusarium sp. AF160301.1 Fusarium sp. NRRL 25622 67 % 99 %

FGa(R)-7 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 95 % 96 %
verticillioides

FGa(R)-8 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 95 % 98 %
verticillioides

FGa(0S)-1 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 88 % 90 %
verticillioides

FGa(0S)-2 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 45 % 83 %
verticillioides

FVu-1 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 80 % 93 %
verticillioides

FVu-2 Fusarium EF453022.1 Gibberella moniliformis NRRL 43697 89 % 90 %
verticillioides

FVu-3 Fusarium AF291058.1 Fusarium proliferatum NRRL 31071 97 % 98 %
proliferatum

FLC-2 F ”Ssa; m AF160301.1 Fusarium sp. NRRL 25622 55 % 90 %

FMO-5 R “s:;’”m EF452998.1 Fusarium proliferatum NRRL 43667 42% 84 %

Tablica 4. Postotak sjemena zarazenoga Fusarium vrstama u ispitanim uzorcima mahunarki
Table 4. Percentage of seeds infected by Fusarium species in examined samples of lequmes

Kultivirane mahunarke - Cultivated legumes

Fusarium spp. na sjemenu (%)

Uzorci - Samples Fusarium spp. on seeeds (%)

Vrste - Species

Grahorica Ratarka 8%
“08” 2%
Vucika - 3%

Samonikle mahunarke - Wild legumes

Fusarium spp. na sjemenu (%)

Vrste — Species Fusarium spp. on seeds (%)

Roscicava svindusa (Lotus corniculatus L.) 2%
Divlja lucerna (Medicago sativa L.) 13%
Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) 0%
Trnovac (Gledlitsia triacanthos L.) 0%
Ljekoviti kokotac (Melilotus officinalis (L.) Lam.) 5%
Pticja grahorica (Vicia cracca L.) 18 %
Livadna kukavicica (Lathyrus pratensis L.) 0%
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Sa sjemena svih kultiviranih i samoniklih mahunarki
ukljucenih u istrazivanje ukupno je determinirano 13
Fusarium vrsta. Razina zaraze Fusarium vrstama bila je
priblizno sli¢na kod svih ispitivanih uzoraka te se kretala
u rasponu od 2 % (ro$cic¢ava svindusa) do 18 % (pticja
grahorica). Na bagremu i trnovcu nije utvrdena zaraza
Fusarium vrstama, $to moZe biti razumljivo, jer se radi
o0 stablaSicama u urbanim sredinama. Te su vrste bile
ukljucene u istrazivanje iz razloga Sto je iz literature
poznato da se Fusarium vrste mogu naci i na drvena-
stim domacinima te na sjemenu drvenastih biljaka. S
obzirom na to da vecina Fusarium vrsta Zivi u tlu (Leslie
i Summerell, 2006.; Levi¢, 2008.), veca je vjerojatnost
da ¢e kolonizirati biljne dijelove koji su uz tlo ili bliZi tlu,
dok su mahune bagrema i trnovca smjeStene relativno
visoko na stablima te su kao takve prilicno udaljene od
inokuluma. Isto je tako vazno napomenuti da su urbane
sredine relativno siromasne biljnom vegetacijom, a
samim time i biljikama, koje su potencijalni izvor inokula-
ma. S druge strane, sve samonikle mahunarke koriStene
u istrazivanju rasle su u prirodnim stanistima s bujnom
vegetacijom te je na taj nacin zasigurno omogucen prije-
nos vrsta iz roda Fusarium s izvora inokulama na mahune
i sieme. Na sjemenu livadne kukavicice takoder nisu pro-
nadene Fusarium vrste, $to je bilo donekle neocekivano,
s obzirom na to da su uzorci uzeti s istoga lokaliteta i u
isto vrijeme kada su uzeti i uzorci sjemena pticje graho-
rice, na kojoj je zaraza Fusarium vrstama iznosila ¢ak 18
%. lako je teSko utvrditi razlog zbog cega je kod jedne
vrste utvrden najveci postotak zaraze Fusarium vrstama,
dok kod druge uopée nisu nadene. Na sjemenu bijele
vucike na temelju jednog uzorka utvrdena je prosjecna
zaraza Fusarium vrstama od 3%. Sli€ne, niske zaraze,
navode i drugi autori u svojim istraZivanjima (Abdel-
Hafez, 1984.; Jeske i Prusinski, 2001.). Jeske i Prusinski
(2001.) su na naizgled zdravome sjemenu utvrdili zarazu
Fusarium vrstama 1% do 14%, dok se na sjemenu s
vidljivim znakovima zaraze kretala 2% do 12%. Embaby
i Abdel-Galil (2006.) utvrdili su zarazu Fusarium vrstama
na sjemenu bijele vucike u visini 11%, dok je Abdel-Hafez
(1984.) utvrdio prisustvo Fusarium vrsta u 30 % ispitanih
uzoraka sjemena iste Lupinus vrste, s prosje¢nom zara-
zom sjemena 1,46%. Zaraza sjemena ostalih biljnih vrsta
koje su obuhvacene ovim istraZivanjem jo$ je slabije
istraZena pa ne postoji dovoljno podataka kojima bi se
ovdje dobiveni rezultati mogli usporedivati. Sto se tice
strukture populacije Fusarium vrsta, na sjemenu graho-
rice i bijele vuCike te samoniklih mahunarki utvrden je
relativno maniji broj Fusarium vrsta u odnosu na istraziva-
nja drugih autora (Kellock i sur., 1978.; Jeske i Prusinski,
2001.). Na sjemenu oba uzorka grahorice dominantna je
bila vrsta F. verticillioides, ¢ineéi 90% izolata s te kulture.
Na sjemenu samonikle lucerne i ljekovitoga kokotca naj-
CeSc¢a vrsta bila je F. acuminatum, a na sjemenu pticje
grahorice dominirala je F. avenaceum. Rezultati istra-
Zivanja upucuju kako Fusarium vrste koje naseljavaju
sjeme mahunarki ovise o lokaciji, godini, klimi, okolnim
bilikama ili biljnim ostacima te u slucaju kultiviranih
mahunarki, o kultivaru i agrotehnickim mjerama. Na

POLJOPRIVREDA 19:2013 (1) 25-32

sjemenu grahorice i bijele vucike utvrdene su samo vrste
iz tzv. “Gibberella fujikuroi kompleksa”, £ verticillioides i
E proliferatum. U Saudijskoj su Arabiji te vrste utvrdene
kao dominantne na sjemenu vucike te su navedene pod
imenom £ moniliforme, tada vaze¢im imenom (Abdel-
Hafez i sur., 1984.), iako se, u stvari, radilo o vrsti £
verticillioides ili vrsti F proliferatum (Summerell i sur.,
2003.). Od 10 Fusarium izolata koje su Embaby i Abdel-
Galil (2006.) u Egiptu izolirali sa sjemena vrste Lupinus
termis njih je Sest pripadalo vrsti F. oxysporum, dok su
ostali izolati bili determinirani do razine roda. Za razliku
od spomenutih vrsta, Jeske i Prusinski (2001.) na sjeme-
nu bijele vucike utvrdili su vrste £ avenaceum, F. solani,
F culmorum. Na sjemenu samoniklih mahunarki obu-
hvacenih u ovom istrazivanju populacija Fusarium vrsta
bila je vrlo raznovrsna. Po$to su Fusarium vrste relativno
slabo istrazene na samoniklim mahunarkama, podatke
iz ovog istrazivanja moguce je usporediti s podacima
vezanim za njihove kultivirane srodnike. Na sjemenu
Medicago vrsta (M. littoralis i M. truncatula) u Juznoj
Africi utvrdene su vrste F. acuminatum, F. reticulatum,
F. avenaceum, F. equiseti, F. graminearum i F. sambuci-
num. U Australiji na sjemenu kultiviranih Medicago vrsta
utvrdeni su F. avenaceum, F. acuminatum, F. equiseti
i F. culmorum (Kellock i sur., 1978.), a Barbetti i Allen
(2005.) utvrdili su izuzetno visoku prisutnost F. acumina-
tum (do 83 %) te F. avenaceum (do 65%) na mahunama
Medicago vrsta na nekoliko lokacija. |z gore navedenog
oCito je da su £ acuminatum i . avenaceum ceste na sje-
menu kultiviranih Medicago vrsta. U ovom istrazivanju
navedene vrste bile su, takoder, dominantne na sjemenu
samoniklih mahunarki. Poznato je da su F. avenaceum i
F. acuminatum patogene za mnoge mahunarke (Leath
i Kendall, 1978.; Bateman, 1997.; Satyaprasad i sur.,
2000.; Lager i Gerhardson 2002.) pa je za pretpostaviti
da bi se moglo raditi o vrstama koje preferiraju odredene
bilike iz navedene porodice te Zive u razli¢itim saprofit-
skim, endofitskim ili moguce parazitskim odnosima s tim
bilkama. Od ostalih vrsta koje su utvrdene na sjemenu
samoniklih mahunarki u ovom istrazivanju, prevladavaju
vrste koje su uglavnom zastupljene i na sjemenu kultivi-
ranih mahunarki, kao $to su F. culmorum, F. oxysporum,
F. sambucinum, F. semitectum, F. pseudograminearum
ili F. scirpi. Iz navedenoga moZze se zakljuciti da je veéi-
na vrsta utvrdenih na sjemenu samoniklih mahunarki
u ovom istrazivanju do sada pronadena na sjemenu
mahunarki u istraZivanjima drugih autora. Ovim istrazi-
vanjem potvrdeno je da se na sjemenu mahunarki mogu
naci vrste kao Sto su F. oxysporum, F. semitectum, F.
equiseti, F. sporotrichioides, F. culmorum, F. tricinctum,
F. verticilllioides, F. proliferatum, F. avenaceum ili F.
acuminatum. Osim navedenih vrsta, utvrdene su gljive za
koje nisu pronadeni nikakvi podaci u literaturi o njihovoj
eventualnoj prisutnosti na sjemenu mahunarki, a to su F.
pseudograminearum, F. heterosporum i F. scirpi, koje su
u ovim istrazivanjima utvrdene na pticjoj grahorici. Isto
tako, pronadeni su izolati FGa(R)-6, FLC-2 i FMO-5, za
koje nije bilo moguée utvrditi kojoj vrsti pripadaju niti na
temelju sekvenci.
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ZAKLJUCAK

Utvrdeno je ukupno 13 Fusarium vrsta na sje-
menu ispitivanih mahunarki, a zastupljenost pojedinih
Fusarium vrsta bila je razli¢ita, ovisno o uzorku sjemena
i biljnoj vrsti. Na sjemenu kultiviranih mahunarki (graho-
rica i bijela vucika) utvrdene su dvije Fusarium vrste, F
verticillioides i F. proliferatum, a na sjemenu samoniklih
mahunarki (ro$ciceve svinduse, divlje lucerne, ljekovi-
toga kokotca i pti¢je grahorice) utvrdeno je viSe vrsta,
od kojih su dominantne vrste bile £ avenaceum i F
acuminatum. Veéina utvrdenih Fusarium vrsta spominju
na mahunarkama i drugi autori u svijetu, dok za tri vrste,
F. pseudograminearum, F. heterosporum i F. scirpi, koje
su utvrdene na sjemenu pticje grahorice, ovo je prema
dostupnim literaturnim podacima prvi nalaz u svijetu.
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IDENTIFICATION AND OCCURRENCE OF FUSARIUM SPECIES ON SEEDS OF
COMMON WETCH, WHITE LUPINE AND SOME WILD LEGUMES

SUMMARY

The presence and occurrence of Fusarium species was examined on the seeds of cultivated legumes - common
vetch (Vicia sativa), white lupine (Lupinus albus), and wild legumes: hird’s-foot trefoil (Lotus corniculatus),
wild alfalfa (Medicago sativa), black locust (Robinia pseudoacacia), honey locust (Gleditsia triacanthos),
sweet clover (Melilotus officinalis), bird vetch (Vicia cracca) and meadow vetchling (Lathyrus pratensis).
Thirteen Fusarium species were identified - F. verticillioides, F. acuminatum, F. avenaceum, F. tricinctum F.
oxysporum, F. scirpi, F. semitectum, F. culmorum, F. proliferatum, F. pseudograminearum, F. sporotrichioides,
F. sambucinum and F. heterosporum. Species F. verticillioides and F. proliferatum were determined on seeds
of the cultivated lequmes (common vetch and white lupine). Other 11 Fusarium species were determined on
seeds of wild legumes (hird’s-foot trefoil, wild alfalfa, sweet clover and bird vetch) among which the most
prevalent were species F. avenaceum and F. acuminatum.

Key-words: Fusarium species, seed, Fahaceae, legumes
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