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SAZETAK

Rod Fusarium $iroko je rasprostranjen i obuhvaéa brojne vrste,
varijatete, koji se medusobno manje ili vise razlikuju prema mor-
foloskim, fizioloskim odlikama kao i patogenosti. Rasprostranjenost
vrsta Fusarium ovisi o domacinu, geografskim i ekoloskim uvjetima.
U Hrvatskoj su prva sustavna istrazivanja roda Fusarium pocela na
kukuruzu (Milatovi¢, 1969.), a nastavljena su vezano na selekciju
Kukuruza i otpornost prema lomu stabljike (Palaversi¢ 1983.). U
pogledu zaraze zrnu kukuruza najdetaljnija su istraZivanja provedena
na uzorcima iz razli¢itih tipova skladista (Lusin, 1980.a,b.) i polja
(Jurjevi€ i sur, 2000.), a uz Fusarium vrste nadene su i druge vrste
mikrogljiva.

GOSPODARSKO ZNACENJE

Jedan od prvih zapisa o postojanju Fusariuma je zapis starih Asteka o
propadanju klipa kukuruza kojeg je u Meksiku pronagao jedan franjevac u 16.
stoljecu. Fitopatolozi su saznali da se lokalno stanovnistvo za bolest izazvanu
Fusariumom koristi nazivom koji bi se mogao prevesti kao crvena i bijela
plijesan. Patogen je prvi put znanstveno opisao Link 1809. godine, nakon $to je
ustanovljena moderna znanstvena terminologija.

Fusarium vrste dijele se prema domacinu u tri skupine: 1. uzro&nike biljnih
bolesti, 2. uzro€nike kvarenja proizvoda u skladistima, 3. uzro¢nike bolesti kod
Covjeka i zivotinja.

Jedna od prvih istrazenih bilinih bolesti izazvaninh Fusarium vrstama je
bolest izazvana vrstom F. oxysporum koju je opisao Atkinson 1892. (Marasas
i sur.1984.). Rod Fusarium ima vise vrsta koje mogu uzrokovati propadanje
stabljike i klipa, koje se prenosi i na klijance kukuruza (Marasas i sur. 1979.,
Cassini 1981.).

Prva istraZivanja propadanja krumpira u skladistu, zapoeo je Martius
1842. Glavni uzrok propadanja krumpira je gliiva Fusiporium solani, kasnije
nazvana Fusarium solani (Mart) Sacc.
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Poznato je da neke vrste Fusariuma stvaraju mikotoksine koji mogu
negativno utjecati na rast, razvoj i razmnozavanje Zivotinja, te stoga imaju
veliko gospodarsko znaéenje. Neki od tih mikotoksina (fumonizini, trichoteceni i
dr.) mogu se naci preko jaja, mlijeka, mesa i mesnih preradevina u
prehrambenom lancu ljudi (Sydenham, 1993., Marasas 1996., Placinta i
sur. 1999.), te na taj nacin ugroziti ljudsko zdravlje.

SEKCIJA LISEOLA (WOLLENW. & REINK.)

Prema Nelsonu i sur. (1983.) razlikuje se 16 Fusarium sekcija:
Arachnites, Arthrosporiella, Discolor, Elegans, Eupionnotes, Gibbosum,
Lateritium, Liseola, Macroconia, Martiella, Pseudomicrocera, Roseum,
Spicarioides, Sporotrichiella, Submicrocera, Ventricosum.

Sekcija Liseola (Wollenweber i Reinking) jedna je od najvaznijin sekcija
Fusariuma koje rastu na kukuruzu. Prema Nelsonu /i sur. 1983., u sekciji su
Cetiri vrste koje mogu producirati toksine: F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(sin. F. moniliforme Sheldon), F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg, F.
subglutinans (Wollenweber i Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas, F.
anthophilum (A. Braun) Wollenweber Odsustvo hlamidospora, oblik mikro i
makrokonidija, kao i pigmentacija substrata, najvaznija su obiliezja te sekcije,
kako u prijasnjim, tako i u sada$njim klasifikacijama Fusarium vrsta
(Wolenweber i Reinking 1935., Snyder i Hansen 1945, Messian i
Cassini 1968., Booth 1971., 1975, 1984., Nirenberg 1981. i Nelson i sur.
1983.). Najvaznija vrsta sekcije Liseola je F. verticillioides (Nelson i sur.
1983.). F. verticillioides je prvi opisao Saccardo, 1881. godine, pod nazivom
Qospora verticillioides (Sacc), a izolirao ga je s kukuruza u Italiji. Ta je vrsta
Fusariuma rasirena $irom svijeta, na razli¢itim biljnim vrstama. Osim toga, to je
jedna od najrasirenijih gljiva u vecini podrucja gdje se uzgaja kukuruz.

Sekcija Liseola prema Wolenweberu i Reinkingu (1935. godine) imala
je 6 vrsta. Pojedini autori su povecali, a neki smanijili broj vrsta (Tablica 1).

Predlozeno je uvodenje nove sekcije Dlaminiela koja sadrzi nove vrste F.
dlamini, F. napiforme, F. boemiforme i F. nygamai (Burgess i sur. 1986.,
Marasas / sur. 1995., 1987., Nelson i sur. 1987.). Ta je sekcija imenovana
nakon $to je opisana vrsta F. dlamini (Marasas i sur. 1985.), a sli¢i sekciji
Liseola (mikrokonidije u lancima) i sekciji Elegans (stvaranje hlamidospora). Je
li zaista rije€ o novoj sekciji treba jo§ dokazati.

Danas se najcesce koristi “klju¢” Nelson, Toussoun i Marasas iz 1983. god.
Za to¢no i sigurno odredivanje Fusarium vrsta katkad je potrebno ukljugiti
prednosti drugih predlozenih klju¢eva.
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ODNOS IZMEBU SAVRSENOG (TELEOMORF) | NESAVRSENOG
(ANAMORF) STADIJA | NJEGOVO ZNACENJE U TAKSONOMUI

Zbog brojnih razlika u taksonomiji i nomenklaturi sekcije Liseola, moguce
su pogreske u identifikaciji, $to otezava prac¢enje znanstvene literature. Stoga
su neki autori ukazali na vaznost bioloskih tipova za razlikovanje vrsta (Leslie i
sur. 1991. 1992., 1996., Gordon 1954.,1961.). Svi poznati savrseni
(peritecijski) stadiji roda Fusarium (Nectria, Calonectria i Gibberella) pripadaju
redu Hypocreaces.

Odvajanje roda Calonectria od ostala dva roda nije najbolje definirano. Rod
Gibberella ukljuéuje uglavnom vrste koje imaju askospore najc¢esée s dvije ili
vise septi, a askusi se nalaze u ljubi¢astim ili tamnoplavim peritecijima (Windels
1991., Sidhu 1985.). Rod Nectria stvara jednostani¢ne do viSestaniCne
askospore, koje se nalaze u askusima odnosno peritecijima blago naranaste ili
svijetlocrvene do smede boje. Dosad opisani teleomorfi 14 Fusarium vrsta
svrstani su u 11 sekcija. Savréeni stadiji sekcija Elegans i Arthrosporilla nisu jos
poznati (Windels 1991.). SavrSeni stadiji Fusarium vrsta iz sekcije Liseola
povezani su s vrstom Gibberella fujikuroi. Kuhiman je 1982. opisao razliCite
varijetete Gibberella fujikuroi s nesavréenim stadijem (anamorfom) u Fusarium
sekciji Liseola. Nakon ispitivanja varieteta na hranjivim podlogama ("Difco lima
bean agar", "V-8 juice agar" i krumpir dekstroza agar - KDA), utvrdeno je da je
V-8 juice agar najbolja podloga za vecinu krizanja. Njegova metoda inokulacije
zasniva se na razlijevanju 1.0 ml 14 dana starog donora (+) (suspenzija spora u
prosjeku 10°) na 14 dana stari Zenski izolat (-). Radeéi na taj nagin, opisao je 4
varieteta G. fujikuroi koja su se razlikovala po izgledu askospora, veli¢ini
peritecija, tipu fijalida i izgledu, odnosno formaciji mikrokonidija. Gibberella
fujikuroi var. fujikuroi jedino je naden na rizi, ima malene askospore i peritecije,
a mikrokonidije se stvaraju na fijalidama ili laznim glavicama u lancima. Velike
askospore, srednje veliki periteciji, prisustvo polifijalida i mikrokonidija, samo u
obliku “laznih glavica”, karakteristika je Gibberella fujikuroi var. subglutinans.
Velike askospore i periteciji s fijalidama na kojima se stvaraju mikrokonidije u
lancima, kao i veliki broj razli¢itih domacina, obiljezje su G. fujikuroi var.
moniliforme. Najnovija grupa G. fujikuroi var. intermedium plod je seksualnog
spajanja, a prepoznajemo je po velikim peritecijima, malim askosporama,
polifijalidama i monofijalidama te mikrokonidijama koje se nalaze u lancima i
“‘laznim glavicama”. Kuhlman smatra da svi varijeteti G. fujikuroi imaju
nesavréeni stadij (anamorf) F. verticillioides.
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Hsieh i sur. (1977.) proveli su krizanja na razli¢itim hranjivim podlogama:
KDA, vodeni agar (VA), V-8 juic agar i Difco lima bean agar. V-8 juic agar daje
najbolje i najpouzdanije rezultate, vezane uz bioloSku populaciju “A” (Tablica 2),
ali nije najbolji za bioloSku populaciju “B” i “C". Takoder je utvrdio da su svi
izolati heterotali¢ni. Prema Klittichu i Lesliu (1992.), bioloSka vrsta (mating tip)
heterotali¢na je i kontrolirana s dva alela, koji se spajaju u jednom mijestu. lako
su bioloske populacije nazivane razli¢itim imenima (Kuhlman 1982.), vec€ina ih
istrazivac¢a oznac¢ava slovima - Tablica 2 (Hsieh i sur. 1977., Leslie 1991,
1992, 1996.). Nekad se smatralo da vrste Fusarium moniliforme Sheldon (F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg) ima tri varijeteta - var. moniliforme, var.
proliferatum i var. subglutinans ($to su po sadasnjoj taksonomiji zasebne vrste)
i sedam bioloskih tipova (ozna¢enih slovima od A do G).

Tablica 2. Gibberella i pripadajuci kompatibilni anamorfi Fusarium vrsta

Bioloski tipovi Fusarium anamorfi
A G. fujikroi F. verticillioides

(sin. F. moniliforme)
B G. subglutinans F. subglutinans
(sin. F. sacchari)
(sin. F. neoceras)

C Nepoznat F. fujikuroi
(sin. F. proliferatum)
D Nepoznat F. proliferatum
E G. subglutinans F. subglutinans
(sin. F. sacchari var. subglutinans)
F  G. fujikuroi F. verticillioides
G F. nygamai

Leslie isur. (1992.) izdvojili su iz populacija Fusarium vrsta kompatibilne
izolate + i - (mating type). Krizajuéi izolate unutar iste vrste dobili su
odgovarajuée telemorfe, odnosno zrele peritecije s viabilnim askosporama
(Klittich i Leslie 1992). Gibberelli fujikuroi odgovara samo jedan nesvrseni
stadij F. verticillioides. Klittich i Leslie (1992.) krizali su mnogo izolata F.
verticillioides s izolatima iz populacija “A”, “B”, “C” i “D”, i nisu dobili teleomorfni
stadij. Clanovi biologke populacije “A” uglavnom se nalaze na kukuruzu, a vrlo
rijietko na sirku. Clanovi populacije “F” uglavnom se nalaze na sirku, a vrlo
rijetko na kukuruzu. lzolati biologke populacije “A” stvaraju vrlo visoki nivo
fumonizina, za razliku od izolata biolo$ke populacije “F" koji stvaraju fumonizin
u malim koli¢inama ili ga uopc¢e ne stvaraju (Klittich i Leslie 1992.).
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POGODNI SUPSTRATI ZA IZOLACIJU | RAST VRSTA RODA Fusarium

Vrste roda Fusarium vrlo su varijabilne, zbog utjecaja okoline u kojoj se
razvijaju (temperatura, podloga, itd.) (Burgess i sur. 1983.). Zbog toga je bilo
vazno utvrditi standardne metode za determinaciju. Za pravilnu je determinaciju
neophodan uzgoj gljiva u istim uvjetima (ista hranjiva podloga, uvjeti inkubacije,
svjetlo, temperatura, prozraka, itd.). Naéin izolacije zasniva se na dvije metode.
Prvu su metodu monosporne izolacije za Fusarium vrste opisali Snyder i
Hansen (Marasas i sur. 1984.), a potom su je Nelson i sur. (1983) dopunili
izolacijom dijelovima hifa.

METODA SNYDER | HANSEN

Tri ml 2 % vodenog agara ulije se u sterilnu petrijevu posudu i ostavi da se
skrutne. 10 ml suspenzije spora (1 ml sadrzi od 1-10 spora) izlije se u petrijevu
posudu s vodenim agarom. Visak vode se izlije, tako da petrijeva posuda
ostane “suha’. Petrijeva posuda inkubira se 18 do 20 sati pri sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega se pregleda pod svjetlosnim mikroskopom. Kada
spore po¢nu klijati, svaka pojedina spora se precijepi na odgovaraju¢u hranjivu
podlogu.

Nelson i sur. (1983.) izmjenili su tu metodu tako da su na sterilno
predmetno stakalce nanijeli kap steriine vode, a zatim vrhom vlazne igle
prenijeli sadrzaj sporodohija ili zraénog micelija na predmetno stakalce. Kad se
uz pomo¢ binokularnog povec¢ala primijeti mlijeéno zamucivanje, tj. kada se
spore poé¢nu medusobno preklapati, suspenzija spora steriinom se ezom
raznese po povr$ini petrijeve posude. Nakon inkubacije od 12 - 16 sati, pri
temperaturi od 25 °C, odnosno kada kolonije narastu do promjera 1 mm,
precijepe se sterilnom laboratorijskom iglom na odgovaraju¢u hranjivu podiogu.

Izolacija pomoc¢u dijelova hife uzgojenih na hranjivoj podlozi, obavlja se
ispod sterilnog binokularnog povecala. Originalne kolonije ostave se malo duze
na hranjivoj podiozi, na kojoj gljiva raste vrlo sporo npr. vodeni agar.
Najrasirenije hranjive podloge koje se koriste za takvu izolaciju Fusarium vrsta
su KDA (Nelson isur. 1983, Burgess i sur. 1983.), KSA - krumpir saharoza
agar (Booth 1971.), vodeni agar (Booth 1971.), SNA- salt nutrient agar
(Nirenberg 1981.) i Karanfilovog lista agar - KLA (Nelson i sur. 1993,
Nirenberg 1981., Booth 1971. i Burgess isur. 1983.).

Kalijev klorid - KCI agar specifi¢na je hranjiva podloga za Liseola sekciju
(Nelson i sur. 1983.), idealna za pokazivanje monofijalida i polifijalida.
Priprema se dodavanjem 4 - 8 g KCl u 1.5-2 % vodeni agar. Koncentracija KCI-
a ima utjecaja na duzinu mikrokonidialnog lanca (Nelson i sur. 1983.).

KDA i KSA hranjive su podloge bogate ugliikom, korisne za opis
morfologije kolonija, kao §to su: pigmentacija, brzina rasta micelija (pravocrtno i
zraéno).

Nirenberg je 1995. predlozila hranjivu podlogu SNA za opis morfologije
konidija. Taj agar poti¢e razvoj vrlo dugih lanaca i nije pogodan za razvoj
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makrokonidija ni nakon 6 tiedana (s izuzetkom F. subglutinans). Zbog toga ta
hranjiva podloga nije pogodna za identifikaciju vrsta sekcije Liseola.

Za pripremu KLA listovi se karanfila beru s mladih dijelova bilike (Dianthus
caryophyllus) koja nije tretirana pesticidima i nema pupove. Listovi se izrezu na
kvadratice veli¢ine 5x5 mm i 2 sata su$e pri temperaturi od 55-60 °C. Osuseni
listovi moraju zadrzati zelenu boju. Pohranjuju se u aluminijske posude te
steriliziraju (2.5 megarad gama --radijacija s kobalt-60 ili fumigacija s propilen
oksidom). Nakon sterilizacije listovi se mogu ¢uvati 6 mjeseci pri temperaturi od
2-5 °C. KLA se prireduje stavljanjem nekoliko komadiéa karanfilova lista u
1.5-2.5 % vodeni agar, koji se ohladio do temperature od 45 °C. Prakti¢no je
prirediti tu hranjivu podlogu najmanje 3 dana prije uporabe (Burgess 1983.).
Podloga KLA najbolja je za identifikaciju vrsta sekcije Liseola buduéi da ve¢
nakon 5 do 10 dana dolazi do formiranja ujednac¢enih mikrokonidija. Ta metoda
omogucava nam da utvrdimo nacin razvoja i tip konidija (tip konidiofora),
prisustvo i tip mikrokonidijskih lanaca, te prisustvo ili odsustvo hlamidospora.
Svaka od karakteristika je vazna za pravilnu determinaciju Fusarium vrsta,
odnosno razlike medu njima. Najvaznije obiljezje vrste je izgled mikrokonidija
jer su makrokonidije na zratnom miceliju varijabilne, posebice kod sekcije
Gibbosum. Konidije mogu biti malo valovite ili relativno ravne, sa stijenkama
koje su gotovo paralelne ili zakrivliene pod razligitim kutevima. U nekim
sluCajevima stijenke mogu biti ¢ak “grbave” (dorziventralno zakrivljene) kao kod
makrokonidija sekcije Gibbosum, dok su makrokonidije iz sekciji Liseola
ravnije. Stijenke septi mogu biti deblje ili tanje, razliitog broja u razli¢itim
izolatima. Vrsni dio konidije moZe biti kratak (zaobljen ili kukast - kao pti¢ji kijun)
ili pak vrlo dugaCak. U sredisnjem dijelu je zadebljala i opet suzena na kraju
(tapered to a point). Osnova konidije je u obliku stopice (F. nivale je zaobljen i
zbog toga je nedavno preimenovan u Microdochium nivale). Konidije mogu biti
razliCite duzine.

Rast micelija roda Fusarium mjeri se nakon inkubacije na KDA pri
temperaturi od 20°C, 25 °C, odnosno 30 °C. Na taj nacin mjeri se rast micelija u
duzinu bez povecanja biomase. Nedavno je bilo poku$aja da se prepozna
Fusarium koristenjem konidiogenih stanica (Goos 1981.), mikrokonidija i
drugih oblika zracne sporulacije (Gams i Nirenberg 1989.). Metode za
prepoznavanje Fusariuma su stimuliranje sporulacije i poticanje stvaranja
hlamidospora. Za poticanje stvaranja hlamidospora najcesée se upotrebljavaju
zemljani i vodeni agar, na kojima se hlamidospore formiraju za &etiri tjedna.
Stvaranje hlamidospora mozZe se potaknuti izrezivanjem malih dijelova agara s
micelijem i uranjanjem u sterilnu vodu, gdje ¢e se hlamidospore razviti veé¢ za
10 dana (Burges i sur. 1983.).

Metodom uzgoja na predmetnom stakalcu mozemo pratiti stvaranje
konidija i prirodu konidiogenih stanica. U petrijevu posudu se izlije siromagna
hranjiva podloga debela 3 mm. Podloga se izreze na kvadratiée (6 x 6 mm) i
nanese na sredinu predmetnog stakalca, te prekrije pokrovnim stakalcem. Sa
strane se nanese kultura koju Zelimo identificirati. Predmetno stakalce se zatim
stavi u vlaZnu petrijevu posudu i inkubira dok se gljiva ne po&ne razvijati ispod i
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sa strane pokrovnog stakalca. Pokrovno se stakalce lagano odvoji i stavi na
novo predmetno stakalce i pogleda pod mikroskopom. Na taj se na&in mogu
uociti monofijalide i polifijalide. Sporulacija se moze potaknuti i temperaturnim
Sokom, prevlatenjem vruceg skalpela preko micelija na agaru ili inkubacijom na
nizim temperaturama, od 14-18 °C (Nelson j sur. 1983.).

TAXONOMICAL AND PATHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF GENUS
FUSARIUM

SUMMARY

The genus Fusarium is widespread and includes numercus
species and varieties which differ more or less with regards to
morphology, physiology and pathogenicity.

The proliferation of Fusarium species depends on host,
geography and ecological conditions. In Croatia the first research of
the genus Fusarium began on corn (Milatovic, 1969) and continued
by corn breeders working with resistence to Stalk Rot (Palaversic,
1983).

With regard to corn kernel infection, the most detailed research
was conducted on samples from different storage conditions (Lusin,
1980 a.b.) and from those obtained naturally from the field (Jurjevic
et al., 2000), where Fusarium species was found elong with other
species of fungi.
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