glasnik zastite bilja

Jelena Jelenic', Jelena lli¢’ lzvorni znanstveni rad

Primjena endofitnih Fusarium gljiva
za poboljsanje rasta vinove loze

Sazetak

Endofitni organizmi se sve vise primjenjuju u ekoloskoj proizvodnji i zastiti biljaka. Najéesce se radi o
gljivamai bakterijama koje se apliciraju na biljke kao bioloska sredstva za poboljsanje rastai otpornostina
biline bolesti. U nasem istraZivanju preliminarno smo ispitali utjecaj dva izolata gljive Fusarium solani na
porast vinove loze sorte Kardinal i Lavalle. Vinova loza je tretirana sa suspenzijom gljive u stadiju pupa. Dva
mjeseca nakon umjetne infekcije izmjerene su karakteristike vinove loze: duZina stabljike te duZing, Sirina
i broj listova. Utvrden je znaéajan pozitivan utjecaj endofitnih gljiva na dimenzije stabljike i lista. Zakljuéili
smo da endofitne gljive pozitivno djeluju na ukupno zdravstveno stanje biljke $to indirektno smanjuje
mogucnost pojave bolesti jer su biljke otpornije.
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Uvod

U danasnje vrijeme sve se vise govori o mikrobioloskom inzenjeringu koji predstavlja uno-
senje mikroorganizama u biljke kako bi se pobolj$ao njihov razvitak te otpornost na nepovoljne
uvjete okolisa i Stetne organizme (del Carmen Orozco-Mosquedai i sur., 2018). U skladu s tim je
i pojam mikrobiom koji predstavlja zajednicu mikroorganizama unutar biljke. Za razliku od ge-
netskog inZzenjeringa ovdje se ne mijenja genetska slika biljke vec se radi o svojevrsnoj simbio-
zi, odnosno zajednici od koje oba organizma imaju koristi. Tako da osim §to mogu djelovati kao
patogeni, mikroorganizmi kao §to su bakterije i gljive u ovom sluc¢aju mogu pozitivno utjecati
na rast i razvoj biljaka. Ovakve organizme koji se nalaze u biljci, ali ne izazivaju simptome biljnih
bolesti nazivamo endofitima (Stone i sur., 2000). Procijenjeno je da u prirodi danas ima preko
milijun vrsta endofitnih gljiva (Faeth i Fagan, 2002). Kako navode Reshma i sur. (2019) endofi-
ti poticu rast biljaka kroz poboljsanje fiksacije dusika, proizvodnju fitohormona, solubilizaciju
fosfata te poticanje tolerancije na abiotske i biotske stresove. Endofitne mikrobne populacije
sintetiziraju veliku broj novih sekundarnih metabolita, uklju¢ujuci spojeve s antifungalnim, an-
tibakterijskim i insekticidnim svojstvima. Bioloska kontrola biljnih patogena i insekata stetnika
kultiviranih usjeva privukla je pozornost kao metoda smanjenja uporabe kemijskih pesticida u
poljoprivredi. Endofiti se mogu pronacdi u svakoj biljci i u raznim dijelovima biljaka te se kaze
da ne postoji biljna vrsta koja ne sadrzi neku vrstu endofita (Schulzi sur,, 2015). Smatra se da su
endofiti izvor novih prirodnih proizvoda za primjenu u biotehnologiji, medicini, poljoprivredi i
industriji (Ryan i sur., 2008.; Senthilkumar i sur., 2011).

Prema Ab Rahman i sur. (2018) uz klasi¢nu primjenu individualnih mikroorganizama sve se
vise nastoji poboljsati, omoguciti i odrzati dugorocna kolonizacija biljaka pomoc¢u mikrobio-
loskog inZenjeringa kako bi se omogucilo uzgajanje biljaka poboljsanim s mikroorganizmima.
Haidari sur. (2018) navode kako je broj mikroorganizama koji se mogu primjenjivati kao biolos-
ki fungicidi u borbi protiv biljnih bolesti jos uvijek vrlo ogranic¢en. Potraga za novim mikoorga-
nizmima i njihovim metabolitima se stoga nastavlja. Vrijednost globalnog trzista biokontrolnih
sredstava je iznosila oko 2.1 milijardu dolara 2011. godine na sto je utjecala sve veca potraznja
za organskim proizvodima (Velivelli i sur.,, 2014). Prednosti primjene mikroorganizama i njiho-
vih metabolita u bioloskoj zastiti biljnih bolesti je sto nemaju negativan ucinak na zdravlje ljudi
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i Zivotinja, ne utjecu negativno na okolis te na korisne organizme u prirodi (Parnel i sur., 2016;
Ab Rahman i sur,, 2018). Hong i Park (2016) navode kako inokulacija endofitnih organizama u
biljke moze sprijeciti pojavu simptoma bolesti uzrokovane s insektima, virusima, bakterijama,
nematodama i gljivama.

U skladu s navedenim su i nasa istrazivanja gdje smo izolirali gljive roda Fusarium s korova
u polju s predpostavkom da su mnoge od njih patogene. Korovi nisu pokazivali simptome bo-
lesti. Uz patogenost utvrdili smo da pojedine vrste imaju pozitivan utjecaj na rast i prinos pse-
nice i kukuruza (llic i sur,, 2012). Navedene endofitne Fusarium vrste s pozitivnim djelovanjem
smo dalje testirali na kulturi tkiva tre$nje (lli¢i sur.,, 2017) te utvrdili znacajan pozitivan utjecaj
na porast biljaka. Iste Fusarium izolate primjenili smo i u ovom istrazivanju. Cilj nam je bio da
utvrdimo kako endofitne gljive djeluju na porasti cjelokupno zdravstveno stanje vinove loze.

Materijal i metode

Dva razlicita izolata endofitne gljive Fusarium solani koristena u prethodnim istrazivanjima
(llic i sur., 2013, llic i sur.,, 2017) su uzgajana na PDA podlogama (krumpir-dekstrozni agar) tje-
dan dana u klima komorama. Nakon toga napravljena je suspenzija gljiva sa vodom, tako sto je
ostrugan micelij s PDA podloge pomocu sterilnog skalpela. Micelij se prenosi u ¢asu s destilira-
nom vodom te se sadrzaj izljeva u mikser koji usitnjava gljivu. Tako pripremljena suspenzija se
¢uva u hladnjaku do primjene. Suspenzija gljiva se pomocu plasti¢ne boce s pumpicom nanosi
na pupove vinove loze. Kontrolne hiljke tretirane su destiliranom vodom.

Sadnice vinove loze sorti Lavalle i Kardinal su posadene u kaljice s zemljom za cvijece te je
pup tretiran suspenzijom dva razlicita izolata endofitnih gljiva roda F. solani. Nakon dva mjese-
ca izmjerili smo visinu biljke te dimenzije i broj listova.

Rezultati i rasprava
Nakon pregleda vinove loze utvrdeno je da biljke tretirane s endofitnim gljivamaimaju zna-
¢ajno vedi porast i bujnije listove.

Slika 1. Sadnice vinove loze sorte Lavalle: lijevo kontrola

i desno loza tretirana s endofitom F. solani |

Image 1. Grape vine seedlings of Lavalle cultivar:

left - control and right — vine treated with endophyte F. solani |
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Slika 2. Sadnice vinove loze sorte Kardinal: lijevo kontrola

i desno loza tretirana s endofitom F. solani I

Image 2. Grape vine seedlings of Kardinal cultivar:

left — control and right — vine treated with endophyte F. solani |l

S obzirom da prodiranje endofitne gljive u biljku predstavlja klasi¢nu infekciju s razliogom
se mozemo upitati da li su endofiti ustvari latentni patogeni koji ¢e izazvati bolest u odgovara-
ju¢imuvjetima? Prema Schulz i Boyle (2005) pojam endofiti se odnosi samo na gljive u trenutku
otkrivanja unutar biljke bez obzira na bududi status interakcije. Do danas su razni znanstvenici
utvrdili pozitivian utjecaj endofita na rast i razvitak biljaka. Yatesi sur. (1997) su inokulirali zrna
kukuruza s Fusarium monilliforme te uocili znacajan pozitivan utjecaj na morfologiju i histolo-
giju klijanaca kukuruza. Sisi¢ i sur. (2017) su ispitali sposobnost tri izolata Fusarium equiseti da
endofitno koloniziraju korijenje graska te utjecaj endofitnog razvoja na rast biljaka, prolifera-
ciju patogena i bolesti korijena. Utvrdili su da F. equiseti moze potaknuti rast graska i ima spo-
sobnost mijenjanja interakcije graska i patogena korijena. Macia-Vicente i sur. (2009) su ispitali
utjecaj endofitnih gljiva Fusarium equiseti i Pochonia chlamydosporia na porast i otpornost na
Gaeumannomyces graminis var. tritici, uzrocnika bolesti polijeganja je¢ma. P. chlamydosporia
je pozitivno utjecala na porast biljke, a korijenje tretirano s F. equiseti je imalo manju kolic¢inu
lezija uzrokovanih patogenom G. graminis. Rezultati ovog rada sugeriraju da su i F. equisetii P.
chlamydosporia dugorocni korijenski endofiti koji daju povoljne ucinke biljci domacinu.

Zakljucak

Optimalno razvijene biljke imaju vedi potencijal rodnosti te potencijalno bolju otpornost na
bolesti stoga mozemo reci da ovako bolje razvijene biljke mogu dati veci i zdraviji urod. U dalj-
njem istrazivanju ¢emo ispitati otpormost vinove loze tretirane s endofitima na sivu plijesan.
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Original scientific review

Application of endophytic Fusarium fungi
for growth improvement of wine grape

Summary

Endophytic organisms are increasingly being used in organic production and plant protection. The most
common are fungi and bacteria which are applied to plants as biological agents for improving growth
and resistance to plant diseases. In our research we preliminary examined the influence of two isolates of
Fusarium solani on the growth of the grapevine varieties Cardinal and Lavalle. Wine grapes were treated
with a fungal suspension in bud stage. Two months after the artificial infection the characteristics of the
wine grape were measured: length 0?9 the stem and length, width and number of leaves. Significant positive
effect of endophytic fungi on the size of the stem and leaf was determined. We concluded that endophytic
fungi positively affect the overall health of the plant, which indirectly reduces the possibility of disease
because the plants are more resistant.
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