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Rasprostranjenost Fusarium vrsta
prema korovu domacinu i geografskoj lokaciji

Sazetak

Endofitne gljive Zive unutar biljaka ne uzrokujuci ocite simptome bolesti. Korovi koji rastu u blizini
poljoprivrednih polja mogu posluziti kao alternativni domacin ovih gljiva. Izolirali smo endofitne gljive
iz 6 vrsta korova, uobicajenih za istocnu Hrvatsku te bez ocitih simptoma bolesti: Abutilon theophrasti,
Amaranthus retroflexus, Ambrosia arthemisiifolia, Chenopodium album, Sorghum halepense i Xantium
strumarium, s osam razlicitih lokacija. Determinirali smo 11 vrsta roda Fusarium: F. avenaceum, F.
acuminatum, F. equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. semitectum, F. solani, F.
subglutinans, F. venenatum i F. verticillioides. Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi vrstu gljiva i ucestalost
izolacije za svaki korov te geografsku rasprostranjenost. Pronasli smo znacajnu razliku izmedu mikoflore
iste vrste korova prisutne na razlicitim lokacijama. Ovi rezultati sugeriraju da postoji veza izmedu endofitnih
gljiva, njihovog korova domacina i stanista.
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Uvod

Korovi su odli¢na polazna toc¢ka za evolucijsku raspravu o odnosu biljaka i mikroorganiza-
ma. Korovi, samonikle biljke koje nisu specijalizirane za proizvodnju ljudske hrane, su nepozelj-
ni u poljoprivredi, jer “kradu” hranjive tvari i vodu te sluze kao alternativni domacini patogenim
vrstama. S druge strane, korovi su korisni covjeku kao rezervoar divljih gena, otporni su na
sve vrste okolisnih stresova i sposobni su preZivjeti u najekstremnijim okruzenjima. Kao takvi,
korovi bi nam mogli dati odgovore na mnoga nerije$ena pitanja interakcije biljaka i mikroorga-
nizama, a jedno od njih je simbioza. Postoji nekoliko razli¢itih objasnjenja simbioze i opéenito,
to je interakcija izmedu dva ili viSe organizama. Misljenja medu znanstvenicima su podijeljena
i jedni smatraju da bi simbioza trebala ukljucivati samo obostrano korisne odnose, dok drugi
smatraju da su simbiotske sve vrste bioloskih interakcija. Cinjenica je da se povijesno simbioza
nije smatrala toliko vaznom u usporedbi s drugim interakcijama kao $to su predatorstvo ili na-
tjecanje (Townsend et al. 1996). Darwin (1859) je izjavio da je optimalna kondicija biljke spori
adaptivni proces temeljen na konkurenciji. Prema Saganu i Margulisu (1986) simbioza je glavna
pokretacka snaga evolucije, a ne natjecanje kako je Darwin rekao. Po njihovom misljenju, evo-
lucija se snazno temelji na umreZavaniju, ukljucujuci suradnju, interakciju i uzajamnu ovisnost
medu organizmima. Danas se simbioza sve vise prepoznaje kao vazan selektivni alat evolucije
(Moran, 2006; Wernegreen, 2004; Ryan, 2002) i mnoge vrste imaju dugu povijest meduovisne
koevolucije (Ahmadjian i Paracer, 2000). Simbiotski organizmi, uglavnom gljive i bakterije, koji
zive unutar biljaka nazivaju se endofiti.

Obic¢no termin endofit znaci da postoji medusobni odnos izmedu uklju¢enih organizama.
Medutim, uloga endofita nije uvijek do kraja jasna, pa ih mnogi autori smatraju latentnim pa-
togenima i saprofitima. IstraZivanja endofita pokazuju da oni mogu imati znacajniji utjecaj na
biljke nego $to se dosad vjerovalo. Glavni argument je da endofiti mogu promijeniti fiziologiju
biljke i u nekim slu¢ajevima poboljsati kondiciju biljke opéenito, rast i razvoj biljke, toleranciju
na stres i spolnu reprodukciju. Gundel i sur. (2013) idu korak dalje i nazivaju biljke s endofitima
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simbioticki modificiranim organizmima (SMO). SMO je organizam ¢iji je fenotip modificiran
uvodenjem ili promjenom simbiotskog mikroorganizma. Ako se vertikalno prenose s domacdi-
na na potomke, SMO se mogu smatrati nasljednim svojstvima domacdina u uzgoju. Jo$ jedna
klju¢na komponenta simbioze je staniSte u kojem se razvijaju sustavi biljke i mikroba. Pojam
staniste ukljucuje nekoliko ¢imbenika: klimatske karakteristike geografskog polozaja, pedo-
loske i mikrobioloske karakteristike tla te antropoloski utjecaj, odnosno ¢ovjekov uzgoj biljaka
koje uzgajaju u okolnom prostoru. Prema Rodriguezu i sur. (2008) gljivi¢ni endofiti osiguravaju
intergenomski epigenetski mehanizam za prilagodbu biljaka na stres stanista. Redman i sur.
(2002) ukazali su da simbioza prilagodena stanistu moze rezultirati otpornos¢u biljaka na stres
unutar jedne vegetacijske sezone. Stoga bi simbioza prilagodena stanistu mogla biti uobica-
jena ne-darvinisticka pojava u biljnoj biologiji i vazna je komponenta prilagodbe biljaka stre-
sovima iz okolisa. Gotovo mozemo biti sigurni da se biljke ne bi mogle prilagoditi stanistima
pod visokim stresom u nedostatku gljivi¢nih endofita te da mnoge vrste pozitivno utjecu na
porast biljka (llici sur.,, 2017) i otpornost na biljne bolesti (Jeleni¢ i sur., 2021). Dobro je poznato
da biljni patogeni koriste korove koji rastu u blizini ili unutar poljoprivrednih polja kao alterna-
tivhe domacine za prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima (Postic i sur., 2012; lli¢ 2023). To znaci
da ¢e biljni patogeni psenice, poput F. graminearum, Zivjeti kao endofitne gljive na korovu bez
ispoljavanja simptoma bolesti.

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi rasprostranjenost i ucestalost endofitnih Fusarium vrsta izo-
liranih iz Sest vrsta korova i sa 8 lokaliteta u isto¢noj Slavoniji.

Materijali i metode

Uzorci korova prikupljeni su na 8 lokacija u isto¢noj Slavoniji, Hrvatska: Bobota (45°25'N,
18°51'E), Vukovar (45°20'N, 18°59'E), Sotin ( 45°29'N, 19°09'E), Opatovac (45°26'N, 19°17"), Osi-
jek (46°7' N, 16°33'E), Tenja (45°29'N, 18°44'E), Karanac (45°29'N, 18°44'E), Bo3snjaci (44°13'N,
16°36'E). Uzorkovane su sljedece korovske vrste: Abutilon theophrasti Med.), Amaranthus re-
troflexus L., Ambrosia arthemisiifolia L., Chenopodium album L., Sorghum halepense (L.) Pers.,
Xantium strumarium L.

Izolacija gljiva

Korijenje korova i donji dijelovi stabljike izrezani su na komade duljine 2-3 cm i Sirine 0,5-1
cm, povrsinski sterilizirani 1 minutu u 95% alkoholu, stavljeni na sterilni filter papir u Petrijeve
zdjelice od 9 cm i drZzani u komorama za uzgoj tijekom 7 dana na 22°C i raspored dan/no¢
12/12. Petrijeve zdjelice su pregledane i zalijevane svaki drugi dan, a one kontaminirane bak-
terijama ili nezeljenim gljivicnim vrstama su odbacene. Pojedina¢ne spore micelija za koje se
¢inilo da pripadaju Fusarium spp. odvojeni su mikro manipulatorom, prebacene na PDA (Difco)
podloge i inkubirane na 22°C sedam dana po rasporedu 12/12 dan/noc¢.

Morfoloska identifikacija

Morfologija spora iz kultura uzgojenih na Carnation Leaf Agar (CLA) na 22°C tijekom cetrna-
est dana po rasporedu 12/12 dan/no¢ (Leslie i Summerell, 2006) bila je osnova za morfolosku
identifikaciju. Konidije su karakterizirane kako su opisali Leslie i Summerell (2006). Takoder su
koristene karakteristike rasta micelija na PDA, poput boje i gusto¢e micelija. Sojevi Fusarium-a
pohranjeni su u 15% glicerolu na -70°C.

Molekularna identifikacija

Miceliji su uzgajani u potpunom teku¢em mediju (Corell i sur., 1987) na orbitalnoj mucka-
lici (120 okretaja u minuti) dva dana na sobnoj temperaturi (25-28°C). Micelij je pohranjen na
-70°C do mljevenja. DNK je ekstrahirana CTAB protokolom (Murray i Thompson, 1980) kako
su ga modificirali Leslie i Summerell (2006). Pocetne molekularne identifikacije napravljene su
na temelju AFLP (Vos et al. 1995) uzoraka traka, a AFLP reakcije su izvedene kako su opisali
Zeller i sur. (2000). Amplifikacije napravljene s ETT/MAC parom pocetnica koristene su za iden-
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tifikaciju. AFLP fragmenti su odvojeni u denaturiraju¢im 6% poliakrilamidnim gelovima (Long
Ranger gel otopina, Bio-Whittaker Molecular Applications, Rockland, Maine) s 1x TBE. Gelovi
su uradeni pri konstantnoj snazi od 90 W. Nakon toga gelovi su prebaceni na gel upijajuci papir
(Midwest Scientific, Valley Park, MO), osuseni i izlozeni rendgenskom filmu na 25-28°C (Classic
Blue Sensitive; Midwest Scientific, Valley Park, MO) na 3-7 dana. AFLP otisci ocjenjivani su ruc-
no, "0" za odsutnost trake i "1" za prisutnost trake. Sekvencioniranje gena pB-tubulina i faktora
elongacije faktora translokacije 1a provedeno je za svaki reprezentativni soj i za pojedinacne
sojeve. QIAquick PCR Purification Kit (50) (QIAGEN Sciences, Valencia, CA) koristen je za proci-
$¢avanje DNA. Sekvenciranje je uc¢injeno u Advanced Genetic Technologies Center (Lexington,
KY, SAD). Dobivene sekvence su poravnate i usporedene sa sekvencama dostupnim iz NCBI
baze podataka pomocu BLAST programa (Basic Local Alignment Search Tool). U obzir su uzeti
samo izolati sa slicnosc¢u sekvenci od = 99% sa sekvencama baze podataka.

Rezultati

Devedeset jedan (91) gljivicni izolat je izoliran iz uzorkovanih korova. Morfoloskom i mo-
lekularnom identifikacijom utvrdeno je 11 Fusarium vrsta: Fusarium acuminatum Ellis & Ever-
hart, Fusarium avenaceum (Fries) Saccardo, Fusarium equiseti Saccardo, Fusarium graminearum
Schwabe, Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen, Fusarium prolifera-
tum (Matsushima) Nirenberg, Fusarium semitectum Berkeley & Ravenel, Fusarium solani (Mar-
tius) Appel & Wollenweber emend. Snyder & Hansen, Fusarium subglutinans (Wollenweber &
Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas, Fusarium venenatum Nirenberg i Fusarium verticillioides
(Saccardo) Nirenberg. F. oxysporum bila je najceSce izolirana vrsta (36,2 %), zatim F. verticillioi-
des (13,2 %), F. graminearum (11 %), F. proliferatum (11 %), F. subglutinans (7,7 %) i F. solani (7,7
%). Rjede otkrivene vrste ukljucuju: F. acuminatum (3,3 %), F. equiseti (3,3 %), F. avenaceum (2,2
%), F. semitectum (2,2 %) i F. venenatum (2,2 %). F. oxysporum je izdvojen iz 6 od 6 vrsta korova,
a slijede F. graminearum i F. subglutinans, koji su izdvojeni iz 5 od 6 vrsta korova. Sto se tice
korova, 21 izolat potjece iz A. theophrasti, 20 iz S. halepense, 19 iz C. album, 14 iz X. strumarium,
9 iz A. retroflexus, 8 iz A. artemisiifolia (Tablica 1). A. theoprasti i S. halepense su dali najveci broj
izolata Fusarium u odnosu na sve korove. Od 8 lokaliteta najveci broj izolata pronaden je na
lokalitetu Bobota (43), a zatim Opatovac (26) (Tablica 2). Najrasprostranjenija vrsta Fusarium
prema lokalitetu bila je F. verticillioides, koja je izolirana na 6 od 8 lokacija. F. graminearum, F.
oxysporum i F. subglutinans izolirani su sa 4 lokacije svaki. Interakcija sva tri aspekta ovog istra-
Zivanja moze se vidjeti u Tablici 3.

Tablica 1. Rasprostranjenost Fusarium vrsta prema korovnom domacinu
Table 1. Distribution of Fusarium species according to the weedy host

A. artemisiifolia  A. retroflexus A. theophrasti C. album S. halepense  X.strumarium  Uk.

F.acuminatum 1 1 1

F. avenaceum 1 1

F. equiseti 1 1 1

F. graminearum 2 1 2 3 2 10
F. oxysporum 4 1 9 7 9 3 33
F. proliferatum 3 3 4 10
F. semitectum 1 1

F. solani 2 1 4

F. subglutinans 2 1 2 1 1

F. venenatum 1 1

F. verticillioides 2 4 4 2 12
Uk. 8 9 21 19 20 14 91
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Tablica 2. Ucestalost Fusarium vrsta prema lokaciji
Table 2. Frequency of Fusarium species by location

Fusarium spp. 1 2 3 4 5 6 7 8 Tot
F. acuminatum 1 2 3
F. avenaceum 1 1 2
F. equiseti 1 1 1 3
F. graminearum 3 2 1 3 1 10
F. oxysporum 20 1 1 1 33
F. proliferatum 2 7 1 10
F. semitectum 1 1 2
F. solani 5 2 7
F. subglutinans 4 1 1 1 7
F. venenatum - 1 1 2
F. verticillioides 5 1 2 1 2 1 12
Ukupno: 43 2 4 26 3 8 4 1 91

1. Bobota, 2. Vukovar, 3. Tenja, 4. Karanac, 5. Bosnjaci, 6. Opatovac, 7. Sotin, 8. Osije

Tablica 3. Rasprostranjenost Fusarium vrsta prema korovu i lokaciji
Table 3. Distribution of Fusarium species according to weeds and location

Bobota Vukovar Tenja Karanac Bosnjaci Opatovac Sotin Osijek
F.acu F.equ
A. artemisiifolia E oxy . - -
F.sub Foxy
F.gra
E ver F.sem
A. retroflexus F. ave Fi F.sub -
. OXY E
. ven
F ver
F. acu.
Rew oy
A.theoprasti F F.pro F. sol - -
. sub
F.ven F.gra
: Esub
E oxy
Epro E gra
C.album F. sol F. ave %&Y E. pro
F.sub t.gra E ver
E ver
Egra
F. oxy
S. halepense F.sol E ver F.gra E ver
E ver
F.equ F.acu
Egra Fgra
X. strumarium E oxy F.oxy
E ver F. pro
F.sub E. ver

F. acu - F. acuminatum, F. ave — F. avenaceum, F. equ - F. equiseti, F. gra — F. graminearum, F. oxy — F.
oxysporum, F. pro - F. proliferatum, F. sem - F. semitectum, F. sol - F. solani, F. sub — F. subglutinans, F. ven - F.

venenatum, F. ver — F. verticillioides
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*Podebljana slova oznacavaju Fusarium sp. prisutan samo na jednom mjestu na istoj vrsti
korova. Podvucena slova oznacavaju Fusarium sp. prisutne na vise od jedne lokacije iste vrste
korova./ Bold letters indicate Fusarium sp. present in only one location on the same weed spe-
cies. Underlined letters indicate Fusarium sp. present in more than one location of the same
weed species.

Rasprava

Prema nasim rezultatima postoji varijacija u mikopopulaciji iste vrste korova prikupljene
na razli¢itim lokacijama. To moze biti rezultat nekoliko ¢imbenika: klime, tla, biljke domacina,
lokacije i poljoprivredne proizvodnje. Lokacije su medusobno udaljene, ali na globalnoj razini
udaljenosti su minimalne, a klimatske razlike nisu znac¢ajne. Na svakoj lokaciji postoje odrede-
ne varijacije u pedoloskim karakteristikama, no tesko je redi kolika je njihova vaznost u nasem
slucaju, jer su sakupljene korovske vrste uobicajene za podrucje isto¢ne Hrvatske, obilno rastu
u razli¢itim uvjetima i mogu se vrlo ¢esto nadi na raznim lokacijama. Po nasem misljenju glavne
razlike koje su utjecale na mikofloru korova su kultivirane biljke koje se uzgajaju na tom po-
drudju. Nazalost, kultivirane biljke uzgojene u vrijeme naseg eksperimenta u blizini sakuplje-
nog korova nisu zabiljeZene. Ipak, samo nekoliko kultiviranih biljaka uglavnom se uzgaja na
ovom podrucju: psenica i kukuruz su najc¢es¢i, a slijede ih Secerna repa, suncokret, jeCam, soja
i uljana repica. Od 11 izoliranih Fusarium vrsta, 9 su poznati uzro¢nici bolesti kulturnih biljaka.
Medu njima, F. graminearum je poznati biljni patogen koji uzrokuje mnoge bolesti usjeva, a
najznacajnija je palez klasa. Naden je na 4 od 8 lokacija i na 5 od 6 vrsta korova. F. verticillioides,
F. subglutinans i F. proliferatum su patogeni kukuruza (Logrieco i sur. 1995.; Svitlica i sur. 2008.;
Duncan i Howard, 2010.). F. solani uzrokuje sindrom iznenadne smrti (SDS) kod soje, koji se
ocituje kao rana defolijacija i smrt biljke soje (Hosseini i sur., 2023). F. acuminatum, F. semi-
tectum i F. avenaceum takoder mogu biti patogeni (Leslie i Summerell 2006). F. verticillioides i
F. oxysporum mogu biti saprofiti i uobicajene su komponente mikroorganizama tla. No, mogu
biti i patogeni i uzrokovati bolesti biljaka, obi¢no vaskularnih tkiva (Levi¢, 2008). Izolirani su
sa 6 odnosno 4 lokacije i naj¢esce su izolirane Fusarium vrste u nasim istraZivanjima. lako se
¢ini da je F. oxysporum Cesta vrsta na mnogim lokacijama i vrstama korova, njezinu prisutnost
treba dublje objasniti. F. oxysporum je vrsta poznata po svojoj sklonosti specijalizaciji prema
odredenim kultiviranim vrstama i evoluciji u formae specialis. Danas je poznato vise od 100 for-
mae specialis. Pokusali smo utvrditi neku specijalizaciju nasih izolata kroz testove vegetativne
kompatibilnosti (lli¢i sur.,, 2013), ali je zabiljezena vrlo niska razina kompatibilnosti medu nasim
izolatima F. oxysporum iz korova. Moguce je da korovi sadrze vrlo raznolike formae specialis F.
oxysporum i na taj nacin pokazuju dodatnu razinu raznolikosti gljiva. F. venenatum je vrsta koja
se ne nalazi uobicajeno na ovom podrucju i ovo je bilo prvo izvje$¢e o njenom otkri¢u (Postic
i sur.,, 2012). U nasim prethodnim istrazivanjima pokazao se kao patogen za psenicu i kukuruz
(lli¢ i sur., 2012). Davis i Shaw (2008) istrazivali su je li raznolikost endofita povezana s geograf-
skom lokacijom domacina. Sakupili su korove u Njemackoj, SAD-u i Novom Zelandu te iden-
tificirali endofite. Njihovi rezultati sugeriraju da su zajednice endofita istog korova raznolike.
Korovi iz istih zemljopisnih podrucja imali su vise sli¢nih endofita u usporedbi s istim korovima
u razlicitim podru¢jima. Prema njima, geografska udaljenost uzrokuje vecinu razlika medu za-
jednicama. U nasem istrazivanju pokrili smo puno manje geografsko podrugje, a ipak uocili ra-
zlike u endofitnim gljivama koje nastanjuju istu korovnu vrstu i rastu na razli¢itim geografskim
mjestima. Pokrivena geografska podrugja, iako prili¢no blizu na karti, opéenito su bila utociste
razlicitim endofitnim gljivama. Hoffman i Arnold (2008) ispitivali su endofite povezane s tri
blisko povezane vrste drveca (Coniferales): dvije autohtone vrste unutar njihovih prirodnih po-
drugja rasprostranjenja (Juniperus virginiana u Sjevernoj Karolini; Cupressus arizonica, Arizona)
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i alohtona vrsta (Platycladus orientalis). Od 960 segmenata tkiva, endofiti su pronadeni u 229
i predstavljali su najmanje 35 vrsta Ascomycota. Razli¢iti rodovi endofita dominirali su skupi-
nama svake kombinacije vrste domacina/lokaliteta. Odredili su vaznost geografije i identiteta
domacdina u oblikovanju endofitne zajednice odredene biljke. U'Ren i sur. (2012) proucavali su
4154 endofitne gljive koje se pojavljuju u zdravim tkivima biljaka i lisajeva na pet sjevernoame-
rickih lokacija koriste¢i molekularne podatke. Gljive iz blisko povezanih domacina iz razlicitih
regija bile su sli¢ne u visoj taksonomiji, ali razli¢ite na nizim taksonomskim razinama. U njiho-
vom istrazivanju klimatski ¢cimbenici imali su veci utjecaj u odnosu na geografsku udaljenost. U
usporedbi s njihovim istraZivanjem, nase je istrazivanje klimatski obuhvatilo malo geografsko
podrucje, stoga je malo vjerojatno da je klima znacajno utjecala na nasu gljivi¢nu raznolikost.
Langenfeld i sur. (2013) proucavali su u¢inak geografije na sastav zajednice endofita i ispitivali
lisne i stabljicne endofite Cephalotaxus harringtonia u Japanu i Francuskoj. Nije bilo gotovo

dio naseg istrazivanja bila je distribucija vrste Fusarium na istoj korovnoj vrsti s razli¢itih loka-
cija. Dok su neke vrste gljiva, poput F. oxysporum i F. verticillioides, imale ponavljajuci uzorak,
pojavljujuci se na nekoliko lokacija, a na istoj vrsti korova, druge su bile specifi¢cne za odredenu
lokaciju. Bududi da su sve lokacije u nasim istrazivanjima imale razlicite poljoprivredne uvjete,
pretpostavlja se da su kultivirane biljke uzgojene na poljima u blizini sakupljenih korova imale
veliki utjecaj na mikofloru korova, jer je iz korova izolirano nekoliko vrsta gljivica patogenih za
psenicu, kukuruz, soju i druge kultivirane biljke.

Zakljucak

Iz navedenog se moze zakljuciti da je velika vjerojatnost postojanja razlicitog mikrobiolos-
kog sastava istih vrsta korova na razli¢itim geografskim lokacijama. U budu¢nosti bismo svaku
biljku mogli vidjeti kao jedan samodostatni biljni ekosustav ili strukturu koju odreduju geneti-
ka biljke, njezini uvjeti rasta i mikroorganizmi (Wearn i sur. 2013; Jii sur., 2022).
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Original scientific paper

Distribution of Fusarium species
by weed host and geographic location

Abstract

Endophytic fungi live within plants without causing obvious disease symptoms. Weeds growing near
agricultural fields can harbor these fungi and serve as alternative hosts. We isolated endophytic fungi from
6 species of symptomless weeds common to eastern Croatia: velvetleaf (Abutilon theophrasti), redroot
amaranth (Amaranthus retroflexus), annual ragweed (Ambrosia arthemisiifolia), lambsquarters
(Chenopodium album), Johnsongrass (Sorghum halepense) and rough cocklebur (Xantium strumarium),
from eight different locations and identified 11 Fusarium species inhabiting them: F. avenaceum, F.
acuminatum, F. equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. semitectum, F. solani, F.
subglutinans, F. venenatum and F. verticillioides. The aim of this research was to determine fungal species
and frequency of isolation for each weed, together with geographical distribution. We have found a
significant difference between mycoflora of the same weed species present at different locations. These
results suggest that there is a link between endophytic fungi, its weed host and habitat.

Key words: endophytic fungi, habitat, location, symbiosis, weed
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