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SAZETAK

U laboratorijskim uvjetima ispitan je utjecaj 37 izolata vrsta F.
graminearum, F. avenaceum, F. verticillioides, F. sporotrichoides, F. poae,
F. heterosporum, F. crookwellense, F. proliferatum, F. semitectum, F.
tricinctum i F. oxysporum na klijanje pSenice. Na razvijene kolonije
navedenih gljiva postavljeno je sjeme pSenice te inkubirano sedam dana,
nakon Cega je utvrden broj neproklijalih zrna i izmjerena prosjec¢na duljina
koleoptile. Kao kontrolna varijanta odabrana je saprofitska gljiva Rhizopus
stolonifer. Postotak neproklijalih zrna pSenice nakon inkubacije kretao se od
85 % (izolat F. avenaceum F32) do 3 % (izolat F. oxysporum F3III), pri
¢emu je na kontrolnom izolatu R. stolonifer iznosio 7 %. Znacajno vec¢i broj
neproklijalih zrna pSenice (P=0,05) u odnosu na R. stolonifer uzrokovalo je
17 izolata, koji su pripadali vrstama F. avenaceum (5 od 6 ispitanih izolata),
F. graminearum (11 od 13 ispitanih izolata) i F. crookwellense (jedan
ispitani izolat). Izolati vrsta F. verticillioides, F. sporotrichioides, F. poae,
F. heterosporum, F. proliferatum, F. semitectum, F. tricinctum i
F. oxysporum nisu uzrokovali znacajno veéi broj neproklijalih zrna (P=0,05)
u odnosu na R. stolonifer. Znacajno smanjenje duljine koleoptile pSenice
(P=0,05) takoder su uzrokovali samo izolati vrsta F. avenaceum (5 od 6
ispitanih izolata), F. graminearum (11 od 13 ispitanih izolata) i
F. crookwellense (jedan ispitani izolat). Vrste koje nisu dovele do znacajno
veéeg broj neproklijalih sjemenki nisu uzrokovale niti znacajno smanjenje
prosje¢ne duljine koleoptile u odnosu na saprofitsku vrstu R. stolonifer.

Kljuéne rijeci: Fusarium, psenica, sjeme
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UvOD

Sjeme pSenice koje izlazi na trziSte mora udovoljavati odredenim zakonski
propisanim kriterijima. Posebni kriteriji odnose se na zdravstveno stanje sjemena, koje
mora garantirati zdravstvenu ispravnost u smislu $to manje prisutnosti ili potpune
odsutnosti gospodarski znacajnih uzrocnika bolesti. Medu uzro¢nicima bolesti najvise
one iz roda Fusarium (C o s i ¢ i Vrandegi¢, 2003; Cizmi ¢, 2003). Negativan uc¢inak
gljiva iz roda Fusarium na psenici moze se tijekom razvoja biljke iz sjemena ocitovati u
vidu trulezi i propadanja sjemena te palezi klice i korjencéica, a kasnije tijekom
vegetacije u vidu trulezi korijena i stabljike ili palezi klasa (C o s i ¢ i Vrande¢i¢, 2003).

Od osamostaljenja do danas u Hrvatskoj se promijenilo nekoliko pravilnika koji
propisuju uvjete koje mora zadovoljavati sjeme pSenice. Izmjenom pravilnika, vrlo
znac¢ajne promjene dogodile su se u pogledu kriterija za zdravstveno stanje sjemena. Do
2001. godine kriteriji za zdravstveno stanje sjemena pSenice preuzeti su iz Sluzbenog
lista SFRJ (52/1986), kojime se propisuje maksimalni dopusteni postotak "Fusarium
spp." od 5 % na sjemenu pSenice u prometu. 2001. godine dopusteni postotak
"Fusarium spp." na sjemenu pSenice povecéan je na 10 % (Narodne Novine 81/2001). U
kolovozu 2006. godine izasao je Pravilnik o stavljanju na trziSte sjemena Zitarica
(Narodne Novine 92/2006), u kojem nisu propisana ogranicenja glede dopustene zaraze
sjemena pSenice gljivama iz roda Fusarium. U ovom pravilniku istie se samo
Microdochium nivale, pogresno oznacen kao Fusarium nivale (Narodne Novine
92/2006), s propisanom vrijednosti od 10 %, iznad koje je sjeme potrebno tretirati. U
srpnju 2009. izasao je novi Pravilnik o stavljanju na trziSte sjemena zitarica (Narodne
Novine 83/2009) pri ¢emu su odredbe starog prestale vrijediti. U novom pravilniku
istice se samo da "Stetni organizmi koji smanjuju uporabljivost sjemena moraju biti
svedeni na najmanju mogucu razinu". Od parazita koji se prenose sjemenom psenice,
ostala su definirana ograni¢enja samo za Claviceps purpurea (Narodne Novine
83/2009).

Tijekom izrade i nakon stupanja na snagu posljednja dva navedena pravilnika, u
struénim krugovima zapocela je rasprava o tome treba li postotak zaraze sjemena
pSenice Fusarium vrstama ili samo vrstom Fusarium graminearum regulirati zakonom
ili ne. Pri takvim raspravama katkada se nije dovoljno uvazavala Cinjenica da se na
sjemenu pSenice moZe nadi relativno velik broj razli¢itih Fusarium vrsta, od kojih nisu
sve patogene (é o0s1¢1VrandeCi¢, 2003; Summerellisur,2003; Bottalicoi
Perrone, 2002), kao i Cinjenicu da je njihova tocna determinacija izuzetno kompleksna i
relativno dugotrajna (Sum m e r e 111 sur., 2003). Cilj ovog rada je ispitati utjecaj 11
razli¢itih Fusarium vrsta na klijanje sjemena p$enice u laboratorijskim uvjetima.
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MATERIJAL I METODE

U istrazivanja koristeni su izolati gljiva iz kolekcije Zavoda za fitopatologiju.
Odabrano je ukupno 38 monospornih izolata, od ¢ega 37 izolata Fusarium vrsta te jedan
izolat saprofitske vrste Rhizopus stolonifer (RS 2). Odabrano je 13 izolata vrste F.
graminearum (FAS, FA6, FA10, FA11, FA12, FS50A, F54A, F29B, F44B, FP5, F16,
F27 i F4I10), Sest izolata F. avenaceum (F85A, FC6, FC7, F32, F35 i FJAB), $est izolata
F. verticillioides (FA21, F52A, F25, F6Ill, F8II i SRPII/6), tri izolata F.
sporotrichioides (F40A, F1C i G 1/1), dva izolata F. poae (F17 i FPN), dva izolata F.
heterosporum (F38A i F39B) te po jedan izolat F. proliferatum (F7III), F. tricinctum
(F48A), F. oxysporum (F3III), F. crookwellense (F3C) i F. semitectum (FA4). Svi
izolati izolirani su sa sjemena pSenice tijekom 2006. i 2007., osim izolata F. avenaceum
FJAB, izoliranog s ploda jabuke.

Ispitivanje utjecaja Fusarium izolata na klijanje pSenice provedeno je prema
izmijenjenoj metodi B re nn an a i sur. (2003). Izolati gljiva uzgajani su sedam dana
na krumpir - dekstroznom agaru u Petrijevim zdjelicama. Na razvijene kolonije u
Petrijevim zdjelicama postavljeno je sjeme pSenice, kultivar Srpanjka. Sjeme pSenice
prethodno je drzano deset minuta u otopini 1 % natrij - hipoklorita, isprano dva puta u
sterilnoj vodi i suSeno jedan sat u struji zraka. Sjeme pSenice je na povrsinu razvijenih
kolonija gljiva postavljano tako da mjesto izlaska koleoptile na sjemenu bude u
kontaktu s kolonijom gljive i povr§inom agara. Tako postavljeno sjeme prekriveno je
vlaznim filtar - papirom namocenim u sterilnoj vodi. Petrijeve zdjelice su zatvorene i
stavljene na inkubaciju u trajanju od sedam dana pri temperaturi od 22 °C. U svaku
Petrijevu zdjelicu stavljeno je deset zrna pSenice. Pokus je proveden u deset
ponavljanja, $to je ¢inilo ukupno 100 zrna po izolatu. Izolat vrste Rhizopus stolonifer
posluzio je kao kontrolna varijanta.

Nakon inkubacije o€itana je duzina koleoptile sjemena pSenice proklijalog u
Petrijevim zdjelicama te utvrden broj neproklijalih sjemenki.

Podaci o broju neproklijalih sjemenki izrazeni u vidu malih cijelih brojeva
transformirani su V(X + 0,5) transformacijom, dok su podaci koji se odnose na duzinu
klice transformirani log;o(X + 1) transformacijom. Tako transformirani podaci obradeni
su analizom varijance (P=0,05), a prosjeci su usporedeni Student-Newman-Keuls
testom. Za obradu podataka koriSten je statisticki program SAS 9.1 (SAS Institute,
Carry, SAD).

REZULTATI

Od 37 ispitanih Fusarium izolata, njih 17 uzrokovalo je znadajno veéi broj
neproklijalih zrna pSenice u odnosu na izolat saprofitske gljive R. stolonifer (Tablica 1.).
Tih 17 izolata pripadalo je samo trima vrstama: F. avenaceum, F. graminearum i
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Tablica 1. Broj neproklijalih sjemenki (od ukupno 100) i prosje¢na duljina koleoptile sjemena pSenice
klijalog na kulturama Fusarium vrsta i izolata Rhizopus stolonifer'
Table 1. The number of ungerminated kernels (out of 100) and the average coleoptile length of wheat seed
germinated on cultures of Fusarium species and Rhizopus stolonifer isolate*

Vrsta Izolat Broj neproklijalih sjemenki’ Duljina koleoptile’
Species Isolate The number of ungerminated kernels? Coleoptile length®
F. avenaceum F32 85* 0,9*
F. graminearum F4111 84* 0,7*
F. graminearum F29B 73% 2,7%
F. graminearum FA10 67* 3,6
F. graminearum FP5 64* 4,4*
F. avenaceum FC6 60* 4,1*
F. avenaceum FC7 60* 4,3*
F. graminearum FA6 59% 4,8%
F. graminearum F44B 57* 11,7*
F. graminearum FAS 53% 14,9
F. graminearum F54A 50* 10,3*
F. crookwellense F3C 48%* 7,7*
F. graminearum F27 47* 7,9%
F. graminearum FAll 46* 4,4%
F. avenaceum F35 45% 8,6*
F. avenaceum F85A 45% 7,4%
F. graminearum FA12 32% 26,0
F. verticillioides SRP 11/6 28 42,8
F. graminearum F50A 26 10,1*
F. verticillioides FA21 26 22,9
F. graminearum F16 24 9,8%
F. poae F17 24 23,5
F. semitectum FA4 24 43,6
F. avenaceum FJAB 18 16,9
F. verticillioides F52A 17 21,9
F. proliferatum F7111 16 26,4
F. sporotrichioides F40A 16 21,3
F. sporotrichioides GI/1 14 19,3
F. verticillioides F25 13 25,3
F. heterosporum F38A 11 67,8
F. heterosporum F39B 11 50,3
F. verticillioides F8III 8 43,7
F. poae FPN 7 35,5
Rhizopus stolonifer RS2 7 35,1
F. tricinctum F48A 6 74,4
F. sporotrichioides F1C 5 33,8
F. verticillioides F6lIl 4 69,1
F. oxysporum F31II 3 27,5

T podaci u tablici su dani u vidu netransformiranih podataka

% - vrijednosti oznacene zvjezdicom ne razlikuju se znagajno od vrijednosti za R. stolonifer prema Student-Newman-
Keuls testu (P=0,05)

1. data presented in table are un-transformed

2 . values followed by the asterisk are not significantly different in comparison with R. stolonifer according to
Student-Newman-Keuls test (P=0.05)
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F. crookwellense. Jednak broj izolata, njih 17, doveo je do znacajnog smanjenja
prosje¢ne duljine koleoptile klijanaca p$enice u odnosu na izolat R stolonifer (Tablica
1). Sli¢no kao i u slu¢aju broja neproklijalih zrna, znacajno smanjenje duljine koleoptile
zabiljezeno je samo na izolatima vrsta F. graminearum, F. avenaceum i F.
crookwellense. U izolata F. graminearum F50A i F16 nije zabiljeZen znacajno manji
broj neproklijalih zrna, no doveli do znacajnog smanjenja duljine koleoptile u odnosu na
R. stolonifer. Obrnut slu¢aj utvrden je u izolata F. graminearum FAS i FA12.

Niti jedan od izolata koji su pripadali vrstama F. verticillioides, F. poae, F.
proliferatum, F. sporotrichioides, F. heterosporum, F. semitectum, F. tricinctum i F.
oxysporum nije doveo do znacajno veéeg broja neproklijalih zrna pSenice u odnosu na
izolat R stolonifer (Tablica 1.). Isto tako, kod niti jednog izolata koji je pripadao
navedenim vrstama je zabiljezeno znacajno smanjenje prosjecne duljine koleoptile
klijanaca pSenice u odnosu na R. stolonifer.

RASPRAVA

Pojedine vrste iz roda Fusarium vrlo su znaCajni paraziti pSenice, no na
spomenutoj kulturi moze se nac¢i i veéi broj Fusarium vrsta koje su sekundarni
kolonizatori oSte¢enog biljnog tkiva ili saprofiti (Fernandez i Chen, 2005; Summer
ellisur,2003; Wilcoxonisur., 1988; Mankaisur., 1985). Ova tvrdnja narocito
vrijedi za sjeme pSenice, na kojem se gotovo redovito moze naci veéi broj razlicitih
Fusarium vrsta. Prema visegodi$njim istraZivanjima C o s i ¢ i sur. (2004)te Cosi¢i
Vrandeci¢ (2003), najéescéa vrsta na zrnu pSenice u Hrvatskoj je F. graminearum, nakon
koje slijede F. verticillioides i F. avenaceum. Ostale Fusarium vrste na zrnu p$enice u
Hrvatskoj zastupljene su u manjem postotku (C o s i ¢ i sur., 2004; C 0 s i ¢ i Vrandegié,
2003). Odabir izolata u ovom pokusu okvirno se oslanjao na spomenute podatke.
Najvecéi broj izolata pripadao vrsti F. graminearum, nakon koje su po zastupljenosti
slijedile F. avenaceumi F. verticillioides, dok su ostale Fusarium vrste bile zastupljene
manjim brojem izolata.

Toc¢na determinacija vrsta iz roda Fusarium temelji se na monospornim izolatima i
analizi morfologije na posebnim hranjivim podlogama poput agara s listi¢ima karanfila
(Summerellisur., 2003). Kako pojedino zrno pSenice moze kolonizirati veéi broj
Fusariumvrsta (Bottalic o, 1998), a analiza zdravstvenog stanja sjemena provodi se
na filtar-papiru ili univerzalnim hranjivim podlogama, zarazu sjemena pSenice pri
takvim analizama moguée je navoditi samo kao ukupan postotak "Fusarium spp.".
Realno je za ocekivati da ¢e kod svake analize zdravstvenog stanja sjemena pSenice pod
kategorijom "Fusarium spp." biti obuhvacene i parazitske i saprofitske Fusarium vrste.

Rhizopus stolonifer saprofitska je gljiva koja je vrlo ¢esta na sjemenu pSenice, ali
nema sposobnosti ostetiti ili unistiti zdravo zrno ili klijanac (M a u d e, 1996). Rezultati
pokusa pokazali su da je veci broj izolata razli¢itih Fusarium vrsta (F. verticillioides, F.
poae, F. proliferatum, F. sporotrichioides, F. heterosporum, F. semitectum,
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F. tricinctum i F. oxysporum) na klijanje pSenice imao isti utjecaj kao kontrolna
saprofitska gljiva. Prema tome, te Fusarium vrste u ovom sluc¢aju ne mogu se smatrati
patogenima za sjeme ili klijance pSenice. Mnoge od spomenutih vrsta navode se od
strane raznih autora kao gljive koje su uglavnom saprofiti (L e s 1 i e i Summerell, 2006;
Summerell i sur., 2003; Zemankova i Lebeda, 2001), $to je u slucaju ovdje
provedenog istrazivanja potvrdeno. S druge strane, rezultati ovdje provedenog pokusa u
skladu su sa tvrdnjama autora koji navode F. graminearum, F. avenaceum i
F. crookwellense kao vrste koje su patogene za pSenicu (Fernandez i Chen, 2005;
Summerell i sur., 2003; Manka i sur., 1985). Patogenost ovih vrsta na pSenici
potvrdena je i na histoloskoj te biokemijskoj razini (Kang i sur., 2005; Wanjiru i sur.,
2002; Boshoff i sur., 1999) i nije neo¢ekivano da su isklju¢ivo one pokazale znacajan
negativan utjecaj na klijanje pSenice u ovom pokusu.

Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem te dosadas$nje spoznaje o Fusarium vrstama
koje se prenose sjemenom pSenice idu u prilog stajaliStu da visinu zaraze sjemena
Fusarium vrstama nije potrebno regulirati zakonom. Osim §to je o¢igledno da veéi broj
Fusarium vrsta nije patogen za sjeme i klijance pSenice, rezultati ovog istraZivanja
potvrduju da se od ispitanih vrsta negativan utjecaj na klijanje pSenice moze pripisati
uglavnom vrstama F. graminearum i F. avenaceum. U skladu s tim, mozZe se
pretpostavljati da potencijalno sjeme pSenice jace zarazeno sa spomenute dvije vrste i
nezasti¢eno fungicidom nece posti¢i onu laboratorijsku klijavost koju propisuje trenutno
vazeci pravilnik. S druge strane, kvalitetno sjeme koje je jace zarazeno saprofitskim i
teoretski bezopasnim Fusarium vrstama nee biti administrativnim mjerama
onemogucéeno u izlasku na trziste. Ukupno gledajuci, moguée je reéi da je opravdano
ocekivati da ¢e trenutno vazeéi Pravilnik o stavljanju na trziSte sjemena zitarica
(Narodne Novine 83/2009) preko kriterija klijavosti sjemena u veéoj mjeri indirektno
regulirati stanje sjemena koje se odnosi na zarazu ili kontaminaciju gljivama iz roda
Fusarium.

ZAKLJUCCI

Laboratorijskim istrazivanjima utjecaja izolata gljivica roda Fusarium na klijanje
pSenice nakon inkubacije od sedam dana najveci postotak neproklijalih zrna od 85 %
utvrden je za izolat F. avenaceum F32, a najmanji do 3 % za izolat F. oxysporum F3III
dok je za kontrolni izolat R. stolonifer iznosio 7 %.

Znacajno veéi broj neproklijalih zrna pSenice u odnosu na R. stolonifer uzrokovalo
je 17 izolata, koji su pripadali vrstama F. avenaceum, F. graminearum i F.
crookwellense.

Znacajno smanjenje duljine koleoptile psSenice takoder su uzrokovali samo izolati
vrsta F. avenaceum, F. graminearum i F. crookwellense. Vrste koje nisu dovele do
znacajno veceg broj neproklijalih sjemenki nisu uzrokovale niti znacajno smanjenje
prosjeéne duljine koleoptile u odnosu na saprofitsku vrstu R. stolonifer.
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THE EFFECT OF DIFFERENT Fusarium SPECIES ON WHEAT SEED
GERMINATION in vitro CONDITIONS

SUMMARY

The effect of 37 isolates of F. graminearum, F. avenaceum, F. verticillioides, F.
sporotrichoides, F. poae, F. heterosporum, F. crookwellense, F. proliferatum, F.
semitectum, F. tricinctum and F. oxysporum on wheat germination was evaluated in
laboratory conditions. Wheat seed was placed on developed colonies of the above
mentioned fungi and incubated for seven days. The number of ungerminated seed was
determined and the average length of coleoptile was measured, and saprophytic fungal
species Rhizopus stolonifer was used as a control. The percentage of ungerminated
wheat seed after incubation ranged from 85 % (F. avenaceum F32 isolate) to 3 % (F.
oxysporum F3III isolate), with 7 % of ungerminated seed on R. stolonifer isolate. 17
isolates belonging to species F. avenaceum (5 out of 6 isolates tested), F. graminearum
(11 out of 13 isolates tested), and F. crookwellense (one isolate tested) caused
significantly higher number of ungerminated seed (P=0.05) compared to R. stolonifer.
Isolates belonging to species F. verticillioides, F. sporotrichioides, F. poae, F.
heterosporum, F. proliferatum, F. semitectum, F. tricinctum and F. oxysporum did not
cause significantly higher number of ungerminated seed (P=0.05) compared to R.
stolonifer. Similarly, significant retardation of coleoptile elongation (P=0.05) was
caused only by isolates of F. avenaceum (5 out of 6 isolates tested), F. graminearum
(11 out of 13 isolates tested), and F. crookwellense (one isolate tested). Species which
have not caused significantly higher number of ungerminated seed have neither caused
significant retardation of coleoptile elongation compared to saprophytic species R.
stolonifer.

Key words: Fusarium, wheat, seed
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