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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Matija Habjanec, naslova

Utjecaj askomiceta Trichoderma longibrachiatum i Trichoderma sp.

na rast mrkve

Gljive iz roda Trichoderma imaju veliki znacaj u poljoprivrednoj proizvodniji jer se koriste kao
bio-fungicidi i bio-gnojiva. Za uspjesno i kvalitetno djelovanje Trichoderma vrsta zasluina je
pseudomikoriza koja se gljiva uklju¢uje u biljni genom i uvjetuje modifikacije koje rezultiraju
metaboli¢kim promjenama. Zahvaljujuéi mikorizi dolazi do: povecanja biljnog rasta, indukcija
bilinog mehanizma obrane od napada patogena, nematoda, kukaca i boljem podnasanju
uvjeta stresa (insolacija, susa, salinitet, itd). Iz zbirke autohtonih izolata izdvojene su T.
longibrachiatum i Trichoderma viridescens za koje nisu istrazene posljedice pseudomikorize
s mrkvom.

Kljucne rijeci: bio-gnojivo, mrkva, pseudomikoriza



Summary

Of the master’s thesis — student Matija Habjanec, entitled

Influence of Ascomycetes Trichoderma longibrachiatum and Trichoderma sp.
on the growth of carrots

Trichoderma mushrooms are on of great importance in agricultural production because they
are used as bio-fungicides and bio-fertilizers. For the successful and high quality of the
Trichoderma species, it is a pseudo-cornea that is involved in the fungi in the plant genome
and causes modifications that result in metabolic changes. Thanks to mycorrhiza, there is:
increase of plant growth, induction of plant defense mechanism from attack of pathogens,
nematodes, insects and better tolerance of stress conditions (insolation, drought, salinity,
etc.). From the collection of autochthonous isolates, T. longibrachiatum and Trichoderma
viridescens for which the consequences of pseudomycorrhizal with carrot were not
investigated.

Keywords: bio-fertilizer carrot, pseudomycorrhiza



1. Uvod

U danasnje vrijeme intenzivne, visoko proizvodne, tehnoloski napredne te trzisno
konkurentne poljoprivrede, vecina poljoprivrednih proizvodaca Zeli odrzati ili povedati
kakvocu i koli¢inu svog prinosa. Proizvodac Zeli smanjiti mogucnosti od napada bolesti,
kukaca i ostalih stetocinja koji mu stvaraju dodatne troskove u proizvodnji i smanjuju dobit.
Biljne bolesti uzrokuju velike gubitke i Stete u poljoprivrednoj proizvodnji te se njihovom
kontrolom i pravilnim suzbijanjem postizu kvalitetniji i visi prinosi (Ivi¢ 2014.).

Trenutno se u svijetu najve¢im dijelom kao sredstva za zaStitu bilja koriste kemijska
sredstva ili pesticidi. Pesticidi su razli¢itog kemijskog sastava, toksikoloskih osobina,
perzistentnosti te su potencijalni zagadivaci zZivotne okoline. Saznanja o ovim rizicima
primjenom nekih insekticida i fungicida te pojavom rezistentnosti kukaca i biljnih patogena
na primjenu sredstava, zabrane primjene odredenih sredstava za zastitu bilja pokrenulo je
nove interese i istraZzivanja u poljoprivrednoj proizvodniji. Struka se sve viSe okreée uvodenju
alternativnih mjera u zastiti bilja kao Sto su bioloski preprati te neke druge nepesticidne
metode (Grahovac i sur. 2009.).

Mikroorganizmi koji se koriste u svrhu zastite bilja proizvode razne produkte
metabolizma kao $to su spore, antibiotici, kristali, toksini te pomocu njih biljkama pomazu u
borbi protiv Stetnih organizama. Takoder, mogu imati antagonisticko djelovanje na neke
korovne vrste koje mogu biti izvor zaraze te kukce i nematode. Produkti korisnih
mikroorganizama kao $to su enzimi i vitamini mogu povedati otpornost kod tretiranih biljnih
vrsta. Biopesticidi podijeljeni su prema tome koju vrstu Stetocinja suzbijaju: bioinsekticide,
biofungicide, bioherbicide i dr. (Igrc-Barci¢ i Maceljski 2001.).

Cilj danasnje fitomedicine je ekoloSka zastita biljnih vrsta i smanjena upotreba
kemijskih mjera. To se nastoji posti¢i preventivnim mjerama zastite te upotrebom najnovijih
patenata bioloSkog suzbijanja. EkoloSka poljoprivreda temelji se na primjeni bio-pripravaka
kako bi se mogli deklarirati proizvodi ,proizveden bez pesticida®. Carstvo gljiva sadrzi vrste
koje se mogu upotrijebiti u bioloSkoj borbi protiv bolesti, kukaca, korova te nematoda. Jedan
od najpoznatijih rodova gljiva koji se koristi za suzbijanje fitopatogenih gljiva te nematoda je
rod Trichoderma (Topolovec-Pintaric i sur. 2004.).

Vrste iz roda Trichoderma filamentozne su gljive koje uglavnom Zive u tlu. Koriste se za
bio-pripravke koji se temelje na antagonistickim mehanizmima kojima Trichoderma vrste
potiskuju svoje konkurente: sposobnost kompeticije za hranjiva i prostor, antagonisticka
sposobnost, mikoparazitizam te antibioza (Papavizas 1985.).



Mikorizne gljive roda Trichoderma poznate su po svom antifugalnom djelovanju kroz
biofungicide. Na tretiranim biljkama je kao sporedni efekt primijeéen poveéan rast i razvoj
biljaka (Topolovec- Pintari¢ i sur. 2013.). Danas je poznato kako sposobnost stimulacije
biljnog rasta nije sekundarni efekt antifungalnog djelovanja Trichoderma vrsta nego je ona
neovisna i jednako znacajna i signifikantna. To je dokazano istrazivanjem u sterilnom
supstratu i bez biljnih patogena gdje je bio povecani rast i razvoj biljaka (Celar i Vali¢ 2005.).

U svijetu se danas koristi sve viSe bio-pripravaka na osnovu Trichoderma vrsta.
Najpoznatija vrsta koja se koristi za bio-pripravke je Trichoderma viride. Kolonizacijom
korijena ova vrsta stimulira njegov rast te povecava usvajanje hranjiva i njihovo
iskoristavanje samim time povecava se rast i razvoj biljaka. Smatra se kako je direktan utjecaj
ove gljive na promociju rasta i razvoja biljaka od velike vaZnosti za poljoprivrednu
proizvodnju te shvadanje kakvu vaznost Trichoderma vrste imaju u ekosustavu (Topolovec-
Pintaric i sur. 2013.). Jo$ uvijek se istrazuje utjecaj na rast i razvoj biljnih vrsta kod razlicitih
vrsta i biotipova iste vrste, ali postoje radovi gdje postoji pozitivan utjecaj T. viride i T.
harzianum na rast i razvoj krastavaca, salate i paprike (Bal i Altinatas 2006.).

1.1. Cilj istrazivanja
Cilj istrazivanja rada temeljio se na djelovanju dva autohtona izolata gljiva iz roda
Trichoderma, izolat Trichoderma longibrachiatum STP1 i izolat Trichoderma viridescens STP8
na rast i razvoj mrkve. IstraZivanju se pristupilo uz sljedeée hipoteze:
1. Izolat Trichoderma longibrachiatum STP1 pozitivno ¢e utjecati na razvoj korijena mrkve.

2. Izolat Trichoderma viridescens STP8 pozitivno ¢e djelovati na razvoj korijena mrkve.

3. Izolati STP1 i STP8 razlikovat ¢e se po utjecaju na razvoj korijena mrkve.



2. Rod Trichoderma

Prvi put se rod spominje davne 1794. godine kao zelena plijesan koja raste na
oStec¢enim granama i drugim supstratima (Persoon 1974; Shuster 2010.). Rod Trichoderma
obuhvaca anamorfni stadij askomicetnih filamentoznih gljiva ¢iji je pripadajuéi teleomorfni
stadij u rodu Hypocreae (Rifai 1969.). Prema teleomorfu se pripadnici roda sistematiziraju u
(Ascomycota, Pezyzomycotina, Sordariomycetetes, Hypocromycetidae, Hypcereales,
Hypocreae) (Index fungorum 2019.).

Danas je u svijetu identificirano viSe od 100 razli¢itih vrsta iz roda Trichoderma no sve
do 1969. godine smatralo se da postoji samo jedna vrsta T. viride Pers (Druzhinina i sur.
2006.). Monofiletski rod se zadrzao sve do 1969. dok Rifai nije opisao devet agregatnih vrsta
prema njihovim morfoloSkim karakteristikama sistema grananja konidiofora, rasporedu
fijalida, specificnostima fijalida te njihovu morfologiju. Opisane vrste bile su sljedece: T.
aureoviride Rifai, T. hamatum (Bonord.) Bain, T. harzianum Rifai, T. koningii Oudem, T.
longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Rifai, T. polysporum Rifai, T. pseudokoningii Rifai i T.
viride Pers. Fragmenti svih vrsta malo se morfoloski razlikuju te se to¢na pripadnost vrsta
odreduje molekularnim metodama (Druzhinina i sur. 2006.).

Vrste roda Trichoderma su dominantan dio mikrobionta tla u raznim klimatskim
podruéjima na Zemlji ali takoder izolirane su i sa filosfere, kao i organske tvari biljnog
porijekla u raspadanju na povrsni tla. Zbog svoje metabolicke sposobnosti i agresivne
kompetitivnosti izraziti su kozmopoliti, a vrlo rijetko su patogeni na biljkama (Bissett i Gams
1998.). Kada se izolira Trichoderma se mora kapsulirati u odredenu formulaciju kako bi se
mogla kasnije primjenjivati u drugim tipovima tla (Topolovec-Pintari¢ 2019.).

U modernoj poljoprivredi vrste roda Trichoderma imaju vainost zbog dobre
antagonisti¢ke sposobnosti protiv patogenih gljiva (Slika 2.1.). Imaju sposobnost proizvodnje
antifungalnih metabolita (antibioza), kompeticija za hranjiva i prostor, indukcija obrambenih
mehanizama u biljnim vrstama. Uz antifungalne mehanizme uocdena je i sposobnost
promicanja biljnog rasta i visine biljke, povrsine lis¢a i suhe tvari. Takoder, Trichoderma
pospjesuje klijanje biljaka iz siemena koje je brze i u veéem postotku. Smatralo se u pocetku
kako su ove sposobnosti uzrokovane obranom biljke od patogenih gljiva. Dokazano je kako
Trichoderma u sterilnom tlu bez prisustva patogenih organizama povecala rast i razvoj biljaka
(Celar i Vali¢, 2005.). Iz svega navedenog smatra se kako su izravni ucinci gljiva iz ovog roda
na rast i razvoj biljaka od velike vaznosti za poljoprivrednu proizvodnju i za razumijevanje
uloge Trichoderma vrsta u prirodi i upravljanju ekosustavima (Topolovec-Pintari¢ 2019.).



2.1. Morfologija i biologija Trichoderma vrsti

Vrste iz roda Trichoderma prepoznatljive su po svom brzom rastu micelarnih kolonija
na hranjivim supstratima, u vr.emenskom periodu od 4 do 7 dana ispune petrijevku promjera
9 cm. Specifi¢nost vrsta je ta Sto su fotoosjetljive te mogu sporulirati na raznim prirodnim i
umjetnim podlogama u koncentricnom obliku. Rast u koncentricnom obliku je njihov
odgovor na izmjenu dana i noci s razvojem konidija u periodu dana tj. svjetlosti. Optimalna
temperatura za rast i razvoj micelarnih kolonija je 25 - 30 °C, kada temperatura poraste iznad
30 °C rast micelarnih kolonija prestaje (Kumar i Pundhir 2009.).

U pocetku su kolonije vodenasto bijele ili prozirne boje, glatke, dok kasnije postaju
smaragdno zelene boje. Formiraju jako dobro vidljive koncentricne zone koje izgledaju kao
prsteni te postupno mijenjaju boju iz bjelkasto-zelene u maslinasto-zelenu kada sazriju
(Bisset 1991.). PoSto Trichoderma vrste spadaju u diuralne vrste za njih su specificni
navedeni koncentri¢ni krugovi koji nastaju zbog izmjene dana i nodi i specifi¢nih su boja od
zelene do tamnoZute boje. To je znak da je doslo do sporulacije tj. formiranja nespolnih
organa na miceliju ove gljive, nespolnih spora konidija tipa fijalospora koje blasti¢nim
nacinom nastaju na nespolnim organima konidioforima (Slika 2.2.) (Samuels i sur. 2006.).

Konidiofori se granaju u , dendritik” tipu, taj tip grananja podsjecéa na drvo ili piramidu.
Uz osnovu centralne osi konidiofora nalaze se najdulje grane dok se prema vrhu skracuju.
Fijalide ili vrSne konidiogene stanice konidiofora imaju kruskoliki oblik a u vrSnom djelu imaju
suzenje u subcilindri¢ni vrat, vrlo ¢esto dolaze u prsljenovima (Slika 2.3.) (Kumar i Pudhir
2009.). Kada se Trichoderma vrste gledaju pod mikroskopom na vrhu fijalida vide se konidije
okruglastog oblika (Bissett 1991.). One se holoblasti¢no produciraju iz fijalida te su po tipu
nastanka nazivaju fijalospore (Kumar i Pundhir 2009.).

Konidije vrsta roda Trichoderma vedinom su elipsoidnog oblika te dimenzija 3-5 x 2-4
um. Stjenke konidija mogu biti glatke ili lagano ornamentirane, dok boje variraju od bijele,
smede, rijetko sive a najcesce su zelene (Mukherjee i sur. 2012.). Konidije daju pigmentaciju
kolonija jer je u njima pigment pa masa konidija stvara karakteristicnu zelenu boju.
Produkcija konidija potaknuta je brojnim stresnim uvjetima za gljivu kao $to su nedostatak
vlage, poveéane temperature (vise od 30 °C), utroskom nutrijenata u medija ili dodatak
glutamata mediju (Mukherjee i sur. 2012.).



Slika 2.1. Hife Trichoderma sp. (siva boja) parazitiraju hifu druge gljive

Izvor: http://allplantprotection.blogspot.com/2012/04/trichoderma-multi-useful-fungi.html — pristup
24.5.2019.

Slika 2.3. Konidiofor sa konidijama vrste Trichoderma atroviride

Izvor: TUB Microbial culture collection

http://www.tub-collection.com/pic.html - pristup 24.05.2019.



http://allplantprotection.blogspot.com/2012/04/trichoderma-multi-useful-fungi.html
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Gljive roda Trichoderma imaju sposobnost proizvesti hlamidospore. Hlamidospore
tipicne za ovaj rod su jednostani¢ne okruglastog ili elipsoidnog oblika, bezbojne, glatke
stjenke te se pojavljuju na krajevima kratkih hifa (Kumar i Pundhir 2009.). Kod ovih vrsta
hlamidospore pronadene su u prirodi u tlu, sterilnom tlu, ekstraktima tla te krutom i
teku¢em hranjivom mediju (Mukherjee i sur. 2012.). Proizvodnja hlamidospora ovisi o pH i
sastavu medija na kojem kolonija raste te uvjetima rasta (Lewis i Papaviaz 1983.). Vise se
hlamidospora proizvede na krutom nego na tekuéem hranjivom mediju. Hlamidospore
nastaju u maom broju te ne predstavljaju znacajan dio inokuluma za izradu formulacija vio-
pripravka (Mukherjee i sur. 2012.).

Teleomorfni stadij vecine vrsta determiniran je nekom molekularnom metodom i
svrstava se u rod Hypocreae, kod manjeg broja vrsta joS nije determiniran ili ne postoji
(Samuels i sur. 2006.).

2.2. Primjena u poljoprivrednoj proizvodnji

Vrste roda Trichoderma mogu se naci u razli¢itim tipovima tla diljem svijeta. Sastavni
su dio rizosfere tla i vrlo su dominantne iz tog razloga vrlo su interaktivne u tlu, korijenu i
folijarnom okoliSu (Papavizas 1985., Sharma, 2011.). Svaka vrsta iz ovog roda ima specificne
zahtjeve prema vlazi i temperaturi. Sve vrste preferiraju vlazna tla (Kumar i Pundhir 2009.).

Najvaznija je primjena Trichoderma vrsta u poljoprivrednoj proizvodnji gdje se koriste
kao stimulator biljnog rasta, kao biofungicidi te se josS koriste za stvaranje transgenih biljaka
otpornih na bolesti. Sve to zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti da kao antagonisti, rizosferni
kolonizatori, promotori biljnog rasta, indikatori obrambenih mehanizama u biljkama te
neutralizatori enzima koje luce patogeni organizmi (Kumar i Pundhir 2009.).

Vrste iz roda Trichoderma proizvode brojne stani¢ne enzime primjerice celulaze,
hitinaze i proteaze, primjenjuju se u velikom broju grana industrije kao Sto su kemijska;
farmaceutska; tekstilna. Jedan primjer je i koriStenje produkata metabolizma Trichoderma
vrsta za izbjeljivanje denim tkanina i to se naziva ,stone wash” stil (Harman 2006.).

Pomoc¢u enzima koja Trichoderma vrste posjeduju povecavaju topljivost tvari u tlu koje
su biljnim vrstama manje pristupacne te im na taj nacin omogudéavaju veéu dostupnost
hranjiva. Samim tim procesom povecanog unosa hranjiva u biljku poveéava se i prinos
(Altomare i sur. 1999.). Dokazano je kako Trichoderma vrste pospjesuju raspadanje biljnih
ostataka u tlu. Takoder neke vrste poput T. reesei imaju odliéne rezultate u proizvodniji
enzima celulaze koji razgraduje celulozu te se iz tog razloga koriste za razgradnju celuloze u
biotehnoloskoj industriji (Kubicek i Panttila 1998.).



Vrlo je vaina uloga Trichoderma vrsta u razgradnji alelokemikalija prije nego te Cestice
inhibiraju rast i razvoj biljke, ¢ime bi se smanjio korijenov sustav za kolonizaciju Trichoderma
vrstama (Ling 1999.). Alelokemikalija je rije¢ koja dolazi od grckih rijeci allelon (jedan
drugome) i pathos (patiti) to ukazuje na kemijsku inhibiciju jedne vrste prema drugoj. U
biljnom svijetu alelopatija ostvaruje se putem kemijskih spojeva (alelokemikalija) koji
inhibiraju razvoj i rast ili sluze kao signal za prisutnost kompetitora (Zeman i sur. 2011.). Kroz
izmjenu tvari u zoni korijena biljke vrste roda Trichoderma razgraduju fitotoksi¢ne enzime
proizvedene od strane drugih Stetnih mikroorganizama. Sposobnost inaktiviranja proizvodnje
enzima dokazuje istrazivanje koje pokazuje kako Trichoderma harzianum utjeCe na aktivnost
hidrolitickih enzima proizvedenih od strane patogena Botrytis cinerea. Enzimi B. cinerea
uzrokuju degradaciju stani¢nih stjenki stanica biljke Sto dovodi do razvoja biljne bolesti.
Rezultati istrazivanja pokazuju kako enzimi proteaze koju proizvodi T. harzianum, razgraduju
enzime proizvedene od strane B. cinerea te na taj nacin reduciraju ja¢inu napada bolesti
(Uphoffisur. 2006.).

Najveéim djelom se Trichoderma vrste koriste kao antagonisti gljivicnih uzrocnika
biljnih bolesti tj. biofungicidi ali takoder mogu biti korisne kao promotori biljnog rasta
(biognojiva). Sve je vise dokaza kako je promocija biljnog rasta neovisna od antagonisticke
sposobnosti ovih gljiva te je jednako znadajna sposobnost Trichoderma vrsta kao njihova
anatagonistic¢ka sposobnost (Topolovec-Pintaric¢ i sur. 2012.).

Trenutno u svijetu pripravci na bazi Trichoderma Cine 60% ukupno svih biofungicida
(Topolovec-Pintari¢ 2019).

Kolonizacijom korijena biljke vrste roda Trichoderma poti¢u njegov jaci rast i razvoj
(Chang i sur. 1986.). Danas se Trichoderma vrste smatraju oportunistickim biljnim
simbiontima iz tog razloga jer koloniziraju korijen biljaka i prodiru u epidermu tkiva korijena
te nekoliko slojeva stanica ispod te razine, na taj nacin sa biljnim vrstama uspostavljaju
pseudomikorizni odnos. Pomoéu pseudomikoriznog odnosa Trichoderma vrste potic¢u
lokalizirane i sustavne otpornosti biljaka na njezine patogene (gljive, nematode). Ovim
odnosom i biljke i Trichoderma imaju korist, biljke poveéanjem korijena usvajaju vise makro i
mikroelemenata potrebnih za svoje rast i razvoj a Trichoderma iskoriStava ugljikohidrate koje
lu€e biljni korijeni i njima se hrane (Slika 2.4.). Upravo zbog toga Trichoderma potice biljku na
viSe usvajanja hranjiva kako bi ona imala viSe ugljikohidrata za sebe (Topolovec-Pintari¢
2019.).

Nakon uspostave pseudomikorize, Trichoderma vrsta sintetizira protein svolenin, koji
stimulira ubrzanu proliferaciju korijena biljke, jer intenzivira njegov rast te pruza zastitu
samog korijena od toksi¢nih supstanci koje se nalaze u tlu (Raci¢ 2017., Shuster i Schmoll
2010.).
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Slika 2.4. Utjecaj vrste Trichoderma sp. SL2 na rast i razvoj korijena

Izvor: Physiological and growth response of rice plants (Oryza sativa L.) to Trichoderma spp. inoculants

https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-014-0045-8 - pristup 24.05.2019.

Istrazivanja su pokazala kako do promocije biljnog rasta dolazi pomodéu razli¢itih
mehanizama vrsta roda Trichoderma i oni se dijele na direktne i indirektne (Raci¢ 2017.,
Verma i sur. 2007.). Pod direktnim mehanizmima smatraju se moguénost otapanja fosfata,
mikrohraniva i minerala koji imaju bitne uloge u biljnom rastu, izlu¢ivanje supstanci koje
reguliraju biljni rast, sekrecija molekula kao sto su siderofori, ekstrastani¢ni enzimi i vitamini.
Smatralo se kako je promocija biljnog rasta indirektni mehanizam na kojeg utjece
Trichoderma indukcijom otpornosti biljaka prema patogenima. Takoder poznata je njihova
sposobnost induciranja otpornosti biljnih vrsta koje su izloZzene raznim abiotickim i bioti¢kim
stresnim uvjetima. Prema podacima iz literature primjena gljiva iz ovog roda u rizosferni sloj
tla gdje se nalazi korijen biljaka poveéava se vigor korijena i otpornost prema susi koja je
jedan od najznacajnijih abiotskih stresova. Primjenjuju se takoder i u uvjetima gdje su biljke
izlozene i drugim abiotskim stresovima kao Sto su salinitet, ekstremne temperature, viaga ili
povecane koli¢ine hranjivih tvari (Mastouri i sur. 2010., Raci¢ 2017.).

Jedan od vaznih ¢imbenika zasto su Trichoderma vrste uspjeSne u bioloskoj borbi je
sposobnost parazitiranja fitopatogenih gljiva (Papavizas 1985). Biljke posjeduju sofisticirani
osjetilni sustav koji im omogucava uocavanje kemijskih signala potencijalnih patogena i na
taj nacin daju prikladne biokemijske odgovore. Kada vrste roda Trichoderma nastane korijen
biljke potaknu induciranu obranu biljke nakon infekcije patogenom. Gljiva izluCuje sekret za
pokretanje signalnog mehanizma koji zatim dovodi do promjena u samom metabolizmu
biljaka i na taj nacin usporava se proces Sirenja patogena. Ovakvim brzim obrambenim
odgovorom biljke prepoznaju i u konacnici se suprotstavljaju brojnim napadima raznih vrsta
patogena (Gupta i Ayyachamy 2012).


https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-014-0045-8

Svaka biljna vrsta posjeduje proteinske receptore koji prepoznaje napad patogena.
Talijanski uroénjak (Arabidopsis thaliana) posjeduje jedan takav protein kodiran kao HR4
genom. Kroz istrazivanje ekspresije gena HR4 kod ove biljne vrste u interakciji sa gljivom T.
atroviride rezultati pokusa pokazali su kako gen HR4 ima veliku ulogu u uspostavi interakcije
izmedu biljke A. thaliana s gljivom T. atroviride. Zbog te interakcije dolazi do budenja lokalne
a i sistemicne rezistentnosti biljke. Biljka A. thaliana kolonizaciju korijena gljivom T.
atroviride smatra kao kolonizaciju patogenom te zbog toga aktivira svoj obrambeni
mehanizam (Saenz-Mata i Jimenez-Bremont 2012.).

Kod procesa interakcije izmedu Trichoderma vrsta i same biljke, gljive otpustaju
elicitore koji zatim induciraju razlicite tipove prijenosa signala kojima aktiviraju obrambene
proteine u biljkama tzv. “okidace”. Aktiviranjem “okidac¢a” biljka zapocinje proizvodnju
enzima koji su ukljuéeni u supresiju patogena i jacanje biokemijskih i strukturalnih
komponenti u biljci. Okida¢ ima elicitorsko djelovanje koje uzrokuje induktivno steceni
imunitet bolje re¢eno nespecificni odgovor biljne na napada Stetnih organizama (Gupta i
Ayyachamy 2012.).

Rezultati nekih istraZivanja pokazali su kako Trichoderma vrste proizvode odredene
koli¢ine supstanci u obliku auksina i giberelina. Daljnjim istraZivanjima sinteze auksina IAA
(eng. — indol acetil acid) dokazano je kako T. viride sintetizira najviSe IAA od svih ostalih
Trichoderma vrsta te je to imalo pozitivan utjecaj na razvoj korijena 10 koloniziranih biljaka.
Tim istraZivanjem dokazano je kako je prisutnost auksina zasluZzna za razvoj korijenovih
dlacica (Uphoff i sur. 2006.).

Istrazivan je ucinak Trichoderma vrsta na rast i razvoj sadnica duhana i rajcice u
autoklaviranom tlu. Tim radom dokazano je kako veéi broj sadnica ovih biljnih vrsta ima
povecani razvijeni korijen i pove¢anu nadzemnu masu i to nakon osam tjedana. Provedenim
testiranjem je dokazano kako Trichoderma vrste proizvode tvari koje dovode do poboljsSanog
rasta i razvoja kod biljaka (Upoff i sur. 2006.).

Istrazivanjem kojeg su proveli Chet i sur. (2006.) zaklju¢eno je kako vrste iz roda
Trichoderma posjeduju sposobnost da izazovu jaci porast biljaka. To su dokazali poveéanim
klijanjem biljaka tretiranih Trichoderma vrstama za 30% te povecanje korijenovog sustava
istih za 95%. Samim procesom inokulacije gljive u biljke otkriveno je povecano usvajanje
fosfora i Zeljeza od strane biljke (Chet i sur. 2006.).



2.3. Trichoderma longibrachiatum

Vrsta je otkrivena davne 1969. godine i otkrio je Mien Rifai, koji je revidirao rod
Trichoderma te razdvojio u 9 razli¢itih kompleksnih grupa. Kasnije 1991. godine John Bisset
je pregledao komplekse vrsta roda Trichoderma te prepoznao 40 razli¢itih vrsta i opisao
novih 14 vrsta (Bissett 1991.). Vrste T. longibrachiatum i T. pseudokoningii Bissett je stavio u
sekciju (grupu) Longibrachiatum. Vrste iz ove sekcije najpoznatije su po proizvodnji enzima
hidrolize celuloze (Harman i Kubicek 1998., Kubicek i sur. 2009., Samuels i sur. 2012.).

U proslosti je T. longibrachiatum vrlo Cesto zamjenjivana filogenetski vrlo slichom
vrstom T. reesei (teleomorf Hypocrea jecorina) (Samuels i sur. 2012.). Ovu vrstu je vrlo tesko
morfoloski determinirati naspram T. reesei i T. parareesei. Za razliku od T. reesei konidije T.
longibrachiatum formiraju se u velikom broju na SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar ili
Synthetic nutrient agar) unutar 69 sati, uz to T. longibrachiatum ima vise savijene ili vijugave
fijalide za razliku od T. reesei (Samuels i Hebbar. 2015.).

Za razliku od ostalih vrsta iz sekcije Longibrachiatum T. longibrachiatum je genetski
razliCita, jer ipak se radi o filogenetski razli¢itim vrstama koje se izoliraju jedna iz druge. One
su kozmopolitski simpaticke vrste (Druzhinina i sur. 2018.).

Tablica 2.1. Klasifikacija Trichoderma longibrachiatum unutar carstva Gljive

CARSTVO Fungi
RAZDIJEL Ascomycota
PODRAZDIJEL Pezizomycotina
RAZRED Sordariomycetes
PODRAZRED Hypocreomycetidae
RED Hypocreales
PORODICA Hypocreaceae
ROD Trichoderma
VRSTA Trichoderma longibrachiatum

Izvor: Index fungorum 2019.
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Kao i ostale vrste iz roda Trichoderma i T. longibrachiatum je ve¢inom prisutna u
izolatima iz tla, a moguce ju je naci i u drugim mjestima kao $to su Zivotinje koje zZive u tlu,
gljive za konvencionalni uzgoj (Sampinjoni...), drvo u raspadnutom stanju, pristanista i luke. U
zatvorenim prostorima kao Sto su gospodarski objekti gdje se uzgajaju gljive za ljudsku
prehranu te kuce ili zgrade koje su vlazne mogu biti dobra mjesta za pojavu veéih kolonija.
Poznato je kako T. longibrachiatum parazitira fitopatogene nematode u tlu (Druzhinina i sur.
2018.).

Koliko je uspjesna u suzbijanju nematoda pokazali su pokusi in-vitro. Dokazano je kako
T. longibrachiatum ima najbolji parazitni i letalni uc€inak na sekundarni juvenilni stadij
nematode Meloidogyne incognitate gdje je zabiljezen mortalitet tretiranih jedinki veci od 88
% nakon 14 dana od tretiranja. Tijela jedinki napadnutih nematoda imala su deformiranu
povrsinu ili su bila potpuno rastvorena metabolitima T. longibrachiatum (Zhang i sur. 2015.).
Istrazivanje je kasnije proSireno na nematodu Heterodera avenae i krajnji rezultat je bio 90 %
mortalitet jedinki, 18 dana nakon tretiranja (Zhang i sur. 2014.).

Gljive iz roda Trichoderma poznate su po svojem mikoparazitnom djelovanju, tako je i
T. longibrachiatum poznata kao mikoparazit te su provedena razna istrazivanja djelovanja na
gljivicne patogene diljem svijeta na razli¢itim biljnim vrstama. Pozitivno djeluje na rast i
razvoj biljaka kojima omogucava vece usvajanje hranjiva. Inhibira rast i razvoj biljnih parazita
i raznih alelokemikalija uz to inducira povecanu sintezu fitohormona u biljkama (Gupta i sur.
2014.).

2.3.1. Morfoloske karakteristike

Micelarne kolonije

Optimalna temperatura za razvoj micelarnih kolonija ove vrste nalazi se u rasponu 25-
35 °C na hranjivom PDA supstratu i to u uvjetima tame s odredenim kratkim periodima
svjetlosti. U takvim uvjetima ova vrsta u potpunosti ili gotovo potpuno prekrije petrijevku
promjera 9 cm (Slika 2.5.) (Samuels i sur. 2012.). Prema prethodno navedenom
temperaturnom intervalu radijus micelarne kolonije ove vrste iznosi 55-75 mm. Prilikom
povecéanja temperature na 40 °C radijus micelarne kolonije vrste smanjuje se i on iznosi 24-
62 mm. U povoljnim uvjetima T. longibrachiatum razvija uniformo rasporeden veliki broj
pustula koje su vrlo ¢esto u koncentriénim krugovima (Hebbar i Samuels 2015). Uzgoj T.
longibrachiatum je takoder moguc i na SNA (Spezieller Ndhrstoffarmer Agar ili Synthetic
nutrient agar). Na SNA kod temperature od 25 °C radijus kolonija iznosi 50-65 mm, dok kod
temperature od 35 °C iznosi 38-63 mm (Jaklitisch i sur. 2006.).

Micelij T. longibrachiatum tamnozelene je boje, visine 0,25 mm, kasnije s vremenom
zbija se u micelarno tkivo i na njemu su vidljivi fertilni konidiofori (Hebbar i Samuels 2015.).
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Anamorfni stadij Trichoderma longibrachiatum Rifai

Rod Trichoderma ima tipi¢éne konidiofore koji se granaju nalik na drvo ili piramidu
(Bissett 1991.). Konidiofori mogu biti pojedinacni ili u lancima te pustulama daju bodljikavi
izgled. Fijalide koje se nalaze na konidioforima cilindricnog su oblika, ¢esto su na sredini
podbuhlog oblika te pojedina¢ne. DuzZina samih fijalida krece se 3,5-17,2 um te Sirine 1-7,3
Kum, na njihovim vrhovima nastaju konidije (fijalospore) (Hebbar i Samuels 2015.).

Proces razvoja konidija tece na tipi¢an nacin i to tako da se formiraju koncentri¢ni
krugovi u temperaturnom rasponu 20-35 °C u uvjetima tame unutar 48 h. Cesto konidije
mogu posjedovati zuti pigment koji se zatim moze formirati unutar 72 h u temperaturnom
rasponu 20-30 °C. Kod kolonija koje svoj razvoj imaju tjedan dana u uvjetima svjetla i na
temperaturi od 25 °C konidijske pustule tada formiraju tamne koncentri¢ne krugove. Same
konidije su oblog do elipsoidnog oblika, glatke, zelene boje, a veli¢ina je 3,2-10,5 x 2-5,2 um
(Samuels i sur. 2012.).

Hlamidospore nastaju na vrhovima hifa, a naj¢esée u velikom broju nastaju na CMD
(Cornmeal dextrose agar) (Hebbar i Samuels 2015.). Promjera hlamidospora je 4,5-14 um, a
oblik im moze biti od ovalnog do oblika trolisne djetline (Slika 2.6.) (Samuels i sur. 2012.).

Nacin na koji se T. longibrachiatum grana karakteristican je za sve vrste iz sekcije
Longibrachiatum. Pod mikroskopom fertilni ogranci sastoje se od nekoliko razina grananja.
Na vrhu se ogranci ne granaju i nose pojedinacnu fijalidu dok su distalni ogranci duzi i
granaju se (Hebbar i Samuels 2015.).

Teleomorfni stadij Hypocrea orientalis Samuels & O. Petrini

Teleomorfni stadij je stroma. Po 2-4 strome grupiraju se u male grupe koje su
promjera 1-4 mm, dok su dugacke i do 8 mm te 1,5 mm duboke. Oblik strome je jastucasti,
glatke povrSine koja je u pocetku sivo-maslinaste boje pa svijetlosmeda ili narancasto-
smeda, a kasnije tamnosmeda s maslinastim tonovima. Na stromama se nalaze periteciji.

Peritecij je spolno plodno tijelo, ovalnog je oblika (viSi nego Siri), 200-250 um visoki,
120-160 um promjera. Peritecij izbacuje crne ostiole (otvori za oslobadanje askospora) na
povrsinu strome. Askusi su veli¢ine 74-93 x 5,2-7 um, cilindri¢cnog oblika, s skraéenim vrskom
gdje se nalazi jedva vidljivi vr$ni prsten.

Askospore su ovalnog ili poluovalnog oblika distalna stanica je 3,2-4,7 x 3,5-4,7 um i
dijelom su askospore monomorfne. lzgled micelija je u pocetku kompaktne strukture s
izrazito kratkim dlacicama te Zuto-maslinaste boje, kasnije je boja maslinasto-smeda s
zvjezdastim finim pukotinama koje su duzine 45-110 um (Samuels i sur. 2012.).

Jo$ nije potpuno istrazena populacijska struktura i reprodukcijska strategija T.
longibrachiatum. Medutim provedene su brojne filogenetske analize sekcije
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Longibrachiatum koje su pokazale moguénosti klonalnosti ove vrste samim time askomicetna
vrsta Hypocrea orientalis predloZena je kao stadij teleomorfa T. longibrachiatum (Samuels i

sur. 2012.).

Slika 2.5. Micelarna kolonija Trichoderma longibrachiatum izolat STP1

Slika 2.6. Mikroskopski prikaz hlamidospora Trichoderma longibrachiatum
Izvor: Researchgate

https://www.researchgate.net/figure/LPAB-preparation-showing-chlamydospores-of-T-longi-

brachiatum fig3 9020109 - pristup 24.05.2019.
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2.4. Trichoderma viridescens

Vrsta T. viridescens smatra se kompleks biotipova koji se morfoloski ne razlikuju no,
razlikuju se fizioloski i geneticki (Jaklitsch 2013.). Ova vrsta najbolje se razlikuje od T. viride
po proliferiraju¢im fijalidama kokosovog mirisa koje se nalaze na iskrivljenim konidiforima na
PDA i CDA agaru te konidijama varijabilnog oblika. Obje ove vrste sliéne su u svojoj
distribuciji. Gljive iz ovog kompleksa T. viridescens, T. paraviridescens virilente, T. viridarium,
T. olivascens Siroko su rasprostranjene. Dok ostale gljive iz ovog kompleksa kao sto su T.
trixiae, T. viridialbum i T. composticola pronadene u Americi u/ili Europi i nisu Siroko
rasprostranjene. Kod gljiva T. appalachiense i T. neosinense poznat je samo njihov
teleomorfni stadij iz jugoisto¢nog dijela Australije i Tajvana (Samuels i Hebbar 2015.).

2.4.1. Morfoloske karakteristike

Micelarne kolonije T. viridescens najbolje se razvijaju na temperaturi od 25 °C i to na
PDA supstratu u radijusu od 28-33 mm dok na SNA supstratu u radijusu od 24-26 mm. Na
temperaturi od 35 °C razvoj micelarnih kolonija je zaustavljen i on iznosi na oba supstrata 0.
Konidijski proizvodi se u pocetku zracne hife a kasnije se tvore pustule koje su priblizno 1
mm promjera. Konfluentne pustule veli¢ine su do 8 mm do njihovog ruba, postaju zelene za
Cetiri dana, takoder i konidije u pustulama su zelene boje, ¢esto i Zute dok pigmentacija nije
primije¢ena na SNA. Na PDA i CDM vrlo Cesto T. viridescens ostaje sterilna (Samuels i Hebbar
2015.). Miris micelarnih kolonija podsjeéa na kokos (Jaklitsch 2011.).

Anamorfni stadij Trichoderma viridescens (A.S. Horne & H.S. Will.) Jaklitsch &
Samuels

Postoje dva tipa konidofora kod ovog kompleksa gljiva nazivaju je 1 i 2. Oba tipa
konidiofora ne formira se u istom supstratu. Tipovi 1 i 2 konidiofora pronadeni su samo na
CDM i PDA supstratu dok je na SNA pronaden samo tip 1 konidiofora.

Prvi tip (,,1“) su konidiofori s tipicno jednom ili nekoliko vrsnih fijalida, a nastaju na
rubu pustule ili se izdizu iznad nje (Slika 2.6.). Rjede se fijalide formiraju cijelom duzinom
konidiofora u Sirokim razmacima. Konidiofori u formiraju unutrasnjosti pustula tipi¢no su
ravni ili ja njihova centralna os vijugava i razgranata. Grane su im uparene te sve duZine s
udaljavanjem od vrha, pri ¢emu svaka grana zavrSava sa jednom do tri fijalide u kriznom
prsljenu. Fijalide ovog tipa konidiofora blago su zadebljale u sredini osim u zbijenim
pustulama kada su ravne, rijetko vijugave ili nalik na kuku. Veli¢ina fijalida krece se u
intervalima (4.7-)7.2-11.5(-20) um duljine, (1.7-)2.5-3.2(-4.2) um Sirine na najsirim mjestima,
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L/W (1.5-)2.5-4.5(-9.5) um duljine, u bazalnom djelu (1.0-)1.7-2.5(-3.5) um Sirine (Samuels i
Hebbar 2015.).

Drugi tip (,,2“) konidiofora se cesto razvijaju na PDA i CDM supstratima. Glavna os
konidiofora nije formirana ili je slabo vidljiva obzirom da se odmah pocinje granati (Slika
2.7.). Grane se javljaju u oStrim kutovima u odnosu na hifu iz koje se izdiZzu te zavrSavaju sa
jednom ili dvije fijalide. Cesto se periferne fijalide proliferiraju te nastaju lanci od dvije do
Sest stanica koji zavrSavaju jednom terminalnom fijalidom. Fijalidne stanice u lancima su
prosirene u sredini te viSe ili manje suZene sa na krajevima. Lanci stanica i fijalida koji se
pojavljuju u moniliformnim oblicima ponekad imaju dugi cilindri¢ni vrat (Samuels i Hebbar
2015.).

Interkalarne fijalide, one koje nastaju lateralno ispod vrsne fijalide uz septu koja ju
odvaja od konidiofora, mogu biti prisutne ali nisu uobi¢ajene na svim hranjivim medijima.

Konidije su jajolikog i elipsoidnog oblika veli¢ine (2.2-)3.0-3.7(-4.7) pm x (2.7-)3.5-4.5(-
8.5) um zelene boje. Kod temperatura od 15 °C do 30 °C smanjen je razvoj konidija i nije
toliko izrazen miris na kokos, najbolji razvoj konidija je na 30 °C (Jaklitsch 2011.).

Hlamidospore se ve¢inom prisutne ali postoji i vjerojatnost da se ne pojave, mogu biti
terminalne ili interkalarne te subglobozne (Samuels i Hebbar 2015.). Njihova pojava je
obi¢no za 5-6 dana. Veli¢ina hlamidospora je u intervalu (7-) 8-12 (-16) x (6—) 7-11 (-13)
um, I/ w (0,9-) 1,0-1,3 ( -1.5) (n = 28). Veéinom nakon dva dana blijede u tamno zelenu boju
(Jaklitsch 2011.).

Teleomorf Hypocrea viridescens Jaklitsch & Samuels
Spolno tijelo je peritecij koji nastaje u stromi.

Strome su duljine 0,5 — 4 mm, dok im je debljina u intervalu 0,5 — 1,5 mm. Stroma
nepravilnog okruglog oblika, a za supstrat pri¢vrséena us svojem sredisnjem dijelu. U poéetku
kad su strome mlade one su narandasto-smede, svijetlo smede, Zuto-smede do svijetlo
crvenosmede boje, a kasnije postaju ve¢inom tamnocrveno smede, smede do tamno crveno,
rijetko ruziCasto-smede ili sivkasto crvene te narandasto do narandasto-crvene boje.
Takoder kada su mlade na njima se pojavljuju periteciji Zu¢kaste do hrdave boje (Jaklitsch
2011.).

Peritecij je eliposidnog ili okruglog oblika, podsje¢a na oblik tikvice. U pocetku razvoja
stroma pojava peritecija je obilna, Sto su strome starije to je i broj peritecija manji. Ostiole
izbacuju askospore koje su Siroke i dugacke 0.5 um.

Askospore su ovlanog do klinastog oblika, a moguca je i pojava dugackog do klinastog
oblika sa donjim krajem Siroko zaobljenim (Jaklitsch 2011.).
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Slika 2.6. Konidiofori Trichoderma viridescens, tip 1, skala:10 pum

lzvor: Samuels i Hebbar,2015

Slika 2.7. Konidiofori Trichoderma viridescens, tip 2, skala:10 um

Izvor: Samuels i Hebbar,2015
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Slika 2.7. Prikaz spolnih oblika (a-e) te nespolnih oblika (f-r) gljive Trichoderma
viridescens

Izvor: Disentangling the Trichoderma viridescens complex

https://www.semanticscholar.org/paper/Disentangling-the-Trichoderma-viridescens-complex-Jaklitsch-
Samuels/alabc83b9827025db8ea939f52166fd507e62841/figure/3 -pristup- 28.05.2019.
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3. Mrkva (Daucus carota)

Mrkva je dvogodisnja zeljasta biljka koja spada u razred Magnoliopsida, red Apiales te
porodicu Apiaceae hrvatski Stitarke. (Plantea 2017.). Podrijetlo mrkve je s podrucja
Mediterana, a kao povrée se koristi od pretpovijesnog razdoblja. Danasnje forme mrkve
razvile su se viSestrukim mutacijama (LeSi¢ i sur. 2004.). Uzgaja se u zemljama s umjerenim
klimatom.

3.1. Morfoloske karakteristike mrkve

U svojoj prvoj vegetacijskoj godini mrkva razvija korijen i lisnu masu, dok u drugoj
godini razvija generativne organe cvijet, plod a kasnije sjemenke. Korijen mrkve raste
duboko u tlo i ima mnoStvo postranih Zilica koje poveéavaju moguénost usvajanja hranjiva i
vode iz tla. Prema podacima korijen mrkve moZe u povoljnim uvjetima za rast oti¢i u dubinu
viSe od 1 m (LeSi¢ i sur. 2004.). Boja korijena mrkve razlikuje se od Zute pa sve do narancaste,
crvene, razliCitih nijansi ljubicaste boje. lzduZzenog je oblika sa razli¢itim oblicima vrha od
tupog do zasiljenog vrha (Slika 3.1.) (Agroklub 2019.). Korijen mrkve sastoji se od tri dijela:
epikotila ili skracene stabljike, hipokotila i dijela korijena sa postranim korjenci¢ima. Stabljika
je vrlo kratka sve dok ne krene generativna faza, zatim se izduZuje i mozZe narasti do 1 m
visine (Paradikovi¢ 2009.). Listovi mrkve duboko urezani i spiralno rastu po stabljici,
svijetlozelene do tamnozelene su boje te kao i stabljika po sebi imaju sitne dlacice. Vrlo su
mirisni, aromati¢ni, hranjivi i bogati karotenom upravo zbog toga su vrlo dobra sto¢na hrana
(Kantoci 2014.). Mrkva ima cvjetove bijele do Zute boje koji se nalaze u cvatu pod nazivom
Stitac. Plod mrkve je kalavac i sastoji se od 2 jednosjemena plodic¢a oblika polumjeseca te se
oni koriste za sjetvu (Paradikovi¢ 2009.).

3.2. Agrotehnicki uvjeti uzgoja mrkve

Plodored je vrlo vazan za mrkvu koja se na istoj parceli moZze uzgajati tek nakon 3-4
godine. Najbolje predkulture za mrkvu su kulture koje se obilno gnoje stajskim gnojem te
nisu bile zakorovljene tokom vegetacije. Ve¢inom su to rajcica, paprika, mahunarke, Zitarice,
krumpir. Kao predkultura mrkva je dobra za veéinu drugih kultura (Matotan 2004.).

Mrkva se sije u gredice sa vise redova (Slika 3.2.). Nema velikih zahtjeva za
temperaturom moZe klijati ve¢ kod temperatura 3-4 °C ali kod tako niskih temperatura
proces klijanja je vrlo spor. Kada niknu biljke mrkve otporne su na niske temperature sve do -
5 °C. Optimalna temperatura za rast i razvoj je 18-20 °C (Bilje 2015.). Kada su ljeti
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temperature vise od 30 °C korijen mrkve se vrlo sporo razvija i ostaje kratak i sa puno
vlakana te je mrkva neukusna (Agroklub 2019.).

Slika 3.1. Mrkva
Izvor: Agrohemija

http://www.agrohemija.com/proizvodi/mrkva-nantes-forto-10-gr-seminis-1312.html -pristup-

24.05.2019.

Slika 3.2. Gredice mrkve u intenzivnoj proizvodniji u polju
Izvor: Pinova
http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/povrcarstvo/mrkva/sjetva-mrkve - pristup 24.05.2019.
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Navodnjavanje je vrlo vazan ¢imbenik kako bi proizvodnja mrkve bila uspjesna posebno
u dvije faze vegetacije. Prvi je period od nicanja pa da prvih 5-6 listova, dok je drugi period u
koje dolazi do razvoja i debljanja korijena u tom je periodu ujedno i mrkvi najvise potrebno
dovoljno vlage. Ukoliko u pocetku nema dovoljno vlage velika je moguénost prorijedenog
sklopa, a ako u fazi debljanja korijena dode do nedostatka vlage u tlu korijen ¢ée biti sitan,
kratak i Zilav (Agroklub 2019.).

Tlo koje mrkva zahtjeva za svoj rast i razvoj je pH vrijednosti od 5,5-6,5 to je blago
kiselo do neutralno tlo. Sama struktura tla mora biti mrvicasta dobro porozna i duboka tla sa
dovoljnim koli¢inama humusne tvari. TeSka i glinasta tla su nepozeljna jer se korijen ne moze
pravilno razvijati i Cesto je deformiran. Prije sjetve treba obaviti duboku obradu tla do 30 cm
dubine, a kasnije i predsjetvenu pripremu.

3.3. Hranidbena i zdravstvena vrijednost mrkve

Uzgaja se zbog svog zadebljalog korijena koji se koristi u ljudskoj prehrani. Zbog brojnih
vitamina i minerala koje sadrzi mrkva blagotvorno djeluje na ljudski organizam, upravo zbog
toga svrstana je u 10 najvaznijih vrsta povréa (Kantoci 2014.). Mrkva je jedan od najvaznijih
izvora vitamina A te sadrzi veliku veéinu potrebnih vitamina za ljudski organizam (Vegicept
2012.). Uz vitamin A sadrZi i karoten koji je vrlo vazan za ljudski vid, zdravu koZzu,
antioksidativnu zastitu i imunitet. Vitamini koji se jos mogu naci u njezinom sastavu su B1,
B3, B9, C, D, E, K, te minerale kalcij, cink, Zeljezo, fosfor, mangan, molibden. Dokazano je
kako mrkva smanjuje rizik od karcinoma (rak plu¢a, rak dojke, rak maternice, rak debelog
crijeva, rak prostate), usporava starenje, pomaze u sprjeavanju infekcija, smanjuje rizik od
sréanih bolesti, Cisti tijelo od Stetnih tvari, stiti zube i desni, smanjuje rizik od moZdanog
udara (Deli¢ 2016.). Takoder prema istraZivanjima mrkva se spominje kao inhibitor
Alzheimerove bolesti (Sharma i sur. 2012.).

3.4. Sorta Nanntes 2

Sorta mrkve koja je koristena u pokusu je sorta Nanntes 2. Njezine osnovne
karakteristike su stabljika sa liSéem visine do 30 cm, narancasti korijen duljine 15 cm sa
relativno malom jezgrom, tupim vrhom (Slika 3.3.). Mogudéa je sjetva od veljace pa sve do
mjeseca svibnja. Zahtjeva dobro drenirana, pjeskovita i lagana tla. Kroz vegetaciju treba
dovoljno sunca za bolju boju korijena te dovoljne koli¢ine vlage kako bi korijen bio pravilno
formiran i zadovoljavajuce veliine (Gardenersworld 2019.).
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Tablica 3.1. Hranidbena vrijednost svjezeg korijena mrkve

Hranidbeni sastojci Kolic¢ina u %
Sirove bjelancevine 0,5-1,2
Sirove masti 0,1-0,3
Ugljikohidrati 58-8,8
od toga Sederi 4,8
Vlakna 0,6-1,32
Minerali 0,66-1,0
Voda 86,5-93,0

lzvor: Pinova, 2014.

http://pinova.hr/hr _HR/baza-znanja/povrcarstvo/mrkva/hranidbena-vrijednost-mrkve) - pristup 24.05.2019.

Slika 3.3. Izgled korijena mrkve sorte Nanntes 2
Izvor: Carrot Nantes 2 (Organic) Seeds
https://www.mr-fothergills.co.uk/Vegetable-Seeds/Carrot-Seed/Carrot-Nantes-2-Organic-

Seeds 2.html#.XOfEDRYzblIU -pristup 24.05.2019.
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4. Materijali i metode

Pokus je proveden u plasteniku na OPG-u Ivan Habjanec u Gornjem Jesenju u 2018.
godini. U provedenom poljskom pokusu istraZivan je utjecaj autohtonih izolata askomicetnih
gliiva Trichoderma longibrachiatum oznacene Sifrom STP1 i Trichoderma viridescens
oznacene Sifrom STP8 na rast i razvoj mrkve.

Izolate je izolirala izv.prof.dr.sc. S. Topolovec-Pintari¢ i ¢uvaju se u zbirci Trichoderma
izolata u MikoloSkom laboratoriju Zavoda za fitopatologiju, Sveucilista u Zagrebu
Agronomskog fakulteta. lzolati su za potrebe pokusa cuvani i umnaZani u petrijevim
posudicama promjera 9 cm, na PDA supstratu uz inkubaciju u klima-komori u tami na 21 °C.
Inkapsulacija inokuluma svakog izolata u praskastu formulaciju provela je izv.prof.dr.sc. S.
Topolovec-Pintari¢ (receptura u tajnosti) u MikoloSkom laboratoriju. Koncentracija spora u
formulaciji pode$ena je na 8x10*° spora/mg.

Pokus je postavljen po shemi slu¢ajnog bloknog rasporeda sa tri varijante u pet
ponavljanja. Parcelica jednog ponavljanja bila je veli¢ine 2 m? . Ukupna povrsina pokusa
iznosila je 30 m?. Varijante pokusa bile su:

1) Trichoderma longibrachiatum — STP1
2) Trichoderma viridescens - STP8
3) Kontrola — K

KoriSten je grudni supstrat, slabo humusno tlo alkalne reakcije prema analizi Zavoda za
ishranu bilja, Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta. Priprema tla obavljena je u dvije
faze: 1) duboka obrada tla do 30 cm ruéno Stihanjem (slika 4.1.), 2) usitnjavanje frezanjem
pomocu kultivatora (slika 4.2.). Pomodu Spage oznaceni su redovi na pokusnim parcelicama i
zatim su grabljama napravljeni kanali za sjetvu mrkve (slika 4.3.).

Za sjetvu je koriSteno sjeme mrkve Nanntes 2 uvezeno iz Italije proizvedeno 2017 godine.
Sjeme nije bilo tretirano sredstvima za zastitu bilja. Sjetva je obavljena ruéno 13. travnja
2018. i neposredno po prekrivanju zemljom zaliveno pomoéu kante za zalijevanje. Do kraja
pokusa vlaZzenje je odrzavano ugradenim sustavom za navodnjavanje kap na kap. U svrhu
navodnjavanja koristena je kiSnica.

Tjedna dana nakon sjetve 40 % biljaka je niknulo, a u narednom tjednu 100 % biljaka, a
tada je obavljeno prvo plijevljenje korova i prorijeden je ponik radi optimizacije gustoce
sklopa. Plijevljenje je obavljeno ru¢no pomocu motike.

Mjesec dana nakon sjetve sve biljke su bile u fenofazi prva tri prava lista (slika 4.4.). U toj
fenofazi, 13. svibnja 2018., obavljena je aplikacija pripravaka na osnovu oba izolata. STP1 i
STP8. Praskaste formulacije pripremljene su mijeSanjem s vodom (kiSnica) u koncentraciji 2
g/10 |, koliko je iznosila doza za povrsinu svih pet ponavljanja jedne varijante tj. 10 m?
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povrSine. Tretiranje je obavljeno lednom prskalicom (Garden pro 16) direktnim
usmjeravanjem dizne uz bazu biljne rozete pri tlu, a ne po biljkama (slika 4.5.). Nakon
obavljenog tretiranja tlo je jos dodatno zaliveno sistemom kap na kap. Kroz vegetaciju nije
bilo primjene nikakvih sredstava za zastitu bilja.

Ukupno po jednoj pokusnoj parcelici od 2 m? bilo je 125 biljaka, te je svaka varijanta
imala ukupno 628 biljaka. Ukupni broj biljaka na cijelom pokusu iznosio je 1884 biljke mrkve.

Slika 4.1. Obrada tla stihacom

Slika 4.2. Frezanje pomocu kultivatora
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Slika 4.3. Oznacavanje redova za sjetvu

Slika 4.4. Mrkva u fenofazi prva tri prava lista
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Slika 4.5. Aplikacija pripravka pomocu ledne prskalice

Slika 4.5. Izgled parcela u pokusu
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5. Rezultati

Vrednovanje utjecaja autohtonih izolata T. longibrachiatum STP1 i T. viridescens STP8
na rast biljaka mrkve ucinjeno je prema sljede¢im izmjerenim karakteristikama: ukupan
prinos biljaka na pokusnoj parceli, ukupna masa korijena na pokusnoj parceli, prosjecna
tezine biljke, prosjec¢na tezZina korijena, ukupna tezZina lisne mase, prosjecna tezina lisne
mase po biljci.

Najveci ukupan prinos biljaka bio je u tretmanu izolatom T. longibrachiatum STP1 (123
kg), slijedio je prinos na Kontroli (104 kg) te potom u tretmanu izolatom T. viridescens STP8
(93 kg). Najveca prosje€na masa 1 biljke takoder je utvrdena u tretmanu izolatom T.
longibrachiatum STP1 (0,196 kg), zatim na Kontroli (0,166 kg) te potom u tretmanu izolatom
T. viridescens STP8 (0,148 kg). Rezultati su prikazani u Tablici 5.1. i Slikom 5.1.

Najveéa masa korijena biljaka je u tretmanu izolatom T. longibrachiatum STP1 (108 kg),
zatim je slijedila masa korijena na Kontroli (90 kg) te nakon toga u tretmanu izolatom T.
viridescens STP8 (79 kg). Najveca prosjecna masa korijena 1 biljke takoder je utvrdena u
tretmanu izolatom T. longibrachiatum STP1 (0,172 kg), potom na Kontroli (0,143 kg) te zatim
u tretmanu izolatom T. viridescens STP8 (0,124 kg). Organolepticki korijen mrkve u tretmanu
pripravkom na osnovu T. longibrachiatum STP1 imao je sladi i bolji okus te njezniju i uzu
sriku za razliku od onog u tretmanu pripravkom na osnovu izolata T. viridescens STP8.
Rezultati su prikazani u Tablici 5.2. i Slikom 5.1.i 5.2.

Najveca lisna masa biljaka bila je u tretmanima izolatima T. longibrachiatum STP1 i T.
viridescens STP8 (15 kg), te zatim na Kontroli (14 kg). Najveéa prosje¢na lisna masa 1 biljke
takoder je bila na tretmanima izolatima T. longibrachiatum STP1 i T. viridescens STP8 (0,024
kg) te zatim na Kontroli (0,023 kg). Rezultati su prikazani su prikazani u Tablici 5.3. i Slikom
5.1.
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Slika 5.1. Prosjecne biljke mrkve nakon tretiranja: a) pripravak na osnovu Trichoderma
longibrachiatum STP1; b) pripravak na osnovu Trichoderma viridescens STP8; c) Kontrola

Slika 5.2. Korijen mrkve sa parcele tretirane izolatom Trichoderma longibrachiatum STP1
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Tablica 5.1.Ukupan prinos mrkve na 10 m?

Trichoderma Trichoderma KONTROLA
longibrachiatum viridescens
STP1 STP8
Ukupni prinos 123 kg 93 kg 104 kg
Prosjecna masa 1
biljke 0,196 kg 0,148 kg 0,166 kg

Tablica 5.2. Masa korijena mrkve na 10 m?

Trichoderma Trichoderma KONTROLA
longibrachiatum viridescens
STP1 STP8
Masa korijena 108 kg 78 kg 90 kg
Prosje¢na masa 1
korijena 0,172 kg 0,124 kg 0,143 kg

Tablica 5.3. Lisna masa mrkve na 10 m?

Trichoderma Trichoderma KONTROLA
longibrachiatum viridescens
STP1 STP8

Lisna masa 15 kg 15 kg 14 kg

Prosjecna lisna
masa 1 biljke 0,024 kg 0,024 kg 0,023 kg




6. Rasprava

Danas je u svijetu prihvaéeno kako pozitivan utjecaj Trichoderma vrsta na biljni rast
sposobnost koja ne ovisi o antifungalnoj sposobnosti ovih filamentoznih gljiva (Altomare i
sur., 1999.). Upravo iz tog razloga primjena Trichoderma vrsti kao promotora biljnog rasta je
najvaznija sa agronomskog aspekta. Shvadanjem vaznosti uloge filamentoznih gljiva roda
Trichoderma u kultiviranim ekosistemima doprinosi i boljem razumijevanju njihove uloge u
prirodnim ekosistemima (Storga, 2016.).

NajviSe istrazivanja na promociju biljnog rasta koriStene su povrtne kulture kao $to su
paprika, krastavci, kupus te salata (Bal i Altinatas, 2006.). Takoder utvrden je pozitivan
utjecaj Trichoderma vrsta na rast i razvoj rajcice (Baker i sur., 1984).

Medutim metabolicki produkti Trichoderma vrsti te izolati iste vrste nisu jednaki Sto se
moze vidjeti u njihovoj selektivnosti u utjecaju na razliCite biljne vrste pa ¢ak i sorte iste
biljne vrste (Celar i Vali¢, 2005). Iz tog razloga ako odredeni izolat Trichoderma vrste
promovira rast salate to nuino ne mora znalit kako ¢e taj isti izolat promovirati
plodonosenje rajcice (Topolovec-Pintaric i sur., 2013.). To se moglo vidjeti i u ovom pokusu
kako dvije razli¢ite Trichoderma vrste ne djeluju jednako ucinkovito na biljku mrkve.

Analizira se kako je to vjerojatno povezano sa boljom interakcijom izmedu Trichoderma
vrsta ili pojedinog izolata iste vrste sa odredenom biljnom vrstom jer izluéevine biljnog
korijena mogu inducirati ili inhibirati micelarni rast gljive (Bal i Altintas, 2008.). Kao primjer u
istrazivanju Chang i sur. 1986. konidijska suspenzija Trichoderma sp. dodana je u tlo rajcici,
paprici i krastavcima te je rezultat bio povecana tezina suhe mase, dok kod graha i rotkve
nije doslo do povedanja tezine suhe mase nakon primjene suspenzije Trichoderma sp. (Chang
i sur. 1986).

Na kraju istrazivanja prema postavljenim ciljevima izolat T. longibrachiatum STP1
promovirao je rast i razvoj mrkve te omogudio vecéu pristupacnost hranjiva iz tla biljci, Sto se
moze zakljuciti iz veée ukupne mase biljke te mase korijena naspram netretiranih biljaka sa
Kontrole. Za razliku od izolata T. longibrachiatum STP1, izolat T. viridescens STP8 nije imao
pozitivan ucinak na rast i razvoj mrkve, nego su rezultati bili slabiji. Oba izolata djelovala su
podjednako na lisnu masu biljke mrkve, ali su se razlikovale u djelovanju na korijen mrkve.

Tokom vegetacijskog perioda zamije¢ena je pojava cvjetne stabljike sa cvjetovima na
tretiranim parcelama. To je zanimljiva spoznaja iz razloga sto je mrkva dvogodisnja biljna
vrsta koja cvijet i plod formira druge vegetacijske godine. Na parceli tretiranoj izolatom T.
longibrachiatum STP1 bilo je deset biljaka sa cvjetovima, a na parceli tretiranoj izolatom T.
viridescens STP8 6 biljaka sa cvjetovima a kasnije je doslo do formiranja plodova.

U pokusu je koriSten supstrat koji nije dovoljno niske pH reakcije te ne sadrzi dovoljne
koli¢ine humusne tvari koje preferira mrkva. Stoga bi bilo vrijedno pokus ponoviti te koristiti
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supstrat koji vise odgovara mrkvi dakle, kiseliji sa viSe humusne tvari. Takoder bilo bi dobro
ukljuciti joS neke druge Trichoderma vrste te njihove izolate obzirom da su se izolati
medusobno razlikovali u svojem djelovanju.
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7. Zakljucak

Nakon provedenog istraZzivanja utjecaja izolata Trichoderma longibrachiatum STP1 i
Trichoderma viridescens STP8 na rast i razvoj mrkve mogu se donijeti sljedeéi zakljucci:

1. Ukupna masa biljaka mrkve tretiranih izolatom T. longibrachiatum STP1 bila veca
(123 kg) u odnosu na masu biljaka tretiranih izolatom T. viridescens STP 8 (93 kg) i
Kontrole (104 kg).

2. Prosjecna masa jedne biljke bila veéa u tretmanu izolatom T. longibrachiatum STP1
(0.196 kg) u odnosu na masu jedne biljke u tretmanu izolatom T. viridescens STP 8
(0.148 kg) i Kontrole (0.166 kg).

3. Masa korijena biljaka mrkve tretiranih izolatom T. longibrachiatum STP1 bila je veéa
(108 kg) u odnosu na masu korijena biljaka mrkve tretiranih izolatom T. viridescens
STP 8 (78kg) i kontrolnu parcelu (90 kg).

4. Prosjecna masa jednog korijena biljke mrkve bila je veca u tretmanu izolatom T.
longibrachiatum STP1 (0.172 kg) u odnosu na masu jednog korijena biljke mrkve
tretirane izolatom T. viridescens STP8 (0.124 kg) i kontrolnu parcelu (0.143 kg).

5. Ukupna lisna masa podjednako je bila razvijena u biljaka tretiranih izolatom T.
longibrachiatum STP1 i izolatom T. viridescens STP 8 (24 kg) te neznatno niZa na
Kontroli (23 kg).

Na kraju je moguce zakljuciti kako je izolat Trichoderma longibrachiatum STP1
perspektivan za primjenu u uzgoju mrkve u uzgojnim uvjetima nalik onima u provedenom
istraZivanju, a to su slabo humusno tlo alkalne reakcije u zastiéenom prostoru plastenika.
Narodito koristan ucinak bi pripravak na osnovu ovog izolata mogao imati u ekoloskom
uzgoju kao zamjena kemijskim gnojivima, a moZe povecati biljni rast i prinos jednako ili bolje
od kemijskih gnojiva. Primjena se pokazala jednostavnom i jeftinijjom te sigurnijom i
dugotrajnijeg ucinka od kemijskih pripravaka. Dobiveni rezultati preporuka su za nastavak
istrazivanja utjecaja izolata Trichoderma longibrachiatum STP1 u razliitim uzgojnim uvjetima
zasti¢enih i poljskih prostora iraznim povrtnim kulturama.
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