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Glasnik zastite bilja 4/2022.

Ivan Siri¢’, Matija Misié Strucni rad

Mogucnosti proizvodnje presadnica
za uzgoj tartufa (Tuber spp.)

Sazetak

Ektomikorizne simbioze izmedu gljiva i visegodisnjih biljka prirodno su prisutne u gotovo svim kopnenim
ekosustavima. Ektomikoriznom zajednicom biljke osiguravaju organske tvari za ishranu gljiva, a zauzvrat
dobivaj povecanu apsorptivnu povrsinu korijenovog sustava te brojne druge dobrobiti kao $to su poboljsana
ishrana bilja, povecana tolerantnost na stetocinje, toksicitet teskih metala te uvjete suse i zaslanjenosti,
povecan rast i prinosi. Buduci da se stanista gljiva u ovom slucaj tartufa u Hrvatskoj sve vise iscrpljuju, kao
alternativa nudi se plantazni uzgoj tartufa. U radu su prikazane mogucnosti proizvodnje presadnica za uzgoj
tartufa. Ovaj rad dat e doprinos spoznajama o mogucnostima proizvodnje kvalitetnog sadnog materijala
za uspjesnu proizvodnju tartufa.

Kljucne rijeci: ektomikoriza, ekologija, biljka, tartuf

Uvod

Gljive su dugo vremena smatrane biljkama, Sto se jo$ i danas ogleda u ¢injenici da znan-
stvenici koji proucavaju gljive ¢esto rade u botanickim institutima. Medutim, mnogobrojnim
istrazivanjima karakteristika i nacina Zivota gljiva ustanovljeno je da formiraju zasebnu sku-
pinu organizama koja se u mnogocemu razlikuje, kako od biljaka tako i od Zivotinja. Temeljni
kriterij na temelju kojeg se dijele Zivi organizmi je nacin na koji osiguravaju hranu potrebnu za
Zivot. Prema nacinu prehrane Zivi organizmi mogu Zivjeti i razmnozavati se kao autotrofi i he-
terotrofi. Autotrofni organizmi imaju sposobnost da svoje tijelo izgraduju iz anorganskih tvari
sredine u kojoj Zive. U skupini autotrofa nalaze se biljke i zelene alge koje se koriste ugljikovim
dioksidom iz zraka i anorganskim spojevima iz tla te uz pomo¢ klorofila i energije sunceve
svjetlosti stvaraju organske tvari potrebne za Zivot. Gljive kao zasebna skupina organizama
nemaju klorofil i bitno se razlikuju od biljaka jer ne mogu fotosintezom sintetizirati organske
tvari potrebne za zivot. Posto nemaju klorofil i ne mogu provoditi proces fotosinteze, gljive
pripadaju heterotrofnim organizmima, a potrebne asimilate pribavljaju na ra¢un drugog Zivog
ili mrtvog organizma. Temeljem toga, gljive formiraju odnose s izvorom hrane na jedan od tri
nacina: parazitski, faprotrofni i/ili simbiontski odnos.

Simbiotske vrste gljiva uspostavljaju vezu (mikorizu) s biljkama te na taj nacin biljke i gljive
imaju uzajamnu korist. lako mikorizne gljive u biti inokuliraju korijen svog domacina, ta je veza
uzajamno korisna jer gljiva opskrbljuje biljku dodatnim hranjivima kao sto su fosfor, kalcij, kalij,
magnezij, zeljezo, dusik i voda, a zauzvrat gljiva od biljke dobiva nusprodukte fotosinteze u obliku
ugljikohidrata i mjesto za zZivot (Hall, 2007). Navedene tvari, asimilirane hifama gljive ulaze u biljku
preko micelija koji je prostorno znatno rasireniji i prodire u dijelove tla koje biljka nije u mogu¢-
nosti eksploatirati. S druge strane, micelij je hifama povezan s korijenom biljke sto omogucuje ne-
smetan protok i izmjenu svih potrebnih tvari za normalan razvoj biljke i gljive. Biljka povezivanjem
u mikorizu znacajno povecava imunitet prema drugim patogenim organizmima i susi, a sto se
objasnjava povecanjem povrsine asimilacijskog aparata. Mikorizne gljive su prisutne jo$ od peri-
oda Ordovicija (drugi od Sest geoloskih razdoblja Paleozoika), prije gotovo 500 milijuna godina.
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Stoga nije iznenadujuce da je vecina sada toliko specijalizirana da ne mogu prezivjeti bez kontakta
sa svojim domacinom. Mnoge biljke domacini su takoder postale jednako ovisne o mikoriznim
gljivama te bez njih postaju krZljave i Zute, najces¢e zbog nedostatka fosfora (Hall, 2007).

Tartufi su ektomikorizne vrste gljiva koje rastu u simbiozi sa visegodi$njim biljkama. lako s
bioloskog gledista tartufi predstavljaju niz vrsta gljiva iz roda Tuber, sa stajaliSta uzgoja najzani-
gljive koje ima vrlo karakteristican i u svijetu gljiva jedinstven gomoljasti oblik i izgled te raste
ispod povriine tla. Medutim, gljiva nije samo plodiste ve¢ i micelij koji se razvija u tlu i vidljiv
je mikroskopskim pomagalima te ima ogroman apsorpcijski potencijal. Zbog svoje relativne
nedostuposti, iskoriStavanja prirodnih stanista, posebnog mirisa i arome, potraznja kao i cijena
tartufa iznimno je velika. Tako, primjerice cijena velikog bijelog tartufa (Tuber magnatum Pico)
na Europskom trzistu dostize i do nekoliko tisu¢a eura/kg (Benucci i sur., 2012). Sukadno naved-
nom, potraznja, ali i cijena tartufa u stalnom je porastu te se u zemaljama zapada (Francuska,
Italija) intenzivno zasaduju plantaze tartufa. Medutim, da bi tartufe mogli uzgajati potrebno je
osigurati odredene pedoloske, klimatske i reljefne uvjete. Abiotski faktori koji navise utje¢u na
rast i razvoj tartufa su temperatura, vlaga tla te kemijsko fizikIna svojstva tla (pH, sadrzaj humu-
sa i karbonata, tekstura i struktura). Op¢nito, tartufi formiraju plodista u podrucjim s umjere-
nom klimom bez ekstremnih vrucina i hladno¢a. Odgovaraju im prozracnija tla, pjeskovita ¢ak
i skeletna tla. S obzirom da su tartufi simbiontske gljive, uglavnhom ¢emo ih pronadi u Sumama
hrasta, lijeske, tople gdje uspostavljaju ektomikorizni odnos sa biljkom domac¢inom.

Stanisni i ekoloski ¢imbenici tartufa

Najvazniji ekoloski ¢imbenici za razvoj tartufa su klima, struktura i sastav tla, nadmorska vi-
sina, geografska $irina, ekspozicija, temperatura i vlaga tla. Tartufi su rasprostranjeni od razine
mora do 850 m n.v., izmedu 40° i 50° sjeverne geografske Sirine u umjereno-toploj klimi (Pogi¢,
2010). S povecanjem nadmorske visine iznad 600 metara tartufi gube svoj aromatican karakter
(Paskvan, 1956). Na podrucju sredozemne klime optimalna podrucja za razvoj tartufa su ona sa
hladnijom i vlaznijom klimom. Takoder, veoma je vazna mikroklima podrudja (Hrka, 1984). Za
razvoj plodnih tijela tartufa klju¢na je koli¢ina vlage u tlu na pocetku vegetacije (travanj i svibanj).
Osim na pocetku vegetacije poZeljno je da se tijekom ljetnih mjeseci, za susnog razdobilja, javljaju
povremeni pljuskovi. Tartufi rastu na tlima od neutralne do luznate reakcije (pH 6,8 do 8,0). Ka-
rakteristi¢na tla za veéinu vrsta bijelih tartufa su laporasta odnosno aluvijalna tla, dok vecini vrsta
crnog tartufa pogoduju tla sa ve¢im udjelom vapna u odnosnu na tla stanista bijelog tartufa.

Slika 1. Tuber decipiens Bozac, Siri¢ & Kos — varljivi tartuf
Figure 1. Tuber decipiens Bozac, Siri¢ & Kos - deceptive truffle
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Mikoriza

Mikoriza je rije¢ koja dolazi od gréckog mykes=gljiva i rhiza=korijen. To je oblik simbioze kod
koje se zajednicki Zivot gljive i vise biljke odvija na zavrsecima korijena vise biljke te se razlikuje
od drugih oblika simbioze. Kada proklijale spore svojim hifama naidu na korijen visih biljaka,
one obavijaju njegove zavrine dijelove i prodiru medu stanice korijena. Ti dijelovi korijena na-
bubre te se stvara nova tvorevina, koja vise nije gljiva, niti biljka (Hall, 2007). Postoji tri osnovna
tipa mikorize a to su: endomikoriza, ektomikoriza te endoektomikoriza koja nije toliko Cesta i
nedovoljno je istrazena (Bozac, 2008).

Za uzgoj tartufa bitna je ektomikoriza. U navedenom tipu mikorize, hife gljiva ne prodiru
unutar korijenovih stanica nego obavijaju korjenove dlacice domacina s vanjske strane. Taj sloj
zove se mikoklena koja formira cistide, rizomorfe i hife, tvorevine vazne za determinaciju vrste
Prodiranjem izmedu stanica vanjskih slojeva korijena, hifa tvori Hartigovu mrezicu (Hall, 2007).
Morfoloske osobine mikoriza znacajne su zbog determinacije vrsta mikorize. Sukladno tome,
moguce je odrediti u kojem postotku te koje vrste su mikorizirale sa sadnicama visih biljaka.

Mikoriza bijelog tartufa je nerazgranjena, bijelkastosiva kada je mlada do zutosvijetlosme-
da kada je starija. Cistide nisu uobicajene, a prisutne su kratke bezbojne hife oblika poput
palice za bejzbol sa zadebljanjem na vrhu (Hall, 2007.; Agerer, 2006). Veliki bijeli tartuf (Tuber
magnatum Pico) se razvija u simbiozi sa: lijeskom (Corylus avellana), crnim grabom (Ostrya car-
pinifolia), cerom (Quercus cerris), hrastom crnikom (Quercus ilex), hrastom kitnjakom (Quercus
petrae), hrastom meduncem (Quercus pubescens), hrastom luznjakom (Quercus robur), malo-
lisnom lipom (Tilia cordata), velelisnom lipom (Tilia platyphyllos), bijelom topolom (Populus
alba), crnom topolom (Populus nigra), trepetljikom (Populus tremula), bijelom vrbom (Salix
alba) i vibom ivom (Salix caprea) (Vlasi¢, 2018).

Mikoriza crnog tartufa pojavljuje se iza vrika korjenci¢a. Zutosmede je boje sa cistidama i
nac¢inom slagalice na koji se stanice gljiva slazu na povrsini plasta. To je specifi¢no za crni tartuf
(Hall, 2007., Agerer, 2006). Tamnosporni tartuf (Tuber melanosporum Vittad.) se razvija u simbio-
zi sa: obi¢nim grabom (Carpinus betulus), lijeskom (Corylus avellana), crnim grabom (Ostrya car-
pinifolia), cerom (Quercus cerris), hrastom crnikom (Quercus ilex), hrastom kitnjakom (Quercus
petraea), hrastom meduncem (Quercus pubescens), hrastom luznjakom (Quercus robur), ostri-
kom (Quercus coccifera), malolisnom lipom (Tilia cordata), velelisnom lipom (Tilia platyphyllos),
pinijom (Pinus pinea) i drugim vrstama (Vlasi¢, 2018).

Simbiontske vrste

Biljke domacini ukljucuju drvenaste visegodisnje kulture, drvece i grmlje hladnih, umjere-
nih borealnih ili planinskih Suma, ali i vrste arktickih alpskih zajednica grmlja. Poznavanje visih
biljaka znac¢ajno je zbog njihovih karakteristika te zahtjeva prema pedoklimatskim uvjetima.
Temeljem navedenoga moze se pravilno odabrati visa biljka koja ¢e se mikorizirati sporama
tartufa. Utvrdeno je da tartufi najcesce rastu u mikorizi s vrstama iz roda Quercus i Corylus te
je iz tog razloga vecina umjetno podignutih plantaza tartufa u Europi i svijetu sa vrstama iz
navedenih rodova (Vlasi¢, 2018). Prednost vrsta iz roda Corylus je ta $to se plodna tijela tartufa
pocinju stvarati 2-3 godine ranije u odnosu na vrste iz roda Quercus. Takoder, u svih vrsta izroda
Corylus ekonomski su iskoristivi i plodovi lijeske.

Proizvodnja mikoriznih presadnica

Uspjesnu mikorizaciju moguce je postic¢i uporabom tekuceg inokuluma (cjepiva) u trenut-
ku presadivanja mladih bilj¢ica (Bozac, 2008) Mikorizacijom je biljkama omoguceno da imaju
visok omjer podzemnog i nadzemnog dijela, uvjetuju bolju ishranu vodom i mineralima te na
taj nacin jacaju sposobnost odupiranja stresu, pogotovo stresu presadivanja.
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U sluc¢aju mineralne gnojidbe, gnojivo smjesteno blizu korijenja ¢ini minerale neposredno
dostupnima biljci, sto umanjuje potrebu za ekstenzivnim razvojem korijena te rezultira niskim
omjerom podzemnog i nadzemnog dijela. Kada se takve biljke presade u uvjete prirodnog tla
bez gnojiva, taj niski omjer uzrokuje nagli pad u usvajanju otopine tla i stopi prirasta. Ta se po-
java opcenito dogada kada se mlade biljke presade iz rasadnika u polje (Meddad-Hamza i sur.,
2010). Biljke uzgojene iz reznica ili mikropropagacijom mogu se inokulirati sojevima efektivnih
mikoriznih gljiva brzih stopa kolonizacije, $to rezultira uspjeSnom kolonizacijom novog korije-
nja nakon presadivanja (Vosatka i sur., 1999).

Potrebnu opremu za proizvodnju mikoriziranih presadnica ¢ine: laboratorijska igla, pinceta,
plasti¢na cetka, obi¢na voda, destilirana voda, etilni alkohol, 5%-tni vodikov peroksisd, plame-
nik, lateks rukavice za jednokratnu upotrebu, plasti¢ne posude razli¢itih dimenzija za inokula-
ciju, usitnjivac ili mikser za oslobadanje spora iz plodnih tijela, posude za sadenje sadnica i sje-
mena, autoklav ili neki drugi uredaj za sterilizaciju supstrata, vatrostalne posude, PVC vrecice i
druga oprema i alati. Najbitnije je da sav materijal i alati budu sterilni.

Prikupljanje supstrata

Tartuf beremo s plodistem (bijeli tartuf u studenom i prosincu, a crni tartuf u ozujku). Prvi
korak nakon ubiranja je ispiranje tartufa od ostataka tla, vegetativnih dijelova i sl. Gomolji se
moraju ocetkati u destiliranoj vodi, dezinficirati alkoholom i spaliti cijelom povrsinom na pla-
meniku.

Supstrat tla bi ponajprije trebao biti $to je vise moguce slican fizikalno kemijskim svojstvi-
ma tla u kojem tartuf raste. Takva tla relativno je lako skupiti na nalazistima tartufa. Navedena
tla imaju i prednost da je ve¢ kontaminirano sporama i micelijem bijelog ili crnog tartufa, pri-
rodna mikroflora te idealan omjer hranjiva (Miloti¢, 2010).

Sterilizacija

Iznimno bitna tehnoloska mjera u proizvodniji presadnica je sterilizacija. Razlog tome su
sjemenke koje mogu biti zarazene sporama drugih konkurentnih gljiva te ih je potrebno sterili-
zirati. Takoder, tlo koje prikupljamo na prirodnim stanistima potrebno je sterilizirati.

Najprije se sjeme stavlja u vodu, na mocenje, kako bi se odstranile sjemenke koje isplivaju,
jer su trule ili zarazene te nisu prikladne za daljnju proizvodnju. Zatim se sjeme potapa u otopi-
nu 5% vodikovog peroksida ili otopinu srebrnog nitrata u koncentraciji od 17 na 20-ak minuta,
nakon cega se ispire destiliranom vodom (Pogic i sur., 2010).

Supstrat ili odgovarajuca zemlja se prvo puni u standardne plasti¢ne kontejnercice s rupica-
ma za otjecanje vode. Obavlja se vlaZna sterilizacija na 120°C, 1h u 2 ponavljanja tijekom 24h,
pod pritiskom od 1,1kg/cm?3. Ovom se metodom uklanjaju bakterije, a provode se u autoklavi-
ma. Supstrat mora mirovati u Cistim prostorima oko dva dana (Bozac, 2008). Za to se vrijeme iz
supstrata eliminiraju fitotoksi¢ne tvari.

Priprema suspenzija spora

Najjednostavniji nacin pripreme suspenzije spora opisan je na sljedeci nacin: Zrela plodista
tartufa moguce je zgnjeciti ru¢no ili mikserom nakon cega se dobiva pasta koja se mijesa sa
sterilnom vodom radi oslobadanja askospora iz askusa. Otopina se kontrolira pomocu mikro-
skopa radi utvrdivanja zrelosti spora koja je potrebna za uspostavljanje mikorize. Suspenzija
spora poprimiti ¢e tamniju boju ukoliko je pripremljeno od spora crnog tartufa ili svjetliju ako
je suspenzija pripremljena sporama bijelog tartufa. Nakon sto se utvrdi stadij zrelosti spora,
dobivena masa se filtrira kroz sterilnu gazu te je spremna za inokulaciju.
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Aplikacija inokuluma

Ukoliko aplikacija nije trenutno moguca, tartuf mozemo konzervirati tako da ga zatvorimo
u posudu s malo destiliranje vode i pohranimo u hladnjak na 2 do 4 °C. U filtriranu masu umecu
se sterilizirani zirevi ili ostale sjemenke visih biljaka i ostavlja se na sobnoj temperaturi 24h. Za
vrijeme potapanja potrebno je posudu povremeno protresti radi 5to boljeg ljepljenja spora
gljiva, ¢ija je specifi¢cna tezina veca od vode. Za svaku biljku potrebno je 4-4,5g bijelog i 3g
crnog tartufa u suspenziji za inokulaciju. Medu ¢imbenicima koji odreduju uspjeh mikorizne
aplikacije, bitni su doziranje i vrijeme inokulacije te razvojni stadij biljke koju ¢e se inokulirati -
sto ranija inokulacija, to ¢e biljka dozivjeti vece dobrobiti odnosu bolju mikorizaciju (Meir i sur.,
2010.). Nakon 24h sjemenke obogacene sporama stavljaju se u kontejnercice s odgovarajucim
steriliziranim tlom. Na tlo kontejnera najprije se stavlja sloj zrnate ilovace radi drenaze, a plo-
dovi se moraju umetnuti na 2-3 njihove debljine te zaliti ostatkom suspenzije spora. Zasadeni
kontejnercici prekriju se sterilnom folijom koja se u proljece skoda kako bi biljke mogle klijati, a
tada se uspostavlja ektomikoriza biljaka i gljiva. Nakon klijanja i rasta bilja do veli¢ine 20 ak cm,
slijedi kontrola uspjeSnosti mikorizacije te zasadivanje presadnica.

Prednost aplikacije inokuluma na sjemenke u odnosu na aplikaciju inokuluma na sadnice je
u tome $to se ranom infekcijom Zeljenim gljivama stvara antagonizam prema drugim gljivama
i ne dozvoljava njihovo kasnije inficiranje nekim drugim vrstama. S druge strane, kod aplikacije
inokuluma na sadnice uvijek postoji mogucnost infekcije korijena drugim sporama prije nego
se uspostavi zeljena infekcija (Miloti¢, 2010).

Sadnja presadnica

Prije presadivanja sadnica potrebno je obaviti mikroskopsku kontrolu primarnih korjenci-
¢a. Kao rezultat kontrole dobije se uvid kako u postotak uspjesno mikoriziranih sadnica, tako i
u postotak mikorize kod uspjesno mikoriziranih sadnica. Nakon obavljene kontrole potrebno
je eliminirati eventualne nemikorizirane sadnice ili sadnice sa vrlo niskim postotkom Zeljene
mikorize. Nakon presadivanja sadnica na uzgajaliste, na kunkurenciju s drugim biljkama ne
mozemo utjecati. Miloti¢ (2010) navodi kako postignuta mikoriza ne bi trebala imati problema
s konkurencijom, zbog antagonizma te rane infekcije i dovoljno vremena provedeno u kontro-
liranim uvjetima. Sto se ti¢e pedoloskih uvjeta tla, bijelom tartufu pogoduju laporasto-ilova-
sta tla ili laporasto pjeskovita tla sa sadrzajem 16-20% CaCO3. Pozeljan sadrzaj organske tvari
7-8%, odnos C:N oko 11:15 te pH reakcija 7.4-8.4. Pogodna nadmorska visina za rast je izmedu
10 i 850 metara. Crnom tartufu pogoduje sjenovito $ljunkovito tlo sa visokim postotkom ilo-
vace i do 50%. C:N odnosom 10:12, sadrzajem humusa 1,5-3% te pH reakcijom 7.5-8.5 (Pogi¢
i sur., 2010). Gledaju¢i atmosferske uvjete tartufima najbolje odgovara vlazna mediteranska
klima, s ve¢im brojem kisnih dana u jesen i zimi te susnim ljetima. Pogoduju podrug¢ja sa vise
sunca zbog toplijeg tla, pa se tu razvijaju plodna tijela ja¢e arome. Kako bi se moglo odrediti
vrijeme plodonosenja, potrebno je poznavati brzinu rasta i duZinu Zivota vise biljke domacina.
Kod mikoriziranog hrasta prvi se plodovi pojavljuju za 10 do 13 godina i trajat ¢e ¢ak 60 i vise
godina. Dok ¢e se kod primjerice lijeske, vrbe i topole prvi plodovi pojaviti za 4 do 6 godina, ali
traju samo 20-30 godina (Pogic i sur., 2010).

Zakljucak

Temeljem dugogodisnjih istrazivanja razvidno je kako uzgoj tartufa odnosno presadnica
mikoriziranih tartufima zahtjeva stru¢nost i predanost. Sam proces inokulacije je slozen te ga
nije moguce u cijelosti obuhvatiti zbog mnogobrojnih ¢imbenika koji djeluju u prirodi. Tartufi
u mikorizi sa visim biljkama direktno utje¢u na proizvodnju Sumskih proizvoda, biodivezitet i
stabilnost ekosustava. PoSumljavanje tla poznata je i dugo primjenjivana metoda proizvodnje
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godine

drva i zastite tla od erozije te o¢uvanje okolisa opcenito. Medutim, samo posumljavanje nije
zadovoljavajuce, jer zanemaruje vrlo vrijedne gljive kao podkulturu. PoSumljavanje je potreb-
no izvoditi s mikoriziranim biljkama, a koje proizvodimo na vrlo uspjesan nacin osiguravajuci
dvostruku korist. Prvo i vrlo znacajno za Sumarsku struku je Cinjenica da biljke inokulirane s
micelijem odgovarajuce vrste gljive brze rastu, otpornije su na bolesti te daju veci prinos. Dru-
ga znacajna dobit vidljiva je u proizvodnji gljiva, u ovom slucaju tartufa. S obzirom da je na
globalnom trzistu sve veca potraznja tartufa zbog cega je i povecan interes za uzgojem istih,
proizvodnja mikoriziranih presadnica te plantazni uzgoj tartufa u Hrvatskoj bi moga postati
iznimno unosan s obzirom na potencijal koji Hrvatska ima u pogledu klime i reljefa.
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Professional paper
Possibilities of production of seedlings for truffle cultivation (Tuber spp.)

Abstract

Ectomoycorhizal symbiosis between mushrooms and perennial plants is naturally present in almost all
land ecosystems. Ectomycorhizal community perennial plants provide organic nutrients for fungus
nutrition, and in return acquires an increased absorption surface of the root system and numerous other
benefits such as improved herbal nutrition, increased pest tolerance, heavy metal toxicity, drought and
salinity, increased growth and yields. In case of truffles in Croatia the mushroom habitats are increasingly
depleted, and an alternative is offered to planting truffles. The paper presents the possibilities of producing
seedlings for truffle cultivation. This paper will contribute to the knowledge about the possibilities of
producing quality planting material for the successful production of truffles.

Key words: ectomycorrhiza, ecology, plants, truffles
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