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Arbuskularna mikoriza i maslina

Sazetak

Arbuskularna mikoriza je simbiozni odnos pri kojem gljiva prodire u stanice korteksa korijena vaskularne
biljke. Selekcija prikladnog soja gljiva, koja ovisi o uzgajanoj kulturi, jedan je od najvaznijih faktora za
ostvarivanje uspjesne arbuskularne mikorize. Jednom kada se ostvari uspjesan simbiozni odnos, koji na
odredeni nacin predstavlja most izmedu korijena biljke i tla, dolazi do pozitivnog utjecaja na prinos kao
i na kvalitetu maslinova ulja. Dosadasnja istraZivanja su potvrdila kako arbuskularna mikoriza moZe
pozitivno utjecati naishranjenost i poboljSano zdravstveno stanje masline, prinos plodova kao i na kemijski
sastav maslinovog ulja. Ovakva saznanja omogucuju poboljsanje te moduliranje razli¢itih parametara
proizvodnje u maslinarstvu.

Kljuéne rijeci: arbuskulama mikoriza, Glomus, maslina, maslinovo ulje

Uvod

Maslina je izrazena mikotrofna biljna vrsta (Roldan Fajardo i Barea 1986) za ¢ijom proizvod-
njom raste interes zbog osvijeStenosti potrosaca o nutritivnoj vrijednosti maslinovog ulja. Za
proizvodnju maslina znacajne su endomikorize, i to podgrupa nazvana arbuskularne mikorize
(AM). Arbuskularne mikorizne gljive predstavljaju most izmedu biljke i hranjiva iz tla, stoga
raste interes za njihovu upotrebu kao biljnih fertilizatora. Ove gljive su obligatorni simbionti
koji pripadaju koljenu Glomeromycota (Schiil3ler i sur., 2001) te stvaraju simbioze sa oko 80%
kopnenih biljnih vrsta na nacin da gljiva prodire u stanice korteksa korijena pri ¢emu nastaju
karakteristicne arbuskule i/ili vezikule.

Mikozne gljive se hrane biljnim nusproduktima, a biljkama olakSavaju unos hranjiva i vode.
Utjecu i na smanjenje vodnog stresa kao i vecu otpornost na patogene organizme. Kako se ma-
sline uglavnom uzgajaju u susnim podrucjima, uzgojem mikoriznih maslina mogu se iskoristit
erodirajuca i semiaridna podrucja koja inace nisu primjerena za poljoprivrednu proizvodnju.
Medutim, rezultat kolonizacije je nepredvidiv zbog razlika u efektivnosti mikorize koja ovisi o
kombinaciji varijeteta masline i fungalnog soja mikorizne gljive, kompeticiji selektiranog fun-
galnog soja sa ostalim mikororganizmima tla kao i nizu drugih ¢imbenika. Zbog brojnih pozi-
tivnih strana ovakvog simbiotskog odnosa, intenzivno se istrazuju mogucnosti iskoristavanja
mikoriznih asocijacija u maslinarstvu.

Identifikacija autohtonih sojeva arbuskularnih gljiva

Klju¢ni korak u istrazivanju autohtonih arbuskularnih mikoriznih sojeva je njihova identifi-
kacija i kvantifikacija.

Vierheiliga i sur. (2005) navode dostupne spektrofotometrijske metode njihove detekcije
i kvantifikacije te in vivo opazanje strukture gljiva u korijenovom sustavu. U nedestruktivne
metode kvantifikacije navode svjetlosnu mikroskopiju (nativnih i obojanih AM struktura), epi-
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fluorescencijsku mikroskopiju (kod neobojanog vijabilnog korijena detektira samo propadnu-
te AM fungalne strukture) i konfokalnu lasersku pretrazenu mikroskopiju (CLSM sa fluorokro-
mom; vizualizacija fungalnih struktura u vijabilnom biljnom tkivu).

Destruktivne metode baziraju se na aktivnosti specificnih enzima u cilju vizualizacije meta-
bolicki aktivnog tkiva (Vierheiliga u sur., 2005).

U proslosti je molekularna karakterizacija reda Glomales bila ogranic¢ena (Hijri i sur., 1999),
no vec vise od 20 godina rBRNA se rutinski koristi za istrazivanja filogenetskih odnosa izmedu
AM gljiva (Schwarzott i Schiifler, 2001; Calvente i sur., 2004). Jedan od razloga uspjesnosti filo-
genetskih istrazivanja gljiva baziranih na rRNA lezi u lakodi dizajniranja pocetnica.

U svakodnevnoj su upotrebi razli¢cite molekularne metode istrazivanja bioraznolikosti mi-
koriznih gljiva koje se baziraju na PCR analizi visoko konzerviranih regija koje kodiraju riboso-
me, ITS regije (internal transcribed spacer - unutarnji transkribirani razmaknici) koje pokazuju
odredeni stupanj varijacije i IGS (intergenic spacers- intergeni razmak) koji su najvarijabilnije
regije, nakon ¢ega obic¢no slijedi restrikcijska analiza (RFLP) amplificiranih segmenata.

Najcesce koristena DNA u filogenetskim istrazivanjima gljiva je ona smjestena u ponavlja-
jucim regijama rDNA u jezgri. Jedan od razloga ceste koristenosti rDNA u filogenetskim istrazi-
vanjima jest taj sto su ribosomske genske nakupine gljiva rasporedene u oko 200 uzastopnih
ponavljanja. Zahvaljujucéi tome, svaka jezgra sadrzi 200 ili vise jednakih kopija regije sto pove-
¢ava Sansu pronalaska netaknute kopije u uzorku koja se moze upotrijebiti u molekularnim
analizama. Jos jedna prednost rDNA regija je ta sto one nude moguc¢nost usporedivanja na
mnogim taksonomskim razinama. Unutar rDNA ponavljanja nalaze se 3 kodirajuca gena (18S,
5.85i28S) i 2 razmaka (ITS 1iITS 2), dok se treci razmak (IGS) nalazi izmedu parova ponavljanja.
Visoko konzervirani i opce prisutni 18S, 5.85 i 285 geni kodiraju rRNA molekule koje postaju
strukturni dijelovi ribosoma i esencijalne su za sintezu proteina. Razmaci ITS 1 ITS 2 su mnogo
varijabilniji, a zbog izrezivanja njihovih transkripata, korisni su za taksonomsku usporedbu bli-
sko srodnih vrsta i rodova. IGS razmak se ne transkribira i on je visoko varijabilan.

Cimbenici efektivnosti mikorize

Na kolonizaciju korijena utjecu brojni faktori poput temperature, svjetlosti i dostupnosti
nutrijenata (narocito fosfora). lako su takva istrazivanja na maslinama ogranic¢ena, istrazivanja
na drugim biljnim vrstama su utvrdila utjecaj visokih i niskih temperatura na intenzitet i efi-
kasnost mikoriznih simbioza. U istrazivanju Baona (1994) dokazano je da pri temperaturi od
15 °C dolazi do kolonizacije je¢ma sa vrstom Glomus etunicatum, ista izostaje pri temperaturi
od 10 °C. Wu i Zou (2010) isticu da je kod mandarine na umjerenim temperaturama mikoriza
imala pozitivan uc¢inak u, dok su na niskim temperaturama pozitivni ucinci formiranih mikoriza
zanemarivi.

Kod visokih temperatura, kolonizacija korijena je smanjena kada temperature prijedu 30 °C
(Bowen 1987), a za AM gljive temperatura veca od 40 °C djeluje letalno (Bendavid-Val i sur., 1997).

Stvaranje mikoriznih simbioznih odnosa moze ogranicavati i visoka koncentracija fosfora u
tlu. Kod vrste Trifolium subterraneum dodavanje fosfora u koli¢ini dovoljnoj za maksimalan rast
smanjilo je kolonizacije korijena za 21% (sa 74 % na 53 %). Potvrdeno je kako ogranicavajuci
ucinak na stvaranje ucinkovitih simbioznih odnosa moze imati i preniska koncentracija fosfo-
ra u tlu, a u takvom slucaju dodatak niskih koncentracija fosfora moze djelovati stimulativno
(Bolan isur,, 1984). Sanders (1975) sugerira da zbog inhibirajuceqg efekta fosfora iz tla dolazi do
inhibicije rasta hifa sto su i potvrdili i De Miranda i sur. (1989).

Osim fosfora, Nouri i sur. (2014) su istrazili utjecaj drugih elemenata iz tla na sposobnost
stvaranja simbioznih odnosa izmedu AM gljiva i biljaka, pritom koristeci biljne vrste Petunia
hybrida i Rhizophagus irreqularis kao simbiozni model. Rezultati su potvrdili kako dostupnost
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fosfora i nitrata u tlu moze djelovati kao ogranic¢avajuci cimbenik nastanka AM, dok sulfati,
Mg2*, Ca2* i Fe3* nemaju utjecaja. Nedostatak odredenih nutrijenata, narocito nitrata, potice
stvaranje AM i moze ponistiti negativan utjecaj visoke koncentracije fosfora. Kalij se u tlu nalazi
u velikim koncentracijama, medutim snazna mineralna adsorpcija uvelike ograni¢ava njegovu
dostupnost biljkama.

Garcia i Zimmermann (2014) isticu kako kalij kojeg je biljka dobila putem AM simbioze
moze korelirati sa tolerancijom biljke na abioticki stres poput visokog saliniteta tla i suse.

Daft i El Giahmi (1978) zakljucili su da do smanjenja stope kolonizacije moze dovesti de-
folijacija i ograniceno izlaganje svijetlu, dok je Hayman (1974) ukazao da je kolonizacija veca
kod veceg intenziteta svjetla sto je korelirano sa povecanom koncentracijom secera u korijenu.

Na utjecaj kolonizacije korijena utjece tip tla i nacin obrade tla (Chatzistathis i sur. 2013).
Wang i sur. (2015) su analizirali utjecaj tala razli¢ite namjene na raznolikost arbuskularnih mi-
koriza. Rezultati istrazivanja ukazuju na to da su sadrzaj ukupnog dusika, organske tvari u tlu i
dostupnog dusika najvazniji cimbenici koji utjecu na arbuskulano mikorizne zajednice, a odre-
deni filotipovi su bili usko povezani sa odredenim kemijskim svojstvima, odnosno, AM zajedni-
ce su razlic¢ite u tlima razli¢ite namjene.

Montes-Borrego i sur. (2014) su proveli iscrpno istrazivanje strukture i raznolikosti AM za-
jednica u rizosferi maslina koriste¢i metode neovisne o kultivaciji (T-RFLP i amplikon 454 piro-
sekvenciranje). Najznacajniji faktori koji utjecu na raznolikost takvih zajednica kod maslina su
pH tla, tekstura tla, dostupnost biljnih nutrijenata te klimatske varijable. Rezultati ovog istra-
zivanja snazno ukazuju na to da sastav AM zajednica kod maslina odreduje primarno tip tla i
klima, a u manjoj mjeri karakteristike biljke domacina (starost, vegetativno stanje, genotip) ili
poljoprivredna praksa. Nadalje, Nacer Mekahlia i sur. (2013) isti¢u da kolonizacija varira ovisno
o klimatskoj zoni, odnosno cesca je i intenzivnija u sub-humidnom klimatu. Ovakva i slicna
istrazivanja raznolikosti AM sojeva su u fokusu znanstvenog interesa zbog velikih mogucénosti
njihove primjene kao inokulanta u komercijalnom uzgoju maslina.

Brojna istrazivanja su pokazala da AM utjecu na bolje zdravstveno stanje biljke domaci-
na kroz niz ¢imbenika. Primjerice, mogu poboljsati rast biljke (Shokri i Maadi, 2009), smanijiti
stres nakon presadivanja (Dag i sur., 2009), povecati toleranciju biljke na susu (Marulandai sur.,
2007) i salinitet tla (Sheng i sur,, 2009), pruziti zastitu od bolesti i Stetnika (Castillo i sur., 2006)
kao i poboljsati toleranciju biljke na teske metale iz tla. Isto tako, neki od razloga smanjenog
oboljenja kod mikoriznih biljaka su kompeticija AM gljiva za mjesto kolonizacije s patogenima,
nutritivna stabilnost biljke koja omogucava bolju obranu od infekcije, tolerancija na simptome
bolesti i to narocito na ostecenja korijena. Mikorizne gljive mogu stvarati i produkte s antimik-
robnim djelovanjem.

U istrazivanju, Porras-Soriano i sur. (2009) su pokazali da je osmotski stres prouzrocen do-
datkom NaCl-a rezultirao skra¢ivanjem promjera stabljike, smanjenim brojem i duzinom izda-
naka te smanjenim unosom nutrijenata. Kod koloniziranih biljaka navedeni negativni simpto-
mi bili su ublazeni, odnosno, kolonizacija korijena masline mikoriznim gljivama je utjecala na
poboljsavanje tolerancije na sol u vidu rasta masline i unosa nutrijenata.

U navedenom istrazivanju je zbog povecanog saliniteta biomasa kod kontrolnih biljaka
smanjena za 78 %, dok je kod mikoriznih maslina smanjena za 34 % sto je vjerojatno rezultat
povecanog unosa kalija koji ima znacajnu ulogu u regulaciji osmotske ravnoteze.

Arbuskularne mikorize mogu utjecati na povecanje kapaciteta apsorpcije vode na nacin
da povecavaju hidraulicku konduktivnost korijena i uspostavljaju osmotski balans (Al-Karaki
i Clark, 1988). Zbog svega navedenog, razmatra se upotreba arbuskularnih mikoriza u cilju
ozdravljenja slanih tala, a najvise paznje je usmjereno na Glomus spp., buduci da su vrste ovog
roda najcesce pronadene u slanim tlima (Wang i sur., 2004).
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Razli¢ita istrazivanja su pokazala da AM utjecu na ublazavanje vodenog stresa masline na-
stalog usred suse (Fouad i sur.,, 2014; Bompadre i sur., 2014), §to je znacajna karakteristika ima-
juc¢i na umu da se masline ¢esto uzgajaju u susnim podrudjima.

Meddad-Hamza i sur. (2010) su istrazili potencijal mikoriznih gljiva Glomus mosseae i Glo-
mus intraradices izoliranih iz maslina u Alziru, za stimulaciju rasta mikropropagiranih maslina te
je usporedena njihova sposobnost odupiranja stresu nakon presadivanja. U usporedbi s kon-
trolom koja je primala mineralna gnojiva, inokulirane biljke su pokazale bolji razvoj. lako je G.
mosseae imao nizu razinu kolonizacije u usporedbi s G. intraradices, jednako je utjecao na rast
biljke, sto ukazuje na to da uspjesnost mikorize ne ovisi u tolikoj mjeri o kolonizaciji koliko o
ucinkovitosti fungalnog soja. Suprotno od kontrole, kod mikoriznih biljaka bio je favoriziran
rast korijena u odnosu na nadzemne dijelove. Tjedan dana nakon presadivanja, kontrolna bilj-
ka je pokazivala reakciju na stres u vidu uvenuca te gubitka tezine i lis¢a , dok su inokulirane
biljke zadrzale turbiditet i vigor. Ovakav rezultat se moze objasniti razvijenijim korijenom u od-
nosu na nadzemne dijelove, koji je omogucio bolju izmjenu vode i nutrijenata izmedu korjena
i nadzemnih djelova te brz unos vode, ¢cime je smanjen stres.

AM takoder mogu ogranicavati biljne infekcije korijena izazvane od gljiva i nematoda. Palo-
mares-Rius i sur. (2012) su istrazili sastav i raznolikost nematoda koji parazitiraju na maslinama
u Spanjolskoj. Utvrdili su da na brojnost i raznolikost nematoda utjece sorta masline te nacin
odrzavanja nasada. Na sastav nematodnih zajednica utjecali su sorta masline i tekstura tla, pH
tla, udio pijeska, zamjenjivi kalij te maksimalne i minimalne temperature tla.

Utjecaj AM na maslinu

Hife gljive su mnogo tanje od korijenja zbog ¢ega mogu prodrijeti u manje pore tla te na taj
nacin povecavaju volumen tla dostupan korijenu, opskrbljuju biljku nutrijentima i ublazavaju
posljedice biotickog i abiotickog stresa, sto su do sada potvrdila mnogobrojna istrazivanja.
Porras-Soriano i sur. (2009) isti¢u kako su presadnice masline inokulirane sa AM gljivama (Glo-
mus mosseae, Glomus intraradices ili Glomus claroideum) imale vedi rast i bolju sposobnost asi-
milacije dusika, fosfora i kalija u odnosu na kontrolnu- neinokuliranu biljku. Troncoso (2008) je
utvrdio kako su presadnice masline dobivene in vitro razmnozavanjem inokulirane sa Glomus
intraradices, imale bolji postotak prezivljavanja nakon presadivanja, a nakon 180 dana trostru-
ko povecanje biljne mase, povecanje suhe tvari i visine biljke.

Arbuskulame mikorize utjecu na prilagodbu biljke na tla bogata manganom na nacin da
imobiliziraju mangan u korijenju sprje¢avajuci pritom njegov transport u ostale biljne djelove
te pomazudi biljci da unese fosfor sto djeluje pozitivno na zdravstveno stanje biljke.

Nogueira i sur. (2007) kao i Zhu i sur. (2002) navode kako unos fosfora od strane biljke inter-
ferira sa unosom i/ili translokacijom mangana iz korijena do stabljike. Briccoli Bati i sur. (2015)
su istrazili ulogu AM gljiva u pristupacnosti makroelemenata i mikroelemenata mladim masli-
nama uzgojenima u lon¢anicama na tlu koje sadrzi visoke koncentracije mangana.

Sorte maslina 'Ascolana tenera’, 'Nocellara del Belice' i 'Carolea’ bile su inokulirane sa ko-
mercijalnim i autohtonim sojevima. Neovisno o sorti i soju gljiva, koncentracija fosfora kod
inokuliranih biljaka je bila dvostruka u odnosu na neinokulirane. Takoder, kod inokulirane bilj-
ka zabiljezen je visestruko veci prirast (1,7 — 5 puta). U ovom istrazivanju dokazano je kako su
AM gljive djelovale zastitnicki prema biljci obzirom na visoke koncentracije mangana u tlu sto
je rezultat 'razrjedenja’ mangana u biljnom tkivu buduci da su inokulirane masline imale vecu
biomasu te je zbog imobilizacije unos i transport mangana bio ogranicen. lako je najvjerojatni-
je da ce uspjesan simbiozni odnos uspostaviti autohtoni, prirodno prisutni sojevi, Estaun i sur.
(2003) navode kako je inokulacija prije sadnje u polje sa Glomus intradices sojem pokazala bolje
rezultate u vidu biljnog rasta na sorti 'Arbegiuni' od G. mosseae i od autohtonih AM sojeva.
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Takoder, navode kako je inokulacija u vrijeme sadnje potpomogla rani rast i razvoj biljke, dok
se taj efekt tijekom vremena smanjio sto pripisuju postepenom kolonizacijom biljke kompeti-
tivnijim autohtonim (prirodno prisutnim) sojevima.

AM utjece na kvalitetu i prinos maslinovog ulja. Kapulnik i sur. (2010) u svom su istraziva-
nju pokazali da je sorta masline 'Barnea’ inokulirana sa sojem Glomus intradices pokazaoimala
povecani prinos za 2,8 puta, a kod inokulacije sa mjesavinom sojeva Glomus intradices i Glomus
mosseae povecanje prinosa je bilo za osam puta vece u odnosu na neinokuliranu kontrolu. Sli-
¢an trend je primijecen i kod sorte 'Picual’. Kod obje navedene sorte u istrazivanju inokulacija
sa mjesavinom sojeva rezultirala povecanjem prinosa u odnosu na kontrolu.

U istrazivanju utjecaja AM na kemijski sastav maslinovog ulja, Kara i sur. (2015) isticu da
je kod plodova inokulirane masline zabiljezena veca razina akumuliranih hidroksitirozola i p
— hidroksibenzoi¢ne kiseline, a manja razina vanilina, dimetil-oleuropeina i luteolina. Razina
sekoiridoidnih aglikona je kod ulja proizvedenog od inokuliranih maslina bila niza. Uocene su
razlike u razini fenola kod ploda i ulja — koncentracija hidroksitirozola je kod ploda porasla, dok
je koncentracija verbaskozida (sekundarni konjugat hidroksitozola) opadala u ulju inokuliranih
maslina. Proizvodaci komercijalno dostupnih AM sojeva navode kako je analiza maslinovog
ulja dobivenog od maslina inokuliranih sa njima pokazala da takvo ulje ima vedi sadrzaj mono-
nezasicenih kiselina i 3 a kiselina u odnosu na neinokuliranu kontrolu, a takoder je i koncentra-
cija vitamina D bila veca.

Zakljucak

Koristenje AM u uzgoju maslina pridonosi povoljnom utjecaju na ekosustav poboljsavajuci
strukturu tla poticanjem agregacije, utjecu na bolju pristupac¢nost makroelemenata i mikro-
elemenata kao i na bolju ishranjenost i zdravstveno stanje stabilnost maslina, kao i prinos i
kakvocu ulja.
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Professional paper
Arbuscular mycorrhizal fungi and olive groves

Abstract

Arbuscular mycorrhiza - a symbiotic relationship in which the fungus invades the cortical cells of the root
of the vascular plant. The selection of a suitable fungal strain, which depends on the crop grown, is one of
the most important factors in achieving a successful arbuscular mycorrhiza. Once achieved, a successful
symbiotic relationship acts as a bridge between the plant roots and the soil that has a positive impact
on nutrient transport. Previous research has confirmed that arbuscular mycorrhiza can have a positive
effect on olive nutrition, phytosanitary stability, as well as fruit yield and olive oil quantality, and chemical
composition. Insight into relationship enables the improvement and modulation of various production
parameters in olive growing.
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