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Sazetak

Diplomskog rada studenta Martin Sutalo, naslova

Mikorizni potencijal mikrogljive Beauveria bassiana na rast i razvoj salate

Mikrogljiva Beauveria bassiana poznata je kao insekticidno sredstvo, ali novija
istrazivanja impliciraju da stvara interakciju s biljnim domac¢inom sli¢nu mikorizi. Dosadasnja
istrazivanja potvrduju navedenu interakciju u nasadu jagode, grahu, rajcici, kupusu,
krastavcima, u usjevima je¢ma, pSenice i kukuruza, vinove loze, ali istrazivanja u uzgoju salate
su oskudna. Sukladno navedenom, cilj istrazivanja je testirati "interakciju sli¢nu mikorizi"
autohtonog izolata B. bassiana na rast i razvoj salate (Lactucae sativa, sorta Ostralie RZ) u
uvjetima plastenika.

ViSekratna aplikacija suspenzije konidija B. bassiana provedena je u fenofazi razvijena
2-3 lista salate (BBCH 12-13), zalijevanjem biljaka u zonu korijena kroz pet tjedana. Kako bi
se kvantificirao potencijal B. bassiana na promociju rasta salate putem potencijalne mikorizne
interakcije, izvagana je biomasa te izmjerena povrsina rozete i korijena svake biljke.

Rezultati potvrduju znacajno povecanje povrsine korijena biljaka (za 31,6 % i 30,5 %)
tretiranih suspenzijom konidija u odnosu na kontrolnu skupinu, kada su biljke tretirane svaki i
svaki drugi tjedan. Znacajno povecanje biomase biljaka (za 16,7 % i 20 %) zabiljeZena je u
svim test varijantama u odnosu na kontrolu. Povr$ina rozete tretiranih biljaka nije se zna¢ajno
razlikovala u odnosu na one iz kontrolne skupine. Re-izolacijom mikrogljive iz korijena biljaka
tretiranih svaki i svaki drugi tjedan, potvrden je potencijal B. bassiana da promovira rast salate
(kao posljedica interakcije slicne mikorizi) u uvjetima plastenika, ali i da nakon 10 tjedana vise
nije prisutna u koloniziranim biljkama.

Dobiveni rezultati su potvrda suvremenih istrazivanja koja pokazuju sli¢ne rezultate na
raznim biljnim kulturama. Takoder, B. bassiana pokazuje sposobnost interakcije sli¢ne
mikorizi s korijenom salate, no potrebna su dodatna istrazivanja u uvjetima in vivo u svrhu
boljeg razumijevanja ovog oblika interakcije.

Kljuéne rije¢i: Beauveria bassiana, mikoriza, endofit, in vivo, suspenzija spora, salata



Summary

Of the master’s thesis — student Martin Sutalo, entitled

Mycorrhizal potential of the microfungus Beauveria bassiana on the growth and
development of lettuce

The microfungus Beauveria bassiana is known as an insecticidal agent, but recent
studies imply that it forms a mycorrhiza-like interaction with the plant host. Previous studies
confirm the mentioned interaction in strawberry, bean, tomato, cabbage, cucumber, barley,
wheat and corn crops, vines, but studies in lettuce cultivation is scarce. The goal of the research
is to test the "mycorrhiza-like interaction” of the autochthonous isolate B. bassiana on the
growth and development of lettuce (Lactucae sativa, variety Australiae RZ) in greenhouse
conditions.

Repeated application of B. bassiana conidia suspension was carried out in the
phenophase of 2-3 lettuce leaves (BBCH 12-13), by watering the plants in the root zone for five
weeks. In order to quantify the potential of B. bassiana to promote lettuce growth through a
potential mycorrhizal interaction, the weight and rosette and roots area of each plant were
weighed.

The results confirm a significant increase in the root area of the plants (by 31.6% and
30.5%) treated with the conidia suspension, compared to the control group, when the plants
were treated every and every other week. Significantly higher biomass of plants (by 16.7% and
20%) was recorded in all test variants compared to the control. The rosette area of the treated
plants did not differ significantly compared to those from the control group. By re-isolating the
microfungus from the roots of plants treated every and every other week, the potential of B.
bassiana to promote the growth of lettuce (as a result of mycorrhizal-like interaction) in
greenhouse conditions was confirmed but also that it did not persist in the plants after 10 weeks.

The obtained results are a confirmation of modern studies that shows similar results on
various plant species. Also, B. bassiana shows the ability to interact like mycorrhizae fungi
with lettuce roots, but additional research in in vivo conditions is needed to better understand
this form of interaction.

Keywords: Beauveria bassiana, mycorrhiza, endophyte, in vivo, spore suspension, lettuce.



1. Uvod

Nova paradigma u poljoprivredi se usredotocuje na korisne mikroorganizme u tlu zbog
pozitivnog potencijala na biljke. U cijelom svijetu sve vise pozornosti zasluzuju gljive koje
imaju potencijal uspostaviti mikoriznu ili ,,mikorizi sli¢nu® interakciju s korijenjem biljnog
domacéina. Uspostavljanjem takvog tipa mutualisticke simbioze, gljive biljnom domacinu
olakSavaju unos hranjivih tvari pomocu velike mreze hifa koje se Sire od koloniziranog korijena
do okolnog tla i funkcioniraju kao dopunski apsorbiraju¢i sustav (Avio i sur., 2018). Takav
simbiotski odnos donosi brojne koristi biljkama, uklju¢uju¢i promociju rasta, otpornost na
biotski i abiotski stres, uz posljedicnu modulaciju aktivnosti antioksidativnih enzima i
biosintezu sekundarnih metabolita (fitokemikalija), kao S§to su polifenoli, antocijanini,
fitoestrogeni i karotenoidi, znacajni za ljudsko zdravlje (Rillig i sur., 2016; Avio i sur., 2018).

Aktualna istrazivanja znacajna za podrucje fitomedicine (Dara i sur., 2016; Kramski i
sur., 2023) pokazuju da entomopatogene gljive takoder mogu razviti "mikorizi sli¢nu
interakciju" s biljkama, §to odvodi do povecanja otpornosti biljaka na napad bolesti i Stetnika.
Poznato je da entomopatogene gljive iz roda Beauveria (Vuillemin) imaju vaznu ulogu u
suzbijanju populacija insekata te se sve viSe koriste za biolosko suzbijanje navedenih Stetnika.
Medutim, pripadnici roda, imaju sposobnost koloniziranja Sirokog spektra biljnih domacina,
kao endofiti bez izazivanja biljne bolesti, uz istovremenu sposobnost zaraze insekata
(McKinnon i sur., 2018). Vrsta Beauveria bassiana (Bals., Vuill. (Ascomycota: Hypocreales)
je kozmopolitska gljiva koja se prenosi tlom, gdje dolazi u doticaj s biljkama i uspostavlja
kolonizaciju s biljnim domac¢inom. Zanimljivo je da postoje radovi (Dara, 2015; Dara; 2016;
Dara i sur., 2019; Kramski i sur., 2023) koji impliciraju da ova mikrogljiva ima sposobnost
uspostaviti "mikorizi slicnu interakciju" 1 na taj nacin poticati rast i razvoj kolonizirane biljke.

Potencijal promocije rasta od strane B. bassiana, potvrden je u nasadu jagode (Dara,
2013; 2016), grahu (Dash i sur., 2018), raj¢ici (Nishi i sur., 2021), kupusu (Heviefo i sur., 2017),
krastavcima (Rajab i sur., 2020), u usjevima je¢ma, pSenice i kukuruza (Zitlalpopoca-
Hernandez i sur., 2017), vinove loze (Moloinyane i Nchu, 2019), ali istrazivanja o navedenoj
aktivnosti B. bassiana u uzgoju salate su oskudna (Macuphe i sur., 2021).

Salata (Lactuca sativa L.) je lisnato povrée iz porodice Asteraceae, koje ima veliku
nutritivnu vrijednost za ljudsko zdravlje. Listovi ove jednogodisnje biljke su velik izvor vlakana
i bioaktivnih spojeva. Uglavnom se konzumiraju svjezi, dok se u nekim podruéjima svijeta
stabljike pripremaju kao dio toplog obroka (Siswanto i sur., 2024). Salata je jedna od kultura
koja se uzgaja u cijelom svijetu, a velik broj sorata je pogodan za uzgoj u zasticenom prostoru
tijekom zime zbog sposobnosti da razviju rozetu prihvatljive kvalitete i mase u slabijim
svjetlosnim i temperaturnim uvjetima.

Primjena mikrogljiva koje promoviraju rast i razvoj salate smanjuje upotrebu kemijskih
gnojiva i posljedi¢no, negativan ucinak na okoli§ i ljudsko zdravlje. Temeljem navedenog, cilj
istrazivanja ovog rada je testirati mikorizni potencijal autohtonog izolata mikrogljive B.
bassiana na rast i razvoj salate u uvjetima plastenika.



1.1. Hipoteze i ciljevi istraZzivanja

U istrazivanje se ulazi sa sljede¢im hipotezama i njima pripadajué¢im ciljevima:

H1) Visekratna aplikacija suspenzije konidija izolata Beauveria bassiana znacajno povecava
rast korijena, rozete i biomase salate u uvjetima in vivo.

C1) Testirati u¢inak viSekratne aplikacije suspenzije konidija izolata Beauveria bassiana na
rast korijena, rozete i biomase salate u uvjetima in vivo.

H2) lzolat vrste Beauveria bassiana, primijenjen kao suspenzija spora u zonu Korijena,
kolonizira salatu i prisutan je u korijenu biljka u 10. tjednu pokusa.

C2) Re-izolacijom i mikroskopskom analizom potvrditi kolonizaciju i odrzavanje izolata
Beauveria bassiana u korijenu salate u 10. tjedanu pokusa.



2. Pregled literature

2.1. Problematika u proizvodnji bilja

Uzgoj biljaka je otezan zbog velikih gubitaka nastalih utjecajem biljnih patogena,
Stetnika 1 raznih abiotskih stresova. Buduci da je poljoprivreda najveci gospodarski sektor na
svijetu, potrebno je vrijeme da se pronade i uspostavi idealna strategija za odrzivu, ekoloski i
ekonomski isplativu biljnu proizvodnju (Rai i sur., 2014). Primjena anorganskih gnojiva u
proslom stoljecu povecala je poljoprivrednu proizvodnju za oko 50 %, medutim, to je takoder
dovelo do negativnih u¢inaka na okolis. 1z tog razloga, razvoj novih alternativa u obliku
prirodno dobivenih, ekoloski prihvatljivih i isplativih biognojiva ima prednost (Aziz, 2015;
Odoh i sur., 2020). Za pravilan rast i razmnozavanje biljke trebaju odgovarajuce koli¢ine
hranjivih tvari koje su neophodne za uravnoteZzen metabolizam biljaka 1 potrebne tijekom
cijelog Zivotnog ciklusa. Potrebni mikro i makroelementi, ukljucujuci dusik, kalcij, kalij, fosfor,
sumpor, magnezij, Zeljezo, bor, mangan, cink, bakar, nikal i molibden, mogu se isporuciti iz tla
(Kaiser i sur., 2004; Kramski i sur., 2023). Nazalost, intenzivan uzgoj usjeva svake godine
dovodi do uklanjanja takvih hranjiva, a rezerve svakog elementa su iscrpljene (Hamauda i sur.,
2022). Sa sve ve¢im naglaskom na sustave odrzive proizvodnje hrane, bioloski pripravci
posljednjih godina dobivaju na popularnosti jer smanjuju ovisnost o sintetickim
poljoprivrednim inputima, minimiziraju rizike za okoli§ od ostataka sredstava za suzbijanje
biljnih patogena. Osim bioloskih sredstava za suzbijanje, neki proizvodi na bazi mikrogljiva se
koriste kao biostimulansi u svrhu promocije rasta biljaka (Dara, 2019). Zbog osiromasenosti
tla, potrebno je primjenjivati mikroorganizme koji imaju sposobnost dopremanja esencijalnih
hranjivih tvari ¢ime pospjeSuju rast i razvoj biljaka.

2.2.  Mikorizne gljive

U rizosferi su prisutni razli¢iti mikroorganizmi koji ¢ine vaznu komponentu ekosustava
tla. Sudjeluju u opskrbi biljaka hranjivim tvarima, stimuliraju rast biljaka (Miransari i sur.,
2013; Kramski i sur., 2023) i kontroliraju aktivnost biljnih patogena (Liu i sue., 2008) te
doprinose poboljsanju strukture tla, plodnosti i poroznosti (Kramski i sur., 2023). U prirodnom
okruzenju biljke su u interakciji s mnoStvom simbiotskih mikroorganizama. Ova interakcija
uklju¢uje mikorizne gljive koje mogu uspostaviti ekto- i endo- mikorize s korjenskim sustavom
biljaka (Domka i sur., 2019). Rije¢ ,,mikoriza“ potjece od gr¢kih rije¢i ,,mykes” (gljiva) i
,rhizos* (korijen), te se odnosi na uzajamnu suradnju izmedu korijena biljke 1 micelija
mikoriznih gljiva. Kolonizacija biljaka od strane mikoriznih gljiva dovodi do promjena u rastu
postranog korijena, $to rezultira povecanjem njegove biomase, a nastanjene gljive doprinose
funkciji korjenovih dlafica absorbcijom nutrijenata. Ovaj proces omogucuje gljivama
fleksibilnost u raznolikim uvjetima okoliSa uz stalan izvor ugljikohidrata koji dobivaju od
biljnih domac¢ina. U zamjenu, gljive omogucuju biljci fosfate i ostale esencijalne minerale iz
tla, koje selektivno apsorbiraju, te povecavaju povrsinu za apsorpciju vode (Lovato isur., 1992).
Gljive koje uspostavljaju mikorizu s korijenom biljaka imaju klju¢nu ulogu u prirodnom
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ekosustavu, ali visoke koncentracije kemijskih gnojiva na poljoprivrednim povrsinama
umanjuju njihovu vaznost (Ortas i sur.,, 2017). Razumijevanje viSestrukih prednosti
mutualisticke simbioze (kao §to je mikoriza), moze biti od pomo¢i u koristenju spomenutih
gljiva kao znacajnih mikroorganizama u zelenoj tehnologiji za odrzivi razvoj poljoprivrede, $to
je postalo apsolutni zahtjev u trenutnom ekoloskom scenariju. Mikoriza takoder otvara put do
biljne proizvodnje koja ostavlja okoli§ bez Stetnih rezidua, pogodno djelujuci na sastav biljne
zajednice i tla (Prasad, 2017).

Mikorizne gljive imaju znac¢ajnu ulogu u razvoju strukture tla i formiranju agregata, sto
poboljsava kvalitetu tla i dovodi do boljeg zdravlja biljaka (Jansa i sur. 2016; Ortas i sur., 2017).
Primjena mikoriznih gljiva takoder smanjuje primjenu agrokemijskih gnojiva (Charron i sur.,
2001; Ortas 1 sur., 2017). Imaju¢i u vidu vaznost mikorize za poticanje rasta biljaka te
poboljsanja kvalitete tla, potrebno je primjenjivati autohtono prisutne mikorizne gljive posebno
u tlu s nedostatkom hranjiva (Ortas i sur., 2017). Primjena mikoriznih gljiva predstavlja vazan
aspekt odrzive i ekoloske poljoprivredne proizvodnje. Takoder, pruza vazne Kkoristi za biljnu
proizvodnju 1 okoliS. Osim $to donosi znacajne financijske uStede, implementacija mikoriznih
gljiva je klju¢na u ocuvanju plodnosti tla i smanjenju Stetnih rezidua u tlu. Ove gljive posebno
se isticu u uvjetima primjene organskih gnojiva, jer one osim $to pokazuju maksimalnu
ucinkovitost, isto tako poti¢u i razvoj drugih korisnih mikroorganizama u thu (Lovato i sur.,
1992). Zanimljivo je da su tijekom evolucije, mikorizne gljive izgubile enzimatsku sposobnost
razgradnje ugljikovih spojeva, $to ih sprjecava da postanu nekrotrofni patogeni (najceséi tip
gljivi¢nih patogena korijena) (Tisserant i sur., 2013). Mikorizne gljive razvijaju opseZznu mrezu
hifa u tlu, koja moZe povezati cijele biljne zajednice nudeci u¢inkovit horizontalni prijenos
hranjivih tvari. One razvijaju specijalizirana podruéja, koja se nazivaju simbiotska sucelja, za
interakciju s biljkom domac¢inom (Smith i Read, 2008). Obzirom na to, mikorizne gljive se
mogu podijeliti u dvije velike skupine: aseptirane endofite, kao Sto su gljive iz odjela
Glomeromycota, te septirane endofitne gljive iz odjela Asco- i Basidiomycota. Prema Bonfante
i sur. (2010) klasifikacija mikorize odrazava anatomske aspekte koji ¢ine dvije Siroke kategorije
- ektomikoriza i endomikoriza (Slika 2.1.), ovisno o tome kolonizira li gljiva medustani¢ne
prostore korijena ili se razvija unutar stanica. Endomikoriza se dalje dijele na orhidejske,
erikoidne i arbuskularne mikorize (Bonfante i sur., 2010). Gljive uspostavljaju arbuskularnu
mikorizu s korijenskim sustavom 70-90 % kopnenih biljaka (Parniske, 2008; Ortas i sur., 2017),
dok njihova svjetska prisutnost u Sumskim i agroekosustavima ¢ini 50 % mikrobne biomase
(Olsson 1i sur., 1999; Ortas i sur., 2017). Takav tip simbioze okarakteriziran je stvaranjem
subcelularne razgranate strukture unutar biljnih stanica poznate kao arbuskule (lat.
‘arbusculum’, §to znaéi grm ili malo drvo), a smatraju se glavnim mjesto izmjene hranjivih tvari
izmedu gljive i biljke. Arbuskularna mikoriza intimno povezuje biljku na hifnu mrezu gljiva,
specijalizirane za unos hranjivih tvari i vode, osobito u uvjetima ograni¢ene dostupnosti
nutrijenata (Parniske i sur., 2008; Ortas i sur., 2017). Ovaj tip gljiva pospjesuje unos posebno
imobiliziranih hranjivih tvari u tlu, kao sto su fosfor (P), bakar (Cu) i cink (Zn), koji obi¢no
zbog imobilizacije nisu dostupni korijenu biljaka (Marschner, 2012; Ortas i sur., 2017).
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Slika 2.1. Prikaz arbuskularne mikorize i ektomikorize: ektomikorizna gljiva razvija mrezu hifa
oko epidermalnih stanica (lijevo). U slucaju arbuskularne mikorize, hife se razvijaju iz spore 1
stvaraju hipopodij na epidermisu korijena. Intraradikalna kolonizacija odvija se i unutar i
medustani¢no te kulminira stvaranjem arbuskula, unutar stanica biljke (desno). (foto prema
Bonfante i sur., 2010.)



2.3. Endofitne gljive

Osim mikoriznih gljiva, skupina simbiotskih gljiva pod nazivom endofiti privlaci interes
znanstvene zajednice zbog potencijalnog blagotvornog utjecaja na biljnu vegetaciju. Endofitne
gljive obi¢no se definiraju kao one vrste gljiva koje postoje unutar zivih tkiva biljaka, tijekom
dijela ili cijelog zivotnog ciklusa, bez nanosenja ocite Stete svojim domacinima (Rodriguez i
sur., 2009; Moore isur., 2011; Yan i sur., 2015). Endofitizam je slican infekciji, ali ne uzrokuje
nikakvu bolest, zbog ¢ega dovodi do zastite biljaka od biljnih patogena induciranjem njihove
otpornosti (Pérez i sur., 2013; Rua i sur., 2013; Dara, 2019). Rije¢ "endofit" dolazi od gréke
rijei "endon", §to znaci unutar ili unutar 1 "phyton" Sto znaci biljka. De Bary (1866) je prvi put
definirao endofitekao "svi organizmi koji rastu unutar biljnih tkiva™ (tj. provode cijeli ili dio
svog zivota kolonizirajuci zdrava tkiva biljke domacéina, bilo inter- ili intracelularno) (Gautam
i Avasthi, 2019). Zanimljivo je da su izolirane iz gotovo svakog organa svake uzorkovane biljke
(Rodriguez i sur., 2009; Yan i sur., 2015). Endofitne gljive su sveprisutne unutar vaskularnih
biljaka i brojna literatura upucuju na to da imaju mnoge inhibitorne u¢inke na druge organizme
(poput insekata i patogena) koji napadaju biljnog domacina (Yan i sur., 2015).

Posljedica kolonizacije biljnog domacina endofitnim gljivama, dovodi do promocije
rasta i razvoja biljke, inducirane otpornosti te zaStite od nematoda, fitopatogenih gljiva i
bakterija. Takva asimptomatska kolonizacija biljke oslanja se na ravnotezu antagonizma
izmedu biljnog domacina i endofita koji ga kolonizira (Martinko, 2024). Ova se ravnoteza moze
narusiti kada se ¢imbenici okoliSa promijene ili kada biljka dosegne stadij starenja (Deckert i
sur., 2001; Domka i sur., 2019). Te su se gljive, tijekom evolucije, mogle razviti iz saprofita,
koji su se najprije prilagodili da postanu endofiti, a kasnije su se one koje nastanjuju podzemne
dijelove biljaka, mogle razviti u mikorizne gljive (Strullu-Derrien et al., 2018; Domka i sur.,
2019). Interakcija se sigurno dogodila nekoliko puta tijekom evolucije; dakle, endofiti su se
razvili unutar udaljenih filogenetskih skupina gljiva na nacin slican onome kod mikoriznih
gljiva, $to je omogucilo interakciju s gotovo svim biljkama. Korisna interakcija biljke i njenog
mikrobioma, odgovorna je za odrzavanje zdravlja biljke (Syamala i Sivaji, 2017; Domka i sur.,
2019). Endofitne gljive fakultativni su biljni simbionti (fakultativni biotrofi) i prema Brundrettu
(2002) (za razliku od mikoriznih gljiva) njihov razvoj nije sinkroniziran s razvojem njihovih
biljnih domacina. Dakle, gljivicni endofiti mogu dovrsSiti svoj Zivotni ciklus izvan biljke i stoga
mogu rasti na umjetnim podlogama, Sto olakSava proizvodnju ¢istog inokuluma u sterilnim
uvjetima i eliminira poteskoce u njihovom razmnozavanju. Druga posebna znacajka gljiviénih
endofita koja ih razlikuje od mikoriznih gljiva je njihova sposobnost naseljavanja nadzemnih
organa biljke (Slika 2.2.). Za razliku od mikoriznih gljiva, endofitne gljive pronadene su u
listovima, stabljikama, cvjetovima i sjemenkama biljaka (Hardoim i sur., 2015; Domka i sur.,
2019), dok su mikorizne gljive ogranic¢ene na korijenje biljaka. Velik broj vrsta moze postojati
u obliku micelija ili formirati razli¢ite strukture (Atsatt i Whiteside, 2014; Domka i sur., 2019),
Sto je posebno zanimljivo u biologiji endofitnih gljiva jer se takve morfoloske promjene mogu
dogoditi tijekom kolonizacije biljnog domacina, §to je slucaj kod gljiva koje uspostavljaju
arbuskularnu mikorizu sa svojim domac¢inom (Brundrett, 2002; Domka i sur., 2019). Time je
olaksan protok hranjivih tvari. Zanimljivo je da endofitnim gljivama nedostaje takav nacin

6



razvijanja specijaliziranih hifa (arbuskula) koje ulaze u stanice biljaka, premda sa svojim
domacinima uspostavljaju interakciju pomocu relativno nespecijaliziranih hifa (ne ulaze u
stanice biljaka) (Brundrett, 2006; Domka i sur., 2019). Sli¢cno mikoriznim gljivama, pokazalo
se da endofitne gljive potiCu rast biljaka u uvjetima s ograni¢enim hranjivima (Hiruma et al.,
2018.). Dostupne studije pokazuju da gljivi¢ni endofiti mogu razviti interakciju s biljkama koja
je slicna mikorizi (Rodriguez i sur., 2009; Rudgers i Swafford, 2009; Andrade-Linares i
Franken, 2013; Hiruma i sur., 2018; Domka i sur., 2019). Endofitne gljive mogu izravno ili
neizravno pospjesiti rast biljaka (Shah, 2019; Macuphe i sur., 2021) i poboljsati prilagodbu
biljaka tijekom nepovoljnih uvjeta, ukljucujuéi bioticke i abioti¢ke stresove (Chand i sur., 2020;
Omomow i Babaloa, 2019; Tiwari i Lata, 2018; Macuphe i sur., 2021). White Jr. i Torres
(2010.) objavili su da biljke kolonizirane endofitima proizvode vise glukoze i fruktoze.

Dok endofiti koloniziraju podzemne i nadzemne dijelove biljke, mikorizne gljive (ekto-
I endomikoriza) stvaraju odnos s korijenjem, djelujuci kao produzetak korijenskog sustava.
Obje vrste (endofiti i mikorizne gljive) omogucuju biljkama da izdrZe abiotske stresore (Bacon,
1993; Dara, 2019) i poti¢u njihov rast i razvoj (Marks, 1991; Dara, 2019).

Nadzemni
dio biljke

Podzemni
dio biljke

Slika 2.2. Polozaj endofitnih gljiva u biljnom domacinu (foto: Gautam i Avasthi, 2019)



2.4. Entomopatogene gljive

Najmanje shvacen, 0dnos je entomopatogenih gljiva s biljnim domaéinima kojeg
koloniziraju u ulozi endofita (Dara, 2019). Na temelju nedavnih istrazivanja (Vega, 2018; Dara,
2019; Macuphe i sur., 2021), entomopatogene gljive se smatraju korisnim mikroorganizmima
koji imaju vise bioloskih uloga, 0sim entomopatogene. Otkriveno je da entomopatogene gljive
nisu u¢inkovite u suzbijanju samo insekata i grinja, ve¢ takoder poboljSavaju odgovor biljke na
druge bioticke stresove (Mantzoukas i Eliopoulos., 2020). To se dogada aktivacijom inducirane
sustavne rezistencije ili kroz proizvodnju metabolita s antimikotickim i insekticidnim
djelovanjem. Prednosti ovih procesa ukljucuju poticanje rasta biljaka (Liao 1sur., 2014), ishranu
biljaka (Qiu i sur., 2014; Mantzoukas i Eliopoulos., 2020), razvoj korijena (Vega i sur., 2008)
te ublazavanje abiotiCkih stresova (Jaber 1 Owenley, 2018; Mantzoukas 1 Eliopoulos., 2020).
Poznato je da ove gljive razvijaju "interakciju sli¢cnu mikorizi" s biljnim domac¢inom kojom
poti¢u rast biljaka, a kroz endofitski odnos stimuliraju obranu biljaka i otpornost na bioticke i
abioticke stresore, negativno utjecu na biljojede putem nepatogenih mehanizama i
antagoniziraju biljne patogene (Dara, 2019). KoriStenje gljivicnih entomopatogena, kao
endofita u bioloskoj kontroli zainteresiralo je znanstvenike, $to je rezultiralo znacajnim
poveéanjem objavljenih radova na tu temu (Vega, 2018; Macuphe i sur., 2021). Biolosko
suzbijanje biljnih stetnika primjenom entomopatogenih gljiva stvara trostruku interakciju
izmedu biljaka, Stetnih insekata i gljiva te je mnogo slozenija od odnosa izmedu Stetnih insekata
1 gljivicnih patogena. Ova svojstva klju¢na su u evoluciji gljiva jer im omogucuju da prezive u
tlu i biljnom okruZenju u odsutnosti domacinskog insekta (Dara, 2019).



2.5. Mikrogljiva Beauveria bassiana
2.5.1. Taksonomija i morfologija

Proucavanje gljiva iz roda Beauveria zapocelo je joS u 19. stoljecu, kada su se na farmama
dudovog svilca u Francuskoj i Italiji pocele pojavljivati bolesti koje su periodicno zahvadale
ovu vrstu kukaca, ugrozavaju¢i industriju proizvodnje svile. Agostino Bassi di Lodi (1773-
1856) svojim dugogodisnjim istrazivanjem potvrdio je da je uzro¢nik bolesti dudovog svilca
entomopatogena mikrogljiva, ¢iji je prvi tip vrste predlozio Balsamo-Crivelli. Ova mikrogljiva
prvotno je nazvana Botrytis bassiana u ¢ast Bassija (Rehner, 2005). Po¢etkom 20. stoljeca, kada
je rod Beauveria sluzbeno opisan, ova vrsta dobila je ime Beauveria bassiana kao priznanje
Jeanu Beauverieu, koji je dao znacajan doprinos u utemeljenju i istrazivanju ovog roda (Rehner,
2011). Prema najnovijoj klasifikaciji Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (NCBI),
koja se oslanja na molekularne filogenetske analize iz 2008. godine, dokazano je da rod
Beauveria pripada odjelu Ascomycota, razredu Sordariomycetes, redu Hypocreales i porodici
Cordycipitaceae (IndexFungoforum, 2024). Gljivama roda Beauveria poznat je samo nespolni
(anamorfni) stadij. Medutim, razvojem molekularnih istrazivanja i filogenetskih analiza
otkriven je i njihov seksualni (teleomorfni) stadij. Teleomorfni stadij vrste B. bassiana -
Cordyceps bassiana, prvi puta opisan tek 2001. godine (Zengzhi i sur., 2001). lako se
teleomorfni stadij gljive Beauveria rijetko nalazi u prirodi, isti je uglavnom opisan u nekim
isto¢noazijskim zemljama, a nedavna istrazivanja potvrdila su filogenetsku povezanost
njihovog anamorfnog stadija i teleomorfnog stadija roda Cordyceps. Razvojem molekularnih
tehnika, otkriven je velik broj vrsta iz roda Beauveria (Atkins i Clark, 2004). Vrste roda
Beauveria mogu se lako identificirati prema svojim morfoloskim karakteristikama. Medutim,
unutar samog roda teze je uociti razlike medu vrstama, posebno kada se promatraju oblik i
veli¢ina konidija te izgled kulture. Zbog toga se dugo vremena govorilo samo o tri vrste - B.
bassiana, B. brongniartii i B. album. Taksonomija roda Beauveria nije detaljno istrazena, jer
vrste koje su filogenetski udaljene, mogu imati sli¢cne morfoloske karakteristike (Kirk i sur.,
2008).

Vrste roda Beauveria imaju karakteristi¢na morfoloska obiljeZja konidiofora, konidiogenih
stanica i ¢istih kultura (Slika 2.3.). Konidiofori obi¢no imaju gusto rasporedene konidiogene
stanice koje tvore grupe, Cesto kruskolikog ili okruglog oblika pri bazi i nazubljenog drska na
vrhu, Sto daje karakteristican cik-cak izgled. Konidije su pojedinac¢ne stanice koje su
pri¢vr§¢ene na mjestu, prozirne, formirane unutar cjelovitih zidova stanica, brojne i mogu biti
razli¢itog oblika, ukljucujuci okrugli, sferi¢ni, elipsoidni ili cilindri¢ni. Kulture obi¢no rastu
sporulirajuce, stvaraju¢i pahuljaste kolonije, rijetko formirajuci snopove konidija, a boja im
mozZe varirati od bijele do Zuckaste, ponekad s njeZnom ruzicastom nijansom. Zra¢ne hife su
prozirne, s glatkim i tankim stijenkama, obi¢no rasprSene, ponekad grupirane u snopove. Starije
kulture mogu postati praskaste zbog velikog broja formiranih konidija (Rehner i sur., 2011).



Slika 2.3. Morfoloske karakteristike mikrogljive Beauveria bassiana: a) ¢ista kultura na PDA
mediju nakon 14 dana, b) konidiofor, ¢) micelij, d) hife. Scal bar 5 pm (foto: original)
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2.6. Biologija

Gljive roda Beauveria demonstriraju multifunkcionalni Zivotni stil u razli¢itim
okruzenjima, ukljucujuéi tlo, biljke i kukce. U tlu, ove gljive mogu prezivljavati kao saprotrofni
micelij ili u stanju mirovanja (neaktivnih propagula) dok ne pronadu prikladnog domacina u
svom okruzenju ili razviju endofitski odnos s biljkama (Goettel i sur., 2005., Roy i sur., 2010).

Jedna od najviSe proucavanih entomopatogenih gljiva je Beauveria bassiana (Bals.) Vuil.
(Ascomycota: Hypocreales) (Rayab i sur., 2020; Macuphe i sur., 2021). Vrsta B. bassiana je
kozmopolitska vrsta koja se prenosi tlom, ima vrlo Sirok raspon domacina i osnova je za
proizvodnju mnogih bioinsekticida protiv Sirokog spektra Stetnih insekata (Vega i sur., 2009;
Rayab i sur., 2020; Macuphe i sur., 2021). Relativna vlaznost zraka je klju¢na za rast micelija i
klijanje spora, pri ¢emu visa vlaznost pogoduje ovim procesima, iako je B. bassiana
prilagodljiva razli¢itim razinama relativne vlaznosti zraka, sposobna se razvijati ¢ak i pri niskoj
vlaznosti od samo 57 %. Hife, zra¢ne konidije i jednostani¢ne blastospore, koje se proizvode
tijekom saprofitskog rasta pod odredenim uvjetima, mogu izazvati infekciju. Zra¢ne konidije
su glavni nacin Sirenja infekcije jer su otpornije na abiotski stres u usporedbi s hifama i
blastosporama. Konidije vrste B. bassiana imaju hidrofobne karakteristike i mogu se lako vezati
za hidrofobne povrsine insekata poput njihove kutikule, vostanog sloja ili struktura bogatih
ugljikovodicima. Aseksualne spore se rasprSuju vjetrom, kiSom ili prskanjem, a ponekad i1 uz
pomo¢ ¢lankonozaca koji pomazu sporama da se razviju na osjetljivim domacinima. Adhezija
konidija ili blastospora na kutikuli insekta dogada se zbog clektrostatickih ili kemijskih sila
(Holder i Keyhani, 2005).

Enzimi kao Sto su hitinaza, proteaza i lipaza igraju klju¢nu ulogu u procesu infekcije jer
razgraduju kutikulu insekata, §to omogucuje ulazak gljive u domacéina. Kada se spore (konidije)
prikvace na povrsSinu tijela kukca, u povoljnim uvjetima one klijaju, stvaraju¢i penetrirajuce
strukture poput kli¢nih cijevi i apresorija. Kombinacijom enzimatske aktivnosti i mehani¢kog
pritiska, spore ulaze u unutras$njost kukca. Nakon penetracije, hife se Sire unutar tijela kukca,
dosezu¢i hemocel, gdje se razvijaju u nove vegetativne jednostanicne strukture poznate kao
blastospore. Blastospore koloniziraju unutrasnje tkivo i uzimaju hranjive tvari za svoj rast i
reprodukciju. Kao i kod mnogih drugih entomopatogenih gljiva, vrste Beauveria proizvode
sekundarne metabolite, ili toksine, poput beauvericina, bassianolida i oosporeina, Kkoji
oslabljuju imunoloski sustav domacina. Ovi toksini, u kombinaciji s fizickim oStecenjem tkiva
i iscrpljivanjem hranjivih tvari, remete fizioloske procese u tijelu kukca, §to moze rezultirati
prestankom hranjenja, gubitkom tezine, neplodno$¢u, raznim malformacijama i promjenama u
ponasanju, te kona¢no, smréu kukca (Ortiz-Urquiza, Keyhani, 2013).
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2.6.1. Bioloska aktivnost u biljnim doma¢inima

Uz dokazani entomopatogeni i antagonisticki potencijal, promocija rasta biljaka od strane
B. bassiana dokazuje visestruku biolosku aktivnost ove gljive u proizvodnji i zastiti usjeva
(Daraisur., 2017). Mnogi izolati B. bassiana koriste se za umjetnu kolonizaciju poljoprivrednih
usjeva, ukljucujuéi krastavac (Rayab i sur., 2020; Macuphe i sur., 2021), rajé¢icu (Nish i sur.,
2021; Macuphe i sur., 2021) i kupus (Hevieto i sur., 2017). Isto tako, entomopatogene gljive
kao endofiti translociraju u biljke dusik dobiven iz uginulih kukaca (Behie i sur., 2012; Kramski
i sur., 2023). Jos jedan bitan element je Zeljezo, koje je sastavni dio mnogih enzimskih sustava
i sudjeluje u glavnim zivotnim procesima biljke, kao $to je fotosinteza. Istrazivana su
dokumentirala poboljsanje dostupnosti zeljeza u prisutnosti vrste B. bassiana, sto dovodi do
povecanja sadrzaja klorofila u listovima i duljini korijena (Raya-Diaz i sur., 2017; Kramski i
sur., 2023). Analiza tkiva vinove loze kolonizirane endofitom B. bassiana pokazala su znac¢ajno
povecan sadrzaj kalcija i magnezija (Moloinyare i Nchu, 2019; Kramski i sur., 2023).

Iako su dobiveni rezultati ovisni o vrsti usjeva, vrsti tla, vremenu i nacinu primjene gljiva,
istrazivanje je potvrdilo potrebu i vaznost proucavanja primjene endofitnih/entomopatogenih
gljiva kao novih perspektivnih sredstava za biljnu proizvodnju (Gonzalez — Guzman i sur.,
2020; Kramski i sur., 2023). Pokazalo se da endofitna/entomopatogena gljiva B. bassiana
promovira razvoj biljaka te poboljsava otpornost biljke na bolesti (Martinko, 2024) i
prezivljavanje u uvjetima stresa (Chunjuan i sur., 2021; Kramski i sur., 2023). Na primjer, biljka
cvjetaCe tretirana sporama B. bassiana pokazala je drugaciji profil sekundarnih metabolita i
poveéanu otpornost na napad Stetnikom Plutella xylostella u usporedbi s netretiranom
cvjetaCom. Pokazalo se da se licinke P. xylostella nisu mogle razviti na biljci tretiranoj listovima
suspenzijom konidija B. bassiana (Gautem i sur., 2016; Kramski i sur., 2023). Hwi-Geon Yun
i sur. otkrili su da izolati vrste B. bassiana pokazuju aktivnost protiv $tetnika Myzus persicae i
patogene gljive Botrytis cinerea (Yun i sur., 2017; Kramski i sur., 2023).

Vrsta B. bassiana proizvodi Sirok raspon sekundarnih metabolita, ukljucujuéi beauvericin,
basianolide, oosporein, ciklosporin A 1 oksalnu kiselinu, pokazujuéi -citotoksic¢no,
antibakterijsko i antifungalno djelovanje (Ownley i sur., 2010; Kramski i sur., 2023). Nazalost,
ucinkovitost B. bassiana ovisi 0 razli¢itim ¢imbenicima okoli$a, posebice o temperaturi, UV
sunéevom zracenju i vlaznosti (Wu i sur., 2020; Kramski i sur., 2023). Uz sve vise dokaza o
tome da B. bassiana ima oportunisticku endofitsku strategiju u svom zivotnom ciklusu (Vidal
i Jaber, 2015.; McKinnon i sur., 2017; McKinnon i sur., 2018), nedavne histoloske studije
pokazuju da interna (endofitska) kolonizacija tkiva listova nije moguca bez ostecenog tkiva u
koje entomopatogene gljive mogu uéi (Ullrich i sur., 2017.; Koch i sur., 2018; McKinnon i sur.,
2018.). Razliciti faktori mogu utjecati na uspjes$nost endofitske kolonizacije gljive B. bassiana,
ukljucuju¢i metodu inokulacije, odabir izolata gljive i vrstu biljke domacina (Vidal, Jaber,
2015). Vazno je naglasiti da je B. bassiana u kontekstu biljaka endofitna gljiva koja stupa u
simbiotski odnos s biljnim doma¢inom koji neki autori opisuju kao “mikorizi sli¢na interakcija*
(Dara i sur., 2016; Kramski i sur., 2023). Rezultati istrazivanja na rajéici, pokazali su da se B.
bassiana moze odrzavati na povrsini raj¢ica, kao epifit. Istrazivanje je provedeno na netaknutim
povrS§inama biljke rajCice i autori navode da je to prvo takvo istrazivanje. Rezultati su pokazali
da B. bassiana kolonizira biljke rajice, pogotovo pri visokoj vlaznosti zraka (Nishi i sur.,
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2021). Nakon aplikacije B. bassiana na sjeme kupusa, procijenjena je kolonizacija lista,
stabljike i korijena. Rezultati su pokazali da klijanje sjemena nakon primjene B. bassiana nije
znacajno.

2.6.2. Pripravci na bazi Beauveria bassiana na trzistu

Entomopatogene gljive vrste Beauveria igraju vaznu ulogu u kontroliranju populacije
insekata i sve viSe se koriste za biolosku kontrolu Stetnika (McKinnon i sur., 2018, Dara i sur.,
2017). Nakon §to je 1965. godine u SSSR-u lansiran bioloski preparat Boverin, temeljen na
gljivi B. bassiana, namijenjen za suzbijanje krumpirove zlatice i jabukovog savijaca, zapoc¢eo
je uspjesan niz tretmana koji su zahvatili Sirok spektar poljoprivrednih Stetnika diljem svijeta.
Ovaj dogadaj oznacio je pocetak masovne primjene preparata na bazi entomopatogenih gljiva
u kontroli Stetnika, a s vremenom su razvijeni i1 brojni drugi preparati za suzbijanje razliitih
insekata. Danas, ovi preparati ¢ine znacajan udio na globalnom trZiStu bioloskih sredstava za
zastitu bilja, s postupnim rastom udjela. Prema Liu i sur. (2022), B. bassiana, zajedno s
Metarhizium anisopliae su danas najvaznije i najkoristenije entomopatogene gljive koje sluze
u suzbijanju Stetnika.

Vrsta B. bassiana (Boverin) takoder je pokazala uspjeh u kombinaciji s kemijskim
insekticidima, kao S$to su subletalne doze diklor-difenil-trikloretana (DDT) ili prirodni
insekticidi na bazi biljke Azadiracta indica. Takoder, u kombinaciji s bakterijom Bacillus
thuringiensis, B. bassiana je pokazala sinergisti¢ki uc¢inak, $to je dobar primjer integriranog
pristupa u kontroli Stetnih organizama (Wraight, Ramos, 2005). U Hrvatskoj su provedena
istrazivanja koja su analizirala prisutnost gljive B. bassiana u populaciji jelovih potkornjaka i
njezin utjecaj na smanjenje broja vrsta iz roda Pityokteines. Utvrdeno je da je zaraza ovom
gljivom rezultirala relativno visokim mortalitetom potkornjaka, $to ukazuje na potencijalnu
primjenu u suzbijanju navedenih Stetnika. Takoder, u pokusima tretiranja odraslih jedinki
jasenove pipe, Stereonychus fraxini, spore ove gljive pokazale su visoku uéinkovitost u
laboratorijskim uvjetima, $to sugerira njezinu mogucu primjenu u prakti¢nim programima
suzbijanja Steto¢ina (Lackovi¢ i Pernek, 2012). Uslijed rastuce potraznje za usjevima Koji nisu
tretirani agrokemikalijama i pooStravanja propisa o reziduama sredstava za suzbijanje biljnih
patogena (posebno u Europi i Sjevernoj Americi) primjena biopesticida sve se vise potice.

Entomopatogene gljive roda Beauveria i Metarhizium ¢ine gotovo 70 % svih
komercijalnih mikoinsekticida diljem svijeta. Formulacije ve¢ine proizvoda koji se temelje na
ovim gljivama ukljucuju mociva prasiva, koncentrirane suspenzije i emulzije za tretiranje
sjemena (Mascarin i Jaronski, 2016). B. bassiana je kompatibilna kada se primjenjuje s
agrokemikalijama, ukljucuju¢i bioloske insekticide. Tvrtke poput LAM International dodaju
botaniCke spojeve, poput azadiraktina (neema), svojim proizvodima na bazi B. bassiana kako
bi postigli sinergijski u¢inak u borbi protiv stetnika (Mascarin i Jaronski, 2016).

U Fitosanitarnom informacijskom sustavu moZe se pronaci pripravak na bazi gljive B.
bassiana, a naziva se Velifer. To je bioloski insekticid koji je namijenjen suzbijanju $tetnika u
povréarstvu, jagodi i ukrasnom bilju. Koristi se tako da se aplicira rasprsivanjem ili prskanjem
lednim ili traktorskim prskalicama i raspr$ivac¢ima. Koristi se u nasadima, kao sto su lubenica,
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tikvica, ukrasno bilje, rajcica, jagoda, paprika, patlidzan, rajéica, krastavac, bundeva i dinja.
Stetni organizmi na koje djeluje su duhanov resicar, kalifornijski trips, cvjetni §titasti moljac i
duhanov Stitasti moljac (Fitosanitarni informacijski sustav, FIS, 2024).

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA, European Food Safety Authority), potvrdila
je da je upotreba gljive B. bassiana dovoljno insekticidno ucinkovita, te da do sada nisu
otkriveni ekotoksikoloski problemi (EFSA, 2020). Klju¢ni metabolit vrste B. bassiana je
beauvericin. Optimalni pH za nastanak ovog metabolita iznosi 7,2, a optimalna temperatura 25-
27 °C. Sintetaza beauvericina je neaktivna na temperaturama preko 30 °C. To dokazuje da
toksi¢nost 1 rezidue ovise o uvjetima okoline te o koli¢ini proizvedenog beauvericina (Wang,
Xu, 2012).

2.7. Salata (Lactuca sativa L.)

Salata (Lactuca sativa L.) je biljka iz porodice glavoéika (Asteraceae), koja je
jednogodisnja i zeljasta (Slika 2.7.). Tako njezino to¢no podrijetlo nije potpuno poznato, smatra
se da je potekla iz zapadne Azije i Isto¢ne Afrike. Njezina prisutnost kao namirnice
dokumentirana je ve¢ prije 500 godina prije nove ere. U starom Egiptu, salata je bila uzgajana
kao poljoprivredna kultura jo$ prije 2500 godina prije Krista, a njoj su pripisivana i
afrodizijaCka svojstva. 1z Egipta, salata se proSirila u Gr¢ku, gdje je preporucivana kao lijek od
strane poznatog grékog lije¢nika Hipokrata (460. - 377. pr. Kr.). Kasnije, iz Rimskog carstva
se salata prosirila u ostatak Europe, gdje je pocela biti intenzivno uzgajana u 8. stolje¢u. Vjeruje
se da je nakon putovanja Kristofora Kolumba (1451. - 1506. g.) salata prenesena u Sjedinjene
Americke Drzave (LeSi¢ 1 sur., 2002).

Rod Lactuca je dobio svoje latinsko ime od rije¢i ,,Jac* §to znaci mlijeko, zbog sposobnosti
biljaka da izlu¢uju bijeli mlije¢ni sok kada su oSteene. Vrsta sativa naziva se ,kultivirana“ ili
,uzgajana®. Salata glavatica prvi je put dokumentirana u 16. stoljecu i tada se uzgajala u
samostanskim vrtovima. Salata kristalka, koja je selekcionirana krajem 19. stoljeca u
Sjedinjenim Americkim Drzavama, predstavlja jednu od varijanti salate koja je posebno
uzgajana zbog svojih karakteristika. Jos od pocetka 18. stolje¢a, u Francuskoj se uzgaja salata
zaSti¢ena nauljenim pergamentnim papirom kako bi omogucéila berbu za Bozi¢. Zanimljivo je
napomenuti da je salata bila prvo povrce koje je uzgajano u zasSti¢enim prostorima kao §to su
grijana klijalista 1 staklenici (LeSi¢ i sur., 2002).

Radi se o jednogodis$njoj zeljastoj biljci koja karakterizira svojstvena struktura korijena
smjesStena u povrSinskom sloju tla na dubini od 20 do 35 centimetara. Korijen ovog biljnog
organizma formira vretenasti oblik, s postranim korijenovim zilama prvog i drugog reda koje
izbijaju iz glavnog korijena. Stabljika biljke sastoji se od nodija i internodija. U prvoj godini
vegetacije, ovi dijelovi su izrazito skraceni, dok se u drugoj godini naglo produzuju, dosezuci
visinu ¢ak do 1,5 metara. Tijekom pocetka vegetativne faze, listovi formiraju rozetu, a ovisno
o obliku i strukturi, razvijeno je nekoliko tipova salate: Salata glavatica (Lactuca sativa var.
capitata), lisnata salata (Lactuca sativa var. crispa), salata romana (Lactuca sativa var.
romana), salata stablasica (Lactuca sativa var. angustana), dugolisna salata (Lactuca sativa
var. longifolia) (Paradikovi¢, 2009).
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Ovi razliCiti tipovi salate imaju svoje specificne karakteristike i koriste se u razli¢itim
kulinarskim jelima zbog svoje teksture, okusa i prenrambene vrijednosti. Listovi salate su
sjedeci, ovalni ili okrugli, a moze biti i vise ili manje nazubljeno, Sto ovisi o specifi¢noj vrsti
salate. Cvijet salate sastoji se od cvatne glavice koja je okruzena pricvjetnim listovima. Cvjetovi
su dvospolni i nepravilni te su sastavljeni od dvostrukog ocvijeca. Vjenci¢ cvijeta ¢ine jeziCasti
cvjetovi zute boje. Cvijet salate ima pet prasnika, dok tucak ¢ini podrasla, jednogradna plodnica
koja nosi jedan sjemeni zametak. Plod salate je jednosjemeni plod sive, smede ili crne boje, a
sjemenke su ovalnog i izduzenog oblika (Paradikovié¢, 2009).

Sorte salate tipa kristalki obiljeZene su razvijenijom lisnom rozetom i krupnijim glavicama
u usporedbi s drugim sortama. Njihovi listovi su obi¢no krhkiji, s nazubljenim rubom 1 ¢esto
imaju mjehurastu povrsinu, dok su lisne Zzile izrazene, Cesto svijetlo zelene do bijele boje.
Glavice ovih sorti mogu biti vise ili manje zbijene, te imaju okrugli ili ovalni oblik. Ove sorte
obi¢no se uzgajaju na otvorenom polju tijekom kasnog proljeca, ljeta i rane jeseni (Matotan,
2004). Tijekom dana, optimalna temperatura za kristal salatu je izmedu 15 °C i 25 °C jer potice
brzi rast i razvoj biljaka, dok no¢u temperatura moze pasti nesto nize, idealno izmedu 10 °C i
18 °C. Ovaj raspon temperature pruza biljkama optimalne uvjete za fotosintezu, proces koji
omogucuje biljkama da pretvaraju svjetlost u energiju potrebnu za rast i razvoj.

Vazno je istaknuti da ekstremne temperature, kako visoke tako 1 niske, mogu negativno
utjecati na rast i razvoj kristal salate. Visoke temperature mogu uzrokovati stres biljkama, sto
moze rezultirati sporijim rastom, promjenom boje lis¢a ili ¢ak oSteCenjem biljaka. S druge
strane, niske temperature mogu usporiti metabolizam biljaka i smanjiti njihovu otpornost na
bolesti.Sorte u tipu polukristalki su sli¢ne kristalkama u morfoloskim karakteristikama, ali
njihove glavice su rahlije, lisna rozeta je manja, a listovi su manje mjehurasti i imaju slabije
nazubljen rub (Matotan, 2004). Ove sorte Cesto su preferirane u razliCitim uvjetima uzgoja i
mogu pruziti raznolike opcije za uzgajivace salate ovisno o njihovim specificnim potrebama 1
preferencijama.

Za uzgoj salate potrebno je tlo koje je blago humusno i dobro zadrzava vlagu. Biljke salate
zahtijevaju kontinuiranu opskrbu vodom tijekom cijelog razvojnog procesa, posebno do faze
zatvaranja sklopa, $to oznacCava pocetak formiranja glavica. Preporucuje se zalijevanje s oko 15
litara vode po kvadratnom metru dva puta tjedno ako nije razdoblje intenzivnog suncanja.
Najbolje je zalijevati salatu kada nema jakih obla¢nih dana kako bi se osiguralo optimalno
apsorbiranje vode. Salata najbolje uspijeva na plodnom i rastresitom tlu koje je obogaceno
organskim tvarima. Staklenika tla Cesto su pripremljena s tim zahtjevima, omogucavajuci
salati da se uspjeSno razvija i raste. Vazno je imati na umu da salata moze biti osjetljiva na
visoke koncentracije soli u tlu, stoga je vazno pratiti razinu soli. Optimalna pH vrijednost tla za
uzgoj salate krece se izmedu 6,0 i 7,0 (Paradikovi¢, 2009).

Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku iz 2023. godine, proizvodnja salate je
porasla u odnosu na prethodnu godinu. 2022. godine ukupna proizvodnja salate iznosila je 6479
tona, od ¢ega 5007 tona za trziSte 1 1472 tone u povrtnjacima za vlastite potrebe. U usporedbi s
tim, 2023. godine, proizvodnja salate iznosila je 7395 tona, od ¢ega 5279 za trziste i 2116 za
vlastite potrebe u povrtnjacima. Ove brojke pokazuju zna€ajan porast proizvodnje salate i1 za
trziSte i za vlastite potrebe (Drzavni Zavod za statistiku, 2024).
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Slika 2.7. Salata, Lactuca sativa L. (foto: original)

16



3. Materijali i metode
3.1. Podrijetlo i uzgoj izolata Beauveria bassiana

U svrhu provedbe istrazivanja, koriSten je izolat mikrogljive B. bassiana (BB-19) koji
je izoliran iz uginule odrasle jedinke krumpirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say).
Izolat je molekularno identificiran do razine vrste konvencionalnom PCR metodom (prema
Gebremariam 1 sur., 2021) uz sekvenciranje u tvrtci Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemska).

Mikrogljiva je uzgojena na krumpir dekstroznom agaru (PDA, eng. Potato dextrose
agar) 1 inkubirana u klima komori, na 24 °C, u mraku, te se ¢uva u zbirci Zavoda za
fitopatologiju (zbirka K. Martinko), na Sveucilistu u Zagrebu Agronomskom fakultetu.

3.2. Priprema suspenzije spora

Izolat B. bassiana (BB-19) uzgojen je na PDA i inkubiran na 24 °C, u mraku tijekom
21 dana u svrhu stimulacije sporulacije. Nakon 21 dana, konidije su sakupljene dodavanjem
otopine sterilne destilirane vode (10 ml) i sufraktanta (0,1 % Tween- 80), kako bi se uklonila
vodena povrSinska napetost. Potopljene konidije su njezno prikupljene sterilnim gumenim
kistom. Otopina je filtrirana kako bi se uklonili fragmenti micelija, a suspenzija konidija je
sakupljena u sterilnu bocu. Koncentracija spora u teku¢em inokulumu, odredena je nizom
razrjedenja 1 brojanjem spora u suspenzijama koriStenjem Neubauerovog hemocitometra pod
svjetlosnim mikroskopom, kako bi se postigla koncentracija spora od 1 x 107 spora/ ml.
Suspenzija (9,6 x 107 spora/ml) je uskladistena na 4 °C do upotrebe.

U svrhu provjere vijabilnosti i klijavosti spora, 5 pl suspenzije spora je aplicirano na
sterilno mikroskopsko stakalce s PDA, a klijavost je odredena nakon 24 sata inkubacije u klima
komori. Smatralo se da su spore proklijale ako je kli¢na cijev konidije bila duza od njenog

promjera. Temeljem toga, u pokusu je koriStena suspenzija s konidijama koje su proklijale vise
0d 90 % (Zemek i sur., 2021).

3.3. Sjetva salate

Kako bi se provela sjetva biljaka salate (Lactuca sativa L.) u uvjetima plastenika,
koriSteno je sjeme sorte Ostralize RZ (Kadmo d.o.o, Zagreb, Hrvatska). Sjeme je posijano u
studenome 2023. godine prema uputama proizvodaca, u supstrat (Potgrond H, Metkovi¢,
Hrvatska) koji se nalazio u kontejnerima unutar plastenika. Uzgojene su 32 biljke, a koristene
su u istrazivanju kada su razvile 2-3 prava lista (BBCH 12-13). Sadnice su zalijevane po potrebi.
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3.4. Pokus u plasteniku

Istrazivanje je provedeno u plasteniku na OPG Sutalo (Metkovi¢, Hrvatska) prema
modificiranoj metodi Staffa i sur. (2020.). Provedena je visekratna aplikacija suspenzije
konidija (50 ml/sadnici) zalijevanjem u zonu korijena salate kroz pet tjedana (Shema 3.4.). Prva
aplikacija suspenzije konidija (9,6 x 107), provedena je u fenofazi 2-3 prava lista salate (BBCH
12-13). Pokus je postavljen slu¢ajnim bloknim rasporedom u Cetiri varijante, a svaka varijanta
u 8 ponavljanja. Testne varijante ukljucivale su biljke tretirane suspenzijom konidija
mikrogljive B. bassiana. Kontrolna skupina sadrzavala je biljke koje su zalijevane otopinom
sterilne destilirane vode i sufraktanta (0,1 % Tween- 80).

3.5.  Ocitanje rezultata pokusa

Berba salate provedena je nakon 10 tjedana od postavljanja pokusa. Prikupljene su cijele
biljke (biljke s korijenom i rozetom), a uc¢inak potencijalne mikorize procijenjen je mjerenjem
povrsine rozete 1 korijena te vaganjem biomase biljaka. PovrSina rozete i korijena mjerena je
na nacin da su rozete i korijen biljaka, pojedina¢no postavljeni na bijelu podlogu i fotografirani
(le¢a fotoaparata je postavljena okomito na biljku, na visinu 70 cm), a fotografije su obradene
racunalnim programom ImageJ prema Martinko i sur. (2022). Dobivene vrijednosti su
statistiCki analizirane metodom One Way ANOVA 1 Tukey testom (p < 0,05) koriStenjem

racunalnog programa SPSS (IBM, version 15.0, Chicago, IL, USA).

3.6. Re-izolacija mikrogljive Beauveria bassiana iz korijena salate

Re-izolacija mikrogljive B. bassiana iz korijena testiranih biljaka, provedena je u 10.
tjednu od postavljanja pokusa, odnosno nakon 5 tjedana od posljednje aplikacije prema
modificiranoj metodi Staffa i sur. (2020) (Slika 3.4.).

Prikupljeni korijeni (32) njezno su isprani vodom iz slavine i zatim postavljeni na
sterilni papir u laminar s protokom zraka. Nakon $to su izrezani na manje fragmente, povrsinski
su sterilizirani 70 % etanolom u trajanju od jedne minute, isprani dva puta sterilnom
destiliranom vodom i odvojeno (ovisno o varijantama) postavljeni na povr§inu PDA u Petrijeve
zdjelice. Nacijepljeni biljni uzorci su inkubirani u klima komori, na 25°C, u mraku. Prisutnost
i odsutnost rasta B. bassiana zabiljezena je nakon 7 dana. Prisutnost B. bassiana u barem
jednom dijelu korijena, smatrala se pokazateljem kolonizacije biljke. Podaci su izrazeni kao
postotak kolonizacije ([broj koloniziranih biljaka/ broj replikacija] x 100). U svrhu morfoloske
potvrde prisutnosti vrste roda Beauveria, provedena je mikroskopska analiza.
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Slika 3.4. Shematski prikaz pokusa in vivo — visekratne aplikacije suspenzije (+) kroz 5 tjedana.
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4. Rezultati istrazivanja

4.1. Rezultati uéinka aplikacije suspenzije spora Beauveria bassiana
na razvoj salate

4.1.1. Ucinak aplikacije na rast korijena salate

Rezultati u¢inka viSekratne aplikacije suspenzije konidija izolata B. bassiana na rast
korijena tretiranih biljaka salate nakon 10 tjedana, usporedno s kontrolnom varijantom,
prikazani su tablicom 4.1. i slikom 4.1.

U svim testnim varijantama, zabiljezeno je povecanje povrsine korijena salate u odnosu
na biljke iz kontrolne varijante. Aplikacija suspenzije konidija, provodena jednom tjedno (3.
varijanta) te svaki drugi tjedan (2. varijanta), dovela je do povecanja povrSine korijena tretiranih
biljaka salate za 30,5 % i 31,6 %, dok je tretman biljaka proveden jednom (1. varijanta), doveo
do povecanja povrSine korijena test biljaka za 23,7 %, u odnosu na biljke iz kontrolne varijante.

Srednje vrijednosti povrSine korijena salate u testnim varijantama gdje je aplikacija
provodena svaki drugi tjedan (varijanta 2.) i jednom tjedno (varijanta 3.), bile su znac¢ajno vise
u odnosu na srednje vrijednosti varijante s jednom aplikacijom (varijanta 1.) i kontrolne
skupine, prema Tukey testu (p <0,05). Srednje vrijednosti biljaka koje su tretirane samo
jednom, statisti¢ki nisu bile znacajne u usporedbi s kontrolom (Tukey test, p <0,05).

Tablica 4.1. Ucinak visekratne aplikacije suspenzije konidija Beauveria bassiana na rast
korijena salate nakon 10 tjedana.

Varijante u " . . 4. varijanta

pokusu 1. varijanta 2. varijanta 3. varijanta (kontrola)
Broj aplikacija/s 1/5 3/5 5/5 410 + bilika

tjedana B.b. + biljka B.b. + biljka B. b. + biljka 2 J
Povrsina
korijena 30,4 +£6,6 ab 339+£55b 334+46D 23,2+4,7a

X (cmp) + SD
Povrsina

Korijena (%) 23,7 31,6 30,5 0

*razli¢ita slova oznadavaju statisticki znadajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti (x ) varijanti u pokusu (Tukey
test, p <0,05), SD — standardna devijacija.
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a) b)

Slika 4.1. Ucinak viSekratne aplikacije suspenzije konidija Beauveria bassiana na povrsinu
korijena salate nakon 10 tjedana; a) kontrola, b) 1 aplikacija, ¢) 3 aplikacije, d) 5 aplikacija
(foto: original).
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4.1.2. Ucinak aplikacije na rast rozete salate

Rezultati u¢inka viSekratne aplikacije suspenzije konidija izolata B. bassiana na rast
rozete tretiranih biljaka salate u 10. tjednu, usporedno s kontrolnom skupinom, prikazani su
tablicom 4.2. i slikom 4.2.

U svim testnim varijantama, zabiljeZzena je veca povrSina rozete salate u odnosu na
kontrolnu skupinu. Aplikacija suspenzije konidija provodena jednom tjedno kroz pet tjedana
(1. varijanta), dovodi do povecanja rozete tretiranih biljaka salate za 5,5 %, dok aplikacija
provodena svaki drugi tjedan (2. varijanta) i samo jednom (3. varijanta) za 12,6 % i 14,7 %, u
usporedbi s kontrolom.

Srednje vrijednosti povrSine rozete salate u svim test varijantama (1., 2. i 3.) nisu
znacajno viSe u odnosu na srednje vrijednosti kontrolnih biljaka (Tukey testu, p <0,05).

Tablica 4.2. U¢inak visekratne aplikacije suspenzije konidija Beauveria bassiana na rast rozete
salate nakon 10 tjedana.

Varijante u " . . 4. varijanta
pokusu 1. varijanta 2. varijanta 3. varijanta (kontrola)
Broj aplikacija/s 1/5 3/5 55 dH.O + bilika
tjedana B. b. + biljka B.b. + biljka B. b. + biljka 2 J

PovrSina rozete

798,8+92,3a 863,2+64,5a 884,4£94,7a 754,8 £90,3 a
X (cmg) + SD

Povrsina rozete
(%) 5,5 12,6 14,7 0

*razli¢ita slova oznadavaju statisticki znadajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti (x ) varijanti u pokusu (Tukey
test, p <0,05), SD — standardna devijacija.

15 ¢cm

Slika 4.2. Ucinak visekratne aplikacije suspenzije konidija Beauveria bassiana na povrsinu

rozete salate nakon 10 tjedana; a) kontrola, b) 1 aplikacija, c) 3 aplikacije, d) 4 aplikacije (foto:
original).
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4.1.3. Ucdinak aplikacije na biomasu salate

Tablicom 4.3. i slikom 4.3, prikazani su rezultati u¢inka visekratne aplikacije suspenzije
konidija izolata B. bassiana na biomasu biljaka salate nakon 10 tjedana, usporedno s biljkama
iz kontrolne skupine.

U svim testnim varijantama, zabiljezena je veéa masa biljaka salate u odnosu na
kontrolnu skupinu. Aplikacija suspenzije konidija provodena jednom tjedno (3. varijanta) i dva
puta tjedno (2. varijanta) unutar pet tjedana, dovela je do povecanja mase tretiranih biljaka
salate za 20 %, a tretman provoden samo jednom unutar pet tjedana (1. varijanta), do povecanja
biomase od 16,7 %, u odnosu na kontrolne biljke.

Srednje vrijednosti mase biljaka u svim testnim varijantama (1., 2. 1 3.) su znac¢ajno vise,
u usporedbi sa srednjim vrijednostima kontrolne skupine prema Tukey testu (p <0,05).

Tablica 4.3. Ucinak viSekratne aplikacije suspenzije konidija Beauveria bassiana na masu
salate nakon 10 tjedana.

Varijante u . " . 4. varijanta
pokusu 1. varijanta 2. varijanta 3. varijanta (kontrola)
Broj aplikacija/5 1/5 3/5 55 .
tjedana B. b. + biljka B.b. + biljka B.b. +biljka  dH20 + biljka
masa biljke
0,31+0,33b 0,31+0,31b 0,31+ 0,43 b 0,25 + 0,53a
% (kg) + SD
masa biljke (%) 16,7 20 20 0

*razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti (X) varijanti u pokusu (Tukey
test, p <0,05), SD - standardna devijacija.
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4.2. Rezultati re-izolacije i mikroskopske analize uzoraka korijena
salate

Re-izolacijom uzoraka korijena tretiranih biljaka salate, nakon 10 tjedana od pocetka
pokusa i 5 tjedana od posljednje aplikacije, potvrdena je kolonizacija mikrogljive B. bassiana
na uzorcima korijena iz pokusnih varijanti 2. i 3 (Slika 4.3., Tablica 4.4.)

Re-izolacija mikrogljive nije potvrdena na uzorcima korijena salate iz varijante 1.
Mikroskopskom analizom i temeljem morfoloskih klju¢eva za determinaciju, potvrdeno je da
micelij i ostale strukture pripadaju vrsti roda Beauveria.

Tablica 4.4. Prikaz re-izolacije mikrogljive Beauveria bassiana iz uzoraka korijena salate nakon
10 tjedana ovisno o ucestalosti aplikacije.

Varijante u . .. . 4. varijanta
pokusu 1. varijanta 2. varijanta 3. varijanta (kontrola)
Broj aplikacija/s 1/5 3/5 55 dH.0 + bilika
tiedana B. b. + biljka B.b. + biljka B. b. + biljka 2 J
Broj uzoraka
(korijen + 0 3 5 0
B.b.)/8 biljaka
Kolonizirane
biljke (%) 0 37,5 62,5 0
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Slika 4.3. Potvrda kolonizacije i prisustva B. bassiana u korijenu tretiranih biljaka salate (crne
strelice — Kkorijen, bijele strelice — B. bassiana): a) micelij na korijenu salate
(stereomikroskopija); b, c) konidiofor na presjeku korijena (mikroskopija); d) re-izolacija
nakon 5 tjedana; e, f) spore i konidiofori na tkivu korijena i korjenovih dla¢ica (mikroskopija)
(foto: original).
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5. Rasprava

Kako je prikazano u rezultatima istrazivanja, svi testni tretmani biljaka suspenzijom
konidija B. bassiana doveli su do povecanja povrSine korijena, rozete i ukupne biomase
tretiranih biljaka, u odnosu na biljke iz kontrolne varijante.

Povecanje povrsine korijena tretiranih biljaka je znacajno vise u varijanti s aplikacijom
provodenom svaki drugi tjedan (za 31,6 %) i jednom tjedno (za 30,5 %), dok u varijanti s
jednom aplikacijom, to poveéanje nije znacajno vise u odnosu na kontrolu (Tablica 4.1.). Sto
se ti¢e u¢inka aplikacije na rast rozete salate, istraZivanje pokazuje da je u testnim varijantama
zabiljezena veca povrSina rozete salate, medutim povecanje nije statisticki znacajno u usporedbi
s kontrolnom varijantom (Tablica 4.2.). Rezultati u¢inka aplikacije na biomasu salate pokazuju
da je zabiljezena znacajno veca masa biljke (za 16,7 % - 20 %) u odnosu na kontrolnu skupinu
(Tablica 4.3.). Re-izolacijom uzoraka korijena tretirane salate nakon 10 tjedana, potvrdena je
kolonizacija tretiranih biljaka salate s mikrogljivom B. bassiana u varijantama koje uklju¢uju
aplikaciju suspenzije spora vise od jednom. Mikrogljiva B. bassiana nije nadena u korijenu
salate desetog tjedna od posljednje aplikacije, dok je u petom tjednu prisutna.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s onima drugih istrazivac¢a. U radu autora Liu i
sur. (2022.) procijenjeni su kolonizacija i u¢inci entomopatogenih mikrogljiva B. bassiana i
Metarhizium anisopliae na poticanje rasta sadnica kukuruza. Sadnice kukuruza tretirane su
suspenzijom navedenih mikrogljiva, a visina biljaka, duljina korijena i masa biljaka praceni su
u razdoblju od 35 dana. U navedenom istrazivanju, potvrdeno je da B. bassiana, jednako kao i
M. anisopliae, ima sposobnost kolonizacije tkiva kukuruza. Ove mikrogljive su znacajno
pospjesile i rast presadnica kukuruza (Liu i sur., 2022).

Rezultati istrazivanja Tall i Meyling (2018.) dokazuju da je sjeme kukuruza tretirano
sporama B. bassiana rezultiralo biljkama s duzim korijenom i ve¢om nadzemnom masom. U
istrazivanju Canassa i sur. (2019), inokulacija sjemena graha konidijskom suspenzijom B.
bassiana dovela je do stimulacije rasta biljaka u usporedbi s kontrolom. Tretmanom se
poboljsala ne samo duzina biljaka, ve¢ i broj listova te svjeza i suha masa korijena. Premda su
ovo rezultati istraZivanja utjecaja tretmana sjemena biljaka (kukuruza i graha), primjena B.
bassiana je dovela do stimulacije podzemnog i nadzemnog dijela biljaka, §to je u skladu s ovim
istrazivanjem.

S druge strane, istrazivanje Dare (2016) donosi opre¢ne rezultate. U istrazivanju utjecaja
primjene mikrogljive B. bassiana u uzgoju jagoda, prosje¢na masa biljaka tretiranih s B.
bassiana, iznosila je 28,8 g, sarazlikom od 0,1 g u odnosu na prosjec¢nu masu kontrolnih biljaka.
Kako istice Dara (2016), vrsta B. bassiana nije imala znacajan utjecaj na prinos niti na rast
biljke jagode. Autor navodi da je ovo prvo istrazivanje koje je istrazivalo utjecaj gljive B.
bassiana na jagode pa sugerira da bi se trebalo provesti viSe istrazivanja (Dara, 2016). Obzirom
da u radu nisu navedeni podatci 0 ponovnoj re-izolaciji gljive iz uzoraka jagoda, ne moze se
potvrditi da je kolonizacija nakon primjene B. bassiana bila uspjesna.

Rajab i sur. (2020.) bavili su se istrazivanjem utjecaja B. bassiana u nasadu krastavca.
Istrazivanje je obuhvatilo pet razli¢itih metoda inokulacije, a B. bassiana bila je prisutna unutar
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tkiva biljke krastavca do 90 dana od inokulacije. Rezultati su pokazali sposobnost mikrogljive
B. bassiana da kolonizira biljku i da se odrzava u njenim razli¢itim dijelovima u uvjetima in
vitro (Rajab i sur., 2020). Tretmani sjemena i korijena olaksali su kolonizaciju biljke kupusa,
ali endofitska kolonizacija varirala je u vremenskom razdoblju uzorkovanja. Kolonizacija je
bila veca u listovima i stabljikama nego u korijenu te nije imala utjecaj na rast biljke kupusa
(Heviefo i sur., 2017).

Razli¢iti rezultati utjecaja B. bassiana na razlicite biljke je posljedica razlike u izolatima
i njihove sposobnosti da koloniziraju domacinsku biljku te da se odrze unutar iste. Razliciti
faktori mogu utjecati na uspjesnost endofitske kolonizacije B. bassiana, uklju¢uju¢i metodu
inokulacije, odabir izolata gljive i vrstu biljke domacina, kako isticu Vidal i Jaber (2015).
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6. Zakljucak

Temeljem rezultata, izvedeni su sljedeci zakljucci:

1) Visekratna aplikacija suspenzije konidija izolata B. bassiana znacajno povecava rast
korijena i biomase salate, dok poveéanje povrsine rozete nije zna¢ajno, U uvjetima in vivo,
zbog Cega se prva hipoteza djelomi¢no prihvaca.

2) lzolat vrste B. bassiana, primijenjen kao suspenzija spora u zonu korijena, kolonizira salatu,
a u biljci se zadrzava do 5 tjedana od posljednje aplikacije temeljem mikroskopske analize
i re-izolacije mikrogljive iz korijena tretiranih biljaka. Buduc¢i da B. bassiana nije prisutna
u salati u 10. tjedanu pokusa od prve aplikacije, druga hipoteza se ne prihvaca.

Temeljem navedenih rezultata, mozemo =zakljuciti da je izolat BB-19
entomopatogene/endofitne mikrogljive vrste B. bassiana pokazao "mikorizi sli¢nu interakciju"
s tretiranim biljkama salate poti¢uci rast i razvoj salate u vidu zna¢ajnog povecanja biomase i
povrsine korijena salate u uvjetima plastenika.

Potvrdena bioloska aktivnost ove multifunkcionalne mikrogljive mogla bi dovesti do
povecéanja njene primjene u biljnoj proizvodnji, no potrebna su dodatna istrazivanja u uvjetima
in vivo.
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