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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Martine Stvori¢, naslova

NAJZASTUPLJENIJE AUTOHTONE VRSTE RODA TRICHODERMA 1Z
RIZOSFERE MASLINE

Benefitne gljive iz roda Trichoderma prirodno su prisutne u rizosfernom sloju tla i
rasprostranjene Sirom svijeta. Ekonomski su vazni organizmi jer se koriste kao biofertilizatori
i kao bio-¢imbenici u biofungicidima, ¢ija se u¢inkovitost o¢ituje u mehanizmima antagonizma:
kompeticiji, mikoparazitizmu i antibiozi. Autohtone vrste iz roda Trichoderma imaju efikasniji
antagonisticki 1 biostimulativni uc¢inak. U svrhu komercijalizacije autohtonih vrsta iz roda
Trichoderma u bio-pripravke, vrste je potrebno identificirati te istraziti njihovu bioraznolikost
i geografsku distribuciju. 1z deset uzoraka tla rizosfere mediteranskih maslinika izolirane su
akseni¢ne kulture gljiva. Utvrdeno je Sest razli¢itih autohtonih vrsta: Trichoderma koningiopsis
agg., Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma paratroviride i Trichoderma sp. (neidentificirana vrsta), a najzastupljenije su
Trichoderma harzianum i Trichoderma koningiopsis agg. Klasi¢ni opisi morfoloskih znacajki
nedostatni su pri identifikaciji ovih askomiceta, stoga su nadopunjeni suvremenim

molekularnim metodama — DNA-barkodiranjem genskih sekvenci ITS, rpb2 i tefl-a.

Kljuéne rije¢i: bioraznolikost, DNA-barkodiranje, Mediteranska regija, rizosfera



Summary

Of the master’s thesis - student Martina Stvorié, entitled

THE MOST COMMON INDIGENOUS SPECIES OF THE GENUS TRICHODERMA
FROM THE OLIVE RHIZOSPHERE

Beneficial fungi of the genus Trichoderma occur naturally in the rhizosphere layer of
the soil and are distributed worldwide. These organisms are economically important because
they are used as biofertilizers and bio-factors in biofungicides, the efficacy of which is
manifested in the mechanisms of antagonism: competition, mycoparasitism and antibiotics.
Indigenous species of the genus Trichoderma have a more effective antagonistic and
biostimulating effect. To commercialize indigenous species of the genus Trichoderma in bio-
formulations, it is necessary to identify the species and to study their biodiversity and
geographical distribution. Axenic fungal cultures were isolated from ten soil samples taken
from the rhizosphere of Mediterranean olive trees. Six different indigenous species were
identified: Trichoderma koningiopsis agg., Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma paratroviride and Trichoderma sp. (unidentified
species), and the most abundant were Trichoderma harzianum and Trichoderma koningiopsis
agg. Classical descriptions of morphological features are not good enough for the identification
of these ascomycetes, so they are complemented by modern molecular methods — DNA-

barcoding of gene sequences ITS, rpb2 and tefl-a.

Keywords: biodiversity, DNA-barcoding, Mediterranean region, rhizosphere



1. Uvod

Zivo je tlo osnova poljoprivredne proizvodnje. U njemu Zivi 95 % ukupne svjetske
bioraznolikosti (Fierer, 2017.). Bioloska raznolikost je okosnica Zivota, a njen znacaj je u
sveukupnosti razli¢itih vrsta koje u isto vrijeme obavljaju razli¢ite funkcije. Bioraznolikost
omogucava uspjesno funkcioniranje ekosustava i ima vaznu ulogu u odrzavanju prirodne
ravnoteze.

Trenutna geoloska epoha Zemlje, antropocen (,,doba ¢ovjeka®), obiljezen je znacajnim 1
neizostavnim utjecajem Covjeka na zivi svijet. Veliki dio prirodnih tala pretvoren je u biome
pod ljudskim utjecajem, koji sada predstavljaju oko 75 % svih tala na Zemlji (Ellis i
Ramankutty, 2008.). Trend rapidnog smanjenja bioraznolikosti vrlo je alarmantan, a prema
nekim istrazivanjima dnevno izumire ¢ak 200 vrsta (McNeely, 1992.).

Pitanje koliko vrsta gljiva postoji izazvalo je mnogo spekulacija, s brojkama koje se
uglavnom kre¢u od 1,5 milijuna (Blackwell, 2011.) pa do 13,2 milijuna vrsta (Hyde, 2022.).
Zabrinutost oko ocuvanja bioraznolikosti dovela je do potpisivanja Konvencije o bioloskoj
raznolikosti 1992.g., stoga su bili potrebni precizniji podaci o broju vrsta svih skupina
organizama. Vec¢ je 1825.g. svedski mikolog Elias Magnus Fries pretpostavio da ¢ée se gljive
pokazati najbrojnijom skupinom (Petersen i Hawksworth, 2016.) — doduse u carstvu biljaka
(analogno kukcima u carstvu Zivotinja). Kasnijim spoznajama gljive su odvojene u zasebno
carstvo Fungi, a predvidanje brojnosti pokazalo se to¢énim. Danas se relevantnim smatra stvarni
raspon od 2,2-3,8 milijuna vrsta gljiva (Hawksworth i Licking, 2017.). Trenutno je 148 000
identificiranih i prihvaéenih vrsta gljiva, ve¢inom iz odjeljaka Ascomycota i Basidiomycota
(Antonelli i sur., 2020.).

Gljive iz roda Trichoderma dominantni su ¢lanovi mikrobiote tla (Vinale i sur., 2008.).
Osim njihove vazne uloge u plodnosti tla, vrste iz roda Trichoderma poznate su kao benefitni
organizmi izrazenog antagonistickog djelovanja (korisni mikroorganizmi), zbog cega se cesto
apliciraju u tlo kao bio-Cimbenici. Na trziStu su prisutni kao aktivni sastojci biopesticida
(fungicidi, nematocidi) 1 zasebno kao pojacivaci rasta biljaka i1 biostimulatori prirodne
otpornosti biljaka na bolesti, sa signifikantnim prednostima nad kemijskim mjerama. Gljive iz
roda Trichoderma su mikroorganizmi koji se najc¢esce ispituju i primjenjuju u bioloskoj zastiti

bilja (Btaszczyk i sur., 2014.).



Zbog te uske interakcije izmedu razlicitih vrsta iz roda Trichoderma i ljudske aktivnosti postoji
velika potreba za to¢nom identifikacijom tih vrsta. No, rod Trichoderma je iznimno raznolik
na razini vrste (Bustamante i sur., 2021.; Japanis i sur., 2022.), Sto implicira otezanu
identifikaciju vrsta. Sto se ti¢e ekoloske i poljoprivredne vaznosti vrsta iz roda Trichoderma,
prije svega je vazno razumjeti njihovu bioraznolikost i biogeografiju, a pravilna identifikacija
vrste preduvjet je za registraciju odgovarajucih bioloskih pripravaka na bazi vrsta iz roda
Trichoderma. Medutim, vrste iz roda Trichoderma nije moguce to¢no identificirati samo na
temelju morfologije zbog velike sli¢nosti morfoloskih karakteristika u blisko srodnim
taksonima i sve veceg broja novoopisanih vrsta §to je dovelo do brojnih pogresnih identifikacija
ili nemogu¢nosti identifikacije (Druzhinina i sur., 2005.; De Respinis i sur., 2010.), ali i zbog
sve veceg broja morfoloski kripti¢nih vrsta koje se mogu razlikovati samo kroz analizu njihovih
DNA molekula (Atanasova i sur. 2010.; Samuels i sur. 2010.). S obzirom na sve navedeno,
danas uobicajena praksa identifikacije vrsta iz roda Trichoderma objedinjuje podatke o
molekularnim sekvencama (genske regije ITS, rpb2 i tefl-a) u kombinaciji s morfolo§kim
karakteristikama (Druzhinina i sur., 2005.; Samuels, 2006.; Kubicek i sur., 2008.; Samuels i
Hebbar, 2015.).

Bioraznolikost i geografska rasprostranjenost vrsta iz roda Trichoderma na podrucju
Hrvatske nedovoljno su poznate jer su bile istrazivane samo sporadi¢no (Jaklitsch i Voglmayr,
2015.). Za potrebe ovog istrazivanja odabrani su viSegodi$nji nasadi maslina u mediteranskoj
zoni Hrvatske, odnosno rizosfera tih maslinika, uz pretpostavku prisutnosti autohtonih vrsta iz

roda Trichoderma.

1.1. Cilj istrazivanja

Istrazivanje ima za cilj identifikaciju autohtonih vrsta iz roda Trichoderma prisutnih u
rizosferi maslina Mediteranske regije Republike Hrvatske, suvremenim molekularnim
metodama i temeljem makroskopskih i mikroskopskih obiljezja, u svrhu procjene geneticke
raznolikosti i zastupljenosti vrsta. Naime, u razli¢itim agroekosustavima utvrdene su znacajne
razlike u sastavu vrsta iz roda Trichoderma na povrs$inama pod razli¢itim usjevima (Kredics i
sur., 2014.; Jaklitsch i Voglmayr, 2015.). Takoder je razvijena bojazan od unosa bio-¢imbenika
Trichoderma spp. kao alohtonih vrsta zbog moguéeg negativnog utjecaja na bioraznolikost
autohtonih mikroorganizama pa tako i na autohtone vrste iz roda Trichoderma (Brodeur,
2012.). Pretpostavka je da ¢e se u izolatima iz rizosfere masline utvrditi autohtone vrste iz roda

Trichoderma.



2. Pregled literature

Cini se da danas, viSe nego ikad prije, vaznost istrazivanja diverziteta u biologiji dobiva
sve vec¢i znacaj. Alati u sluzbi identifikacije 1 taksonomije svojti uvelike su napredovali od
svojih pocetaka do danas. Cijenjeni su povijesni napori znanstvenika i nadasve su fascinantna
otkri¢a identifikacije i1 raspostranjenosti taksona uz pomo¢ tadasnjih skromnih i ograni¢enih
resursa i pomagala koja su dovela do razvoja ,,utabanih staza“ taksonomije, kojima se ve¢inom
sluzimo 1 danas. Razumljive su i poneke krive identifikacije i nerazlikovanje vrsta zbog njihove
srodnosti 1 sli¢nosti. Sustavnim propitkivanjima i ulaganjem u znanost te posljedi¢no njenim

razvojem i prosperitetnoscu, kreirane su nove i preciznije metode determinacije vrsta.

Bioraznolikost je pokreta¢ procesa ekosustava (Hillebrand i Matthiessen, 2009.), a
ukljucuje bogatstvo vrsta, funkcionalnih skupina ili genotipova te izravno utjece na svojstva i
procese ekosustava (Chapin i sur., 1997.). Fokus veéine ideja o odrzavanju bioraznolikosti je
suzivot vrsta, uz nastojanja da se odrzi stabilnim (Chesson, 2000.; Hillebrand i sur., 2007.).
Stovise, bioraznolikost vrsta ima ulogu u pruzanju dobara i usluga ljudskom druitvu te stoga
ima i ekonomsku vrijednost (Gamfeldt i sur., 2008.). Vec¢ina znanstvenika slaze se da je
bioraznolikost opéenito u opadanju na veéini lokacija diljem Zemlje, posebno u podrué¢jima
pod izravnim ljudskim utjecajem (Cardinale i sur., 2018.). Smatra se da ¢e globalno smanjenje
bioraznolikosti uzrokovano ljudskim djelovanjem nad ekosustavima promijeniti vazne procese
u njima te njihovo stanje i opstanak (Hillebrand i Matthiessen, 2009.). Ta ¢injenica ¢ini

biodiverzitet 1 njegovo ouvanje bitnom temom novijih istraZivanja.

Rizosfera je bioloSki najaktivniji sloj tla i1 kao takav ima izravno djelovanje na korijen
biljke, ali i biokemijske procese u tlu. ,Zdravlje* tla proizlazi iz medudjelovanja razli¢itih
procesa i svojstava, sa snaznim ucinkom na aktivnost mikrobioma tla (Frac i sur., 2018.).
Mikrobna raznolikost prisutna u rizosferi temelj je odrzanja i ocuvanja globalnih genetskih
resursa (Colwell, 1997.). lako su gljive vazna skupina organizama unutar mikrobne
raznolikosti, informacije o njima su ograniCene, a trenutne procjene brojnosti vrsta gljiva
znacajno se razlikuju. Ovaj nedostatak osnovnih informacija o taksonomskoj raznolikosti ima
znacajne implikacije na mnoge aspekte evolucijske biologije. Iako se ¢esto koristi brojka od
1,5 milijuna procijenjenih vrsta gljiva, potrebno je istraziti njihovu biogeografsku distribuciju,
razine endemizma i specifi¢nosti domacina kako bi se mogla procjeniti globalna raznolikost
gljiva (Mueller i Schmit, 2007.).



2.1. Sistematika

Rod Trichoderma ¢ini veliki broj vrsta (preko 200 opisanih vrsta (Hernandez-Rodriguez 1
sur., 2021.) filamentoznih gljiva (Brotman i sur., 2010.), karakteristicnog izgleda ,,zelene
plijesni“ (Slika 1.) (Samuels i sur.,, 2002.; Kredics i1 sur.,, 2021.). Pripadaju porodici
Hypocreaceae u odjeljku Ascomycota (gljive mjesinarke) (Index Fungorum, 2023.) — najve¢em

odjeljku u carstvu Fungi (Hill i sur., 2021.). Pregled sistematike prikazan je Tablicom 1.

Tablica 1. Klasifikacija roda Trichoderma. *

Carstvo Fungi (gljive)

Podcarstvo Dikarya (vise gljive)

Odjeljak Ascomycota (gljive mjesinarke)
Pododjeljak Pezizomycotina

Razred Sordariomycetes

Podrazred Hypocreomycetidae

Red Hypocreales

Porodica Hypocreaceae

Rod Trichoderma

Slika 1. Makroskopski izgled gljive Trichoderma sp. u prirodi na kori. 2

1 (Index Fungorum, 2023.)
2 (Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Trichoderma, pristupljeno 11.6.2023.)



https://en.wikipedia.org/wiki/Trichoderma

2.2. Povijesni pregled

Naziv roda Trichoderma potjece od grékih rijeci: ,,thrix* (kosa) i ,,derma* (koza) (Pandya
i sur., 2011.). Kao takvog ga je primijetio i opisao njemacki mikolog Christiaan Hendrik
Persoon 1794. godine na povrSini drveta u fazi truljenja (Topolovec-Pintari¢, 2019.).
Prikupljene u Njemackoj, Cetiri vrste bile su Trichoderma viride, Trichoderma nigrescens,
Trichoderma aureum 1 Trichoderma roseum (Bisby, 1939.). Izgled ovih vrsta opisuje se kao
,brasnast* i ,,dlakav®, a vrste se medusobno razlikuju bojama (Persoon, 1794.). Od cetiri
prvoopisane vrste u rodu Trichoderma, samo jedna (Trichoderma viride) danas pripada tome
rodu, dok su ostale tri sinonimi od danas prihvaéenih vrsta Xylohypha nigrescens (=
Trichoderma nigrescens), Sporotrichum aureum (= Trichoderma aureum) 1 Trichothecium

roseum (= Trichoderma roseum) (Waghunde 1 sur., 2016.).

Vrste iz roda Trichoderma imaju pleomorfni zivotni ciklus, odnosno izmjenu anamorfnog
i teleomorfnog stadija (Jaklitsch i Voglmayr, 2013.). S obzirom na to da su anamorf'i teleomorf
samo razli¢iti stadiji iste vrste, danas je na snazi medunarodni konzenzus ,,jedna gljiva — jedno
ime* (eng. ,,one fungus — one name*) (Gams i Jaklitsch, 2011.; Taylor, 2011.). U teleomorfnom
(askogenom) stadiju ove askomicete su poznate pod nazivom roda Hypocrea, no naziv
anamorfa (konidijalnog stadija) ,,7richoderma® je stariji te se smatra utilitarnijim i ima

prednost pred imenom ,,Hypocrea* (Samuels, 2006.).

Braca Tulasne su 1865. godine utvrdili povezanost anamorfa 7richoderma 1 teleomorfa
Hypocrea (Schuster 1 Schmoll, 2010.; Topolovec-Pintari¢, 2019.), odnosno povezanost vrsta
Trichoderma viride 1 Hypocrea rufa, ilustrirajuéi konidiofore s fijalidama koje vr$no
produciraju sferi¢ne ili jajolike konidije (Slika 2.) (Bisby, 1939.).
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Slika 2. lustracija vrste Trichoderma viride, prema bra¢i Tulasne iz 1865. g. 3

3 (Bisby, 1939.)



Razlic¢ite vrste pripisane rodu Trichoderma/Hypocrea bilo je toliko teSko morfoloski
razlikovati da je ¢ak predlozeno reduciranje taksonomije na samo jednu vrstu — Trichoderma
viride (Schuster 1 Schmoll, 2010.). Koliko je morfoloska identifikacija, determinacija i
nomenklatura vrsta Trichoderma/Hypocrea zahtjevna, potvrduju mnoga povijesna istrazivanja

1 usaglaSavanja medu znanstvenicima.

Dopunjeni opis roda Trichoderma predstavio je Harz 1871. godine. Opis je baziran na
mikroskopskim karakteristikama, ali to je uklju¢ivalo samo jednu vrstu, Trichoderma
lignorum, koja je danas sinonim od Trichoderma viride. Francuski mikolog Vuillemin je 1887.
godine upotrijebio ime ,,Acrostalagmus viridis “ (iako to ime nije nigdje sluzbeno objavljeno),
primijetio je miris akseni¢nih kultura kao "prodoran, blago kamforan" i slikovito prikazao
mikoparazitaciju vrste Trichoderma viride na hifu vrste Mucor sp. (Slika 3.). UnatoC toj
spoznaji mikoparazitizma, rod Trichoderma je doSao u fokus tek 47 godina kasnije, nakon
¢lanka o Trichoderma lignorum kao parazitu na fitopatogenoj vrsti Rhizoctonia solani i drugim

gljivama u tlu (Weindling, 1934.).

Slika 3. Mikoparazitizam Trichoderma sp. na hifi Mucor sp., prema Vuillemin, 1887. g. *

4 (Izvor: Bishy, 1939.)



Osniva¢ moderne mikologije, Brefeld, je 1891. godine dokazao metodom akseni¢nih
kultura da su askospore vrste Hypocrea rufa razvile vrstu Trichoderma viride kao konidijalni
stadij, ¢ime su potvrdena opazanja brace Tulasne o poveznici anamorfa i teleomorfa. Osim

toga, Brefeld je takoder izvijestio o konidijalnom stadiju vrste Hypocrea gelatinosa.

Nizozemski botanicar i lijeénik Oudemans je 1902. godine opisao vrstu Trichoderma
koningii iz tla, nakon Cega je vrsta pripisana rodu Acrostalagmus (Duche 1 Heim, 1931). Od
1902. godine vrsta Trichoderma koningii se pojavljuje u literaturi otprilike jednako kao 1 vrsta
Trichoderma viride. Ipak, Lindau 1904. godine izrazava sumnju u ispravnost svih naziva, osim
Trichoderma viride 1 Trichoderma koningii. U svojim biljeSkama Bainier 1906. godine takoder

opisuje te vrste.

Takoder je prenio vrstu Pachybasium hamatum u rod Trichoderma, opisujuci je kao
Trichoderma minutum iz sekcije Pachybasium, no ti nazivi sekcija nisu danas prihvaceni niti
primjenjivani. Uslijed nemoguénosti razlikovanja vrsta na morfoloskom nivou, Bisby ih 1939.
godine definira kao ,,koncept jedne vrste” (Bisby, 1939.). Monotipski rod je bio aktualan sve
dok Rifai 1969. godine nije klasificirao devet vrsta u rodu 7richoderma (Rifai, 1969.). Zapravo
je Rifai zasluzan za prvi pravi genericki opis roda Trichoderma, na temelju brzine rasta kolonije
i mikroskopskih svojstava. Na temelju uzoraka grananja konidiofora i morfologije konidija
podijelio je rod Trichoderma u devet agregata vrsta: Trichoderma piluliferum, Trichoderma
polysporum, Trichoderma hamatum, Trichoderma koningii, Trichoderma aureoviride,
Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachyatum, Trichoderma pseudokoningii 1

Trichoderma viride (Waghunde 1 sur., 2016.).

Medutim, novu klasifikaciju je predloZio Bissett 1984. godine grupiravsi devet Rifaijevih
vrsta u Cetiri sekcije: Trichoderma (Bissett, 1991. a), Longibrachiatum (Bissett, 1984.; Bissett,
1991. a; Bissett, 1991. ¢), Saturnisporum (Bissett, 1991. a), Pachybasium (Bissett, 1991. a;
Bissett, 1991. b) i Hypocreanum (Bissett, 1991. a; Samuels, 2006.).

Istraziva¢i Cook 1 Taubenhaus su 1911. godine usporedili vrstu Trichoderma koningii s
vrstom Trichoderma lignorum, pri ¢emu su utvrdili o¢igledne razlike. Nakon njih je Jensen
1912. godine ukratko opisao njihove razlike, a Dale ih je 1914. godine izolirala iz tla — €iju je
bijelu formu nazvala Trichoderma album, za $to je kasnije utvrdeno da nije bila Trichoderma.
Znanstvenik Goddard je 1913. godine tu neutvrdenu vrstu opisao kao novu Trichoderma
nigrovirens, za koju je rekao da je uobicajena gljiva u tlu, dok je Gilman i Abbott 1927. godine

identificiraju kao Trichoderma viride, no sumnje nisu potvrdene. Nadalje, Waksman je 1916.



godine izolirao iz tla Trichoderma spp., sojeve I-V, s kratkim opisima morfoloskih obiljezja,
pri cemu je soj I protumacen kao Trichoderma koningii, soj Il kao Trichoderma lignorum, dok

sojevi III, IV 1 V nisu bili imenovani.

Proucavajuc¢i sedam izolata Trichoderma spp. iz tla, Abbott ih je 1926. godine na temelju
karakteristika razvrstao u zasebne Cetiri vrste: Trichoderma lignorum, Trichoderma koningii i
novoopisanu 7Trichoderma glaucum, a Cetvrta vrsta nije imenovana. Zakljucci Abbotta su bez
sumnje bili razumni u vrijeme kada je bilo manje dostupnih podataka o gljivama u tlu, no danas
se zbog preciznosti 1 velikog broja vrsta u rodu Trichoderma koriste suvremene molekularne

metode identifikacije.



2.3. Problem identifikacije

S obzirom na to da se gljive smatraju jednom od najraznolikijih skupina zivih organizama
na svijetu, a prema procjeni Aslam 1 sur. (2017.) broje 1,5 milijuna vrsta, potrebno je moci
utvrditi vrste na pravilan nacin. Opcenito su se kroz razvoj biologije paralelno razvijale
klasi¢ne i molekularne metode identifikacije vrsta. Mikroskopske i makroskopske metode
imaju odredene nedostatke, ali i mnoge prednosti te ih se danas ne iskljucuje naustrb
molekularnih, ve¢ se koriste jedne i1 druge paralelno u integrativnoj taksonomiji. U

identifikaciji vrsta iz roda Trichoderma vodecée su molekularne metode identifikacije.

2.3.1. Konvencionalne metode identifikacije

Za identifikaciju vrsta iz roda Trichoderma u pocecima su koriStene konvencionalne
morfoloske metode. To ukljuuje mikroskopsku analizu i opise anamorfnog stadija:
hlamidospora i1 konidiogenih struktura — konidiofora, fijalida i konidija te makroskopske
znacajke kulture — linearni rast kolonije, boju kolonije, obrazac rasta i pigmentaciju hifa (Shah
i Afiya, 2019.). Primjena takve metode rezultirala je vrlo slicnim i ponekim identi¢nim
karakteristikama razli¢itih vrsta Trichoderma. U morfoloskim opisima najcesce se opisuje
karakteristi¢na zelena sporulacija, spominju se okrugle do elipsoidne konidije zelene boje i
okrugle hlamidospore, a Cesto se usporeduju vrste medusobno uz veli¢inu konidija kao
razlikovnu osobinu (Samuels i Hebbar, 2015.).

Takoder je ova metoda bila manjkava zbog problema premalog broja morfoloskih obiljezja
(npr. kod kvasaca), zbog pojavnosti spolnog i nespolnog stadija iste vrste i nemoguénosti da ih
se ,,poveze* koriste¢i samo mikroskopske analize te zbog konvergentnih morfologija (npr.
dugovrati peritecij koji proizvodi ljepljive askospore odabrane za rasprSivanje pomocu kukaca)
(Blackwell, 2011.). Promatranje plodnih tijela gljiva prisutnih u okoliSu ili kultura dobivenih
izolacijom iz tla, kao nacini konvencionalnih metoda imaju ozbiljna ograni¢enja za otkrivanje
istinske bioraznolikosti u bilo kojem odabranom okruzenju. Malo je vjerojatno da e se
organizam koji postoji samo u obliku micelija u tlu identificirati izravnim promatranjem ako
nije formirano plodno tijelo. Stoga ¢e klasi¢no promatranje kroz izravnu mikroskopiju dati
znatno smanjenu mjeru stvarne bioraznolikosti u okolisu.

Uzgoj gljiva izoliranih iz tla rezultirat ¢e samo otkrivanjem onih vrsta koje mogu rasti i
sporulirati na koriStenom mediju za izolaciju. No, ta metoda ima ogranic¢enja jer se samo oko

17 % poznatih vrsta gljiva moze uspjeSno uzgajati u kulturi. Izolacija gljive iz tla 1 njen uzgoj



takoder ne daje odgovor je li gljiva bila aktivni dio izvornog ekosustava ili je bila prisutna u
neaktivnom stanju mirovanja (Bridge i Spooner, 2001.).

S obzirom na te probleme nepreciznosti (Druzhinina i Kubicek, 2005.) i ¢injenicu da
ovakva elementarna metoda iziskuje mnogo utroSenog vremena i rada te poznavanje klasi¢ne
taksonomije (Nilsson i sur., 2011.), a ne postiZe Zeljene rezultate, u identifikaciji gljiva pocele
su se komplementarno koristiti i suvremene molekularne metode (Bridge i Spooner, 2001.;

Anderson i1 Cairney, 2004.).

2.3.2. Molekularne metode identifikacije

Razvoj molekularnih tehnika pruzio je novi niz alata koji mogu pruziti jasan uvid u
specifi¢ne interakcije i aktivnosti na razli¢itim stani$tima pa tako i u tlu (Bridge i Spooner,
2001.). Vise od 200 godina biolozi su raspravljali o tome koje organizme treba ubrojiti u gljive
(Hawksworth, 1997.), a u manje od 5 godina molekularnim metodama otkriveno je mnostvo
novih markera za sekvenciranje DNA temeljem ¢ega su opisani novi odjeljci u carstvu gljiva
(Slika 4.). Upotreba molekularnih metoda dramati¢no je povecala znanje o bioraznolikosti
gljiva u manje od 20 godina, otkrivaju¢i monofiletsko porijeklo carstva Fungi i isticu¢i razlike

medu svojtama (Blackwell, 2011.).

Upotreba molekularne metode PCR bila je ogroman napredak za identifikaciju vrsta
(Aslam 1 sur.,, 2017.). Ova tehnika omogucuje sintetiziranje specificnog dijela DNA u
milijjunima kopija kroz izmjenu ciklusa denaturacije, vezivanja i elongacije koriStenjem
specifi¢nih primera (Erlich,1989.). Primeri su kratki oligonukleotidi, tzv. poCetnice, a upravo
su ,,univerzalni primeri”, izrazito popularni ranith 1990-ih, zapravo bili dizajnirani za gljive

(Innis 1 sur., 1990.; White i sur., 1990.).

Nakon toga slijedi DNA barkodiranje (Slika 4.). To je molekularna dijagnostic¢ka tehnika u
kojoj se mali segment DNA koristi za identifikaciju vrsta svih domena Zivota (Moritz i Cicero,
2004.). Dobivene regije ,,crticnog koda* pokazuju odgovarajucu varijaciju sekvence DNA za
razlikovanje razliCitih vrsta (Aslam i sur., 2017.). U DNA barkodiranju standardizirane
sekvence od 500-800 parova baza (Begerow i sur., 2010.; Pino-Bodas i sur., 2013.) koriste se
za identifikaciju vrsta s markerima vaZe¢im za Sirok raspon taksonomskih skupina
(Krishnamurthy 1 Francis, 2012). Za organizme kao Sto su gljive, bakterije 1 alge, ova metoda
temeljena na PCR-u nije samo korisna za prepoznavanje uzgojenih vrsta, ve¢ se koristi i za

identifikaciju divljih vrsta iz prirodnog okolisa (Aslam i sur., 2017.). Identifikacija vrsta
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pomoc¢u DNA barkoda ovisi o broju predstavnika prisutnih u bazi podataka. Pomo¢u DNA
barkodiranja, gljive se mogu identificirati u fazama zivotnog ciklusa koje nisu prikladne za

morfolosku identifikaciju.

5¢ Forward 3’9

Isolation of _, TEVVVETIITITYTII— -~

Ll B —_— L5

DNA ALMAMALULLALARLS S /4
3 Reverse 5

Sample Specific Primer PCR

Identification) . . A AT A A TSRS TACCTAAGTATS
of Comparision with i o o . DNA

Species known specie:

Amplicon

Sequencing

Slika 4. Izolacija DNA, PCR reakcija i DNA barkodiranje. °

Uc¢inkovitost barkodiranja oslanja se na ovu pretpostavku da su genetske varijacije unutar
vrste puno manje od varijacija izmedu vrsta. Gljive koje nisu prikladne za detekciju 1
morfolosku identifikaciju mogu se identificirati 1 otkriti na molekularnoj razini DNA
barkodiranjem. U ovoj tehnici, u¢inkovit marker je od velike pomo¢i u identificiranju slabo
poznate raznolikosti gljivljih vrsta u prirodnom okruzenju (Roe i sur., 2010). Za identifikaciju
gljiva DNA barkodiranjem najceSce se koriste specifi¢ni barkod lokusi odnosno genske regije:
ITS (eng. Internal transcribed spacer), rpb2 i tef1-o. (Chaudhary i Dahal, 2017.). Barkod ITS je
interna transkribirana razmaknica DNA (Lindahl 1 sur.,, 2013.) smjeStena izmedu male
podjedinice ribosomske RNA (rRNA) i velike podjedinice rRNA gena u kromosomu
(Gatehouse 1 Malone, 1998.). Genska regija rpb2 je dio gena s jednom kopijom koji kodira
drugu najvecu podjedinicu RNA polimeraze II (VéEtrovsky 1 sur., 2016.). Genska regija tefl-a
je faktor produljenja (elongacije), tj. kodira za protein produljenja translacije izrazen medu
eukariotima (Baldauf i Palmer, 1993.; Seifert, 2009.). Genska regija rpb2 je varijabilnija od
tefl-a (Matheny 1 sur., 2007.).

Vazno je istaknuti da su mnoga nova otkri¢a poduprla prethodne hipoteze koje su se
temeljile na morfoloskim dokazima (Alexopoulos i sur., 1996.; Stajich i sur., 2009.). KoriStenje
molekularnih filogenetskih metoda u kombinaciji s konvencionalnim metodama bolji je pristup
za provjeru izolata 1 identifikacija novih sojeva (Soesanto 1 sur., 2011.), nego same morfoloSke
znacCajke (anamorf i teleomorf), koje su u svrhu definiranja vrsta dosegle svoje granice

(Samuels, 2006.).

5 (Izvor: Chaudhary i Dahal, 2017.)
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2.4. Biologija vrsta iz roda Trichoderma

2.4.1. StaniSte vrsta iz roda Trichoderma

Vrste iz roda Trichoderma Siroko su rasprostranjene u svijetu (Montalvao i sur., 2020.),
smatraju se kozmopolitima (Esposito i Silva, 1998.; Grondona i sur, 2004.) i ubikvistima
ekoloskim uvjetima zahvaljuju¢i velikoj genetskoj i ekoloSkoj raznolikosti (Tripathi i sur.,

2013.).

Velika vecina vrsta gljiva vjerojatno ¢e se pojaviti u tlu u nekoj fazi njihovog zivotnog
ciklusa (Bridge i Spooner, 2001.), stoga se tlo smatra izvorom bioraznolikosti gljiva
(Waksman, 1922.; Gilman, 1957.; Kirk i sur., 2004.; Domsch i sur., 2007.). lako vrste
Trichoderma najceS¢e nastanjuju tlo u zoni rizosfere (Ru i Di, 2012.), gdje su izrazito
rizokompetitivne u interakciji s mikrobiomom tla (Brotman i sur., 2010.), mogu biti i stanovnici
podzemnih i nadzemnih dijelova biljaka (Mukherjee i sur., 2013. a), trulih stabala (Kubicek i
sur., 2008.; Jaklitsch, 2009.), sedimenata, drugih gljiva i podloga (Ma i sur., 2020.). Poznati su
kao razlagaci organske tvari (Cox i sur., 2001.; Druzhinina i sur., 2006.), zbog ¢ega su se dugo
smatrale saprotrofima tla od male prakticne vaznosti (Harman i sur., 2004.; Mukherjee i sur.,
2013. a). Naravno, takva generalizacija bila je pogreSna i mnoge vrste 7richoderma danas su
prepoznate kao mikoparaziti i endofiti drvenastih biljaka (Evans 1 sur., 2003.; Howell, 2003.;
Harman 1 sur., 2004.; Samuels 1 sur., 2006.; Bailey i Melnick, 2013.; Chaverri 1 Samuels,
2013.). Gljive, dakle, imaju mnogo razli¢itih funkcija u tlu — aktivne faze, kao $to je razgradnja
mrtvog biljnog materijala ili neaktivne faze — propagule gljiva prisutne su tlu u stanju

mirovanja (Bridge 1 Spooner, 2001.).
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2.4.2. Uloga i funkcija vrsta iz roda Trichoderma

Premda se ubrajaju u slobodnozivuce organizme (Harman i sur., 2004.; Montalvao i sur.,
2020.), zapravo mogu biti oportunisti¢ki (Topolovec-Pintari¢ i sur., 2011.) bezopasni biljni
komenzali i avirulentni pravi biljni simbionti (Guzmén-Guzman i sur., 2019.). Pospjesuju
obrambeni sustav biljke na razliCite naCine: poticanjem otpornosti domacina na biljne Stetnike,
promicanjem tolerancije na abiotske stresove, povecanjem rasta biljaka i fotosintetske
sposobnosti, pridonoseci raspolozivosti hranjivih tvari za dobrobit biljke domacina (Vinale i
sur., 2008.; Lorito i sur., 2010.; Shoresh i sur., 2010.; Hermosa 1 sur., 2012.; Mastouri i sur,
2012.; Harman 1 sur, 2021.; Ikram 1 sur., 2019.; Kiarie i sur., 2020.). Osim toga, neke vrste iz
roda Trichoderma koriste se kao proizvodaci enzima, antibiotika i heterolognih proteina za
hranu, sto¢nu hranu, u tekstilnoj industriji i za industriju biogoriva (celulaze, hemicelulaze)
(Samuels, 1996.; Almeida i sur., 2007.; Cheng i sur., 2012.; Lopes i sur., 2012.; Mukherjee i
sur., 2013. b). Osim navedenog, zabiljeZene su poneke vrste Trichoderma kao uzro¢nici
infekcija ljudi (7richoderma longibrachiatum) (Sautour i sur., 2018.) 1 zivotinja (Samuels,
1996.; Kuhls i sur.,, 1999.; Kredics i sur.,, 2003.), a neke uzro¢nici ekonomski znacajnih
gubitaka u komercijalnim uzgajalistima jestivih gljiva (Trichoderma harzianum, Trichoderma
atroviride, Trichoderma citrinoviride, Trichoderma pseudokoningii) (Slika 5.) (Samuels i sur.,
2002.; Park 1 sur. 2006.; Kim 1 sur., 2012. a; Kim 1 sur., 2012. b; Colavolpe 1 sur., 2014., Kim 1
sur., 2019.).

Slika 5. Vrsta Trichoderma sp. kao uzroénik zelene plijesni u proizvodnji §ampinjona. ©

6 (Izvor: https://horticulture.ahdb.org.uk/knowledge-library/trichoderma-aggressivum-in-mushrooms,
pristupljeno 23.6.2023.)
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Moguc¢i su razli¢iti odnosi prema vrsti biljke koja je ukljucena u interakciju s Trichoderma
spp., (Stewart 1 Hill, 2014.), tj. u¢inak Trichoderma spp. u kombinaciji s korijenom biljke moze
biti neutralan, patogen ili koristan (Druzhinina i sur., 2011.). Ipak, veéina ovih gljiva su
benefitni oportunisticki organizmi (Topolovec-Pintari¢, 2019.), avirulentni biljni simbionti
koje odlikuje sposobnost brzog razmnozavanja 1 efikasna kolonizacija supstrata (Sood 1 sur.,
2020.). Takoder, mnoge vrste iz roda Trichoderma se koriste kao bioloSka sredstva za
poboljsanje klijavosti sjemena i ucinkovitosti koriStenja hranjiva, prekidanje dormancije
sjemena te kao izvor transgena i tvari herbicidnog djelovanja, a odavno je poznato da
poboljsavaju rast biljaka kroz proizvodnju fitohormona i odredenih sekundarnih metabolita

(Harman i sur., 2004.; Shoresh i sur., 2010.).

S agronomskog gledista, vrste Trichoderma najznaajnije su zbog parazitskog djelovanja
na druge gljive (mikoparaziti) (Abdullah i sur., 2021.; Samuels, 2006.), zbog ¢ega se smatraju
korisnim mikrooganizmima u agronomiji (Lopez-Bucio i sur., 2015.; Topolovec-Pintari¢,
2019.). Neke se vrste Trichoderma spp. nasiroko koriste kao ucinkovita sredstva za biolosko
suzbijanje nekih biljnih patogena (Harman i sur., 2004.; Hasan i sur., 2012.; Liu i sur., 2012.),

posebno u inozemstvu — Indija, Kina (Topolovec-Pintari¢, 2019.).

Znacajne rezultate postizu u suzbijanju: Fusarium spp., (Louzada i sur., 2009.; Sharma,
2011.; Topolovec-Pintari¢ i sur., 2013.), Sclerotinia sclerotiorum (Louzada 1 sur., 2009.;
Topolovec-Pintari¢ i sur., 2013.; Haddad i sur., 2017.), Botrytis cinerea (Topolovec-Pintari¢ i
sur., 2013.), Rhizoctonia solani (Hwang i Benson, 2003.; Topolovec-Pintari¢ i sur., 2013.),
Pythium spp. (Harman, 1994.; Liu 1 sur., 2009.; Astuti i sur., 2021.), Macrophomina phaseoli
(Aly i sur., 2007.; Mendonza i sur., 2015.), Phytophtora cactorum (Hajieghrari i sur., 2008.) i
Alternaria solani (Matei 1 sur., 2011.; Manjunath i1 sur., 2017.). Biljni patogeni koji su
stanovnici tla (engl. ,,soil-borne*) smatraju se najzahtjevnijim segmentom biolo$kog suzbijanja
(Katan, 2000.) jer se u nedostatku biljnog domacina odrzavaju na razli¢itim organskim
ostacima u tlu i1 uzro¢nici su znacajnih ekonomskih gubitaka (Mihajlovi¢ i sur., 2017.) u

poljoprivrednoj proizvodnji (Topolovec-Pintari¢ i SuSinjak, 2005.).

14



Mehanizmi antagonizma (Nusaibah i Musa, 2019.) na kojima se temelji u¢inkovitost vrsta
Trichoderma u sprjecavanju rasta i razvoja drugih gljiviénih vrsta su: kompeticija, parazitizam
I antibioza (Sharma, 2011.; Sharma i sur., 2014.; Sood i sur, 2020.). Oni se aktiviraju zbog
prisutnog kompetitivnog rizosfernog mikrobioma (Topolovec-Pintari¢ i SusSinjak, 2005.;
Topolovec-Pintari¢, 2019.). Direktna kompeticija je konkurentni odnos, nadmetanje,
natjecanje dvije ili viSe vrsta, zbog ogranienih resursa i prostora, pri ¢emu antagonisti
potiskuju patogene organizme. Mikoparazitizam (gré. mykes: gljiva; gré. parasitos: koji jede
pokraj) podrazumijeva hranjenje gljivama (Mukherjee i sur., 2022.) Antibioza je antagonistic¢ki
odnos izmedu organizama u kojem je jedan inhibiran toksi¢nim metabolitima drugog

organizma (Bailey i sur., 2008.).

Bioloski pripravci za zastitu bilja vaZan su segment alternativne zaStite bilja, a medu njima
se isti¢u biopripravci na bazi vrsta iz roda Trichoderma (Topolovec-Pintari¢ i sur., 2008.;
Topolovec-Pintari¢ i Borovec, 2008.). Biofungicidi na bazi Trichoderma spp. danas su
zastupljeni s vise od 250 proizvoda dostupnih diljem svijeta i ¢ine oko 60 % medunarodnog
trziSta biofungicida (Topolovec-Pintari¢, 2019.). Vecina takvih bioloskih pripravaka sadrzi
vrstu Trichoderma harzianum (83 %), od ¢ega je 55 % kombinacija s Trichoderma viride, a 28
% kombinacija s Trichoderma koningii, a pripravci se najvise koriste u Indiji, Brazilu,
Venezueli i Kubi (Woo i sur., 2014.). Nasiroko koristene vrste Trichoderma harzianum i
Trichoderma viride (Topolovec-Pintari¢ i sur., 2004.; Fraceto i sur., 2018.) uglavnom se
primjenjuju za tretiranje tla u oko 87 razli¢itih vrsta usjeva protiv 70 patogena koji se prenose
tlom i 18 folijarno prenosivih patogena, uglavnom gljiva (Sharma i sur., 2014.). Rezultati nekih
istrazivanja pokazuju 100 %-tnu uéinkovitost Trichoderma-biofungicida u suzbijanju patogena

Fusarium spp. (Sudantha i Suwardji, 2021.).
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2.4.3. 1zgled micelarne kolonije

Vecina kultura Trichoderma spp. obi¢no brzo rastu (Gams i Bissett, 2002.) na 25-30 °C
(Leelavathi i sur., 2014.; Samuels i Hebbar., 2015.), a pojedine vrste (7richoderma reesei) rastu
na 45 °C (Tenkanen i sur., 1992.). Kolonije su isprva prozirne na mediju CMD (dekstrozni agar
od kukuruznog brasna) ili bijele na bogatijim medijima poput PDA (krumpirov dekstrozni agar)
(Leelavathi i sur., 2014.; Jain i sur., 2017.). U pocetku inkubacije kolonije obi¢no razvijaju zuti
do narancasti pigment koji se moze izluciti u agar, osobito na PDA (Jaklitsch 1 sur., 2012.), no
ubrzo poprimaju zelenu boju karakteristicnu za rod Trichoderma (Bisset, 1991.; Samuels i
Hebbar., 2015.) (Slika 6.). Zra¢ni micelij se opisuje kao paucinast ili izgleda poput vune (Seaby,
1996.; Gams i Bissett, 2002.). Sporulacija je kod nekih vrsta vidljiva ve¢ nakon Cetiri dana
inkubacije (Trichoderma stromaticum) (Sanogo 1 sur., 2002.), a kod vecine vrste formira se
unutar jednog tjedna (Park 1 sur., 2006.; Cavalcante 1 sur., 2008.), u nijjansama zelene ili Zute
ili rjede sive 1 bijele boje (Greenshpan i Galun, 1971.; Bissett, 1984.; Chaverri i sur., 2003.).
Neke vrste iz roda Trichoderma proizvode karakteristiCan slatkasti miris kokosa (Jaklitsch i
Voglmayr, 2015.; Samuels i Hebbar., 2015.), svojstven bioloski aktivnom hlapivom spoju 6-
pentil-a-pironu (Brotman i sur., 2010.; Lee i sur., 2016.), a neke kolonije miriSu na kamfor
(Gams 1 Bissett, 2002.). Takvi volatilni sekundarni metaboliti gljiva iz roda Trichoderma
takoder pokazuju antifungalno djelovanje (Santra i sur., 2023.), a kamfor je poznat i po svom

insekticidnom djelovanju.

I longipile

T. harzianum T. atroviride I citrinoviride

Slika 6. Izgled micelarnih kolonija razli¢itih vrsta iz roda Trichoderma. ’

7 (Blaszczyk i sur., 2014.)
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2.4.4. Opis anamorfa

Vrste iz roda Trichoderma u anamorfnom stadiju Zivotnog ciklusa stvaraju jako razgranate
konidiofore (Chaverri i sur., 2003.; Samuels i Hebbar., 2015.). Konidiofori na vrhovima nose

fijalide koje produciraju konidije (Slika 7.).

Ronidiofor Fijalida

Konidije

Slika 7. Tipi¢an izgled anamorfa Trichoderma sp. ®

Konidiofori vrsta iz roda Trichoderma obi¢nu su razgranati, a glavne grane konidiofora
proizvode bo¢ne grane koje mogu biti uparene ili ne (Gams i Bissett, 2002.). Grane se mogu
ponovno granati, pri ¢emu su sekundarne grane ¢esto uparene, a najduze sekundarne grane su
najblize glavnoj osi (Samuels i sur., 2002.). Sve primarne i sekundarne grane nastaju pod ili
blizu 90 ° u odnosu na glavnu os (Bissett, 1991., Kumar i sur., 2012.; Siddiquee, 2017.). Tipi¢ni
konidiofor s uparenim granama poprima piramidalni izgled (Slika 8.) te obi¢no zavrSava s

jednom ili nekoliko fijalida (Samuels i Hebbar., 2015.).

8 (Qiao i sur., 2018.)
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Fijalide, konidiogene stanice vrsta iz roda Trichoderma, obicno su proSirene u sredini, ali
mogu biti cilindri¢ne, poput ampule ili gotovo subglobozne (Suryani i sur., 2012.; Samuels i
Hebbar., 2015.). Fijalide mogu biti gusto skupljene na Sirokoj glavnoj osi (Slika 8.), poput vrsta
Trichoderma polysporum (Zhu 1 sur., 2020.) 1 Trichoderma hamatum (Jaklitsch i1 Voglmayr,
2015.) ili mogu biti pojedinacne (Slika 9.), kao kod vrste Trichoderma longibrachiatum
(Santillan Salas 1 sur., 2011.).

Slika 8. Grupirane fijalide vrste Slika 9. Pojedinacne fijalide vrste

Trichoderma hamatum. ° Trichoderma longibrachiatum. *°

Konidije su jednostanicne, tipi¢no zelene ili ponekad hijaline, a njihov oblik varira od
okruglastog do elipsoidnog i cilindricnog. Hlamidospore mogu proizvoditi sve vrste,

terminalno ili interkalarno (Slika 10.) (Gams i Bissett, 2002.).

Slika 10. Hlamidospore vrste Trichoderma longibrachiatum, terminalnog i interkalarnog
polozaja. 1!

9 (Jaklitsch i Voglmayr, 2015.)
10 (Santillan Salas i sur., 2011.)
11 (Tang i sur., 2003.)
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2.4.5. Opis teleomorfa

Teleomorfi vrsta iz roda Trichoderma su poznati pod nazivom roda Hypocrea (Hermosa 1

sur., 2012.). Karakterizira ih stvaranje potpuno uronjenih peritecija (Lu i sur., 2004.) u mesnate

strome (Samuels 1 Lodge, 1996.), svijetlo ili tamno smede, Zute ili naran¢aste boje (Samuels 1

sur., 1994.; Jaklitsch i sur., 2013.). Tipicno je stroma konveksno diskoidna (Rifai i Webster,

1966.) u suhom stanju, a planarna do jastucasta u svjezem, zivom stanju. Kruskoliki periteciji

sadrze askuse, a u svakom askusu se nalazi 8 askospora — u ranom stadiju zbog septiranosti

djeluje kao da ima 16 askospora (Samuels 1 sur., 1994.). Askospore su dvostanicne (Webster,

1964.), hijaline (Zhu i Zhuang, 2015. a) ili zelene (Chaverri i sur., 2003.; Zhu i Zhuang, 2015.

b). Askogeni teleomorfni stadij Trichoderma sp. prikazan je Slikom 11.

Stroma

Peritecii Askus s

entect) dvostaniénim
askosporama

=Eslelelole/slololslole = = =)
omm*@eoeeo

Slika 11. Izgled teleomorfa Trichoderma sp. 2

12 (Zhu i Zhuang, 2015. b)
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3. Materijali i metode

Istrazivanje zastupljenosti vrsta iz roda Trichoderma u rizosferi masline s razli¢itih lokacija

Mediteranske regije Hrvatske provedeno je u laboratoriju Zavoda za fitopatologiju Sveucilista

u Zagrebu Agronomskog fakulteta i u Laboratoriju za biolosku raznolikost Zavoda za

istrazivanje mora i okolisa Instituta Ruder Boskovic.

Za potrebe ovog istrazivanja u vrijeme vegetacije je prikupljeno 10 uzoraka tla iz rizosfere

masline (0-25 cm dubine) na 10 razli¢itih lokaliteta u Mediteranskoj regiji Republike Hrvatske,

prema metodi uzorkovanja Friedl i Druzhinina (2012.). To¢ne lokacije prikupljanja uzoraka

odnosno geografske koordinate odredene su pomo¢u GPS uredaja i prikazane Tablicom 3. i na

karti Hrvatske Slikom 12.

Tablica 3. Lokacije uzorkovanja tla u Mediteranskoj regiji RH s pripadaju¢im koordinatama.

Lokacija Zupanija Koordinate Kultura
1. Umag Istarska 45°26'01.6"N 13°32'15.6"E Maslina
2. Fazana Istarska 44°55'18.4"N 13°49'40.7"E Maslina
3. Njivice Primorsko-goranska 45°10'04.6"N 14°33'00.0"E Maslina
4.  Mali Losinj Primorsko-goranska 44°31'53.7"N 14°28'19.3"E Maslina
5. otok Rava Zadarska 44°01'44.6"N 15°03'46.5"E Maslina
6. Zadar Zadarska 44°07'17.7"N 15°14'15.1"E Maslina
7.  Primosten ind. zona Sibensko-kninska 43°42'45.9"N 15°58'50.9"E Maslina
8.  Hvar Splitsko- dalmatinska 43°10'22.6"N 16°26'28.0"E Maslina
9. Hvar Splitsko- dalmatinska 43°09'15.1"N 16°39'09.7"E Maslina
10. Neretva Dubrovacko- neretvanska 43°01'33.0"N 17°27'17.5"E Maslina

Slika 12. Lokacije uzorkovanja tla u Mediteranskoj regiji RH: 1. Umag, 2. FaZana, 3. Njivice, 4. Mali
Losinj, 5. otok Rava, 6. Zadar., 7. Primosten industrijska zona, 8. Hvar, 9. Hvar, 10. Neretva
(Izradeno u programu QGIS 3.22.5-Biatowieza). 1

13 (Foto: 1. Kusan)

20



Prikupljeni uzorci tla su pakirani u plasti¢ne vrecice radi zadrzavanja vlage i transportirani
u laboratorij. Uzorci su obradeni sljede¢i dan ili pohranjeni u hladnjaku na 4 °C za buducu
izolaciju. U laboratoriju Zavoda za fitopatologiju tlo je podvrgnuto serijskom razrjedivanju
(Slika 13., Slika 14.) sterilnom destiliranom vodom u skladu s postupkom izolacije
Trichoderma spp., nakon ¢ega su suspenzije tla (Slika 15.) razli¢itih koncentracija izlivene na
PDA hranjivu podlogu (eng. Potato Dextrose Agar), uz dodatak antibiotika kloramfenikola 0,5
g/L, u petrijevke promjera 9 cm i postavljene su na inkubaciju u klima-komoru na 21 °C. Iz
izraslih kolonija (Slika 16.) provedena je monosporna izolacija vrsta iz roda Trichoderma
metodom prema protokolu Samuels i Hebbar (2015.).

1mL
v
e ‘ 1 mE 1mk 1. 1 mE
v 7 .b 4 g / >
' f Y v Y
9mLH,0 9mL H0 9 mL H,0 9mL H,0 9mL H,0
110 1:100 [ 11000 10000 | 1:100000
Otopina tla N N N b : N
| 0dmL 01mL 01mL 01mL 01mL

Previde brojno  Previse brojno 389 kolonija 50 kolonija 2 kolonije

Slika 13. Serijsko razrjedenje otopine tla (koncentracije: 10, 102, 103, 10, 10°). 1

Slika 14. Provedba serijskog Slika 15. Izlijevanje otopine  Slika 16. Mikroorganizmi izrasli
razrjedenja otopine tla. tla na hranjivu podlogu. iz uzoraka tla.

14 (1zvor: https://microbiologynote.com/bs/metoda-serijskog-razrje%C4%91livanja/, pristupljeno 22.6.2023.)
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3.1. Molekularna identifikacija

Iz izraslih kolonija mikroorganizama iz uzoraka tla (Slika 16.), izolati koji potjecu iz
konidija precijepljeni su na PDA (Biolife, Italija) medij u Petrijeve zdjelice u svrhu dobivanja
Cistih (akseni¢nih) kultura. Serijom monosporne izolacije na PDA uzgojene su Ciste
monokulture koje su pripremljene za izolaciju DNA.

Na Institutu Ruder Boskovi¢ provedena je izolacija DNA iz razvijenih ¢istih kultura
Trichoderma spp. koristenjem ZYMO Quick-DNA Fungal/Bacterial Microprep komercijalnog

kita (Slika 17.), prema uputama proizvodaca.

ZYMO RESEARCH

The Beauty of Science is to Make Things Simple® ™ ca-ss

Slika 17. ZYMO Quick-DNA Fungal/Bacterial Microprep komercijalni kit. *°

Integritet i kvaliteta izolirane DNA provjerena je gel elektroforezom (90 V/35 min) na 1
%-tnom agaroznom gelu (Slika 18.). Agarozni gel (1 %) pripremljen je otapanjem 0,5 g agaroze
(Sigma, Njemacka) do talista u 50 mL 1 x TAE puferu (Invitrogen, SAD). Otopljena agaroza
je ohladena na 50-60 °C i dodano je 0,5 pL GelStar (Lonza, SAD) boje za vizualizaciju
nukleinskih kiselina. Tijekom izolacije DNA koriStene su razli¢ite otopine i puferi. Priprema
1x Tris-acetatnog EDTA pufera (1x TAE) provedena je na nacin da je u 980 mL destilirane
vode dodano je 20 mL 50x TAE komercijalnog pufera.

15 (1zvor: https://zymoresearch.eu/products/quick-dna-fungal-bacterial-microprep-kit, pristupljeno: 11.6.2023.)
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DNAmarker M1 M2 ' M14 M16 M17 M19 M23 M24 M36 M50
100 pb

Slika 18. Integritet i kvaliteta izolirane DNA iz Trichoderma vrsta prikazani na agaroznom

gelu nakon elektroforeze.

Nakon izolacije DNA, sukladno protokolu provedena je PCR reakcija umnazanja zeljenih
odsje¢aka DNA (Slika 19.). Za izvodenje PCR reakcije potrebna je izolirana DNA i niz
reagensa, tzv. PCR mje$avina (eng. PCR master mix). Zeljeni fragmenti DNA (genske regije)
najprije su amplificirani PCR reakcijom (eng. polymerase chain reaction) te je nakon toga
provedeno sekvenciranje PCR produkata metodom po Sangeru. Genske regije koje su
amplificirane i sekvencirane specifi¢ne su za gljivlje organizme: ITS (eng. internal transcribed
spacer), rpb2 (eng. RNA polymerase 1) i tefl-a (eng. translation elongation factor 1-alpha)
(Cai i Druzhinina, 2021.).

Denaturacija DNA na 94 °C 1

TITTITITT T T
S ¥ Pocetnice

Uparivanje pocetnica na 50 °C y—s5

Sinteza nove DNA na 72°C l

Ciklus se ponavlja 25-30 puta

Slika 19. Protokol PCR reakcije. '

16 (Foto: L. Pole)
17 (I1zvor: https://www.addgene.org/protocols/pcr/, pristupljeno 23.6.2023.)
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Izolirana DNA iz kultura posluzila je kao kalup za PCR reakcije koje su provedene u
termobloku PCRMax (PCRMax, Ujedinjeno Kraljevstvo) u ukupnom volumenu od 25 pL.
Svaka PCR reakcija sadrzavala je 12,5 uL GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, SAD), 1
ML svake pocetnice (5 uM) specifi¢ne za odredenu gensku regiju (Tablica 4.), 9,5 UL vode te
1 uL DNA kalupa. U svakoj PCR reakciji koriStena je DNA prethodno identificirane
Trichoderma vrste kao pozitivna kontrola te voda umjesto DNA kalupa kao negativna kontrola.

Uvjeti svake PCR reakcije za amplifikaciju odredene genske regije, navedeni su u Tablici 5.

Tablica 4. Pocetnice koristene za amplifikaciju genskih regija kod Trichoderma vrsta.

GENSKA POCETNICA SEKVENCA POCETNICE VELICINA REFERENCA
REGIJA PCR
PRODUKTA
ITS ITS5 5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3' ~ 760 pb White i sur.,
ITS4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3' 1990.
rpb2 fRPB2-5f 5 GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 3' ~ 820 pb Liu i sur., 1999.
fRPB2-7cr 5' CCCATRGCTTGTYYRCCCAT 3'
tefl-a EF1 5' ATGGGTAAGGARGACAAGAC 3' ~ 920 pb O'Donnell i sur.,
EF2 5' GGARGTACCAGTSATCATGTT 3' 1998.

Tablica 5. Uvjeti PCR reakcije za amplifikaciju genskih regija kod Trichoderma spp.

GENSKA REGIJA UVJETI PCR REAKCIJE REFERENCA
95 °C -> 2 min
ITS 95°C->15s | Cai i Druzhinina, 2021.
53°C->15s 32 x
72 °C ->1 min |
72 °C ->5 min

95 °C -> 2 min
rpb2 95°C->15s 7 Cai i Druzhinina, 2021.
58°C->15s 32X
72 °C -> 1 min |
72 °C ->5min
95 °C -> 2 min
tefl-a 95°C ->30s *] Cai i Druzhinina, 2021.
53°C->30s*| 32x
72 °C ->1 min]
72°C->8min*
*modificirano vrijeme denaturacije DNA, sparivanja pocetnica i zavrSne elongacije

Dobiveni PCR produkti razdvojeni su gel elektroforezom u 1 %-tnom agaroznom gelu u
trajanju od 35 min pri 90 V. Za provjeru velic¢ine fragmenta dobivenih PCR produkata, koristen
je DNA marker 100 pb (New England Biolabs, SAD) i PCR produkti su vizualizirani na

transiluminatoru pod plavim svjetlom.
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Produkti PCR-a su procisc¢eni koriStenjem ExoSap-IT reagensa (Thermo Fisher Scientific,
SAD) prema uputama proizvodaca te poslani na sekvenciranje u oba smjera u Macrogen servis
(Nizozemska). Dobivene sekvence ITS, rpb2 i tefl-a obradene su u programskom softveru
Geneious Prime 2023.1.1 (https://www.geneious.com, Biomatters, Novi Zeland) (Slika 20.) te

usporedene sa sekvencama u NCBI bazi podataka (eng. National Center for Biotechnology

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) putem BLAST servisa (eng. Basic Local

Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

a

EXEEERERER>

5 . w ) AR e = A r
A P A ANRARAAANARA AMANAA AN 0 AANATIA AANAMA NN N s AAAAA AN A AAAAAA
A og AMAR \WAMN NAAA N W AW

W\ \ A / MW AW MANVVNA ARTARATATATA / WARTAATATA Y
L A LAY 8 a0d 005 00 e D RAN'AD 45 295 05 AAR WAL YAL S A 0N 188420 AAAGARNRARAACARWAAAARE RS ADALRLEAAAGAA RN )48 44
amcrcnchmncTr(nMAct:MmeA(unccul«wm GCCTCGGCGGGGTCACGECCCGGGTGCGTCGCAGECCCGGAACCAGGCGCECGCCGEMNGGGACCTAA

ANAAA A ANAAA N A AMANAA S AR AAAAT

JAANE 8!

MV N VU \ /
AARAL A AAAAAAREAEAAAAASAWARADAWASIRARAANASAWANANNATS AAAA
CCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGEGGACGTTATTTCTTACAGCTETGAGCA

14 LA AN AN A AN AS AN ANAS AN RAT AR S RA ANARIARAARAAAEA00ASANAY! |
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA GCAGAA’ CAGTGAATCATCGAATC GAACGCACA GCGCCCGC T

ISAVARUNAY!
TGCGCAGTAGTT

ALIXY VY- fL )Y )
AATACAGTGGCGGTC (44

MM \n/ A A A AWV WA A AMA AN f AN MW f {X
WANARA'AY LAY AVAVARNARARALAVAWA AR AALA A S AAAVAYSNARALAGSWEAWAAAVACNAYA SRR A SN AA VA AAAWARWALANNAAWE 0.6 A1)
TECACAACTCaCACCEEGACCECEECaCETCCACETCCATARAACACCCARCTTCTGAARTGTTEACCTCGEATCAGGTAGGAATACCCECTEAACTTAAGCATARE

Slika 20. Prikaz elektroferograma sekvence ITS (forward) za izolat M-14 u programu
Geneious Prime (2023.). 18

Koristenjem alata TrichoBLAST sekvence su usporedene s referentnim izolatima iz NCBI

baze podataka i online dostupnim alatima na www.trichokey.info stranici. Pomoc¢u sekvence

ITS odreden je rod Trichoderma (ITS > 76 %), a sekvencama rpb2 (rpb2 > 99 %) i tefl-a (tefl-
a > 99 %) odredena je vrsta (Slika 21.) (Cai i Druzhinina, 2021.). Primjer podudaranja
nukeotida sve tri sekvence (ITS, rpb2 i tefl-a) izolata M2 s referentnim/tipskim izolatom
prikazan je Slikom 22., Slikom 23. i Slikom 24.

18 (Foto: 1. KuSan)
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| NE (= nije Trichoderma)
1

rob2q, = tefly,

FILOGENIJA

IDENTIFIKACIJA VRSTE

Slika 21. Protokol odredivanja roda i vrste pomoc¢u genskih markera ITS, rpb2 i tefl-a.

Query 1  CCGAGITTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGG

Sbjct 12 Liblﬁ";ALLAJ'iLiJlALLL&LThT&AAL(Aldilliicgu!'h&;';&&(cﬁéﬁ’; 7
Query 61 ACGLCCCGOGTGLOTCGLAGCCCGGAALCAGGLGLCCGLCGRAGGOACCAALCARALTC
sbjet 72 ALQ&LLLL@LguibliileikLLQLAAL;ﬂubiikiLliibl&ibbﬂliiﬁiiﬂﬂﬂll; 1351

Query 121 TTTTCIGTAGTCCCCTCOCOGACGTTATTTCTTACAGCTCTCAGCAAALAT TCAAAATGA 180

ILELELETET LERERERRTRLRELT) |

Query 181 ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
LEEELEELELETT

Sbjct 192 ATCAAMCTTTCAACAACGGATCTCTTGE

TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG 249

Query 241 CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAMCGCA
FERRERRRRRTRETIT EERRRRRRERRRRELntt]

Sbjct 252 CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGL

Query 381 CCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCOAGCGTCAT TTCAACCCTCOAACCCCTCC 360
LERLERELERIRELTY CERERRRERRER R Rttt

Sbjct 312 CCCGCCAGTATICTCOCOOGCATCCCTGTCCGAGCOTCAT TTCAACCCTCGAACCCCICC 3
Query 3561 GCOGGGTICGOLOTTCOOOACCTICGRAGCCCCTAAGACGOGATCCCOLLCCCGAMATACA 428

LELERITEENLLN CELEEEEETTELLT \

Sbjct 372 GGOGEGTCOGLOTTGOGGACCTCGOGAGCCCCTAAGACGOGATCCCGGUCCCGAAATACA 431

Query 421 GIGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGT TTGCACAACTCGLACCGORAGCGE 480
FEEREEREERLLT LLRRERRREREERRREEnnitl Il
Sbjct 432 GIGGCGGTCTCGCCGAGCTCTCCTGLGCAGTAGT TTGCACAAC TCGLACCGGGAGLGE 491
Query 481 GGLGCGTCCACGTCCOTAMMACACCCAACTTCTIGAMTG 519
CERRLRRRRRERR R R R e anenntll

Sbjct 492 GOLGLOTCCACGTCCOTAAMACACCCAACTTCTGAMATG 530

Slika 22. Primjer 100 %-tnog podudaranja nukleotida sekvence ITS vrste Trichoderma

atroviride. 2

19 (Cai i Druzhinina, 2021.)
20 (Izvor: https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr 1845926104, pristupljeno 22.6.2023.)
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Sare [ i [ Uand
1496 bits(910) 00 0/813(0%) Plus/Plus

Query 1 GALCAGAMGAAGGLAA T GAGL TCGALCOCAGOTGTCTCACALGIGC TTAACCAT &8
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21 (1zvor: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#talnHdr_164611712, pristupljeno 22.6.2023.)
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3.2.  Analiza makroskopskih i mikroskopskih obiljezja Trichoderma
spp.

Osim molekularne identifikacije vrsta, za potrebe ovog istrazivanja proucavana su i
morfoloska obiljezja akseni¢nih monosporijalnih kultura izoliranih Trichoderma spp.
Mikroskopska studija provedena je na kulturama razlic¢ite starosti kako bi se promatrao razvoj
i varijacije u konidiogenim strukturama i produkcija hlamidospora. U mikroskopsku analizu
ukljucen je samo po jedan izolat od svake vrste, prethodno identificirane molekularnim
metodama.

Za morfoloSku identifikaciju vrsta obi¢no se spominju razlikovne osobine: micelarni izgled
kolonije i njihov miris, izgled konidiofora i nacin grananja, proizvodnja razli¢itih pigmenata,
oblik fijalida i oblik konidija (Gams i Bissett, 2002.).

Za potrebe istrazivanja, kulture gljiva su umnozene u laboratoriju Zavoda za fitopatologiju
na PDA i MA supstratu (eng. Malt Agar). Koristene su hranjive podloge vlastite izrade, PDA
(domadi krumpir; agar i dekstroza — Biolife, Italija)>® i MA instant agar (Biolife, Italija). Svaki
izolat je nacijepljen na hranjive podloge (PDA i MA) u tri repeticije. Svakog dana je mjeren
linearni porast kolonija svake izolirane vrste (ming, minz, max), a petrijevke su ¢uvane na 21
°C.

Akseniéne kulture mikroskopirane su na Zeiss Axio Imager A2 mikroskopu na Institutu
Ruder Boskovi¢ (Slika 25). Prilikom mikroskopiranja svake vrste zabiljeZzene su fotografije
konidiofora, konidiogenih struktura — fijalida, spora —konidija i hlamidospora, pri poveéanjima
objektiva: 2,5x; 40x i 100x (imerzijski objektiv). Pomocu programa Piximeétre 5.10

(https://www.free.fr/freebox/vos-applications/), koji je prethodno kalibriran za sva koriStena

povecanja, na tim mikrofotografijama je izmjerena veli¢ina (duljina i Sirina) fijalida, konidija
i hlamidospora (Slika 26.). U mjerenjima je koristeno 100 konidija, 20 fijalida i 10
hlamidospora svake vrste.

23 Recept izrade PDA hranjive podloge: 1L destilirane vode, 200 g krumpira (skuhanog i oguljenog), 20 g
dekstroze, 15 g agara.
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Slika 25. Svjetlosni istrazivacki mikroskop Zeiss (Zeiss Axio Imager A2).
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Slika 26. Prikaz mjerenja veli¢ine konidija na mikrofotografijama u programu Piximétre
5.10 - primjer: Trichoderma longibrachiatum (izolat M19).
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4. Rezultati

U provedenom istraZzivanju zastupljenosti vrsta iz roda Trichoderma u rizosferi masline s

razli¢itih lokacija Mediteranske regije Hrvatske dobiveni su sljedeéi rezultati.

Molekularnim metodama (DNA barkodiranje), u svih 10 izoliranih uzoraka tla maslinika

utvrdene su vrste iz roda Trichoderma. Identificirano je Sest razlicitih vrsta iz roda
Trichoderma: (1) izolati M1, M14, M24 — Trichoderma koningiopsis agg., (2) izolat M2 —
Trichoderma atroviride, (3) izolati M16, M17, M23 — Trichoderma harzianum, (4) izolat M19

—Trichoderma longibrachiatum, (5) izolat M36 — Trichoderma paratroviride i (6) izolat M50

— Trichoderma sp. (ovaj izolat nije bilo moguce identificirati do razine vrste). Najzastupljenije

vrste u ovom istrazivanju su Trichoderma harzianum i Trichoderma koningiopsis agg., svaka

s tri izolata. Rezultati su prikazani Tablicom 6., a morfoloski prikazi vrsta dani su na Slikama

27.-32.

Tablica 6. Rezultati identificiranja vrsta Trichoderma izoliranih iz uzoraka tla rizosfere masline
na razli¢itim lokacijama Mediteranske regije RH.

Izolat Zupanija Lokalitet VRSTA
M1 Istarska Fazana Trichoderma koningiopsis agg.
M2 Sibensko-kninska Primosten Industrijska zona _
M14 Zadarska Zadar Trichoderma koningiopsis agg.
M16 Splitsko- dalmatinska Hvar Trichoderma harzianum
M17 Splitsko- dalmatinska Hvar Trichoderma harzianum
M19 Primorsko-goranska Mali Losinj _
M23 Primorsko-goranska Njivice Trichoderma harzianum
M24 Istarska Umag Trichoderma koningiopsis agg.
M36 Dubrovac¢ko- neretvanska Neretva Trichoderma paratroviride
M50 Zadarska otok Rava Trichoderma sp.
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4.1. Vrsta Trichoderma koningiopsis agg. (izolati M1, M14, M24)

c-d) Tri dana stare akseni¢ne kulture na PDA, e-f) Konidiofori, g-h) Konidije, i) Terminalna

hlamidospora, j) Interkalarna hlamidospora. 2*

Kolonija uzgajana na MA supstratu na 21 °C dosize radijus 1,4-2,0 cm u vremenu od 24 h,
a za 4 dana uzgoja micelij proraste cijelu petrijevku (9 cm). Kolonija uzgajana na PDA
supstratu na 25 °C dosize radijus 1,5-1,8 cm za 24 h, a za 5 dana uzgoja promjer iznosi 10,0
cm. PovrSinski izgled kolonije je paucinast, a u koloniji se formiraju karakteristicni
koncentri¢ni krugovi/zone zelene boje oko izvornog inokuluma. Kolonije imaju miris kokosa.
Vrsta pocinje sporulirati 3. dana uzgoja i pojavljuje se karakteristicna zelena boja. Konidiofori
su oblika stabla s izrazeno glavnom osi, razgranati su, a prema vrhu konidiofora se stvaraju
fijalide. Fijalide su zelene boje, kruskolikog do izduZenog oblika, veli¢ine (8,8) 9,3 - 15,5
(16,1) x (2,1) 2,11 - 3,2 (4,8) um (N = 20). Fijalide obilno stvaraju konidije, koje su elipsoidnog
oblika, zelene boje, velicine (3,3) 3,5 - 4,2 (4,8) x (2,4) 2,8 - 3,2 (3,5) um (N = 100). Vrsta
stvara hijaline hlamidospore nakon mjesec dana inkubacije, okruglog oblika, a pojavljuju se
terminalno i interkalarno, veli¢ine su (8,3) 8,4 - 9,1 (9,7) x (7,4) 7,43 - 8,8 (8,9) um (N = 10).

24 (Foto: a-d) M. Stvori¢, e-j) N. Matogec)
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4.2. Vrsta Trichoderma atroviride (izolat M2)

Slika 28. Vrsta Trichoderma atroviride: a-b) Tri dana stare akseni¢ne kulture na MA, c-d) Tri
dana stare akseni¢ne kulture na PDA, €) Konidiofor, f) Konidije, g) Interkalarna hlamidospora,

h) Terminalna hlamidospora. ?°

Kolonija uzgajana na MA supstratu na 21 °C dosize radijus 1,5-1,9 cm u vremenu od 24 h,
a za 4 dana uzgoja micelij proraste cijelu petrijevku (9 cm). Kolonija uzgajana na PDA
supstratu na 25 °C dosize radijus 1,4-1,5 cm za 24 h, a za 5 dana uzgoja promjer iznosi 10,0
cm. Povrsinski izgled kolonije je paucinast. U koloniji se formiraju karakteristi¢ni koncentri¢ni
krugovi oko izvornog inokuluma. Kolonija ima miris kokosa. Vrsta pocinje sporulirati 3. dana
uzgoja i pojavljuje se karakteristicna zelena boja. Konidiofori su piramidalnog izgleda,
Konidije su zelene boje, okruglaste do jajolike, veli¢ine (3,1) 3,3 - 3,9 (4,3) x (2,7) 3,1 - 3,5
(3,8) um (N = 100). Fijalide su kruskolike do izduzene (tzv. ,,oblik ampule*), zelene boje,
veli¢ine (8) 8,7 - 12,1 (14) x (2,4) 3,4 - 4,3 (4,6) um (N = 20). Vrsta stvara hijaline
hlamidospore ve¢ nakon tri dana inkubacije, okruglog do izduzenog oblika, pojavljuju se
terminalno i interkalarno, veli¢ine su (7,7) 8 - 11,2 (11,9) x (6,7) 7,5 - 10,2 (10,5) um (N = 10).

25 (Foto: a-d) M. Stvori¢, e-h) N. Matocec)
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4.3. Vrsta Trichoderma harzianum (izolati M16, M17, M23)

Slika 29. Vrsta Trichoderma harzianum: a-b) Tri dana stare akseni¢ne kulture na MA, c-d) Tri
dana stare akseni¢ne kulture na PDA, e) Konidiofor, f) Konidije, g) Interkalarna hlamidospora,

h) Terminalna hlamidospora. 2

Kolonija uzgajana na MA supstratu na 21 °C dosize radijus 1,6-1,7 cm u vremenu od 24 h,
a za 4 dana uzgoja micelij proraste cijelu petrijevku (9 cm). Kolonija uzgajana na PDA
supstratu raste znatno sporije, na 25 °C dosize radijus 1,0-1,3 cm za 24 h, a petrijevku preraste
tek nakon mjesec dana. Kolonije na PDA supstratu su bijele boje, pauc¢inastog izgleda. Kolonije
na MA supstratu stvaraju karakteristicne koncentricne krugove zelene i bijele boje oko
izvornog inokuluma. Konidiofori su izduzeni, prvi vrhu se stvaraju fijalide. Fijalide su zelene
boje, kruskolikog do izduzZenog oblika, veli¢ine (7) 8,6 - 11,9 (13,3) x (2,6) 2,7 - 4,2 (4,4) pm
(N =20). Fijalide stvaraju konidije koje su zelene boje, okrugle do jajolike, veli¢ine (2,9) 3,2 -
3,9 (5,1) x (2,4) 2,7 - 3,2 (3,6) um (N = 100). Vrsta stvara subhijaline hlamidospore nakon
mjesec dana inkubacije, okruglog do blago spljostenog oblika, pojavljuju se terminalno i
interkalarno, veli¢ine su (5,2) 5,9 - 7,7 (8,2) x (5,1) 5,6 - 7,2 (7,3) um (N = 10).

26 (Foto: a-d) M. Stvori¢, e-h) I. Kugan)
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4.4. Vrsta Trichoderma longibrachiatum (izolat M19)

»

Slika 30. Vrsta Trichoderma longibrachiatum: a-b) Tri dana stare akseni¢ne kulture na MA, c-

d) Tri dana stare akseni¢ne kulture na PDA, e) Konidiofor, f) Konidije, g) Terminalna

hlamidospora, h) Interkalarna hlamidospora. 2’

Kolonija uzgajana na MA supstratu na 21 °C dosize radijus 1,4-1,7 cm u vremenu od 24 h,
a za 4 dana uzgoja micelij proraste cijelu petrijevku (9 cm). Kolonija uzgajana na PDA
supstratu na 25 °C dosize radijus 0,9-1,1 cm za 24 h, a za 5 dana uzgoja promjer iznosi 10,0
cm. Kolonije su tamnozelene boje. Vrsta pocinje sporulirati 3. dana uzgoja i pojavljuje se
karakteristi¢na zelena boja. Konidiofori su piramidalnog tipa, a fijalide se stvaraju cijelom
duljinom konidiofora. Fijalide su zelene boje i jako izduzene, veli¢ine (10,3) 10,6 - 14 (16,3)
x(2,2) 2,6 - 3,7 (3,9) um (N = 20). Fijalide obilno stvaraju konidije koje su zelene boje, veli¢ine
(3,4) 3,7-4,8(5,5) % (2,6) 2,7 - 3,3(3,9) um (N = 100). Vrsta stvara subhijaline hlamidospore
nakon mjesec dana inkubacije, okruglog do izduZenog oblika, pojavljuju se terminalno i
interkalarno, veli¢ine su (6,7) 7,4 - 9,1 (9,5) x (6,5) 6,7 - 7,9 (9,1) um (N = 10).

27 (Foto: a-d) M. Stvori¢, e-h) I. Kugan)
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4.5. Vrsta Trichoderma paratroviride (izolat M36)

Slika 31. Vrsta Trichoderma paratroviride: a-b) Tri dana stare akseni¢ne kulture na MA, c-d)
Tri dana stare akseni¢ne kulture na PDA, e) Konidiofori s fijalidama, f-j) Konidije, k)

Interkalarna hlamidospora, ) Terminalna hlamidospora. %

Kolonija uzgajana na PDA supstratu na 21 °C dosize radijus 1,0-1,3 cm u vremenu od 24
h, a za 6 dana uzgoja micelij proraste cijelu petrijevku (9 cm). Kolonija uzgajana na MA
supstratu raste znatno sporije, na 25 °C dosize radijus 1,0 cm, a petrijevku preraste tek nakon
mjesec dana. Kolonije na MA supstratu su bijele boje, povrsinskog paucinastog izgleda.
Konidiofori su u obliku stabla i jako razgranati. Pri vrhu se stvaraju hijaline fijalide, izduzenog
oblika, veli¢ine (11,7) 12,7 -18,1(19,7) X (2,6) 2,9 -4,1 (4,7) um (N = 20). Fijalide produciraju
hijaline konidije elipsoidnog oblika, veli¢ine (3,5) 4 - 5,1 (5,9) x (2,9) 3,1 - 3,7 (4,1) um (N =
100). Vrsta stvara hijaline hlamidospore, okruglog do izduzenog oblika, pojavljuju se
terminalno i interkalarno, velicine su (7,6) 7,7 - 10,2 (12,3) x (7,4) 7,6 - 9,2 (9,5) um (N = 10).

28 (Foto: a-d) M. Stvori¢, e-1) 1. Kusan)
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4.6. Vrsta Trichoderma sp. (izolat M50)

Slika 32. Vrsta Trichoderma sp.: a-b) Tri dana stare akseni¢ne kulture na MA, c-d) Tri dana
stare akseni¢ne kulture na PDA, e¢) Hifalna petlja, f-g) Konidiofori, h) Terminalna

hlamidospora, i) Interkalarna hlamidospora, j-k) Konidije. 2°

Kolonija uzgajana na MA supstratu na 21 °C dosize radijus 0,8-0,9 cm u vremenu od 24 h, a
za 5 dana uzgoja micelij proraste cijelu petrijevku (9 cm). Kolonija uzgajana na PDA supstratu
raste znatno sporije, na 25 °C dosize radijus 0,5-0,9 cm za 24 h, a petrijevku preraste tek nakon
mjesec dana. Kolonije na PDA supstratu su bijele boje. Povrsinski izgled kolonije je paucinast.
Konidiofori su kratki i zadebljali, pri vrhu se stvaraju fijalide. Fijalide su zelene boje, kratkog
kruskolikog oblika, veli¢ine (9,1) 9,7 - 13,2 (14) x (3) 3,1 - 4,5 (5,3) um (N = 20). Fijalide
stvaraju konidije koje su zelene boje, elipsoidnog oblika, veli¢ine (3,4) 3,8 - 4,6 (5,4) x (2,6)
2,9-3,5(3,7) um (N = 100). Vrsta stvara hijaline hlamidospore nakon mjesec dana inkubacije,
kuglastog su oblika, pojavljuju se terminalno i interkalarno, veli¢ine su (6,9) 7,1 - 9,1 (9,2) x
(6,4) 6,8 - 8,4 (8,9) um (N = 10). Poneke hife ove vrste formiraju se u tzv. ,,hifalne petlje ili

,,omce*.

29 (Foto: a-d) M. Stvori¢, e-k) I. Kugan)
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5. Rasprava

Bioraznolikost i geografska rasprostranjenost ,,soil-borne* vrsta iz roda Trichoderma na
podru¢ju Hrvatske nedovoljno su poznate jer uglavnhom sluzbeno nisu bile istrazivane
(Topolovec-Pintari¢, 2019). Samo jedno istrazivanje proveli su Jaklitsch i Voglmayr (2015.) u
mezo-mediteranskom obalnom podrucju poluotoka Istre, izmedu gradova Vrsara i Pule, te u
nekim submediteranskim dijelovima poluotoka Istre te otoka Cresa i Losinja. Tijekom svojeg
istrazivanja na podrucju juzne Europe i Makaronezije, sakupili su vise od 650 uzoraka gljiva
iz roda Trichoderma, medu kojima je identificirano i opisano 17 novih vrsta za znanost:
Trichoderma balearicum, Trichoderma ceciliae, Trichoderma christiani, Trichoderma
cremeoides, Trichoderma europaeum, Trichoderma euskadiense, Trichoderma gliocladium,
Trichoderma hausknechtii, Trichoderma helicolixii, Trichoderma istrianum, Trichoderma
italicum, Trichoderma leguminosarum, Trichoderma mediterraneum, Trichoderma
pararogersonii, Trichoderma paratroviride, Trichoderma priscilae i Trichoderma rubi. Neke
od vrsta koje su zabiljezili Jaklitsch 1 Voglmayr (2015.) utvrdene su i ovim istraZivanjem
odnosno u ovom Diplomskom radu: Trichoderma atroviride — smatra se relativno ¢estom,
Trichoderma koningiopsis — prethodno poznata samo u Njemackoj i na Sardiniji (Migheli i
sur., 2009.; Samuels i sur., 2006.), Trichoderma longibrachiatum (uéestala rizosferna vrsta) i
Trichoderma paratroviride (prethodno poznata u mediteranskoj regiji Spanjolske). U
mediteranskoj zoni Hrvatske uglavnom vecinom su pronadeni anamorfi vrsta iz roda
Trichoderma, sto je u skladu s o¢ekivanjima zbog nizih uvjeta vlage u tom podrucju, posebice

u ljetnim mjesecima (Jaklitsch i Voglmayr, 2015.).

Autori Sadfi-Zouaoui i sur. (2009.) uzorkovali su u cetiri razli¢ite bioklimatske zone
Tunisa, mediteranske sjevernoafricke zemlje s velikom klimatskom 1 edafskom varijabilno$¢u
od sjevera prema jugu, kako bi se procijenila genetska raznolikost autohtonih vrsta
Trichoderma spp. i njihov odnos s bioklimatskim zonama. Uocene su najmanje dvije razlicite
vrste u svakom ekosustavu. Vrste Trichoderma harzianum i Trichoderma longibrachiatum bile
su prisutne u Sumskim tlima u sjevernom Tunisu, Trichoderma atroviride i Trichoderma
hamatum pronadene su u kultiviranim poljima u sjeveroistocnom Tunisu, Trichoderma
harzianum i Trichoderma saturnisporum izolirane su iz Sumskog tla u sredisnjem Tunisu, a u
oazama juznog Tunisa bile su prisutne vrste Trichoderma harzianum i Trichoderma hamatum.
Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s Diplomskim radom, u kojem su takoder utvrdene

vrste: Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum i Trichoderma longibrachiatum.
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Medutim, utvrdivanje samo lokalnog broja vrsta nije dobar pokazatelj promjene
bioraznolikosti (Wilsey i sur., 2005.). To je ponajvise uzrokovano antropogenim djelovanjem,
jer ljudske aktivnosti nad ekosustavima i biogeokemijskim ciklusima cesto rezultiraju
promjenama u brojnosti vrsta, pozitivno ili negativno (Hillebrand i sur., 2008.). Ali, lokalno
bogatstvo vrsta proizlazi iz Sireg, regionalnog bogatstva vrsta i moze se iz njega predvidati, a
raspon regionalne bioraznolikosti je limitiran djelovanjima na lokalnoj razini, poput utjecaja
na staniSte i izmjene mikroklimatskih uvjeta (Cornell, 1993.). Ljudska trgovina i putovanja
rezultiraju transportom vrsta, Sto dovodi do regionalne homogenizacije sastava vrsta

(McKinney i Lockwood, 1999.).

U istrazivanju Migheli i sur. (2009.) na podruc¢ju Mediterana (otok Sardinija), dobiveni su
zapanjujuci rezultati o bioraznolikosti vrsta iz roda Trichoderma. Podaci upu¢uju na snazno
smanjenje izvorne raznolikosti Hypocrea spp./Trichoderma spp. vrsta (autohtonih vrsta), koja
je zamijenjena opseznom invazijom vrsta iz Euroazije, Afrike i Pacifickog bazena. Medu
pronadenim vrstama su: Hypocrea lixii/Trichoderma harzianum, Trichoderma gamsii,
Trichoderma spirale, Trichoderma velutinum, Trichoderma hamatum, Hypocrea koningii/
Trichoderma koningii, Hypocrea virens/Trichoderma virens, Trichoderma tomentosum,
Hypocrea  semiorbis, Hypocrea viridescens/Trichoderma viridescens, Hypocrea
atroviridis/Trichoderma atroviride, Trichoderma asperellum, Hypocrea
koningiopsis/Trichoderma  koningiopsis i Trichoderma sp. Vecina vrsta pokazivale su
genotipove koji su ve¢ bili pronadeni u Euroaziji ili na drugim kontinentima. Tri vrste koje su
zabiljezene na otoku Sardiniji, dio su i rezultata ovog Diplomskog rada: Trichoderma

atroviride, Trichoderma harzianum i Trichoderma koningiopsis.

Sli¢no istrazivanje bioraznolikosti vrsta iz roda Trichoderma, provedeno je u neotropskoj
regiji (Meksiko, Gvatemala, Panama, Ekvador, Peru, Brazil i Kolumbija) (Hoyos-Carvajal i
sur., 2009.). U 183 izolata utvrdena je relativno velika raznolikost vrsta koja se sastoji od 29
taksona: Trichoderma asperellum (60 izolata), Trichoderma atroviride (3), Trichoderma
brevicompactum (5), Trichoderma crassum (3), Trichoderma erinaceum (3), Trichoderma
gamsii (2), Trichoderma hamatum (2), Trichoderma harzianum (49), Trichoderma
koningiopsis (6), Trichoderma longibrachiatum (3), Trichoderma ovalisporum (1),
Trichoderma pubescens (2), Trichoderma rossicum (4), Trichoderma spirale (1), Trichoderma
tomentosum (3), Trichoderma virens (8), Trichoderma viridescens (7) i Hypocrea jecorina (3)
(anamorf: Trichoderma reesei), uz 11 neopisanih vrsta (Trichoderma sp.). Vrsta Trichoderma

asperellum bila je prevladavajuéa vrsta, zajedno s vrstom Trichoderma harzianum. Vrsta
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Trichoderma harzanium takoder je najzastupljenija u ovom Diplomskom radu, a ostale
utvrdene vrste ovog istrazivanja koje se podudaraju su: Trichoderma atroviride, Trichoderma
koningiopsis i Trichoderma longibrachiatum. Identifikacija tih vrsta je takoder provedena
kombiniranim proucavanjem genetskih i morfoloskih svojstava svake vrste te je uspjesSnost
takve metode posebno istaknuta. Drugim rije¢ima, metabolicke karakteristike vrsta mogu
potvrditi geneticke razlike medu vrstama, pokazuju¢i znacajne varijacije u ekspresiji

fenotipskih karakteristika.

Podrucje Rusije, Sibira i Himalaja takoder je podvrgnuto proucavanju bioraznolikosti vrsta
iz roda Trichoderma (Kulling i sur., 2000.). Molekularnim i morfoloskim metodama
identificirane su vrste: Trichoderma atroviride, Trichoderma virens, Trichoderma hamatum,
Trichoderma asperellum, Trichoderma koningii, Trichoderma oblongisporum, Trichoderma
harzianum i Trichoderma inhamatum i ostale vrste koje nije bilo moguce identificirati. Vrste
Trichoderma atroviride i Trichoderma harzianum takoder su zabiljezene u rezultatima ovog

Diplomskog rada, a opéenito se smatraju ucestalima.

Autori Kubicek i sur. (2003.), procjenjivali su geneticku i morfoloSku raznolikost
autohtonih vrsta Trichoderma spp. u podru¢ja jugoisto¢ne Azije (Tajvan, zapadna Indonezija).
Identificirane su vrste: Trichoderma harzianum/Trichoderma inhamatum, Trichoderma virens,
Trichoderma spirale, Trichoderma koningii, Trichoderma atroviride, Trichoderma
asperellum, Hypocrea jecorina (anamorf: Trichoderma reesei), Trichoderma viride,
Trichoderma hamatum i Trichoderma ghanense. Pronadene vrste Trichoderma atroviride i

Trichoderma harzianum zabiljezene su i u okviru ovog Diplomskog rada.

Nekoliko istrazivanja bioraznolikosti i rasprostranjenosti Trichoderma spp. provedeno je u
Kini. Prema Sun i sur. (2012.), istrazivanje bioloske raznolikosti vrsta iz roda Trichoderma u
Kini, rezultiralo je identifikacijom 23 vrste: Trichoderma asperellum, Trichoderma atroviride,
Trichoderma aureovriride, Trichoderma brevicompactum, Trichoderma citrinoviride,
Trichoderma erinaceum, Trichoderma gamsii, Trichoderma hamatum, Trichoderma
harzianum, Trichoderma intricatum, Trichoderma koningii, Trichoderma koningiopsis,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma pleuroticola, Trichoderma reeseii (Hypocrea
jecorina), Trichoderma sinensis, Trichoderma spirale, Trichoderma stromaticum,
Trichoderma tomentosum, Trichoderma velutinum, Trichoderma vermipilum, Trichoderma
virens, Trichoderma viride. Vrsta Trichoderma harzianum bila je najrasprostranjenija vrsta u

Kini, $to je u skladu s dobivenim rezultatima ovog Diplomskog rada. Osim najucestalije vrste
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Trichoderma harzianum, s rezultatima ovog Diplomskog rada takoder se podudara pronalazak
vrsta: Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis i

Trichoderma longibrachiatum.

Takoder u Kini, prema istrazivanju Jiang i sur. (2016.), u poljoprivrednim tlima utvrdena
je znatna bioloska raznolikost Trichoderma vrsta. 1zolirano je 2078 sojeva koji su identificirani
u 17 poznatih vrsta: Trichoderma harzianum (429 izolata), Trichoderma asperellum (425),
Trichoderma hamatum (397), Trichoderma virens (340), Trichoderma koningiopsis (248),
Trichoderma brevicompactum (73), Trichoderma atroviride (73), Trichoderma fertile (26),
Trichoderma longibrachiatum (22), Trichoderma pleuroticola (16), Trichoderma erinaceum
(16), Trichoderma oblongisporum (2), Trichoderma polysporum (2), Trichoderma spirale (2),
Trichoderma capillare (2), Trichoderma velutinum (2) i Trichoderma saturnisporum (1).
Utvrdeno je da bioraznolikost vrsta iz roda Trichoderma na poljoprivrednim poljima varira
0Visno o regiji, usjevu i sezoni, pri ¢emu je ljeto pokazalo najvecu biolosku raznolikost od
proucavanih godisnjih doba. Identificirane vrste Trichoderma atroviride, Trichoderma

harzianum i Trichoderma longibrachiatum zabiljeZene su u ovom Diplomskom radu.

U jos jednom istrazivanju u Kini, Saravanakumar 1 sur. (2016.) istrazivali su biolosku
raznolikost vrsta iz roda Trichoderma i njihov odnos s fizickim i kemijskim svojstvima
sedimenta moc¢varnih podrucja. Za identifikaciju Trichoderma vrsta primijenjene su dvije vrste
molekularnih pristupa, metode ovisne o kulturi i neovisne metode. Od 491 uzoraka sedimenta
dobiveno je ukupno 254 izolata koji su identificirani u 13 vrsta: Trichoderma aureoviride,
Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride, Trichoderma
koningiopsis, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma koningii, Trichoderma tawa,
Trichoderma viridescens, Trichoderma virens, Trichoderma hamatum, Trichoderma viride i
Trichoderma velutinum. Nakon toga, metoda 454 pirosekvencijske analize neovisne o kulturi
otkrila je ukupno Sest vrsta kao S§to su Trichoderma citrinoviride, Trichoderma virens,
Trichoderma polysporum, Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii i dvije nepoznate vrste.
Zanimljivo je da u prvoj metodi (ovisnoj o kulturi), vrste Trichoderma citrinoviride i
Trichoderma polysporum nisu pronadene. Stoga, ovaj rad potvrduje da bi kombinacija ovih
dviju metoda mogla pokazati ve¢u biolosku raznolikost vrsta iz roda Trichoderma, nego bilo
koja od ovih metoda zasebno. Takoder je utvrdeno da svojstva sedimenta, poput temperature,
redoks potencijal (Eh) i pH vrijednosti znacajno utjecu na bioraznolikost vrsta iz roda

Trichoderma. Vrste zabiljezene u oba istrazivanja, u Saravanakumar i sur. (2016.) i u ovom
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Diplomskom radu su: Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma

koningiopsis i Trichoderma longibrachiatum.

Znanstvenici Dou i sur. (2019.), provedeli su istrazivanje bioraznolikosti i
rasprostranjenosti vrsta iz roda Trichoderma u Kini. Ukupno je izolirano 3999 izolata iz
Sumskih, travnjackih, moc¢varnih i poljoprivrednih ekosustava, a 50 vrsta identificirano je na
temelju morfoloskih karakteristika i analize sekvenci genskih markera. ldentificirane vrste su:
Hypocrea semiorbis, Trichoderma epimyces, Trichoderma konilangbra, Trichoderma
piluliferum, Trichoderma pleurotum, Trichoderma pubescens, Trichoderma strictipilis,
Trichoderma hunua, Trichoderma oblongisporum i neidentificirana vrsta, Trichoderma sp.
Vrsta Trichoderma harzianum najzastupljenija je i najsire rasprostranjena. Ovim istrazivanjem
je utvrdeno da Sumski ekosustavi 1 niske nadmorske visine imaju najveci biodiverzitet vrsta iz
roda Trichoderma. Od vrsta utvrdenih ovim istrazivanjem, samo je vrsta Trichoderma

harzianum zajednicka s rezultatima ovog Diplomskog rada, uz ¢injenicu da je najucestalija.

Kiselost tla je takoder uzeta u obzir u prouc¢avanju bioraznolikost Trichoderma vrsta u
alkali¢nom tlu (pH 7,3-8,4) u sjevernom dijelu doline Nila u Egiptu. Prema Gherbawy i sur.
(2004.), pronadene su samo dvije vrste, Trichoderma harzianum i anamorf od Hypocrea
orientalis od izoliranih 20 sojeva s 9 razli¢itih lokaliteta (19 razli¢itih staniSta). Medutim, za
razliku od istrazivanja Saravanakumar i sur. (2016.), ¢ini se da je prisutnost ovih vrsta zapravo
neovisna o staniStu (pH, biljka, tip tla) te da su te dvije svojte autohtone u dolini Nila, a na
njihovu prisutnost nije utjecala poljoprivredna povijest tla. Vrsta Trichoderma harzianum

takoder je utvrdena ovim Diplomskim radom.

Osim najpoznatijih i najucestalijih vrsta iz roda Trichoderma, razlike u molekularnim
sekvencama odredenih genskih regija dovele su do opisivanja novih vrsta. U istrazivanju
Bissett i sur. (2003.) ustanovljeno je sedam novih vrsta za znanost iz roda Trichoderma,
izoliranih iz tla ili kore drveca iz Sibira, Nepala, sjeverne Indije, Tajvana, Tajlanda, KambodZe
i Malezije. Novootkrivene vrste su: Trichoderma sinensis, Trichoderma effusum, Trichoderma
helicum, Trichoderma rossicum, Trichoderma velutinum, Trichoderma cerinum i Trichoderma
erinaceum. U ovom radu posebno je naglasen doprinos molekularnih metoda identifikacije,
odnosno podataka o sekvencama u odredivanju vrsta. Naime, vrsta Trichoderma helicum se
morfoloski ne razlikuje od vrste Trichoderma tomentosum, iako te dvije vrste nisu filogenetski

blisko povezane. Dakle, vrsta Trichoderma helicum nije mogla biti identificirana klasi¢nim
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morfoloskim metodama, ve¢ isklju¢ivo molekularnim analizama DNA sekvenci. Ove vrste

nisu utvrdene u ovom Diplomskom radu.

Kolika je vaZnost prisutnost vrsta iz roda Trichoderma u rizosferi masline ukazuju
istrazivanja biostimulacije masline tim korisnim mikroorganizmima. U istrazivanju Dini i sur.
(2020.), procijenjeni su ucinci biostimulacije vrstama Trichoderma, odnosno njihovim
sekundarnim metabolitima (6-pentil-a-piron i harcijanska kiselina) na fenolni profil i
antioksidativni potencijal ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja i na listove masline, kako bi ih
ucinili komercijalno privla¢nijim kao izvor fitokemikalija korisnih za farmaceutsku,
kozmeti¢ku i prehrambenu industriju. Rezultati tog istrazivanja ukazuju na to da je djelovanje
vrsta iz roda Trichoderma pozitivno na fenole i antioksidase u maslinovom ulju, ali isto tako
povecava i ekonomsku vrijednost listova masline (koji se inace tretira kao otpad) kao izvora
fitokemikalija (flavonoida, lignana i oleuropeina), korisnih za prehrambenu, farmaceutsku i

kozmeticku industriju.

U sli¢nom istrazivanju, autori Dini 1 sur. (2021.) sugeriraju da bi koriStenje odabranih
sojeva Trichoderma spp. i njihovih metabolita moglo pridonijeti nutricionistickim svojstvima
maslinove kostunice (ploda), a to bi donijelo dodatne prednosti u skladistenju. Navedeno
potvrduju rezultatima, primjena (na korijen masline i metodom natapanja tla) odabranih sojeva
Trichoderma asperellum, Trichoderma virens i Trichoderma harzianum i njihovih metabolita
(harcijanska kiselina i 6-pentil-a-piron) na koStunicama mladih maslina (starost 4 godine)
rezultirala je povecanjem sekoiridoid oleuropeina i flavonoida luteolina. Biostimulacijski
ucinak vrste Trichoderma harzianum takoder je potvrden istrazivanjem Topolovec-Pintari¢
(2010.), u kojem je ta vrsta potaknula klijanje i rast sjemenki lana. Takoder, vrsta Trichoderma
viride pokazala je dobar biotimulacijski u¢inak kao sastavni dio mikrokapsula u biognojivima

(Topolovec-Pintari¢ i sur., 2017.).

Osim biostimulacijskog ucinka, vrste gljiva iz roda Trichoderma poznate su i po
antifungalnom i antagonisti¢cnom djelovanju. U ovom istrazivanju mikroskopskim pregledom
pronadene su tzv. hifalne petlje izolata M50, neidentificirane vrste Trichoderma sp. Naime,
vrste iz roda Trichoderma poznati su paraziti nematoda (Sharon i sur., 2011.), a stvorenim
hifalnim ,,om¢ama* ili ,,petljama‘* doslovno ih aktivno hvataju i parazitiraju. Osim vrsta iz roda
Trichoderma, askomiceta Arthrobotrys oligospora takoder je gljiva poznata po aktivnhom

hvatanju nematoda (Tunlid i sur., 1994.).
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U sjevernom Iranu, autori Naeimi i sur. (2011.) istrazivali su bioraznolikost vrsta iz roda
Trichoderma u poljima rize. Istrazivanje je provedeno s ciljem utvrdivanja potencijalnih
antagonisti¢nih bio-¢imbenika Trichoderma spp. u suzbijanju fitopatogene gljive Rhizoctonia
solani, uzro¢nika palezi osja rize. Medu Sest dobivenih vrsta, Trichoderma harzianum i
Trichoderma virens pokazale su se kao naj¢eSce vrste. Istrazivanjem je takoder otkriveno da je
vrsta Trichoderma harzianum slozena vrsta koja sadrzi viSe ili manje razlicite ITS genotipove,

a vrsta Trichoderma virens nije toliko raznolika.

U istrazivanju Aleandri i sur. (2015.), izolirane su Trichoderma spp. iz rizosfere hrasta
crnike, masline i lavande u rasadniku kako bi se odabrali u¢inkoviti antagonisti i agensi za
poticanje rasta i njihova upotreba za izmjenu supstrata za rast rasadnika. Antagonisticke
sposobnosti izoliranih vrsta: Trichoderma asperellum, Trichoderma hamatum, Trichoderma
harzianum, Trichoderma virens, testirane su in vitro protiv ¢estih biljnih patogena, gljiva —
Sclerotinia sclerotiorum (Ascomycota, Helotiales), Verticillium dahliae (Ascomycota,
Glomerellales), Rhizoctonia solani (Basidiomycota, Cantharellales), ali i pseudogljiva —
Phytophthora nicotianae (Chromista, Oomycota, Peronosporales) i Phytophthora cinnamomi
(Chromista, Oomycota, Peronosporales). Na rast micelija svake ciljne fitopatogene vrste
izravnim je, ali razli¢itim intenzitetom utjecao svaki izolat Trichoderma, ali isto takav u¢inak
su imali njegovi volatilni i nevolatilni metaboliti, §to ukazuje na razliCite mehanizme
antagonizma ovih oportunisti¢kih gljiva. Primjenom mjesavine Trichoderma izolata smanjena
je trulez korijena uzrokovana patogenima Rhizoctonia solani i Sclerotinia sclerotiorum, ali u
manjoj mjeri. Najvecu antibiotsku ucinkovitost protiv oomicete Phytophthora nicotianae
pokazala je vrsta Trichoderma harzianum. Konacan zakljuc¢ak ovog rada je da primjena
kombinacije lokalnih antagonista putem supstrata moze imati zadovoljavaju¢u zastitnu ulogu

u odrzivoj proizvodnji sadnica.

Prema Amira i sur. (2017.), primjena sojeva Trichoderma harzianum moze biti prikladna
alternativa fungicidima u zastiti nasada maslina od fitopatogene gljive Fusarium solani,
uzro¢nika fuzarijske trulezi i1 odumiranja maslinovih stabala. Inhibitorno djelovanje
antagonisticke vrste Trichoderma harzianium nad patogenom Fusarium solani na maslini
potvrdena je in vitro i in vivo. Navedeno potvrduje i studija Mulatu i sur. (2022.), u kojoj su
istrazivani distribucija i bioraznolikost vrsta iz roda Trichoderma iz uzoraka tla rizosfere biljke
kave (Coffea arabica) iz Etiopije i njihov potencijal za suzbijanje biljnog patogena Fusarium
xylarioides, koji uzrokuje bolest venuce biljke kave. Uocena je relativno velika raznolikost

vrsta, ukljucujuéi 16 taksona i 11 neopisanih izolata, medu kojima su najzastupljenije bile vrste
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Trichoderma asperellum, Trichoderma asperelloides i Trichoderma longibrachiatum.
Antagonisticki potencijal odabranih izolata Trichoderma nad fitopatogenom gljivom Fusarium
xylarioides ispitan je metodom dvojnih kultura i bioloskim testovima difuzije u agaru. Rezultati
suceljavanja in vitro otkrili su da Trichoderma asperellum i Trichoderma longibrachiatum

smanjuju rast micelija vrste Fusarium xylarioides za vise od 80 %, $to se smatra signifikantnim.

Na maslini je ¢esta pojava i verticilijsko venuce (uzro¢nik Verticillium dahliae), a posebno
su ugrozene masline u Spanjolskoj i drugim mediteranskim zemljama. Prema Carrero-Carron
i sur. (2016.), sojevi gljive Trichoderma asperellum pokazuju visok potencijal za suzbijanje
patogena Verticillium dahliae. U njihovom istrazivanju, dva soja Trichoderma asperellum
znacajno su smanjila ozbiljnost simptoma ove bolesti i standardizirano podrucje ispod krivulje
napredovanja bolesti uzrokovane visoko virulentnim Verticillium dahliae, ali ne kona¢nu
ucestalost bolesti. Treéi koristeni soj gljive Trichoderma asperellum znac¢ajno je povecao rast
stabala masline i pokazao vecu sposobnost kolonizacije rizosfere masline i uspostavljanja

endofitskog rasta u korijenu masline.

U istrazivanju Reghmit i sur. (2021.), autohtoni sojevi Trichoderma spp. izolirani su iz tla
rizosfere masline u sjevernom AlZiru te je ispitan njihov potencijal u suzbijanju ,,soil-borne*
patogena Verticillium dahliae, koji uzrokuje znacajne gubitke u usjevima maslina u
sjeverozapadnoj Argentini. Rezultatima je utvrdeno da su izolati Trichoderma ucinkoviti u
smanjenju rasta micelija vrste Verticillium dahliae in vitro. Takoder su utvrdeni vazni
sekundarni volatilni metaboliti antifungalnog djelovanja, poput undekana, oktadekana,
ikozana, 13-dokozenamida, heksadekanamida, 9-oktadecenamida, ciklopentanona, 2-metila,

tetradekanske Kiseline, propil estera, oleinske kiseline i n-heksadekanske kiseline.

U studiji Carrasco i sur. (2023.), izolirano je 39 sojeva Trichoderma spp. iz tla maslinika i
prirodnih stanista sjeverozapadne Argentine koji su morfoloski i molekularno karakterizirani.
Identificirano je 13 vrsta iz roda Trichoderma. Fizioloska karakterizacija otkrila je da 14 sojeva
proizvodi IAA (indol octenu kiselinu) dok 10 pokazuje endofitsku sposobnost rasta.
Kvantificirani antagonisticki parametri bili su vrlo varijabilni: osam sojeva Trichoderma sp.
pokazalo je visoke vrijednosti inhibicije rasta patogena Verticillium dahliae, dok je Sest sojeva
postiglo vrijednosti mikoparazitizma >90 %. Tri endofitska soja Trichoderma sp. pokazala su
produkciju IAA i antagonisticko djelovanje nad vrstom Verticillium dahliae, ¢ime se pokazao
idealnim bio-¢imbenikom za biolosku zastitu maslina. Ovim radom su takoder naglaseni

benefitni uc¢inci odabranih sojeva Trichoderma spp. kao ublazivaci uvjeta abiotickog stresa koji
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prevladavaju u su$nim podrué¢jima sjeverozapadne Argentine (tlo niskog sadrZzaja organske
tvari 1 zadrzavanje vode). S time se moze povuéi paralela okoliSnih predispozicija
mediteranskih maslinika obuhvacenih istrazivanjem ovog diplomskog rada. U uvjetima krskih
kamenjara i suse u kojima rastu masline, autohtone vrste iz roda Trichoderma prisutne u
rizosferi potencijalni su im ,,partneri“ u savladavanju abioti¢kih stresova, ali isto tako i

biostimulatori te zastitini bio-Cimbenici u stalnoj izlozenosti Stetnim organizmima.
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6. Zakljuéak

Na temelju rezultata provedenog istraZzivanja zastupljenosti vrsta iz roda Trichoderma u

rizosferi masline s razlicitih lokacija Mediteranske regije Hrvatske proizlaze sljedeci zakljucci.

e Na podru¢ju Mediteranske regije Hrvatske, u svih 10 uzoraka tla utvrdene su
autohtone vrste iz roda Trichoderma.

e lzolirane vrste su identificirane molekularnim metodama, sekvenciranjem DNA
genskih regija ITS, ¢ime su svojte determinirane do razine roda te rpb2 i tefl-a,
pomocu kojih su utvrdene vrste. Identifikacija je dodatno potvrdena
mikroskopskom analizom morfoloskih svojstava svake vrste.

e Utvrdena je relativno velika bioloSka raznolikost vrsta iz roda Trichoderma u
istrazivanom mediteranskom podrucju (Sest vrsta).

e Identificirane vrste iz 10 uzoraka tla iz mediteranskih maslinika su: Trichoderma
koningiopsis agg., Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma paratroviride i Trichoderma sp. (neidentificirana
vrsta).

e Najucestalije vrste u istrazivanom tlu rizosfere masline su Trichoderma harzianum

i Trichoderma koningiopsis agg..

S obzirom na to da su kroz mnogobrojna istrazivanja ove tematike prikazani benefitni
ucinci i krucijalne (biostimulirajuce, antagonisticke, antifungalne) uloge benefitnih gljiva
Trichoderma spp., vazno ih je nastaviti sustavno proucavati. To se odnosi na molekularna,
morfoloska 1 fizioloska svojstva, ali isto tako i na utvrdivanje bioraznolikosti i
rasprostranjenosti. U svrhu uspjesne komercijalizacije bioloskih pripravaka na bazi vrsta iz
roda Trichoderma, potrebno je provesti dodatna taksonomska istrazivanja nepoznatih

autohtonih vrsta, za koje je utvrdena veca efikasnost u bioloSkoj zastiti bilja.
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