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Sazetak

Diplomskog rada studentice Andree Cimpri¢, naslova

Znacaj mikoriznih asocijacija u vocarskoj proizvodnji

Mikorize su simbiozne asocijacije izmedu gljiva i korjena visih biljaka. U ovom preglednom
radu detaljno je obradeno na koji naCin ovi mikroorganizmi tla mogu unaprijediti voéarsku
proizvodnju. Obzirom na rastuée zahtjeve u ekoloskoj proizvodnji voca i regulativi prisutnoj u
upotrebi sredstava za zaStitu, postoje utemeljene naznake da bi mikorizacija mogla biti
korisna mjera u ekoloski prihvatljivoj zastiti bilja. Mikorizne gljive povecavaju biljnu
otpornost na biotske i abiotske stresove, ponajviSe otpornost na susu, zaslanjenost tla te
povecavaju biljnu otpornost na biljne bolesti i StetoCine. Brojna istraZivanja obradena u ovom
radu dokazuju pozitivan utjecaj mikoriza na usvajanje hraniva od strane biljke, povecavaju
njen vegetativni rast, kod nekih vocnih vrsta ubrzavaju vrijeme dozrijevanja i utjecu na
veliinu 1 kemijski sastav plodova. Cilj ovog rada je opisati glavne znaCajke mikoriznih
asocijacija te na koji naCin se one mogu iskoristiti u ekoloski prihvatljivijoj, i kroz povecanje
prinosa, ekonomski isplativijoj vocarskoj proizvodnji.

Kljuéne rijeci: mikorizne asocijacije, vocarstvo, simbioza



Summary

Of the master’s thesis — student Andrea Cimpric, entitled

Significance of mycorrhizal asociations in fruit production

Mycorrhizae are symbiotic associations between fungi and plant roots. The aim of this paper
is to present how these soil microorganisms can be useful in fruit production improvement.
Taking into consideration growing demands in organic fruit production and corresponding
legislation, mycorrhizal associations show increasing promise as an ecologically acceptable
technique in plant protection. Mycorrhizal fungi increase plant resistance to disease and pests.
Many of the studies presented in this paper prove positive effect of mycorrhizae on plant
nutrient absorption, vegetative growth and even on fruit ripening, size and chemical
composition. This paper focuses on the main features of mycorrhizal associations, as well as
how they could be used in ecologically acceptable and economically profitable fruit
production.

Keywords:  mycorrhizal associations, fruit production, symbiosis



1. Uvod

Mikorizne asocijacije su simbiozni odnosi u kojima gljive koloniziraju kortikalno tkivo
korjena biljke domacina, pri emu oba ¢lana imaju korist jedan od drugoga. Biljka putem
simbioze sa mikoriznom gljivom ima bolji pristup hranivima koje gljiva usvaja iz velikog
volumena tla putem mreze razgranatih hifa. Zauzvrat, biljka gljivi pruza organski oblik
ugljika. Biljka putem mikorizne asocijacije sa gljivom dobiva hraniva iz veeg volumena tla,
Sto omogucava rast i razvoj €ak i onda kada tlo nije bogato hranivima. Smatra se da su upravo
mikorize, a ne korjenje biljaka, glavni organ za usvajanje hraniva iz tla. Brojni fosilni nalazi
mikoriznih asocijacija, starih izmedu 410 i 440 milijuna godina, upucuju na to da je upravo
zahvaljujuci mikoriznim asocijacijama doslo do prekrivanja kopna biljkama.

Rastuci broj istraZivanja koji potvrduju pozitivne uCinke mikoriza jasno ukazuje da je ne
uzimanje mikoriznih asocijacija u vocarskoj, a i opcenito poljoprivrednoj proizvodnji, u
najmanju ruku nepreporucivo. Uspostavljanje ovih simbioznih odnosa omoguéava uzgoj
biljaka na manje stabilnim tlima, kao Sto su pjeskovita tla na kojima Cesto dolazi do ispiranja
hraniva, zatim uzgoj u uvjetima velike zaslanjenosti tla. Pokazale su se korisnima i u uvjetima
suse. Svojim djelovanjem mikorizne gljive mogu mijenjati pH vrijednost tla otpustanjem H*
iona ili putem proizvodnje organskih kiselina, $to znaci da je uz mikorizu mogu¢ uzgoj na

tlima koja bi radi svoje pH vrijednosti bila manje poZeljna za uzgoj nekih vocnih vrsta.

Osim brojnih pozitivnih utjecaja na rast i razvoj biljke te na jaCanje otpornosti na abiotske
stresove, mikorizne gljive pokazale su se uCinkovitima u zastiti bilja od nekih biljnih bolesti i
StetoCina. U ekoloskom kontekstu, mikorize se mogu koristiti kao bioindikatori zagadenosti
teSkim metalima, no osim kao bioindikatore, moze ih se upotrijebiti i u filtraciji otpadnih
voda. Mnoga istraZivanja upucuju na to da su mikorizne asocijacije neizostavan korak u
vracanju prirodne ravnoteZe na mjestima na kojima je ona narusena ljudskim djelovanjem ili
prirodnim Kkatastrofama, kao Sto su podrucja zahvacena poZarima, ili tla kakva nalazimo u

okolici rudnika koja su nepovoljna za rast i razvoj drvenastih vrsta.

Poljoprivredne, ekoloske i ekonomske koristi ovih mikroorganizama su nesto Sto niti jedan
uzgajivaC ne bi smio zanemariti, osobito s obzirom na rastue zahtjeve za organskim i
ekoloskim uzgojem voca. Cilj ovog rada je detaljno prikazati pozitivne osobine mikoriznih
asocijacija sa korjenjem visih biljaka, te naCine na koje se one mogu uspjeSno koristiti u
komercijalnoj vocarskoj proizvodniji.



2. Tlo kao staniSte za mikroorganizme

Ukoliko zelimo razumjeti mikrobiologiju tla, prvo je potrebno razumjeti tlo kao dinamicno
staniSte nastalo pod utjecajem mnogih medusobno povezanih ¢Cimbenika.

Tlo je nastalo kao rezultat pedogenetskih procesa transformacije mineralne i organske tvari,
pod utjecajem reljefa, klime, zivih organizama, vremena, utjecaja ljudske aktivnosti te
maticnog supstrata (Husnjak, 2014).

Tlo je pod utjecajem viSe Cimbenika, kao Sto su interakcija klime, naroCito temperature i kiSe,
zZivih organizama, topografije u kontektstu nagiba i nadmorske visine te izvornog materijala
odnosno mjeSavine minerala i organske tvari. Uzevsi u obzir kompleksnost svakog pojedinog
¢imbenika i medusobnog utjecaja jednog na drugi, tlo se smatra najkompleksnijim stanistem

za mikroorganizme.

Vazno je poznavati fizikalne karakteristike tla (tekstura, gustoca, poroznost i struktura),
Kiselost tla, te abiotske ¢imbenike buduci da su ti faktori usko povezani sa mikrobioloSkom
aktivnosti. Mikroorganizmi mogu svojim djelovanjem na pozitivan ili negativan nacin utjecati
na navedene karakteristike pa je iz tog razloga potrebno obratiti pozornost na obiljezja tla.

Od fizikalnih karakteristika treba obratiti pozornost na teksturu jer je ona vazna za
prozracnost i propusnost Sto je pak dalje vazno za vodozracni rezim tla. Tu su usko povezana
gustoéa Cestica i poroznost buduCi da su upravo ti meduprostori u tlu staniSta za
mikroorganizme. Tako pjeskovito tlo ima veCu gustoCu zapremnine i manje poroznog
prostora (30-50%) u odnosu na glinena tla koja imaju 50-60% poroznog prosora (Sylvia i
sur., 2005).

2.1.Utjecaj svojstava tla na mikroorganizme

U pravilu, vec¢ina mikroorganizama i biljaka preferira neutralnu pH vrijednost izmedu 6 i 7
buduc¢i da je to vrijednost u kojoj su hraniva najbolje dostupna. Nemaju sve vrste
mikroorganizama iste zahtjeve za uvjetima u tlu, pa tako primjerice aktinomicete preferiraju
neutralne uvjete i ne podnose dobro kiselost, dok s druge strane mikroorganizme nalazimo i
na podrucjima Cija pH vrijednost varira izmedu 1 i 13; StoviSe, vecina gljiva podnosi kisela
tla. Ne samo da pH tla utjeCe na prisustvo i zastupljenost mikroorganizama, vec i

mikroorganizmi imaju sposobnost mijenjati pH vrijednost tla u kojem se nalaze na nacin da, u



prisustvu kisika, neki mikroorganizmi oksidiraju amonijak i sumpor otpustajuc¢i H* ion dok
pod anaerobnim uvjetima proizvode organske kiseline.

Abiotski Cimbenici tla su takoder vazni za mikrobioloSku aktivnost.

Treba uzeti u obzir vodni potencijal Cija se vaznost oCituje u tome Sto utjeCe na razmjenu
plinova i razne kemijske reakcije u tlu kao Sto je hidroliza. Bez vode nema mikrobioloske
aktivnosti. Mikroorganizmi reagiraju na vodni stres na naCin da organicena koliCina vode u tlu

takoder ograniCava kretanja mikroorganizama u tu.

Nadalje treba se osvrnuti na aeraciju tla, odnosno stupanj opskrbljenosti tla kisikom. Korjenu
je potrebna dovoljna koliCina kisika za respiraciju, jednako kao aerobnim mikroorganizmima.
U tlu se takoder nalaze fakultativno anaerobni mikroorganizmi koji mogu opstati u uvjetima
sa ili bez kisika te obligatni anaerobi koje mozemo naci iskljucivo u dubljim slojevima tla u
kojima Kisik nije prisutan.

Od abiotskih ¢imbenika vazna je i temperatura tla buduéi da direktno utjeCe na velik broj
fizikalnih i kemijskih procesa u tlu te na brzinu kojom se odvijaju, pri ¢emu je opcenito
poznato da se brzina kemijskih reacija udvostrucuje za svako povecanje temperature od 10°C.
Svi ovi parametri vazni su za uspostavljanje Zeljene mikrobne populacije i za odrzavanje

vijabilnog broja mikroorganizama i njihovih spora u tlu.

2.2.Rasprostranjenost gljiva u tlu

Gljive Cine jedno od carstava u domeni eukariota sa izuzetno raznolikim nacCinima
reprodukcije i1 zivotnim ciklusima, te se pretpostavlja da sadrzi vise od milijun vrsta, od kojih
je znanstveno opisano priblizno 70 000. Mozemo ih kategorizirati na parazite, saprofite,
endofite i mikorizne gljive ovisno o tome na koji naCin dolaze do hraniva, medutim uvijek
postoje iznimke. Nalazimo ih na velikoj vecini organskih supstrata pri ¢emu sluze kao izvor
hrane raznim zivotinjama, kao saprofiti, imaju znaCajnu ulogu u agregaciji tla, a neke od njih
mogu biti patogene. Granaju se kroz veliki volumen tla putem micelija koji ima neodredeni
rast - na taj su naCin sposobne iskoriStavati hraniva iz velikog volumena tla. Spore se stvaraju
spolno, nespolno ili na oba nacina. Spore ne samo da sadrze roditeljsku jezgru novog genotipa
(kroz rekombinaciju, mutaciju ili paraseksualizam) vec sluze kao strukture za fazu mirovanja i
funkcioniraju kao mehanizam daljnjeg Sirenja gljive (Sylvia i sur., 2005).

Kao eukariotski organizmi imaju organele koje su relativno slicne onima kakve nalazimo kod

biljaka i zivotinja, pri Cemu su razlike vidljive u vakuolama i u endoplazmatskom retikulumu;

3



i iako ne sadrze klorofile, i dalje posjeduju slicnosti sa biljkama u tome Sto su slabo pokretne i

imaju stanicne stijenke, medutim morfoloski su ipak slicnije zivotinjama nego biljkama.

2.3.Sirenje gljiva u tlu

Gljive se sluze micelijem kako bi se kruzno Sirile u tlu, pri Cemu se hifa, odnosno micelarna
nit, grana kroz pore tla u svim smjerovima te na taj nacin omogucava gljivi da zaobilazi ona
podrucja u tlu koja nisu bogata hranivima. Svojim Sirenjem, gljiva direktno utjeCe na strukturu
tla na nacCin da ga rahli. Po svojoj gradi hifa je dugaCka cijev iznutra pregradena septama ili
pregradama.

Mnoge gljive u tlu iz redova Ascomycota | Basidiomycota mogu organizirati hife u
specijalizirane organe kao Sto su micelarne niti, rizomorfi i sklerocij. Micelarne niti su u
sustini paralelne hife medusobno ucvriéene pomocu ljepljivih eksudata. Takve su niti
uglavnom u bliskom kontaktu sa tlom kako bi doSle do vlage za translokaciju uz rastuci rub
micelija dok prodire u drvenasta tkiva.

Rizomorfi su definirani kao neSto kompleksnije verzije micelarnih niti sa neSto vecim
stupnjem diferencijacije tkiva; vrlo su otporni na okoliSne promjene, omogucuju jace sredstvo
za penetraciju zemlje i organskog materijala nego hife, opskrbljuju vrhove hifa kisikom te
transportiraju hraniva kroz organizam gljive. U tlu se granaju ¢ak osam puta brze nego tipicni
micelij i tamo opstaju godinama. Njihova se vaznost vidljiva je time Sto se neuspjeh mnogih
vocnjaka podignutih na podrucjima ocis¢enim od Suma pripisuje upravo obilju Zivucih
rizomorfnih mreza u tlu ¢ak i nakon primjene fumigacije, iz Cega je vidljiv znaCaj i potencijal

ovih organa (Sylvia i sur., 2005).



Cetraspora
pellucida lomus spp

Acaulospora N )
7 Funneltformis

laevis 77
. / caledonium

wd

-

Rhizophagus -

irregqularts \ Gigaspora
N candida

-~

Acaulospora

scrobiculata : . \
Funneltformis /

Gugaspora
magarita

-

mosseae / g 9 9 \
\ Cetraspora

nodosa
Scutellospora

calospora Claroideoglomus

Gigaspora rosea claroideum — 120um

Slika 2.1 Spore razlicitih vrsta gljiva
(Izvor: Trouvelot i sur., 2015)

Sklerocij je pak sfericni, oCvrsnuli micelij koji se sastoji od isprepletenih hifa a u svojem je
srediStu slican biljnom parenhimskom tkivu, medutim izvana tvori tvrdu koru unutar koje se
nalazi debela stijenka i sluzi kao spremnik hraniva za prezivljavanje u manje povoljnim
uvjetima. Sklerocij se lakSe rasprsuje od drugih micelarnih agregata time Sto je odvojen od
roditelja micelija te zbog svoje tvrde vanjske kore ima bolju otpornost na susu i temperaturne
fluktuacije Sto ga Cini i dugovjecnijim od micelija. Njegova uloga je takoder pohrana lipida,
ugljikohidrata i proteina sve dok se uvjeti u tlu ne pokazu povoljnima za razmnozavanje,
nakon Cega se tvori ili novo reproduktivno tijelo, ili novi micelij.

Razmnozavanje gljiva moze biti putem formiranja reproduktivnih tijela, kao Sto su spore, i to
seksualno ili aseksualno (Slika 2.1). Pritom spore u sebi sadrze razne faktore koji se aktiviraju

pod razli¢itim uvjetima stresa i na taj naCin povecavaju vjerojatnost seksualne reprodukcije.



2.4.Hranidbeni obrasci i mehanizmi prezivljavanja gljiva

Kao heterotrofni organizmi gljive nalaze hraniva iz organske tvari u okolisu. Obzirom na
razliCite tipove gljiva i njihovu razliCitu morfologiju, i hranidbeni obrasci se razlikuju. Tako
saprofiti, odnosno gljive koje razlazu mrtvu organsku tvar, rastu u aerobnim uvjetima i
izuzeto su vazni za proces mineralizacije tla. Kod hifa i kvasaca, hraniva se usvajaju kroz
staniCne stijenke. Gljive su sposobne traziti i usvajati hraniva Cak i onda kada ona nisu
ravnomjerno rasporedena u tlu. To je moguce zahvaljujuci miceliju, odnosno nacinu na koji je
micelij graden. Buduci da je micelij po svojoj strukturi nitast, a hife se mogu granati u svim
smjerovima, gljiva time ima sposobnost traziti hraniva u tlu tako da zaobilazi podrucja
siromasna hranivima, da zaobilazi razne barijere i podrucja ispunjena plinovima i time dolazi
do bogatijih dijelova tla.

Gljiva je sposobna translocirati usvojena hraniva u one dijelove svojeg organizma gdje su ta
hraniva najpotrebnija, a sve u svrhu omogucavanja kontinuiranog rasta i razmnoZavanja. Kada
se nedostatak hraniva proSiri na veée podrucje, gljive Cesto prezivljavaju tako da pohranjuju
dostupna hraniva u spore i onda ih rasprsuju u povoljnija podrucja.

U ovom je radu naglasak na gljive koje formiraju specijalizirane asocijacije sa drugim zivim
organizmima i na taj naCin usvajaju potrebna hraniva. RijeC je o biotropnom tipu odnosa, koji
dolazi od grcke rijeCi bios = Zivot i trophy = hranjenje, pri ¢emu gljiva i biljka domacin
uspostavljaju bliske kontakte putem specijaliziranih struktura, pritom uzrokujuéi promjene u
biljci domacinu. Vrijeme trajanja takvog odnosa, odnosno kontakta, ovisit ¢e o okoliSnim
uvjetima te fiziologiji dvaju simbionata.

Buduci da gljive nisu sposobne daleko se niti brzo pomicati, poput biljaka, oslanjaju se na
druge mehanizme prezivljavanja kao S$to je razmnozavanje sporama, kako bi osigurale
nastavak vrste Cak i u nepovoljnim okolisSnim uvjetima. Gljiva proizvodi spore, odnosno
organe obavijene debelom stijenkom koja ih Stiti od nepovoljnih okolisnih uvjeta. U takvim
sluCajevima, kada je iz nekog razloga ogranicen rast, gljiva je potaknuta na sporulaciju kako
bi osigurala dalekosezno rasprSivanje. Spora je tada u fazi mirovanja sve dok se okolisni
uvjeti ne promijene i dok ne postanu povoljni za klijanje. Sve gljive ne sporuliraju, primjerice
u sluajevima kada gljiva tvori takav odnos sa domacinom da za sporulacijom nema potrebe
jer ju biljka domacin ,,8titi“ od nepovoljnih uvjeta.

Prema Stametsu (2005) gljive bi mogle biti kljuC za zdravlje CovjeCanstva, Sto zbog

nezamjenjive uloge u recikliranju organske tvari, $to zbog €injenice da drvece i mnoge druge



zelene biljke ne bi mogle rasti i doseCi zrelost bez simbioznih asocijacija sa gljivama, o
kakvima je rijeC u ovom radu. Ove asocijacije pokazuju neizmjeran potencijal ne samo u
poljoprivrednoj proizvodnji ve¢ za ekologiju, za bioodrZivost i rjeSavanje pitanja zagadenja
okoliSa i poboljSanja svojstava tla.



3. Mikorizne asocijacije

Termin ,,mikorizne asocijacije” odnosi se na simbiozne odnose izmedu gljiva i korjenovog
sustava visih biljaka. Prevedeno, ,,mikoriza“ znaci ,,gljivicno korjenje* (Subba Rao, 1999) pri
¢emu simbiozni odnos podrazumijeva zajednicki suzivot izmedu dvaju (u nekim slu€ajevima i
vise) razliCitih organizama u kojemu i jedan i drugi €lan ima korist. Termin ,,symbiotismus*
(simbioza) prvi je put upotrijebio Albert Bernhard Frank (Smith i Read, 1996) i opisao ju kao
neutralni termin koji se razlikuje od parazitizma, odnosno odnosa u kojemu jedan sudionik
ima korist na Stetu drugoga, ve¢ se temelji na ranije opisanom suZivotu dvaju medusobno
razliCitih organizama. Primjerice, simbioza gljive i alge kod liSajeva. Kod takvih
mutualistiCkih simbioza, oba simbionta imaju korist jedan od drugoga.

Slika 3.1 Mikoriza
(Izvor: http://www.motherearthnews.com)

Nedavna istraZzivanja mikoriza ukazala su na nevjerojatnu raznolikost u strukturi, razvoju i
funkciji unutar pojedinih tipova mikoriza, te da je za samu mikoriznu asocijaciju vazan soj
gljive i vrsta biljke domacina.

Mikorize su dakle simbiozni odnosi u kojima gljive koloniziraju kortikalno tkivo korjena

biljke domacina tokom perioda aktivnog rasta biljke (Slika 3.1), medutim ove asocijacije



Cesto znaju zahvacati i druge podzemne organe biljke (Subba Rao, 1999). Najjednostavnije
receno, ova asocijacija funkcionira na nacCin da gljiva od biljke dobiva organski C, a gljiva s
druge strane prikuplja hraniva za biljku, Sto ukazuje na vrlo direktnu agronomsku korist u
kontekstu rasta i prinosa ali i u kontekstu poboljSane biljne reproduktivne sposobnosti.

Smatra se da su upravo mikorize, a ne korjenje, glavni organ za usvajanje hraniva kod
kopnenih biljaka — Cak su i najranije kopnene biljke koje nisu imale pravo korjenje, bile
kolonizirane hifama gljiva koje su tvorile vezikule i arbuskule slicne onima kakve nalazimo i
danas. Smith i Read (1996) takoder navode brojne fosilne nalaze stare izmedu 410 i 440

milijuna godina, koji ukazuju na simbiozne odnose izmedu biljaka i gljiva iz roda Glomus.

Nedavna ispitivanja utvrdila su postojanje arbuskularnih mikoriza ili mikoriza gljiva iz roda
Glomus sa izumrlom biljkom Aglaophyton major, nadene u Skotskom roznjaku, odnosno
silicijskoj sedimentnoj stijeni, Sto dokazuje postojanje arbuskularnih mikoriza u doba ranog
devona (Smith i Read, 1996). Takvi fosilni nalazi upuéuju da je upravo zahvaljujuci
mikoriznim asocijacijama doSlo do kolonizacije kopna, iz Cega se moze sa sigurnoScu utvrditi
da je vaznost mikoriznih asocijacija neprocjenjiva ne samo u agronomskom veé i u

ekoloskom kontekstu i u kontekstu bioodrzivosti.

Bilo da korist mikoriznih asocijacija promatramo iz ekoloskog ili agronomskog gledista, u
oba sluCaja korist proizlazi iz kriticne veze, koju mikorizna gljiva tvori izmedu biljnog
korjena i tla (Sylvia i sur., 2005). Buduci da gljive imaju sposobnost prikupljati hraniva iz
otopine tla na podrucjima do kojih biljni korjen ne dopire, hife koje se Sire u tlu povecavaju
efektivnu upijajuéu povrsinu biljke. Samim time gljiva biljci omogucava usvajanje hraniva i u
slucajevima kada tlo nije bogato hranivima ili vodom. Na taj nacin biljci omogucava rast i
reprodukciju u uvjetima u kojima biljka to ne bi mogla samostalno, ili ne bi mogla jednako
ucinkovito sama usvajati hraniva, sto dalje vodi ka poboljSanom rastu i razvoju u nepovoljnim
uvjetima za biljku. 1z toga je vidljivo da gljiva poboljSava kompetitivnost biljke i Cini ju
otpornijom na okoliSne stresove u odnosu na biljke koje nisu mikorizirane.

Prema Paulu i Clarku (1998), odnos izmedu finih korjenovih dlacica, kakve posjeduju trave, i
mikoriza je uglavnom negativan. Vrste koje posjeduju fino korjenje sa brojnim korjenovim
dlaCicama nisu toliko ovisne o svojim mikoriznim gljivama za usvajanje hraniva, na nacin na
koji su ovisne leguminoze ili vrste sa grubljim korjenjem poput narancCi. Zajednicki faktor

takvih biljaka koje tvore mikorize je njihova sposobnost da utjeCu na potencijalnu patogenost



gljive s kojom tvore mikorizu. Primjerice, gljive Rhizoctonia su patogeni kukuruza, ali zato

tvore stabilne mikorize sa orhidejama.

Najosnovnija podjela mikoriza je na ektomikorize i endomikorize, ovisno o tome na koji
nacin hife gljiva dolaze u kontakt sa korjenom biljke domacina. Najjednostavnije receno
ektomikorizne gljive ne prodiru u stanice korjena dok endomikorizne gljive prodiru u samu
stanicu. Pritom Cesto dolazi do formiranja specificnih organa, odnosno struktura koje sluze za
izmjenu hranjivih tvari sa biljkom. Takoder razlikujemo i ektendomikorizu, koja se odnosi na
sluCajeve kada hifa ektomikoriznih gljivica ponekad ipak ude u biljnu stanicu. Kada je
obrambeni mehanizam viSeg simbionta smanjen, kao $to je to kod starog ili bolesnog drveéa,
nizi simbiont moze postati endotropan. Takvi primjeri se nazivaju ektoendotropne mikorize ili
ektendomikorize.

Takoder je poznat i naziv pseudomikorize, koji se odnosi na tanko i dugaCko korjenje
inficirano gljivama. Gljive su intracelularne u takvog korjenja i teSko je definirati da li gljive
postoje u ektendomikorizama kao paraziti ili simbionti (Subba Rao, 1999). Ovaj navod
podupiru Smith i Read (1996) te tvrde da je vecina ektomikoriznih gljiva sposobna formirati
intracelularne veze u starijim dijelovima korjena ili u sluCajevima kada je iz nekog razloga
poremecena ravnotaze hraniva — u takvim okolnostima zabiljeZzeno je da se gljiva ponasa
blago patogeno, medutim naziv pseudomikoriza je nedovoljno precizan pa koristenje takvog
termina nema dovoljno jako uporiste.

Kod takvih sluCajeva kada dolazi do ulaska gljive u zdravu korjenovu stanicu hifa moze
potjecati ili iz Hartigove mreze ili iz hifa koje tvore omotaC oko korjena. Neke gljive, kao
promjerice Wilcoxina mikolae imaju sposobnost diferencirati izmedu ektomikoriza i
ektendomikoriza, pa tako u asocijacijama sa biljkama iz rodova Pinus ili Larix tvore
ektendomikorize dok sa biljkama rodova Abies, Picea i Tsuga tvore ektomikorize (Smith i
Read, 1996).
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4. Ektomikoriza

Ektomikorize su simbiozni odnosi u kojima hifa gljive dolazi u kontakt sa korjenom biljke
medutim ne ulazi u njezin unutarstanicni prostor. Sastoje se od triju strukturalnin komponenti:
vanjskog omotaca koji se formira oko korjena, labirinta hifa koje rastu prema epidermalnim i
kortikalnim stanicama koje se zovu Hartigova mreza (Slika 4.1) i od vanjskog sustava koji se
sastoji od hifa, a koji tvori esencijalne veze sa tlom i gljivama koje tvore ektomikorize.
Interesantna stvar kod ektomikoriza je da se primjenom uree moZe inducirati razvijanje
sporokarpa (Imamura i Yumoto, 2007). Plast, tj. omotaC koji hife gljiva formiraju na vrhu
korjena povezan je sa hifama okolnih biljnih stanica u kori korjena te se dalje u tlu grana u
ekstenzivan micelij i Siri se u potrazi za hranivima. Ektomikorize se sastoje od stanica gljiva

koje nastanjuju korjenje drveca i grmlja iz umjerenog pojasa (Paul i Clark 1998).

4.1.Morfologija ektomikoriza

Kod ektomikoriznih asocijacija morfologija korjena biljke je neSto drugacija, pa tako korjen
na sebi ne sadrZzi korjenove dlaCice ve¢ je prekriven hifama gljive i taj se sloj naziva
pseudoparenhimski omotac¢ te on posve prekriva upijajuéi dio korjena (Subba Rao (1999).
OmotaC povecava upijajucu povrSinu korjena i Cesto utjeCe na njegovu morfologiju Sto
rezultira raCvanjem i grupiranjem - ovaj tip organa Cini jasnu razliku izmedu ektomikoriza i
ostalih tipova mikoriza upravo zato Sto ne dolazi do intracelularnog prodiranja od strane gljive
(Smith i Read, 1996). Cesto se niti hifa zdruZuju i tvore rizomorfe, vidljive golim okom, Giji
unutrasnji dio diferencira u gomoljaste strukture koje se specijaliziraju za dalekosezne
transporte hraniva i vode (Sylvia i sur., 2005).

Dolazi do stvaranja Hartigove mreze, hifa ulazi u korteks korjena i tamo ostaje u vanjskim
kortikalnim stanicama tvore¢i mrezu. Mehanizam translokacije hraniva je takav da gljiva
usvaja hraniva putem pseudoparenhimskog omotaca i zatim, sluzeci se Hartigovom mrezom

kao posrednickim tkivom, dalje translocira hraniva u korjen.

11



Slika 4.1. Strukturalni detalji Hartigove mreze kod ektomikorize
(Izvor: https://mycorrhizas.info/method. html)

Kod ovog tipa asocijacija biljka je sposobna rasti i bez prisustva gljiviénog simbionta ukoliko
su hraniva dostupna, medutim uspostava mikorize je i dalje nuzna u slu€ajevima kada glavna
hraniva, dusik i fosfor, ne nalazimo u dostatnoj koliCini. U slucajevima kada Zelimo
introducirati sadnice u podrucja na kojima prethodno nije bilo mikoriza, nuzna je inokulacija
tla mikoriznim gljivama (Subba Rao, 1999). Velik broj zna€ajnih ektomikoriznih gljiva moze
se uzgajati bez prisustva biljke domacina, Ssto omogucava proizvodnju inokuluma. Inokulacija
mikoriznom gljivom, primjerice Pisolithus tinctouris | Telephora terrestrius moze znacajno
pojacati rast bora, naro€ito na podrucjima koja ne sadrZze odgovarajuca hraniva te koja su
zasicena toksi¢nim metalima — smatra se da ove gljive povecavaju apsorpciju hraniva i da
proizvode antibiotike te da stvaraju fiziCku barijeru protiv korjenovih patogena kao $to su
Pythium, Rhizoctonia i Phytopthora. Dokazano je da gljiva moZe translocirati hraniva iz jedne
biljke u drugu, pa je tako glukoza ubrizgana u sadnicu bora translocirana na udaljenost od
gotovo 2m u tkivo susjedne biljke (Paul i Clark, 1998).

4.2.Biljke domacini

Smatra se da otprilike 10% biljnih porodica formira ektomikorize te da se mahom radi o
drvenastim biljkama iz porodica Betulaceae, Myrtaceae, Rosaceae, Pinaceae,
Dipterocarpaceae | Fagaceae Koje formiraju asocijacije sa gljivama iz redova Ascomycota,

Basidiomycota i Zygomycota. Smith i Read (1996) potvrduju navedeno i tvrde da su gotovo
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sve biljke na kojima se pronalaze ektomikorizne gljive upravo drvenaste visegodiSnje biljke.
Mehanizmi medusobnog biranja gljive i biljke domacina su razliciti, pa tako na jednoj biljci
domacinu mozemo naci vise razli€itih gljiva, primjerice na obi¢nom boru na Cijem je korjenu
izolirano Cak 40 vrsta gljiva. Gljiva Pisolithus arbizus tvori ektomikorize sa vise od 46
drvenih vrsta iz najmanje 8 rodova (Sylvia i sur. 2005). S druge strane, neke vrste gljiva kao
Sto su gljive iz rodova Leccinum i Suillus stvaraju simbiozne odnose samo sa jednim rodom
biljaka dok primjerice gljive iz roda Amanita imaju sposobnost stvarati mikorizne odnose sa
velikim brojem biljaka domacina. Gljive iz porodica Agaricaceae, Boletaceae, Russulaceae i
Cortinariaceae tvore ekstenzivne mikorize i proizvode jestive podzemne i nadzemne organe.

Smith i Read (1996) navode Cak 65 rodova biljaka koji sadrze barem jednu vrstu koja
dokazano tvori ektomikorizne asocijacije, iz Cak 14 porodica i podporodica. Ektomikorizne
asocijacije mozemo pronaéi u Sumama sjeverne hemisfere, u umjerenom i subtropskom
pojasu juzne hemisfere, u tropima jugoistoCne Azije gdje su najvaznije porodice monsunskih
Suma gotovo iskljuCivo ektomikorizni simbionti. Obzirom na ovakvu geografsku
rasprostranjenost, neizmjerna vaznost i znacaj ovog tipa mikoriznih asocijacija na globalnoj

razini je neosporan.

4.3.Tijek formiranja ektomikoriza

U prirodi, novi korjenovi izdanci mogu biti kolonizirani ektomikoriznim gljivama koje
potjecu ili iz Hartigove mreze ili iz omotaca, medutim novo korjenje koje raste iz dijelova
korjenovog sustava na kojima nije prisutna mikoriza, mogu kolonizirati posve druge gljive
pomocu propagula otprije prisutnih u tlu. U takvom slucaju proces uspostavljanja mikorize
ovisi 0 prepoznavanju, kompatibilnosti i inokulumskom potencijalu gljive. Ranije navedena
mikorizna raznolikost u vidu zahtjeva gljiva prema biljci domacinu i obratno, pa €ak i na
primjeru jedne biljke, jasan je pokazatelj kompleksnosti dogadaja koji prethode kolonizaciji.
Biljni korjen otpusta kemijske spojeve u okolno tlo i takve kemijske spojeve nazivamo
korjenovi eksudati. Veca koncentracija mikrobne populacije u rizosferi u odnosu na okolno
tlo ukazuje da mikroorganizmi tla koriste ove korjenove spojeve kao izvor hraniva. 1zazov je
utvrditi koji, ako je ijedan, u Sirokom spektru kemijskih spojeva koji su dosada identificirani,
dovoljno specifican u privlacenju potencijalnih mikoriznih partnera.

Moguce je da su specificni korjenovi eksudati ukljueni u ektomikorizno privlacenje, na sto
ukazuju pokusi u kojima su koristeni kompatibilni i inkompatibilni izolati mikoriznih gljiva

Pisolithus tinctorius | Paxillus ivnolutus.
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Poznato je da biljni hormon IAA moze utjecati na grananje i rast hifa, medutim i dalje je
malo navoda koji ukazuju na ikakvu specificnost. UnatoC tome, korjenovi eksudati mogu
stimulirati klijanje spora kod ektomikoriznih gljiva no Cesto se isti uCinak moze dobiti
koriStenjem korjena biljaka koji inace nisu domacini (Smith i Read, 1996).

Dokazano je da se brzina i opseg formiranja mikoriza moze pojacati pod nekim uvjetima radi
prisustva bakterija koje pomaZzu mikorizama, Sto ukazuje na mogucénost da klju¢ne kemijske
spojeve za mikorizu otpustaju i drugi organizmi osim same mikorizne gljive, u situaciji koja
se stoga naziva mikorizosfera. Prisustvo bakterija koje potpomazu mikorizama prvi su put
zabiljezili Bowen i Theodorou (Tarkka i Frey-Klett, 2008) pri Cemu je dokazano da prisustvo
nekih bakterijskih izolata potiCe, dok prisustvo drugih inhibira kolonizaciju korjena

kalifornijskog bora Pinus radiata od strane gljive Rhizopogon luteolus.

Nakon inicijalnog privlacenja mikoriznih gljiva, €ini se da su hife gljiva, stupajuci u inicijalni
kontakt sa korjenom, sposobne mijenjati smjer svojeg rasta. Tome ponekad slijede morfoloske
promjene koje prethode formiranju Hartigove mreze a ukljuCuju grananje hifinih vrskova. U
istrazivanju provedenom na johi Alnus crispa sa gljivom Alpova diplophoeus (Smith i Read,
1996) utvrdeno je da se uspostavljanje mikoriza odvija unutar 2 do 4 dana od inicijalnog
kontakta sa hifama gljiva. Pritom gljiva prvotno dolazi u kontakt sa vrSkom korjena, od kuda
se Sire njegovom duzinom i unutar 24-48 sati dolazi do oticanja korjena. Tanki omotac
poCinje se formirati na lateralnom korjenu kroz 12-24h od inicijalnog kontakta. Podrucje
pocetnog kontakta je kljuéno u uspostavljanju funkcionalne mikorize buduci da se u ovom
podruCju hife iz omotaCa penetriraju korjen i1 pocinju stvarati Hartigovu mrezu. U nekim

sluCajevima ovo se moze odvijati i prije nego je omotac posve formiran oko korjena.
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5. Arbuskularna mikoriza

Arbuskularne mikorize se tako nazivaju radi svoje specificne morfologije, a spadaju pod
endomikorizne asocijacije, Sto znaCi da gljiva tvori organe unutar stanice korjena biljke
domacina. Arbuskularne mikorize, ili ponekad ovisno o literaturi vezikularno-arbuskularne
mikorize, smatraju se najéeS¢im mikoriznim oblicima i ne stvaraju nikakve vidljive vanjske
strukturalne promjene na korjenu biljke. Hife ovakvih mikoriza prodiru u korjenove stanice i
to kod gotovo svih kultiviranih biljaka, kod vecine cvjetnjaCa, papratnjaca i mahovina te
mnogog drugog Sumskog drveca, grmlja i divljih vrsta (Paul i Clark, 1999), dok su odsutne
kod biljaka koje tvore samo ektomikorize, dakle kod biljaka iz porodica Pinaceae |
Betulaceae ili kod biljaka koje tvore erikoidne mikorize (Subba Rao, 1999).

Kod ovih asocijacija dolazi do formiranja unutarnjih organa, odnosno vezikula koje imaju
spremiSnu funkciju, 1 arbuskula, druge strukture unutar korteksa korjena. Arbuskule (Slika
5.1) su organi koje gljiva formira u korteksu korjena a koje se formiraju od fino razgranatih
hifa koje ponesto nalikuju na haustorije prisutne kod nekih biljnih patogena. Ovi organi gljiva
opstaju unutar biljne stanice izmedu 4 i 10 dana te da nakon isteka njihovog zivotnog vijeka,

biljna stanica ih probavlja te dolazi do formacije novih arbuskula u drugim biljnim stanicama.

Vezikule imaju tanke stijenke i ispunjene su lipidima koji se najceSCe stvaraju u
intercelularnim prostorima. lako im je primarna funkcija skladistenje, one takoder mogu
posluziti i kao produktivne propagule. Osim vezikula i arbuskula, dolazi do formiranja
sporednih stanica i aseksualnih spora (Sylvia i sur., 2005). Pomoc¢ne stanice se stvaraju u tlu
kao Cvoraste ili namotane strukture te njihova uloga nije razjaSnjena. Aseksualne spore se s
druge strane formiraju ili u korjenu ili ¢eCe, u tlu, i to diferencijacijom vegetativnih hifa.
Moguce je da se kod nekih gljiva spore formiraju sekundarnim zadebljanjem vezikula, nakon

Cega se tvori pregrada koja vodi stvaranju spora, medutim prvi mehanizam je puno ¢eS¢i.

Arbuskularne gljive su obligatni simbionti i nije ih moguce izolirati na Cistoj kulturi ve¢ ih je
jedino moguce uzgajati na Zivim inokuliranim biljkama, pri ¢emu biomasa korjena biljke na
kojoj postoji znaCajna kolonija specifiCne arbuskularne gljive sluzi kao izvor inokuluma za
daljnju kolonizaciju. Specificnost izmedu dvaju partnera u ovoj simbiozi nije dovoljno dobro
utvrdena moguce je relativno jednostavno posti¢i kriznu inokulaciju sa nekim drugim

domadinom.
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Gljiva u pocetnom stadiju kolonizacije raste izmedu biljnih stanica, medutim vrlo uskoro
dolazi do penetracije staniCne stijenke nakon Cega se rast nastavlja unutar biljne stanice.
Pritom i gljivicna i biljna stani¢na stijenka ostaju Citave te tokom rasta gljive membrana biljne
stanice se omotava oko gljive te dolazi do formiranja novog odjeljka gdje se skladisti
molekularno slozen materijal.

Ovakav mehanizam sprijeCava direktni kontakt izmedu gljive i biljne citoplazme pa je mogu¢
ucinkovitiji prijenos hraniva u apoplastu.

Prijenos hraniva izmedu biljke i gljive odvija se izmedu fino razgranatog micelija i stanicnih
membrana biljke. Kod arbuskularne stanice je tezina biljnog citoplazmatskog materijala 20
puta ve€a nego u neinficiranoj stanici. Vanjske strukture kod ovih mikoriza su hife koje se
granaju kroz tlo te klamidospore, individualne spore koje su u stadiju mirovanja a formiraju se
nespolnim putem. Neko¢ se za takve strukture u formativnom stadiju koje se nalaze na
eksterijeru mikorize smatralo da su vezikule, medutim danas se zna da se radi o

klamidiosporama.

5.1.Gljive koje tvore arbuskularne mikorize

Gljive koje sudjeluju u arbuskularnim mikorizama su gotovo uvijek iz reda Glomales. Dalje
se taksonomija dijeli ovisno o tome da li su u korjenu prisutne vezikule i jesu li
klamidiospore, odnosno aseksualne spore, formirane, te ovisno o tome da li su vezikule u
korjenu odsutne i da li je doSlo do formacije pomoénih stanica i azigospora, odnosno sporama
koje se nespolno razvijaju iz hifa gljiva i uzrokuju gomoljaste izrasline (Sylvia i sur., 2005).
Prisustvo arbuskularnih mikoriza nije moguce utvrditi golim okom. Za uspjesnu identifikaciju
I potvrdivanje prisustva mikorize nuzno je da iskusna osoba, dobro upoznata sa strukturom,
veli¢inom i izgledom stijenki spora, promotri veci broj spora pod mikroskopom. Kod ovih
mikoriza veli¢ina pojedinacnih spora moZze biti izmedu 10 i 400pum u promjeru, ali najéesce je
to izmedu 10 i 200um. Takoder treba slomiti spore kako bi se pregledala struktura stijenki.
Poznato je da pet rodova sudjeluje u arbuskularnim mikorizama, a to su Glomus, Gigaspora,
Acaulospora, Sclerocystis 1 Scutellospora a identifikacija se vrsi pregledom morforogije spora
u stadiju mirovanja. Razlika izmedu navedenih rodova ocituje se u tome Sto se kod rodova
Gigaspora 1| Acaulospora Klijanje odvija kroz stijenke spora, dok su rodovi Glomus |
Sclerocystis karakteristicni po tome da do klijanja dolazi iz novog rasta pri¢vrs¢enih hifa.
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Do stadija mirovanja tipi¢no dolazi ukoliko klijajuce spore rastucih hifa ne dodu u kontakt sa
prikladnim korjenom biljke domacina. U tom slucaju dolazi do zastoja u rastu i spora krece u
mirovanje. Vecina mikologa se slaZe da je smjer rasta hifa nasumican te zasada nije potvrdeno
da dolazi do ikakve poruke biljnog korjenja klijajucoj spori kako bi se ustanovio smjer rasta
hifa, sve dok hifa ve¢ nije u neposrednoj blizini (nekoliko mm) od korjena. Zatim hifa krece u
proizvodnju kompleksnih, lepezastih grana te dolazi do infekcije korjena (Paul i Clark, 1998).

5.2.Biljke domacini

Arbuskularne imaju Sirok spektar potencijalnin domacina tako da preferiraju biljne zajednice
sa velikom raznolikosti vrsta. Prisutne su u gotovo svim redovima biljaka te su gotovo
jednako Cesto i kod monokotiledona i dikotiledona.

Trappe (Smith i Read, 1996) navodi da je samo 3% vrsta istrazeno te da da su nasa saznanja o
mikoriznom statusu nekih rodova u najmanju ruku neiscrpna. MoZe se reci da okvirno 95%
danasnjih biljnih vrsta pripada porodicama koje tvore mikorize, no to ne znaci da je jednaki
postotak vrsta mikorizan, buduéi da sve vrste odredenih porodica ne tvore mikorizne
asocijacije. U svakom slucaju, ono Sto se moZe reéi sa sigurnoSCu jest da Sto se vise
istrazivanja provodi i Sto se viSe biljnih vrsta ispituje, proporcionalno raste i broj biljnih vrsta
za koje se ispostavlja da tvore mikorizne asocijacije.

UnatoC tomu Sto najranije kopnene biljke nisu posjedovale pravo korjenje, na rizomima
biljaka Agalophyton i Asteroxylon su pronadene mikorizne gljive koje su tvorile arbuskule,
intercelularne hife i vezikule slicne onima kakve tvore danasnji pripadnici roda Glomales.
Mnogo je fosilnih nalaza koji potvrduju postojanje arbuskularnih mikoriza, od kojih su neki
stari Cak 410 do 440 milijuna godina.

5.3.Morfologija i anatomija arbuskularnih gljiva

Smith i Read (1996) opisuju dva morfolosko-anatomska tipa arbuskularnih mikoriza a to su
Arum i Paris tip mikoriza.

Paris tip kolonizacije karakteristiCan je po tome Sto se intracelularni namotaji hifa razvijaju
poprilicno ekstenzivno, na nacin da se direktno Sire iz jedne u drugu stanicu unutar korteksa.

Stanicni rast, ukoliko ga ima, je malen, a arbuskule rastu iz navedenih namotaja.
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Kod ovog tipa mikoriza brzina razvoja infekcije unutar korjena nije naro€ito brza u usporedbi
s Arum-tipom, te nije poznato koliko je ovo Cest tip mikoriza. Ovaj tip mikoriza prisutan kod
velikog broja Sumskih biljaka.

Arum tip kolonizacije je ono $to ¢emo danas prepoznati kao tipi¢ne arbuskularne mikorize.
Autori takoder navode da je kod ovog tipa mikoriza Cest brzorastuci korjenov sustav kod
usjeva te da je za ovaj tip karakteristicno da se putem intercelularnih hifa, koje se protezu kroz
zraCne prostore u stanici, gljiva brzo Siri korteksom. Hifa proizvodi kratke, postrane grane,
dolazi do ulaska u kortikalne stanice te dolazi do formiranja arbuskula.

Slika 5.1. Obojen korjen Vitis vinifere na kojemu je vidljiva arbuskula, specijalizirana intracelularna struktura koju formira
grananje gljivicnih hifa koje penetriraju kortikalne stanice korjena, ujedno glavno mjesto reciprocne izmjene hraniva izmedu
dvaju simbionata
(Izvor: Trouvelot i sur., 2015.)

5.4.Tijek kolonizacije

Za kolonizaciju korjenovog sustava bitan je razvoj i korjena i gljive Sto cijeli proces Cini
dinami¢nim. Za vrijeme apikalnog rasta korjena putem diobe stanica, elogancije i
diferencijacije dolazi do razvoja lateralnih korjeCni¢a dok istovremeno gljiva proizvodi
primarne i sekundarne strukture koje inficiraju korjen a Cija brzina rasta direktno utjeCe na
infekciju.

Korjen moZe doci u kontakt sa gljivom putem spora (koje posjeduju Sirok spektar metoda
rasprSivanja, primjerice putem vode ili zraka), zaraZenih djelia korjena ili putem hifa

odnosno propagula. U tlu nalazimo na spore razli€itih oblika i veli€ine i naravno u razliCitim
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stadijima mirovanja — na taj nacin osigurava se konstantan izvor inokuluma u tlu. lako se
godinama smatralo da su spore najvazniji izvor infekcije, pokazalo se da spore nisu nuzno
vazne u najranijim stadijima kolonizacije korjenovog sustava.

Ispostavilo se da su, unatoC tome Sto su spore najbolji izvor inokuluma, zapravo prethodno
zarazeni djelici korjena i ekstenzivne hifne mreZe glavno sredstvo kolonizacije biljaka ¢ak i

onda kada je prisutna viSe nego dostatna populacija spora u tlu.

Nakon Sto se gljiva probije kroz vanjski zid epidermalnih stanica nakon dva do tri dana dolazi
do stvaranja apresorija, $to ukazuje na to da je gljiva prepoznala biljku kao domacina te dolazi
do suzavanja hife gljiva kako bi se formirala infekcijska klica. Za stupanje u kontakt sa
biljkom domacinom odgovorne su hife velikog promjera koje se probijaju kroz epidermalne
stanice biljke. U ovom stadiju gljiva pocCinje lokalizirano izluCivati hidrolitske enzime koji
degradiraju stijenku te istovremeno vrsak hife vrsi hidrostatski pritisak na stanicu. U ovoj fazi
biljka domacin prepoznaje gljivu, Sto je vidljivo iz odebljanja epidermalne stijenke koja se
nalazi uz penetrirajuu hifu. Mnogi autori dokazali su da dolazi do promjena u strukturi
biljnih lamela kada hife dodu u intercelularni prostor te je dokazano djelovanje gljivicnog
enzima pektinaze (Smith i Read, 1996).

Nakon formiranja apresorija slijedi grananje hifa te one ulaze u srediSnji i unutrasnji dio
korteksa biljke i zatim nastavljaju svoj rast u medustanicnom prostoru. Grane hifa omogucuju
rast arbuskulama, pri Cemu se najstarije arbuskule nalaze najblize mjestu infekcije. Nakon Sto
grane hifa udu u biljnu stanicu kako bi se formirao glavni dio arbuskule, plazmatska
membrana nastavlja svoj rast a grane hifa rastu uokolo. Zasada nije poznato zasto je zivotni
vijek arbuskula tako kratak buduci da niti jedna od teorija nije dokazana, no najvjerojatnijim
se Cini da ju biljna stanica probavi.

Kako prolazi tijek infekcije, dolazi do stvaranja vezikula, ovisno o vrsti gljive u pitanju
buduci da svi rodovi ne proizvode vezikule, kao $to su primjerice rodovi mikoriznih gljiva
Scutellospora | Gigaspora. Velike koncentracije fosfora u tlu inhibiraju rast vezikula iz Cega
se moZe sa sigurnoS¢u zakljuciti da su okolisni uvjeti vazni za razvoj ovih mikoriznih

struktura.

Nakon inicijalnog kontakta i nakon Sto je zapocCet rast hifa unutar korjena, vanjske hife

postaju vazan izvor inokuluma za daljnji tijek kolonizacije korjenovog sustava. Buduci da su
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zahtjevi za organskim ugljikom iz tla veliki, tako rastu potrebe za velikom gusto¢om spora u

tlu, Sto je osim za prijenos ugljika takoder vazno i za respiratorne procese i dalji rast gljive.

Nakon toga dolazi do ubrzanog rasta vanjskog micelija, koji sa rastom ne pocinje sve dok
infekcija korjena ve¢ nije u tijeku. Vanjski micelij kree u proizvodnju spora i, izmedu
ostalog, dolazi do povecane translokacije ugljikohidrata $to posljedicno dovodi do povecane
biomase gljive van samog korjenovog sustava, medutim neki autori navode da gljiva
proizvodi veéu koli€inu spora pri kraju sezone rasta nego na na pocetku, te da je i na terenu i
u laboratorijskim uvjetima dokazano da na proizvodnju spora utjeCe vrsta biljke domacina.
Pritom Cetiri vrste gljiva iz roda Glomus 1 jedna iz roda Gigaspora uzrokuju slabiju
proizvodnju spora kod biljaka iz roda Glycine i da svaka gljiva sporulira u razliCitim

razmjerima na biljkama domacinima iz rodova Zea, Paspalum i Sorghum.
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6. Mikorize prisutne kod roda Ericales

6.1.Arbutoidne i monotropoidne mikorize

Arbutoidne mikorize su karakteristicne po prisustvu i endo i ektomikoriza, Sto znaci da moze
doci do formiranja Hartigove mreZe i vanjskog omotaca ali i da moZe doci do unutarstani¢nog
prodora. Kod arbutoidnih mikoriza dolazi do stvaranja hipodermisa u vanjskom sloju
kortikalnih stanica korjena i sprijeCavaju prodiranje Hartigove mrezZe u dublje slojeve. Vecina
autora navode da arbutoidne gljive koje tvore arbutoidne mikorize spadaju u bazidiomicete,
da je razlog tome strukturalna slicnost sa ektomikorizama te da uistinu tvore i ektomikorize.
Iz istrazivanja provedenog (Smith i Read, 1996) na 28 ektomikoriznih gljiva, od kojih su njih
3 formirale arbutoidne mikorize u kontaktu sa drvetom Arbutus menziesii i medvjetkom,
Arctostaphylos uva-ursi, moze se zakljuciti da biljka ima znaCajnu ulogu u razvoju mikoriza
na nacin da ima sposobnost regulirati pojavu razliCitih gljivicnih struktura. U prilog tomu idu i
ranija istrazivanja takoder provedena na Arbutus menziesii | Arctostaphylos uva-ursi. Ovaj tip
mikoriza je osim na rodovima Arctostaphylos 1 Arbutus, takoder naden i na nekim vrstama iz
porodice Pyrolaceae no glavna razlika izmedu arbutoidnih i ektomikoriza je u tome Sto kod
arbutoidnih mikoriza hife penetriraju vanjske kortikalne stanice i ispunjavaju ih svojim a to se

kod ektomikoriznih asocijacija ne dogada.

Monotropoidne mikorize se odvijaju na porodici Monotropaceae reda Ericales, po Cemu su |
nazvane. Dugo se smatralo da se zapravo radi o arbuskularnim mikorizama medutim kod
monotropoidnih mikoriza gljiva ne prodire u biljnu stanicu te je to bilo dovoljno za zasebnu
klasifikaciju. Specificnost ove biljne porodice je u tome Sto niti jedan od 10 rodova ne sadrzi
klorofile i nisu u mogucnosti samostalno proizvoditi nuzne ugljikohidrate pa u tu svrhu
koriste mikoriznu asocijaciju sa gljivom.

Iste gljive tvore i ektomikorizne asocijacije sa obliznjim drveéem te na taj nacin tvore kariku
putem koje se ugljik i ostali hraniva prenose iz autotrofnog domacina do heterotrofne

parazitske biljke (Sylvia i sur., 2005).

Monotropoidne mikorize najée$¢e nalazimo u Sumama bora i ostalih Cetinara, te zajedno sa
monotropoidnim biljkama tvore Cvrsto povezane zajednice za koje su potrebne znaCajne
koncentracije organskog ugljika. Gljivicni ogrtaC koji nalazimo oko korjenja monotropoidnog

bilja sastoji se od viSe slojeva izmedu kojih se nalaze nakupine tanina. Hartigova mreza
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obuhvaca vanjski vanjski epidermalni sloj ali ne ulazi u korteks biljke ve¢ jedna hifa raste u

stanicama epiderme.

6.2.Erikoidne mikorize

Kod ovog tipa mikoriza stanice unutrasnje kore postaju ispunjene hifama, te iako hife dalje
rastu preko povrSine korjenja, ne dolazi do stvaranja pravog omotaca (Sylvia i sur., 2005).
Erikoidne mikorize su nazvane po vrstama iz porodice Ericaceae te se smatraju ekoloski
najznacajnijim tipom mikorize.

Prilikom rasta korjena dolazi do diferencijacije epidermalnih stanica a hife koriste tu priliku
za kolonizaciju korjena i dolazi do usporavanja njegovog rasta. Slijedi prodiranje hifa u
epidermalne stanice, tipicno samo na jednom spojnom mjestu, a ponekad dolazi do stvaranja
apresorija. ToCan mehanizam ulaska hifa u epidermalnu stanicu je nepoznat.

Erikoidne mikorize nalazimo na rodovima Calluna, Rhododendron i Vaccinium, 0dnosno na
biljkama koje karakteriziraju vrlo fini korjenovi sustavi te koje dosta dobro uspjevaju na

kiselim tlima dok gljive koje sudjeluju u ovom tipu mikoriza pripadaju rodu Hymenoscyphus.

Erikoidne mikorize Cesto nalazimo na tlima sa nizim sadrzajem dostupnih hraniva te se moze
logicno zakljuciti da biljke uspjeSan rast na ovim podrucjima uvelike duguju upravo
asocijacijama sa erikoidnom gljivom. Pritom je moguce da mikorizna kolonizacija
omogucava biljci pristup organskim izvorima duSika, na Sto ukazuje studija provedena na
biljkama iz roda Vaccinium koje su uzgajane sa i bez kolonizacije sa gljivom Hymenoscyphus
ericae. Nakon introdukcije NH4" u tlo, rezultati su pokazali da je dusik stimulirao razvoj
koloniziranih biljaka (Smith i Read, 1996.). Takoder je dokazano da gljiva H. ericae moze
koristiti proteine kao jedini izvor dusSika. Usporedba koncentracija fosfora u tkivu erikoidnih
biljaka koje su uzgajane sa i bez mikorize pokazale su da gljive mogu poboljsati pristup biljke
ovom elementu, te takoder pristup dusiku, Sto ukazuje na znacCaj erikoidnih mikoriza, narocCito

na podrucjima na kojima je tlo siromasno hranivima kao Sto su primjerice stepe i ravnice.
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7. EkoloSki znacaj i primjena mikoriznih gljiva u vocarskoj

proizvodnji

Vrlo je mali broj biljnih vrsta koje ne uspostavljaju simbiotske odnose sa mikoriznim
gljivama, iz Cega je jasno da mikorize imaju neizostavnu ulogu u rastu i razvoju biljaka, Sto je
vazno za ekonomsku isplativost proizodnje (Vukadin, 2014). Micelarne mreze su u stalnom
molekularnom kontaktu s okolisem. Sire se i na tisuée hektara u tlu te postizu najve¢u masu
ijednog Zivuéeg organizma na planeti.

EkoteoreiCari James Loveloc i Lynn Margulis osmislili su takozvanu “Gaja hipotezu” prema
kojoj je planetarna biosfera inteligentno razvila micelij kao Zivuéu mrezu koja manifestira
prirodnu inteligenciju. Prema ovoj teoriji, dok planinari, jeleni, insekti i ostala Ziva bica
hodaju po tim osjetljivim mrezama, oni ostavljaju tragove koje micelij detektira i na njih ima

sposobnost reagirati (Stamets, 2005).

Rastuci zahtjevi za organskim uzgojem podrazumijevaju racionalno gospodarenje resursima,
pri Cemu je glavni cilj sve manja upotreba kemijskih sredstava za zaStitu i mineralne gnojidbe
(DruZli¢ Orli¢, 2004). Kao Sto je ve¢ navedeno, gljive vrse razne uloge u tlu: sluze kao izvor
hrane, kao razlagaCi organske tvari, svojim Sirenjem i rastom rahle tlo pri Cemu direktno
utjeCu na njegovu strukturu, te ono Sto je najbitnije za ovaj rad, tvore simbiozne asocijacije sa
korjenjem visih biljaka pri Cemu omogucavaju ne samo opstanak, vec i razvoj biljaka u inace

za njih nepovoljnim uvjetima.

Opsezni fosilni nalazi potvrdili su postojanje arbuskularnih mikoriza na najranijim biljkama
koje nisu tvorile pravo korjenje, Sto znaCi da su mikorize tvorile vaznu, ako ne i kljucnu
kariku u prvotnom Sirenju bilja kopnom.

Sve donedavno se mikoriznim asocijacijama nije pridavala velika paznja, medutim sve veci
broj istrazivanja potvrduje pozitivan uCinak mikoriza u smanjenu gubitka hraniva iz tla.

Kroz kompleksnu strukturu dijeljenja informacija, osjetljive micelarne membrane, koje
nalikuju na mozdane neuronske mreze, sluze kao kolektivna gljivicna svijest prirode (Stamets,
2005).

Ideja da staniCni organizam moze posjedovati inteligenciju pokazuje studija koju Stamets
(2005). U petrijevku ispunjenu hranjivim agarom postavljen je labirint te su na ulaz i na kraj

labirinta postavljene Zitarice kao izvor hrane. Zatim je labirint inokuliran kulturom Physarum
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polycephalum pod sterilnim uvjetima — kako je kultura rasla tako je kroz labirint uzastopno
izabirala isklju€ivo najkrace rute ka Zitarici, pritom izbjegavajuci slijepe ulice, Sto ukazuje na

prisustvo odredenog oblika inteligencije.

Daljnje studije podupiru mogucnost da se gljive mogu programirati kao kolektivna okoliSna
baza podataka. Tako Stamets (2005) navodi istrazivanje tokom kojeg se manipulirao micelij
gljive Aspergilus niger da usvoji zlato u svoj DNK, i na taj naCin napravili micelarne vodice
sa elektronickim potencijalom. NASA takoder prijavljuje da su mikrobiolozi sa Sveucilista u
Tenesseeju, predvodeni Garyjem Saylerom, razvili primitivni bioloski kompjuterski Cip koji
sadrzi bakterije koje svijetle nakon Sto detektiraju polutante kao Sto su teski metali. Ovakve
studije koje donose nove biotehnologije pokazuju rastuéu vaznost i ogroman potencijal u
iskoriStavanju ovih organizama u ekoloSke i poljoprivredne svrhe, primjerice kao

bioindikatori onecis¢enja i teSkih metala.

7.1.Uloga mikoriznih asocijacija u razli¢itim ekosustavima

Veci mikorizni tipovi su u prirodi rasprostranjeni ovisno o biomu te geografskom i biotskom
okoliSu. Za ravnice je karakteristiCan erikoidni mikorizni tip, za Sume sjeverno-umjerenog
pojasa ektomikorize a za pasSnjake i tropske Sume Kkarakteristicna je kombinacija
arbuskularnog i ektomikoriznog tipa asocijacija. U svakom od tih okolisnih uvjeta mikoriza
ima multifunkcionalnu ulogu ovisno o zahtjevima pojedinog ekosustava.

Arbuskularne mikorize su dominantne u tropskim biomima te u nekim Sumskim sustavima
umjerenog pojasa. lako su biljke iz porodice Pinaceae najceSée ektomikorizne, veéina drugih
gimnosperma tvore arbutoidni tip mikoriza.

Postoje naznake da arbuskularne gljive imaju blagi kapacitet za saprofitskim rastom u tlu no
uzgoj arbuskularnog micelija odvojenog od spora je dosada bio neuspjeSan pa su potrebna
dodatna istrazivanja na ovu temu.

Studije o mehanizmu kolonizacije arbuskularnom gljivom su vazne za proizvodnju sadnica i
preparativne tehnologije za uspjeSnu obnovu bolesnih ili oSte¢enih biljaka jer biljne vrste

pokazuju razli€itu ovisnost o arbuskularnom mikoriznom tipu.

Upravljanje mikorizama je Cesto bolja opcija nego mikorizna inokulacija radi problema i

troSkova proizvodnje velike koliCine inokuluma. Mudro upravljanje dobrima ekosustava i
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upravljanje vrstama od ekonomske vaznosti koje imaju veliki potencijal za obnavljanje tala
koja su siromasna hranivima, mogu sprijeCiti produbljivanje siromasStva. (Smith i Read, 1996)
Iz navedenih istrazivanja i dosadaSnjeg proucavanja mikoriznih asocijacija je vidljiva
neopisiva korist i bogatstvo kakvo ovi mikroorganizmi predstavljaju u borbi za okolis i
ekosustav te u borbi protiv oteéenja i Stete izazvane ljudskim djelovanjem.

7.2.Gubitak hraniva ispiranjem

Otprilike polovica hraniva unesenih u tlo putem mineralnih gnojiva zavrsi u usjevima, Sto
znacCi da postoji velika vjerojatnost da se ostatak gubi. NarocCito mobilna hraniva poput nitrata
(NO3) i sulfata (SO4%) mogu vrlo lako mogu biti isprana ispod zone korjenja, no i nepokretna
hraniva kao Sto su fosfor, kalij i cink su takoder podlozna ispiranju i to u erozivnim procesima
kada su vezani za organsku tvar ili koloide tla te ukoliko su natalozeni na organomineralnim
kompleksima i kelatima.

Cavagnaro i sur. (2015) navode da gubici hraniva ispiranjem mogu iznositi Cak 160 kg dusika
i do 30 kg fosfora godiSnje po hektaru. Na taj nac¢in moZe izgledno doc¢i do kontaminacije tla
putem vode i vodnih sustava Sto dalje vodi ka eutrofikaciji, masovnom razmnozavanju algi te
gubitku kopnene i vodene bioraznolikosti. Dusik se takoder moze gubiti iz tla putem emisija u
plinove N2O i Nz i to u koli¢inama koje mogu doseCi i do 143 kg N/ha, makar toCne

koncentracije variraju od studije do studije.

Buduci da se hife gljiva arbuskularnog tipa mikorize Sire u tlu dalje nego Sto prodire korjenje
biljaka te dalje od nutritivno deficitarne zone do kakve dolazi u neposrednoj blizini korjena,
gljiva je sposobna upijati hraniva iz ve€eg volumena tla te time pomaze biljci usvajati fosfor,
cink, amonijak, nitrat, bakar i kalij; primjerice Cak je 90 % biljnog fosfora i 20 % dusSika
usvojeno upravo putem arbuskularne gljive. 1z navedenih se podataka moze zakljuciti da
gljive arbuskularnog tipa mikorize mogu smanjiti rizik gubitka hraniva putem njihove
poboljSane imobilizacije u usporedbi sa nemikoriziranim biljaka, ili putem mijenjanja procesa
kruzenja hraniva i vode u tlu tako da poboljSavaju njihovo zadrzavanje u tlu.

Ovakvi gubici mogu biti Stetni za okolis i skupi u pogledu izgubljenih prinosa. Biljke su
evoluirale mnoge osobine u svrhu optimizacije usvajanja hraniva, ukljucujué¢i formaciju
simbioze sa arbuskularnom gljivom. Sve je viSe studija koje dokazuju da arbuskularni tip
mikorize ima sposobnost reducirati gubitak hraniva iz tla putem povecanja intercepcijske zone

oko korjena i sprijeCavati ispiranje hraniva nakon kiSe (Cavagnaro i sur., 2015).
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7.3.Ekoloska vaznost mikoriznih asocijacija

U tlu se dogada proces ispiranja, odnosno drenaze vode koja sadrzi otopine iz tla putem
djelovanja filtracije i cijedenja.

U tom procesu dolazi do gubitka znaCajnih koliCina hraniva, zajedno sa gubitkom putem
plinskih emisija. Ovakvi gubici su Stetni u ekoloSkom ali i u poljoprivrednom i ekonomskom
smislu kroz smanjene prinose. U takvim situacijama prisustvo arbuskularnog mikoriznog tipa

je biljni evolucijski pokusaj optimizacije gubitka hraniva.

Cavagnaro i sur. (2015) su u svojem istrazivanju obradili naCine na koje arbuskularne gljive
imaju sposobnost smanjiti te gubitke putem povecanog biljnog usvajanja hraniva i putem
sprijeCavanja njihovih gubitaka nakon kiSom uzrokovanog ispiranja.

Mikorizne gljive se sve viSe prepoznaju kao kljucne vrste koje stvaraju gusce slojeve tla i time
omogucavaju rast i razvoj buducih generacija biljaka i Zivotinja bez kojih ne bi bilo

ekosustava.

Stamets (2005) u svojem dugogodiSnjem radu s mikoriznim gljivama tvrdi da se micelij moze
selekcionirati i koristiti za razgradnju toksi¢nog otpada pri cemu ga razgraduje na bezopasne
metabolite, te je svoje tvrdnje dokazao upotrebom micelija za CiS¢enje izljeva nafte. Ovakva
ekoloSka korist ne moze se preuveliCati. Autor takoder navodi upotrebu micelija u filtraciji
vode te u neutralizaciji StetoCina kao Sto su termiti i vatreni mravi.

Nekoliko je nacCina na koje su mikorizne gljive korisne i upotrebljive u ekoloSkom kontekstu:
kroz mikoSumarstvo, mikosanaciju, kao mikopesticidi te u zastiti okolisa.

MikoSumarstvo navodi kao upotrebu gljiva u ocCuvanju prirodnih Suma, u oporavku i
recikliranju Sumskog otpada te poboljSavanju kvalitete presadeog drveéa. Mikosanacija se
odnosi na upotrebu gljiva za razlaganje ili odstranjivanje toksina iz tla a temelji se na

sposobnosti gljive da razlazu razne molekule.

Biljke ovisne o arbuskularnim mikoriznim asocijacijama, poput biljke Eremanthus icanus,
pokazuju velik potencijal u obnavljanju oslabljenih tala (Pagano, 2012). Na isti naCin gljive
obecCavaju kao razlagaCi teSkih metala iz tla koristeCi sporokarp za skladiStene usvojenih

teSkih metala, koji se kasnije moze jednostavno odstraniti.
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Gljiva moze direktno denaturirati toksine kao Sto su derivati petroleja te sekundarno putem
apsorpcije teSkih metala i na ve¢ opisan nacCin kanaliziranja istih u svoj sporokarp. Kada
micelij shiitake gljiva biva izlozen teSkim metalima, dolazi do dekolorizacije toksi¢nih boja
prilikom koje se teski metali apsorbiraju, Sto ukazuje na korist mikofiltracije kod tretiranja
kompleksnih otpada. Gnojiva, pesticidi, herbicidi, tekstilne boje i ljekovi na bazi estrogena su

redom podlozni enzimima kakve proizvodi gljivicni micelij.

Kao mikopesticidi se mogu Kkoristiti mikorizne gljive iz roda Metarhizium, naroCito
Metarhizium anisopilae, gljive iz roda Beauveria te neke vrste iz roda Paecilomyces. Nakon
Sto spore navedenih gljiva dodu u dodir sa insektom, spore se pricvrs¢uju na insekte i tamo
klijaju te prodiru kroz egzoskeleton koristeCi enzime koje razgraduju hitin. Takoder hifa ulazi
kroz respriatorni trakt, anus i usta. Jednom kada ude u organizam insekta, micelij se grana i
raste kroz unutrasnje organe gdje uzrokuje slabost, nekrozu te naposlijetku smrt (Stamets,
2005).

StoCne farme proizvode velike koliCine fekalnih otpadnih voda koje naposlijetku zavrSavaju u
vodnim tokovima te su oneCiSCenje streptokokima, bakterijom Escherichia coli te raznim
amebnim parazitima i virusima velik rizik. Pritom se podizu toksicne razine cinka i bakra, no
istrazivanja provedena u Sjevernoj Karolini su pokazala da gljiva Aspergillus niger uklanja
91% bakra i 70% cinka iz otpadnih voda.

Stamets (2005) navodi da gljive koje sadrZze melanin koriste radijaciju kao pomo¢ u rastu
svojih stanica, analogno s naCinom na koji biljke koriste klorofile. Otkriveno je da
ionizirajuca radijacija poboljSava rast nekoliko vrsta melaninom bogatih gljiva, Sto ukazuje na
mogucnost generiranja gljive za hranu prigodnu za svemirska putovanja i da gljive mogu rasti

I na drugim planetima bez prisustva sunceve svjetlosti.

TeSki metali, kao cink, bakar, olovo, Ziva i kadmij najCeSCi su i najopsaniji anorganski
okolisni onec€is¢ivadi. Rastuci broj dokaza sugerira da mikorizne gljive mogu smanjiti
toksicnost metala u biljkama. Ektomikorizna gljiva Tuber borchii Vitt. (Sabella i sur., 2016),
Siroko rasprostranjena u Italiji, od velikog je ekoloskog interesa radi mutualistickih asocijacija
i prednosti koje ima za biljku domacina.

Sadnice mediteranskog grma divljeg pelina, Cistuc creticus L., mikoriziranog |

nemikoriziranog su tretirane sa teskim metalima (cink, olovo i krom). TeSki metali su
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uzrokovali klorozu lis¢a kod nemikoriziranih sadnica dok nikakva znaCajna razlika nije
opazena u pigmentaciji lis¢a mikoriziranog lis¢a.

Smanjenje pigmentacije liSta opazeno kod tretiranih, nemikoriziranih sadnica je znaCajno
koreliralo sa smanjenom izrazenoS¢u kljucnih gena povezanih sa biosintezom Klorofila;
umjesto toga, nikakva znaCajna varijacija u ekspresiji gena nije detektirana kod mikoriziranih
sadnica tretiranih sa teSkim metalima.

Ova studija pokazuje da oSteéenja u DNK izazvana stresom teSkih metala je bila niza kod
mikoriziranih nego kod nemikoriziranih sadnica Sto potvrduje korist mikoriznih asocijacija u

borbi i sa ovom vrstom stresa za biljku.

7.4.Uloga arbuskularnih mikoriza u smanjenju gubitaka fosfora i duSika

Buduci da gljive sintetiziraju glutamin i reduciraju nitrate, sposobne su usvajati dusik u tri
oblika: kao NOs", NH," te kao aminokiseline, te utjeGu na transformaciju i ciklus kruZzenja N u
tlu. U usporedbi sa duSikom fosfor je u tlu relativno nepokretan i generalno je mala koliCina P
u tlu biljci dostupna.

Cak je 90% P iz tla biljci nedostupno, 3to uslijed filtracijskih reakcija tla, $to putem sorpcije
organskih i mineralnih Cestica. 1z tog razloga vecina poljoprivrednika obilno aplicira fosforna
gnojiva u usjeve, no P je i dalje biljci dostupan u maloj koliCini — stvara se zaCarani krug i
dolazi do gomilanja i akumulacije velikih koncentracija P u tlu.

Arbuskularne gljive su dobro poznate po svojoj sposobnosti da poboljSaju usvajanje P i da
smanjuju anorganske gubitke do kakvih dolazi putem ispiranja jer mogu nakupiti velike
koliCine fosfora. Indirektno utjeCu na njegovo otjecanje sa povrSine biljke stimulirajuci
usvajanje, Sto se moze pokazati osobito vaznim kod pjeskovitih tala koja su po svojoj strukturi
vrlo podlozna procesima ispiranja, te kod poljoprivrednih povrSina koje zahtijevaju opsezno

navodnjavanje.

Takoder se mogu pokazati korisne u nasadima na kojima se koriste fungicidi, fumiganti te
nemikorizni usjevi buduéi da takve prakse drasticno smanjuju inokulumski potencijal tla. lako
je gubitak P putem ispiranja manji nego Sto je gubitak N, Cak i male koliCine mogu imati
snazan ucinak na okoli§ buduci da se fosfor koji ulazi u vode smatra glavnim uzrokom

eutrofikacije (Cavagnaro i sur. 2015).
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7.5.Uloga mikoriza u usvajanju hraniva te rastu i razvoju biljke

Sirok je spektar koristi koje biljka ima od uspostave asocijacija sa mikoriznim gljivama.
Gljive potpomazu bolje usvajanje hraniva sto direktno utjeCe na bolji opstanak te brzi rast i
razvoj biljke, povecavaju otpornost na bolesti, StetocCinje i abiotske stresove.

Navedene koristi potvrduju mnoge studije. Primjerice, u studiji koju su proveli Ban i sur.
(2011) mikorizna inokulacija povecala je duzinu stabljike lubenice te broj lateralnih grana. U
usporedbi sa nemikoriziranima, mikorizirane biljke imale su visi prinos te vece i ranije
plodonodenje. Mikorizna inokulacija povecala je ukupni prinos ali nije utjecala na teZzinu
samih plodova. Dalje, Waters i sur. (2008) u svojoj studiji navode da bi infekcija sa
erikoidnim gljivama mogla biti vazna za proizvodnju borovnica buduci da se pokazalo da
mikoriza potencijalno povecava efikasnost uporabe gnojiva i povecava prinos bobica. Ovime
se postizu ekonomske koristi od mikorizne asocijacije u vidu financijskih usteda, s obzirom
na smanjenu potrebu upotrebe gnojiva te ekolosku dobrobit radi smanjenog unoSenja
kemijskih gnojiva u tlo.

Micelij dramatiCno povecava biljno usvajanje hraniva i to esencijalne elemente kao $to su
fosfor, bakar i cink na nain da poveCava podrucje usvajanja hraniva biljke. U svojem
grananju, jedna biljna vrsta moze povezati kilometre Sumskog tla u kontinuiranoj mrezi (Slika
7.1). Kao rezultat poboljSanog usvajanja hraniva biljni rast je ubrzan te biljke koje tvore
mikorize bolje podnose bolesti. Pritom gljiva iz asocijacije izvlaCi korist jer ima pristup
Secerima koje izluCuje biljka a koji su uglavnom heksoze koje gljiva pretvara u manitole,
arabitole i eritrole (Stamets, 2005).
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Slika 7.1. Razgranate hife mikoriznih gljiva uvelike povec¢avaju volumen istrazenog tla sto omogucava biljci bolji pristup
hranivima i vodi
(Izvor: Trouvelot i sur., 2015)

Uz mikorizne gljive moZe se Koristiti i ko-inokulacija sa bakterijama promotorima rasta.
Takva praksa rezultira pove¢anom razvoju cvjetova i plodova kod jagode, plodovi dobivaju
na veli€ini, sadrZe viSe koncentracije SeCera u odnosu na nemikorizirane jagode te takoder
sadrZe vece koli€ine askorbinske i foli¢ne kiseline. Mikorizne gljive utjeCu na kvalitetu usjeva
i pokazuju te rezultate ¢ak i pod uvjetima smanjene kemijske gnojidbe. Navedeno potvrduju
Bona i sur. (2014) koji su dokazali da simbioza s arbuskularnom gljivom utjeCe na biljnu
biosintezu hormona te na metabolizam biljke. U€inci arbuskularne simbioze zapaZeni su ne
samo kod koloniziranog korjenovog sustava ve¢ i kod povrsinskih dijelova biljke, poput lis¢a,
cvijeca i plodova.

Kod vocnih usjeva, kolonizacija arbuskularnim gljivama stimulira rast, pojacava fotosintezu,
inducira raniju cvatnju i plodonoSenje te poboljSava kvalitetu prinosa

. Rizosferne interakcije pozitivno utjeCu na kvalitetu tla te se mogu eksploatirati u svrhu
povecanja prinosa, redukcije kemijske primjene i razvitka ucinkovitih oblika odrZive
poljoprivrede.
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Arbuskularne gljive same, ili u kombinaciji sa bakterijama promotorima rasta (Pseudomonas
sp.) mogu utjecati i na koncentraciju antocijana u plodovima jagode Cak i pri reduciranoj
gnojidbi.

Ovakva ko-inokulacija mikorize sa bakterijama pozitivno je utjecala na raniju cvatnju i
plodonosenje. Arbuskularne gljive su prethodno pokazale da mijenjaju biljnu reproduktivnu
fiziologiju, induciraju raniju cvatnju, te osim produZenog perioda cvatnje, takoder povecavaju
broj cvjetnih pupoljaka i plodova.

Plodovi inokuliranih biljaka pokazuju vecu ukupnu koncentraciju Secera, pa samim time i
indeksa slatkoce, u odnosu na kontrolu.. Plodovi imaju viSu koncentraciju askorbinske
(vitamin C) i folne kiseline Cak i pri reduciranoj gnojidbi Sto ukazuje da standardna gnojidba
premasuje zahtijeve biljke.

Opcenito plodovi su zdraviji (radi veCe koncentracije vitamina), ukusniji (radi vece
koncentracije Secera) i sadrZe viSe antocijana. Veéi sadrzaj SeCera je takoder interesantan u
proizvodnji dZzemova i sokova $to povecava komercijalnu vrijednost vocCaka zajedno sa
povecanim prinosom i €ini mikorize interesantnima ne samo kod uzgoja vocéa za uporabu u
svjezem stanju veC i za razne preradevine. Posebno obzirom da su biljke postigle takve
rezultate pod uvjetima reducirane gnojidbe, Sto vodi ekonomskoj, ekoloskoj i koristi za
zdravlje Covjeka (Bona i sur., 2014).

Korist mikoriznih asocijacija vidljiva je i za vitikulturu. Trouvelot i sur. (2015) tvrde da
arbuskularni tip mikoriza pozitivno utjeCe na rast vinove loze i usvajanje hraniva putem
boljeg pristupa i aktivacijom regulacije transporta proteina za fosfor, dusSik i druge elemente.
Arbuskularne mikorize poveéavaju toleranciju na abiotske stresove kao $to su vodni stres,
zaslanjenost tla, kloroza i toksi¢nost teSkim metalima. Stite od biotskih stresova kao $to su
bolesti korjena te proizvode glikoproteine i guste mreZe hifa koje povecavaju stabilnost tla i
Stede hraniva tla, i sve to za 14% od ukupnog budzeta koji je bio potreban za proizvodnju
nemikoriziranog grozda.

Mikorizne asocijacije su se pokazale uspjeSnima i na terenskim uvjetima Sto dokazuje studija
tokom koje se ispitivala uloga arbuskularnih mikoriza na rast i usvajanje hraniva kod rajCice

(Solanum lycopersicum L.) pri terenskim uvjetima.

Dobiveni rezultati pokazali su da razvitak arbuskularne mikorize zna€ajno poveéava rast
biljaka i usvajanje hraniva ukljuCuju¢i NOs; nedavno apliciranog u tlo. Korjenje i

arbuskularne mikorizne gljive imaju vaznu ulogu ne samo u usvajanju hraniva od strane biljke
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nego i u kruzenju dusika u ekosistemu (Cavagnaro, i sur., 2012). Kod rajCice se takoder
ispitivao u€inak mikorize na ekonomski relevantnu fiziologiju ploda. Mikoriza je ubrzala
cvatnju i razvoj ploda i povecala prinos. Geni ukljuceni u metabolizam dus$ika i ugljikohidrata
zasluzni su za regulaciju i transdukciju signala kod uspostavljanja mikorize. Mikoriza
povecava obilje aminokiselina u plodovima, pri ¢emu su glutamin i aspargin aminokiseline na
koje mikoriza najvisSe utjeCe. Prikupljeni podaci ukazuju na sistemske promjene koje simbioza
sa arbuskularnom gljivom inducira u biljci i potvrduju hipotezu da arbuskularne gljive mogu

produziti svoj utjecaj od korjena do ploda (Salvioli i sur., 2012).

Osim rajCice, mikorize su korisne i kod drugih povrtnih vrsta, poput primjerice paprike, $to su
pokazali Kaya i sur. (2009) u studiji o ucincima soja arbuskularne mikorize Glomus clarum na
rast i prinos paprike (Capsicum annum cv. 11B 14) uzgajanoj u stakleniCkim uvjetima i
velikoj zaslanjenosti tla. Tretmani sa NaCl su reducirali ukupnu suhu tvar u mladicama i
korjenju te prinos u usporedbi sa biljkama koje nisu tretirane solju. Koncentracije N, P i K u
li5Cu su znaCajno reducirane radi velike zaslanjenosti, medutim mikorizna kolonizacija na
biljkama koje su negativno reagirale na veliku koli¢inu soli u supstratu je obnovila
koncentracije hraniva u lis¢u na istu razinu kakva je bila kod biljaka koje nisu rasle u slanim
uvjetima. Inokulacija je poboljSala rast paprike i u uvjetima zaslanjenosti i u uvjetima bez

povecane koli€ine soli.

Jedna od impresivnih sposobnosti mikoriznih gljiva je moguénost povezivanja vise razlicitih
biljnih jedinki od strane jedne gljive te translokacija hraniva iz jedne u drugu ovisno o
potrebama i mogucéostima svake. Yao i sur. (2016) ispitivali su sposobnost micelija u
povezivanju razliCitih biljaka te ulogu mikoriza u podzemnoj komunikaciji izmedu biljaka

putem kemijskih supstanci.

Koristeni su dvokomponentni kontejneri, odnosno kaSete po sredini razdvojene mrezom
razli¢itih debljina. MreZa debela 0.37 ym ima mogucnost propustanja micelija, ali ne i
korjena, dok mreza debela 0.45 pm nije bila propusna ni za micelij ni za korjen. U svakom
kontejneru je po jedan odjeljak inokuliran sa gljivom Paraglomus occultum. Potvrdeno je da
micelarne mreze ostvaruju kontakt izmedu sadnica. Njihova uloga je poboljSavanje rasta
biljke domacina i poboljSavanje svojstava tla kod biljke koja sama po sebi nije bila inicijalno
inokulirana ali je micelij susjedne biljke prosao kroz mrezu i, doSavsi s njom u kontakt,

uspostavio mikorizu.
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Mikorizna inokulacija je znaCajno povecala tezinu lista, stabljike i korjena. Micelarna mreza u
kaSeti sa mrezom debelom 37 uym je imala znaCajno pozitivne ucinke na navedena svojstva
kod neinokulirane biljke. Kod micelarne mreze od 0.45 um doSlo je do povecanja navedenih
svojstava inokulirane biljke ali je znaCajno inhibirala biomasu kod neinokulirane biljke. Ovo
ukazuje da inokulacija arbuskularnom gljivom pridonosi poboljsanju rasta biljke i plodnosti
kod obje biljke (Yao i sur., 2016).

Arbuskularne gljive su poznate po tome S$to pospjeSuju vegetativni rast putem poboljSanog
usvajanja minerala u tlima siromasnim hranivima. Ovi pozitivni ucinci na biljni rast mogu
znaCajno varirati medu razliitim kultivarima pojedine vrste i medu biljnim vrstama koje
potjeCu iz razliCitih podrucja. Provedeno je istrazivanje tokom kojeg se testirao odgovor triju
drvenastih biljnih vrsta sa razliCitih geografskih podrucja: Parkia biglobosa, Tamarindus
indica L. | Ziziphus mauritiana Lam. na mikoriznu kolonizaciju kako bi se utvrdila njihova

ovisnost 0 mikorizama i analizirao sastav listova i stabljike (Guissou i sur., 2016).

Sest mjeseci nakon inokulacije mikoriznom gljivom, rezultati su pokazali da biljke ovisno o
podrijetlu razliCito odgovaraju na simbiozu s mikoriznom gljivom. Indijska zizula, Ziziphus
mauritiana, je pokazala znacajno vecu ovisnost o0 mikorizama u odnosu na druge dvije vrste.
Kljucnim se pokazalo podrijetlo sjemena, no razine kolonizacije korjena (80-90%) nisu
previSe varirale ovisno o podrijetlu. U svim sluCajevima mikorizna gljiva je pogodovala
drveéu pugem veceg usvajanja N, P i K. NaroCito je usvajanje P bilo proporcionalano s
ovisnosti o mikorizi. Moze se zakljuciti da je vaznost uzimanja u obzir podrijetla sjemena
kada se odvija preselekcija mikotropnih biljnih kandidata prije podizanja vecih voénjaka ili

Sumskih sistema, vazan korak u proizvodniji.

Buduci da se neke vocéne vrste uzgajaju radi daljnje prerade plodova, vazno je znati kakav
utjecaj mikorizne asocijacije imaju na kvalitetu i svojstva dobivenih proizvoda.

U cilju boljeg uvida u ta svojstva, ispitana su fizikalno-kemijska svojstva plodova masline
(Olea europaea L. var. Sariulak) te dobivenog ulja nakon mikorizacije sa arbuskularnom
gljivom (Rhizophagus intraradices) te aplikacije mikoriziranog kalcita kao stimulanta biljnog
rasta.

Narocit je naglasak bio na individualnim fenolnim spojevima vaznim za proizvodnju ulja.
Masline su pokazale veéu akumulaciju hidroksitirosola i p-hidroksibenoi¢ne Kkiseline u
biljkama na kojima je bilo inokulacije, u usporedbi sa vrijednostima neinokuliranih biljaka.
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Inokulacija je rezultirala smanjenom koncentracijom vanilina, dimetiloleuropeina i luteolina u
plodovima. Bilo je razlika u stupnjevima fenola u plodovima i njihovim uljima, pa je tako
koliina hidroksitirosola rasla kod biljaka koje su bile i mikorizirane i imale aplikaciju
kalcitom. Nakon kombinirane primjene mikoriznih gljiva i kalcita, ulja nisu pokazala
znaCajnu promjenu u ukupnim fenolima, Sto je u suprotnosti sa vrijednostima koje su bile u
plodovima.

Ovi rezultati pokazuju da na fenolne spojeve koji imaju hidrofilnu strukturu utjeCu i mikorize

I kalcit viSe nego Sto utjeCu na lipofilnu strukturu (Kara i sur., 2015).

Vocna vrsta kod koje simbioza sa mikoriznim gljivam takoder pokazala korisnom je i
naranCa, Sto je utvrdeno tokom studije koju su proveli Ortas i Ustuner (2014). Cilj ovog
istrazivanja bio je utvrditi uCinke inokulacije sa jednim sojem arbuskularne gljive, sa dva soja
i sa nativnim inokulatom, KkoristeCi specifican medij za rast, na rast i usvajanje hraniva kod
sadnica naranCe Citrus aurantium L. Mikorizna inokulacija povecala je neke parametre
vegetativnog rasta kao Sto su visina mladica, promjer te ukupna suha tvar izdanaka i korjena.
UocCena je razlika u uCinku koristenja jednog soja i koristenje dva soja mikorizne gljive.
Pozitivni ucinci mikorizacije sa jednim sojem i dvostruke inokulacije bili su znacCajni.
Kolonizacija korjena je bila uspjeSnija kod koristenja dvaju sojeva. Biljka je bolje usvajala
fosfor i cink. Rezultati su pokazali da su nativni sojevi jednako ucinkoviti kao komercijalni
inokulum. Ovo ispitivanje ukazuje na prikladnost mikoriznih asocijacija kod uspjeSnog uzgoja

citrusa u vocarskoj proizvodniji.

Rastuci broj rezultata koji idu u korist pozitivnim u€incima ovog simbioznog odnosa na biljku
domacina ukazuje da bi se mikoriznie asocijacije u vocéarskoj, a i opc¢enito poljoprivrednoj
proizvodnji, trebalo uzeti u obzir, te navedeni podaci potvrduju znaCajne poljoprivredne,

ekoloske i ekonomske koristi ovih mikroorganizama.

7.6.0tpornost biljke na stres

Osim Sto su se pokazale izrazito korisnima kod usvajanja hraniva te posljedicno na uspjesniji
rast i razvoj biljke, uocen je cijeli niz drugih koristi od ovog tipa asocijacija za biljku. 1zmedu
ostalog, mikorize se mogu pokazati korisnima kod otpornosti biljke na susu te kod razliCitih
vrsta stresova kao Sto je zaslanjenost tla. Provedene su mnoge studije koje dokazuju koristi

mikoriznih asocijacija u ovom kontekstu.
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Vecina biljnih usjeva ima potencijal uspostavljati arbuskularne mikorize, koje mogu
poboljSati opskrbu vodom i hranivima, povecati biljnu toleranciju na okoliSne stresove i
otpornost na bolesti korjena i nematoda svojih biljaka domacina. Time, inokulacija voc¢nih
vrsta gljivom koja tvori arbuskularne mikorize moze biti itekako profitabilna te su pritom
dostupni komercijalni inokulumi.

Arbuskularna mikoriza mozZe biti ucinkovita u povecanju biljne otpornosti na susu i stres
uzrokovan povec¢anom koli¢inom soli u tlu. Osobito su obecavajuce u biokontroli korjenovih
nematoda te u povecanoj kemijskoj kvaliteti povréa za ljudsku upotrebu. Mnoge porodice
povrtnin kultura (Amaryllidaceae, Apiaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae, Fabaceae i

Solanaceae) pokazuju visoku ovisnost 0 mikoriznim asocijacijama (Baum i sur., 2015).

Istrazen je ucCinak kolonizacije arbuskularnom gljivom na prinos i efikasnost usvajanja vode
kod lubenice (Citrullus lanatus) pod terenskim uvjetima. Autori su usporedili mikorizirane i
nemikorizirane biljke, dobro navodnjene i pod uvjetima vodnog stresa. Pokazalo se da
mikorizirane biljke imaju znacajno vecu biomasu i prinos u usporedbi s nemikoriziranima,
bez obzira na to jesu li biljke bile pod stresom ili ne, jer je mikoriza poboljSala koncentracije
hraniva u listovima (Kaya i sur., 2003).

Sto se tice povecanija biljne otpornosti na stres uzrokovan velikim koli¢inama soli u tlu, vise
studija dokazuje korist mikoriza u ovom kontekstu.

Arbuskularne mikorize smanjuju stres uzrokovan zaslanjeno$¢éu kod mnogih Kkultura,
primjerice banana, bob, rajCica, maslina, palma i druge (Trouvelot i sur., 2015) putem
poboljsanja usvajanja P, N, Zn, Cu i Fe. Poboljsanje koliCine fosfora u biljci je vjerojatno
najvazniji izvor otpora na stres kakav izaziva velika zaslanjenost. Proucavana je mikoriza kod

vinove loze uzgajane u uvjetima navodnjavanja slanom vodom.

Zaslanjenost je smanjila rast u visinu, no ukupni vegetativni rast se pove¢ao kao rezultat
inokulacije mikoriznom gljivom. Da mikoriza ima pozitivan ucinak na biljnu otporonost na
zaslanjenost tla pokazali su i Oztekin i sur. (2012) koji su istrazili kombinirane ucinke
presadivanja i mikorizne inokulacije pod uvjetima zaslanjenosti. Pokus je proveden u
plasteniku tijekom jeseni i proljeca 2008. i 2009. godine na rajcici.

Polovica biljaka je umocena u suspenziju koja je sadrzavala endomikorizne arbuskularne
gljive (Glomus spp.) jedan dan prije presadivanja, dok je druga polovica presadena bez
ikakvog tretmana kao kontrola.
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lako nije bilo statistiCkih razlika u tezini suhe 1 svjeze tvari biljnih dijelova, mikorizna
inokulacija je povecala teZinu svjeZze i suhe tvari korjena. Od kvalitativninh parametara,
vitamin C je bio povecanih vrijednosti kod inokuliranih biljaka dok se titracijska kiselost
smanjila. Postotak suhe tvari, snaga kore, titracijska kiselost i pH su takoder bili drugaciji kod
inokuliranih biljaka. Sukladno tome tolerancija na zaslanjenost bila bi puno bolja kada bi se
presadnice prethodno inokulirale sa mikoriznim gljivama te se takav tretman preporuca kod
onih kultura koje zahtijevaju uzgoj iz presadnica i viSestruko presadivanje, Sto je vazan

podatak za rasadniCku proizvodnju.

Koc (2015) je takoder doSao do zakljuCka da arbuskularne mikorize smanjuju biokemijske
promjene koje na jagodama uzrokuje uzgoj na slanom tlu. Kod naranCe se recimo vrsta
Glomus versiforme pokazala najucinkovitijom gljivom za smanjenje ovakvog tipa stresa (Zou
I Wu, 2011) te Cak postoje naznake da bi kombinacija mikorize sa bakterijskim konzorcijem
mogla biti zanimljiva. Upreti i sur. (2015) su utvrdili da ova kombinacija znacajno poboljSava

toleranciju na stres kod grozda, zajedno sa poboljSanjem u biljnom usvajanju vode.

Latef i Chaoxing (2011) su pak istrazili mehanizme smanjivanja stresa uzrokovanog
zaslanjenoS¢u putem arbuskularne gljive Glomus mosseae na rajici (Lycopersicon
esculentum L.) Kultiviranoj u tlu sa 0.50 i 200mM otopinom NaCl.

Mikorizacija je pozitivno utjecala na rast, lisnu povrsinu, sadrzaj klorofila, tezinu svjeze tvari
u vocu i prinos. Koncentracije P i K su bile vise kod mikoriziranih, u usporedbi sa
nemikoriziranim biljkama uzgajanim pod slanim uvjetima i uvjetima bez zaslanjenosti.
Koncentracije Na su bile nize kod mikoriziranih nego kod nemikoriziranih gljiva te se
pokazalo da mikorizne gljive Stite biljke protiv zaslanjenosti na naCin da smanjuju oksidativni

stres kakav izaziva velika koncentracija soli.

Za vocarsku je proizvodnju osobito vazno ispitivanje koje su provedi Almeida i suradnici
(2016) o ucinku stresa uzrokovanog povecanom koncentracijom soli (NaCl) na sadnice
banane kolonizirane arbuskularnom gljivom, provedene na supstratu u plastenickim uvjetima.
Povecane razine soli uzrokovale su redukciju u suhoj tvari i u stupnju fotosinteze, Sto moze
biti povezano s osmotskim ucinkom soli u tlu, pove¢anju natrija i smanjenju razine duSika u
liS5¢u. Pokazalo se da sol reducira mikoriznu kolonizaciju korjena, ali ne utjeCe na gustoéu

spora, $to je korisna informacija kod uzgoja ove vocne vrste.
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Uzgoj biljaka iz presadnica uzrokuje odredeni stres za biljku tokom viSestrukog presadivanja.

Kod vecine visegodisnjih biljki iz umjerenog pojasa, presadivanje uglavnom rezultira slabijim
poCetnim rastom Sto sprijeCava nove sadnice u dostizanju maksimalnih kapaciteta
produktivnosti i ekonomske isplativosti. Obzirom na rastuce zahtjeve u organskoj proizvodnji
voca i regulativi prisutnoj u upotrebi fumiganata i slicnih praksi, postoje utemeljene naznake
da bi mikorizacija mogla biti korisna tehnika u poboljSanju biljnog zdravlja tokom ove
osjetljive faze rasta.

Forge 1 sur. (2015) tvrde da uspostava mikoriznih asocijacija vodi ka poboljSanju
ucinkovitosti i pouzdanosti uzgoja voca iz sadnica i da smanjuje stres koji se pritom vrsi na
biljku.

U svrhu utvrdivanja potencijalno povoljnog ucinka mikorize na biljku tokom ovog procesa,
Castillo i sur. (2009) proveli su ispitivanje na Cili papricici (Capsicum annuum L.) buduci da
ta biljka zahtijeva uzgoj iz presadnica. Cilj studije je usporediti uCinkovitosti dviju
arbuskularnih gljiva sa komercijalnim (Glomus intraradices) i1 lokalnim inokulumom (Glomus
claroideum) te sa kontrolom bez inokulacije.

Rezultati istrazivanja pokazali su da je kod biljaka inokuliranih sa lokalnom mikoriznom
gljivom bilo vise folijarne mase, berba je pocela 49 dana ranije i tezina svjeze tvari je bila Cak
177 % visa u usporedbi s kontrolom. Kolonizacija na korjenu je bila dosta niska, Sto pokazuje
znaCajnu razliku u usporedbi sa komercijalnim inokulumom, dok je istovremeno doSlo do
velike proizvodnje spora u supstratu. 1z toga se vidi da inokulacija sa nativnom gljivom
smanjuje stres presadivanja i pritom ubrzava proces sazrijevanja biljaka sto rezultira sa visim

prinosom i vecom kvalitetom prinosa.

Cecatto i sur. (2016) tvrde da inokulacija sa arbuskularnom gljivom pri presadivanju sadnica
jagoda utjeCe na sadrzaj antocijana i fenola - plodovi pokazuju vrlo visok sadrzaj i jednog i
drugog. Takoder, dolazi do smanjenja kisleosti u plodovima tokom sezone rasta i povecanja
njihove CvrstoCe tokom ranih stadija proizvodnje. Ovo je vrlo znacajno otkri¢e kod vocnih

vrsta kao Sto je jagoda, za koju je tvrdoca vrlo znacajna kod transporta plodova.

Asocijacije sa gljivama koje tvore arbuskularne mikorize mogu biti korisne u uvjetima suse,
Sto su Bowles i sur. (2016) utvrdili prilikom studije provedene na dva genotipa rajcCice,
Solanum lycopersicum L. genotip MYC+ mutantni nemikorizni genotip. Dobiveni rezultati

pokazali su da arbuskularna mikoriza povecava trzisni prinos rajcice za otprilike 25 % te su
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biljke imale viSe koncentracije duSika i fosfora, 8%-tnu stomatalnu provodnost i veéi ukupni
prinos.

Studije utvrdivanja korisnosti mikoriza kod uvjeta suSe su takoder proveli Calvo-Polanco i
sur. (2016) tokom kojih su pokusali otkriti na koji naCin arbuskularne gljive koje potjeCu sa
razliCitih tala utjeCu na rast i vodni potencijal stabala maslina. Masline su inokulirane
nativnim populacijama prikupljenih sa dvaju razliCitih staniSta, semi-aridnih 1 humidnih

regija, te zatim podvrgnute stresu suse.

Utvrdeno je da biljke rastu bolje sa gljivama koje potjeCu iz humidnih podrucja sto je korisno
znati prilikom izbora najidealnijeg inokuluma za pojedinu proizvodnju. Dalje, pod ovim
uvjetima je nadena najveca raznolikost arbuskularnih gljiva.

Obje mikorizne inokulacije znaCajno povecavaju visinu biljaka, promjer stabljike, broj
lateralnih mladica i liS¢a, ukupne fenole, klorofile i karotenoide Sto potvrduju Seifi i sur.
(2014).

Ove i slicne studije pokazuju ne samo da se mikorize mogu upotrebljavati kao orude u borbi
protiv suSe, ali da treba obratiti pozornost na sojeve gljiva te na stanista iz kojih potjeCu

buduci da su i to birni faktori za postizanje maksimalnih rezultata kod mikoriziranja.

Zou i sur. (2016) su ispitali svojstva glomalina, posebnog glikoproteina kojeg izluCuju hife i
spore arbuskularnin gljiva, a koji posjeduje neke raznolike karakteristike od kojih su
najizrazajnije hidrofobna priroda i stabilnost na visokim temperaturama. Glomalin uslijed
procesa degradacije hifa oblaze organsku tvar i Cestice tla te time formira zastitni povrsinski
sloj koji sluzi protiv gubitka vode i hraniva iz agregata tla. Na taj naCin glomalin utjeCe na
sposobnost zadrzavanja vode od strane tla i biljke. Takoder predstavlja svojevrsno ljepilo,
koje stabilizira agregate tla te frakcije organske tvari u visegodisSnjim voénjacima. Ovi podaci
pokazuju da se glomalin treba uzeti u obzir kao potencijalnoi tretman za tlo kod viSegodisnjih

vocaka.

7.7.0tpornost na bolesti i Stetoine

Osim na terenu, vaznost mikoriznih asocijacijama dolazi do izrazaja i kod uzgoja bilja u
rasadnicima, radi svojih brojnih pozitivnih ucinaka na biljni rast te na biozastitu. S time u vidu
Aleandri 1 sur. (2015) su pokusali odrediti uCinak mikorizne inokulacije sa gljivom
Rhizophagus irregularis u rasadnickom mediju na korjenu dinje zarazene biljnim patogenom

Monosporascus cannonballus.
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Nakon umijetne zaraze patogenom, mikoriza je omogucCila posvemadnju zastitu protiv
patogena, Sto pokazuje da inokulacija prije presadivanja zna€ajno smanjuje ozbiljnost ove
bolesti. Treba naglasiti i da je prosjeCna masa plodova kod mikoriziranih biljaka bila znacajno
veca nego kod netretirane kontrole.

Koristenje arbuskularnih gljiva u rasadnicima dakle pridonosi prevenciji ove problematicne
bolesti, 5to je znacajno u ekonomskom kontekstu buduci da smanjuje gubitke izazvane
bolestima te maksimizira financijski potencijal zasadenih biljaka.

Vise je naCina na koje su mikorizne gljive uCinkovite u borbi protiv biljnih bolesti. Mikorize
proizvode antibiotike sposobne odvratiti patogene korjena. Takoder imaju kapacitet

selektivno transportirati sol i toksicne spojeve podalje od biljnog korjena (Alexander, 2016).

Bidens pilosa je biljka iz porodice Asteraceae koja se u nekim geografskim podrucjima
pokazala invazivhom, pa Franca i sur. (2016) navode da se mikorizne asocijacije mogu
poboljsati kompetitivnost kave s ovom biljnom vrstom. Sadnice kave su inokulirane sa
sporama gljiva koje su se razvijale 120 dana, pa su nakon toga podvrgnute uvjetima
kompeticije sa B. pilosom joS 120 dana.

Inokulacija je omogucila bolji rast i opskrbu hranivima. Kompeticija sa B. pilosom je
reducirala kolonizaciju, visinu, lisnu povrSinu, suhu tvar lista i stabljike te korjena, broj
reproduktivnih grana i razine P i Fe u biljkama. Medutim, Stetan uCinak B. pilose je bio manji
kod inokuliranih biljaka, $to ukazuje da se mikorizne asocijacije mogu Koristiti kao pomo¢

biljci u borbi sa invazivnim korovima.

Mycosphaerella fijiensis je pak gljivicni patogen koji napada gotovo sve kultivare banane za
kojeg je aplikacija fungicida trenutno najrasSirenija mjera kontrole, dok je upotreba bioagenata
gotovo ignorirana. Pod in vitro uvjetima arbuskularne gljive (Rhizophagus irregularis MUCL
41833) mogu smanjiti posljedice ove bolesti na banani. Gljive mogu smanjiti, barem u
pocetnom stadiju infekcije, simptome ovog patogena — mogucée putem indukcije sistemi¢nog
puta otpora. Vazno smanjenje simptoma zapazeno kod mikoriziranih banana ukazuje da ovi
mikroorganizmi predstavljaju potencijalno atraktivnu opciju u kontekstu integralne kontrole

ove opasne bolesti (Oye Anda i sur., 2014).

39



7.8.Korist mikoriznih asocijacija za tlo

Uloga gljiva u tlu dobro je poznata: one sluze kao razlagacCi organske tvari, kao izvor hrane,
no ono Sto je osobito znacajno za poljoprivrednu praksu je sposobnost gljiva da utjeCu na
agregate tla.

Sirenjem i grananjem micelija u tlu one direktno utje¢u na strukturu te vodozracne rezime tla,
smanjuju gubitke hraniva putem ispiranja a samim time i ispiranje fosfora i drugih elemenata
Na taj nacin indirektno Stite vodne sustave te smanjuju nagomilavanje kemijskih elemenata u
tlu. Ovi ucinci postizu se putem poboljSanog usvajanja hraniva od strane biljke, Sto smanjuje
koli€inu nakupljenih elemenata u tlu, a samim time se smanjuju potrebe za unoSenjem

kemijskih gnojiva u tlo.

Stamets (2005) je detaljno obradio nacine na koji se mikorizne gljive mogu iskoriStavati u
svrhu CiSCenja tla od teSkih metala i toksi¢nih otpada, putem procesa mikorestoracije i
mikoremedijacije, kao mikopesticidi smanjujuéi zagadenja primjenom kemijskih sredstava
zastite, te u poSumljavanju tala sa smanjenom koncentracivom hraniva, kao Sto su tla u blizini
rudnika, Cime se ubrzava obnavljanje tala na takvim podrucjima.

Mnoge gljive iz umjerenog pojasa proizvode glikoproteine koji tokom niskih temperatura Stite
gljivu od smrzavanja tako Sto sluze kao zasStita micelija od Stetnih ucinaka kristalizacije vode
u led. Usto stite tlo od smrzavanja, Cime se zastita prenosi na biljke tijekom ekstremnih
hladnoca (Stamets, 2005).

Pozitivni u€inci mikoriznih asocijacija na strukturalna svojstva tla su dobro poznati, pa je
logicno zakljuciti da se mikorizne gljive mogu pokazati korisnima kod uzgoja biljnih vrsta na
tlima sa ve¢im udjelom pijeska koja su radi svoje strukture sklona ispiranju hraniva te koja su
manje stabilna u odnosu na druge tipove tala.

U tom su se kontekstu korisnima pokazale Cetiri vrste arbuskularnih gljiva — Claroideoglomus
tunicatum, Diversipora versiformis, Funneliformis mosseae 1 Rhizophagus intraradices U

simbiozi sa korjenovim sustavom narance (Poncirus trifoliata) uzgajane u pijesku.

Inokulirane sadnice pokazale su znafajno vecu gustoCu korjenovih dlaCica nego kontrola,
nevezano za soj gljiva - inokulacija je znaCajno smanjila duzinu korjenovih dlaCica kod

lateralnog korjenja prvog i drugog reda ali je povecala duZinu lateralnog korjenja treceg i
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Cetvrtog reda. Pronadene su znacajno vece koncentracije fosfora, NO, glukoze, sukroze i
fitohormona auksina - 1AA na korjenju mikoriziranih sadnica u usporedbi sa kontrolom.
Koncentracije P, NO, ugljikohidrata i IAA u korjenju korelirale su sa razvojem mikoriza i
razvojem korjenovih dlacica (Wu i sur., 2016).

Arbuskularne gljive dakle mogu mijenjati profil korjenovih dlaCica kod narance kroz
modulaciju fizioloskih aktivnosti. F. mossaceae, pokazala je najbolje rezultate te bi mogla
predstavljati u€inkovitu gljivu za povecanje prinosa voca ili za smanjenje razina koristenih

gnojiva u proizvodnji citrusa.

Dobro je poznato da mikroorganizmi imaju sposobnost svojim djeovanjem mijenjati pH
vrijednost tla bilo putem oksidacije sumpora i amonijaka, $to otpusta H" ion u tlo, bilo putem
proizvodnje organskih kiselina. Ne smije se zaboraviti ni pozitivna ili negativna nabijenost
organskin molekula od kojih je sastavljena povrSina tih mikroorganizama, Sto znaCi da se

mikroorganizmi i tlo mogu svojom pH vrijednosti medusobno odbijati ili privlaciti.

Taj je podatak znaCajan za vocéne vrste koje imaju zahtjeve za kiseloSCu tla, poput borovnice.
Waters i sur. (2008) navode da arbuskularna mikoriza na borovnici pokazuje rezultate u
poveéanom usvajanju gnojiva ¢ak i kod smanjene gnojidbe. Takvo smanjenje u koliini
unesenog gnojiva takoder ima utjecaj na okoliS u kontekstu smanjivanja potencijalnog
ispiranja hraniva u zemljane i vodne resurse, posebice uzevsi u obzir to da borovnice
preferiraju amonijski oblik duSika. Ovakvi rezultati sugeriraju mogucénost uspjesne i
ekonomski isplative vocarske proizvodnje i pri smanjenoj aplikaciji gnojiva, $to uz

ekonomske ustede predstavlja dobrobit za tlo i okolis radi smanjenog unosa gnojiva.

7.9. Utjecaj okoliSnih faktora i agronomskih zahvata na mikorizu

Za uspjesno upravljanje mikoriznim asocijacijama potrebno je prouciti i uzeti u obzir utjeCu
li, i ako utjeCu, na koji nacin, razliciti agronomski zahvati, uvjeti u tlu te ostali faktori na
uspostavljanje, razvoj i na kraju uspjesnost te korisnost mikoriza.

Ukoliko Zelimo maksimizirati uspjeSnost mikorizne kolonizacije te izvuci najveci moguci
potencijal iz uspostavljene mikorize, potrebno je prouciti na koji to nacin okolisni uvjeti, izbor

kultivara, radovi u nasadu i sliCne prakse utjeCu na prisustvo i ucinkovitost mikoriznih gljiva.
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Tako je za uspjesnu infekciju ektomikoriznom gljivom vazna selekcija kultivara, obrada tla
prije sadnje i plodored. Ovi bi parametri mogli potencijalno utjecati na intenzitet i distribuciju
ektomikorizne infekcije u komercijalnoj upotrebi.

Pokazalo se da na distribuciju i intenzitet ektomikoriznih gljiva pak utjeCe tip malCa, oranje
tla, tip i koliCina primjenjenog gnojiva i tretmani prije sadnje.

Indirektni faktori koje treba uzeti u obzir su dob biljaka i nasada i faktori tla kao Sto su pH i

koliCina hraniva u tlu (Waters i sur., 2008).

Primjena sredstava za zastitu, kao Sto je fumigacija i termicka sterilizacija tla takoder utjeCu
na kolonizaciju arbuskularnim gljivama. Koron i sur. (2014) navode da tretmani
biofumigacije, zagrijavanja tla te kemijska fumigacija znaCajno smanjuju mikoriznu
kolonizaciju u usporedbi sa netretiranom kontrolom kod jagoda.

Autori navode da se, unatoC smanjenoj kolonizaciji, biofumigacija moze pokazati dobrim
izborom s obzirom na veci broj plodova i veéu masu lis¢a jagode te predstavlja nekemijsku

metodu fumigacije koja se moze koristiti u odrzivoj proizvodnji jagoda.

Buduéi da u hortikulturi, naroCito u vocarstvu, mnoge vrste prolaze kroz razliite tretmane
dozrijevanja te tretmane nakon berbe, Chialva i sur. (2016) navode biljne odgovore na
arbuskularne gljive tokom dozrijevanja rajCice, ovisno o tome da li se primjenjuje etilen ili
svjetlosna recepcija.

Buduci da su simbioza arbuskularnom gljivom utjee na dozrijevanje rajcice, moguce je da

dolazi do medusobnog utjecaja simbioze i samog dozrijevanja.

Oba tretmana za dozrijevanje pokazuju razliCitu funkcionalnost arbuskula. Mikoriza nije
dovela do veée koncentracije fosfata u plodovima kod oba tretmana za dozrijevanje. 1z toga se
moZze zakljuciti da tretmani utjeCu na arbuskularnu mikorizu inducirajuéi sistemske promjene
u biljnoj fenologiji i metabolizmu voca. Hipoteza je da postoji medusobni utjecaj izmedu
mikorize i procesa dozrijevanja koji ukljuCuje gene povezane sa etilenom i svjetlosnom
signalizacijom, medutim potrebno je provesti dalje studije kako bi se tocno utvrdili
mehanizmi koji stoje iza toga (Chialva i sur., 2016).

Kako bi se proucavale interakcije reciproCnih utjecaja biljnih zajednica i mikoriznih gljiva,
potrebno je prouciti medusobne interakcije razliCitih Cimbenika u ekosustavu. Derelle i sur.

(2015) navode da gustoca biljaka nema ucinka ali da mjeSavina kultura pozitivno utjeCe na
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kolonizaciju u usporedbi s podrucjima kakva karakteriziraju monokulture. Kolonizacija
korjena ne varira puno s obzirom na gustoéu biljaka ali asocijacija sa vise biljnih vrsta

povecava poroporcije arbuskula u korjenju u odnosu na monokulture.

Razni agrotehnicki zahvati u takoder zauzimaju vaznu ulogu u odrzavanju raznolikosti
arbuskulratnih gljiva u poljoprivrednim tlima.

Alguacil i sur. (2014) navode da se distribucija zajednice arbuskularnih gljiva kod breskve,
Prunus persica, razlikuje kao posljedica razliCitih tipova gnojidbe u kombinaciji sa kemijskim
sredstvima za zaStitu. Distribucija zajednice gljiva se razlikovala kao posljedica tretmana.
Tretmani koji su kombinirali organska i anorganska gnojiva sa kemijskom sredstvima za
zasStitu su imali najviSe bogatstvo gljiva te tretmani koji su kombinirali anorganska gnojiva sa

kemijskim sredstvima su imali najnize.

Nacin upravljanja usjevom moze dakle vrSiti znaCajan utjecaj na populaciju arbuskularnih
gljiva. Tretmani koji kombiniraju organsku i mineralnu gnojidbu se Cine najprimjerenijom
strategijom s obzirom na pokuSaj popravljanja raznolikosti mikoriznih gljiva u tropskim

uvjetima i odrzanju odrzivosti agroekosustava.

Kontrola temperature, narocito u hidroponskom uzgoju, pozitivno utjeCe na usvajanje Mn i Zn
kod mikoriziranih biljaka (Maboko i sur., 2013). Takoder se i upotreba zelenog komposta u
kombinaciji sa arbuskularnim gljivama pokazuje dobrim tretmanom jer pozitivno utjeCe na
kvalitetu plodova kod rajCice (Copetta i sur., 2011), jednako kao i vermikompost (Javanmardi
i sur., 2014). Kod vocne vrste Litchi chinensis Sonn. Se tehnika zarezivanja kore
(prstenovanje) pokazala vrlo uCinkovitom u kombinaciji s mikoriziranjem (Shu i sur., 2016).
Ovaj tretman u kombinaciji sa mikoriznom simbiozom znacajno utjeCe na razine saharoze te
neutralne i kisele invertaze. U kombinaciji s ovim tretmanom kolonizacija arbuskularnim
gljivama je puno osjetljivija na prisustvo ugljikohidrata. Na kraju, dokazano je da tehnika
zarezivanja kore stabala vrlo vjerojatno ima utjecaja na stupanj kolonizacije te na duzinu
korjenovih dlaCica, i to putem smanjenog sadrzaja ugljikohidrata i putem reguliranja

aktivnosti enzima saharoze.

Stamets (2005) navodi studiju sa ameriCkom duglazijom, Pseudotsuga menziesii 1 brezom
Betula papyrifera, dvjema vrstama koje su dijelile istu arbuskularnu gljivu, no, jedno od

drveca, P. mencziesii je uzgajano u uvjetima duboke hladovine kako bi se smanjila sposobnost
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drveta da fotosintetizira SeCere. Kao odgovor na to mikoriza je kanalizirala Seéere, koji su
praéeni putem radioaktivnog ugljika, iz zone korjena Betule papyrifere ka P. menziesii. Cak je
9 % ugljikohidrata preneseno iz B. papyrifere. Ovo dokazuje da je koliCina translociranog
Secera bila direktno proporcionalna koli¢ini sjene, Sto znaCi da su mikorize sposobne
odrzavati viSe razliitin vrsta na naCin da translociraju hraniva iz jedne u drugu i time
doprinose ravnotezi u Sumskom ekosustavu.

Obzirom na brojna istrazivanja koja dokazuju ucinak razliCitih agrotehnickih zahvata, poput
oranja, malCiranja, fumigacije, gnojidbe, navodnjavanja i dr. na uspostavu i ucinkovitost
mikoriznih asocijacija na tlu, te samim time i na njihovu dobrobit za biljku i nasad, jasno je da

se nacin primjene ovih radnji treba barem djelomicno prilagoditi mikoriznim gljivama.
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8. Primjena molekularnih metoda u identifikaciji mikoriznih

gljiva

8.1.Identifikacija mikoriznih gljiva

Konvencionalne metode identifikacije gljiva su se Cesto oslanjale na identifikaciju simptoma
bolesti, izolacije i laboratorijske identifikacije po morfoloskim karakteristikama i
biokemijskim testovima, prema otpornosti na antibiotike, seroloSka svojstva, analizom
stanicnih proteina i osjetljivosti na bakteriofage. lako su ove metode i dalje temeljne, problem
sa tradicionalnim metodama identifikacije je to Sto nisu dovoljno precizne u odredivanju
pojedinog soja, zahtijevaju vece koliCine vremena i ne mogu se primjeniti na ve¢em broju
uzoraka (Blazinkov, 2006).

Neke molekularne metode identifikacije gljiva temeljene su na PCR te DNK/RNA metodama.
PCR metode identifikacije i kvantifikacije gljiva pokazale su se kao korisni alati, ali je i dalje
nuzno kombinirati novu tehnologiju sa konvencionalnim metodama kako bi se potpuno
razumijele interakcije u okolisu.

Na raspolaganju je i kloniranje, koje sluzi za dobivanje vise kopija gena ili nekog drugog
djelica DNK u uzorcima koji proizvode mijeSane PCR produkte te kvantitativnu PCR ili real-
time PCR metodu.

8.2.1zolacija DNK mikoriznih gljiva iz uzorka tla

Prije izolacije DNK mikorizne gljive, uzorci tla i vrhova korjenja mogu se skladistiti nekoliko
dana na 4°C, medutim treba ih obraditi $to je brze mogucée kako bi se sprijeCila degradacija i
smanjila kontaminacija drugim gljivama. Za dugorocno skladiStenje uzorci se trebaju Cuvati
na -20°C.

UcCinkovita izolacija DNK je kljucna za identifikaciju, a sami DNK protokoli ovise o izvoru
uzoraka te kvaliteti i duzini DNK segmenta koji se analizira. Polifenoli, neke kiseline iz tla i
tanini mogli bi inhibitorno djelovati na PCR reakciju pa uzorke treba procistiti od navedenih
supstanci. Osim DNK, RNA se takoder moZe izolirati i to u veéim koli¢inama nego DNK
budu¢i da se u stanicama nalazi u vecoj koli€ini. RNA pak zahtijeva posebne procedure
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ekstrakcije 1 ne moze se dugorocno skladistiti jer je puno podloznija degradaciji i

kontaminaciji.

Za PCR amplifikaciju ciljanog DNK fragmenta klju¢na je kvaliteta i Cistoca DNK. DNK se
moze kvantificirati putem elektroforeze ili putem spektrofotometra kako bi se procijenila
koncentracija izolirane DNK. Prva procedura ima prednost u tome $to omogucava procjenu
kontaminacije sa RNA i procjenu kvalitete DNK, medutim DNK u vrlo malim koli¢inama
moZda nece biti vidljiva na gelu pa Ce biti potrebna amplifikacija PCR metodom. DNK se
moze prikupiti direktno, lizranjem stanica u uzorku tla ili indirektno, iz uzorka tla prije
liziranja pri Cemu direktna metoda prikuplja vise materijala i uzorak je manje kontaminiran
(Suz isur., 2008).

8.3. PCR metode

“PCR” je skraceni naziv za “Polymerase Chain Reaction” (lancana reakcija polimerazom),
odnosno u Sirem kontekstu za tehniku koja se koristi u molekularnoj biologiji, a odnosi se na
enzimatsku sintezu specifi¢nih sekvenci DNA (BlazZinkov, 2006), pri ¢emu je moguce dobiti
tisuée pa Cak i milijune kopija odredene DNK sekvence.

PCR metode zasnivaju se na amplifikaciji DNK sekvence, pri Cemu se koriste odabrane
pocetnice, odnosno kratki odsjeCci DNK, na koje se razdvojeni lanci genomske DNK vezu te
se na taj nacin dobivaju genomski otisci na temelju kojih se vrsi diferencijacija i identifikacija
sojeva (Vasilj, 2013). Sama metoda odvija se u tri faze: faza denaturacije u kojoj dolazi do
razdvajanja lanca DNK, faza sparivanja pocetnice na slobodne krajeve dva suprotna lanca i
faza sinteze, odnosno produljenja komplementarnih lanaca nukleotida. Time se dobiva nova
molekula DNK koja se zatim koristi kao kalup u sljede¢im PCR ciklusima (Pohajda, 2011).
Izolacija DNK zajedno sa PCR amplifikacijom znacajno poboljSava detekciju i identifikaciju
mikroorganizama. Kod identifikacije ektomikoriznih gljiva primjerice, rRNA geni prisutni i u
jezgri i u mitohondrijima su najéesce ciljani dio za PCR amplifikaciju.

Za DNK replikaciju je nuzna DNK polimeraza, odnosno enzim koji katalizira proces

amplifikacije. Koriste se pocetnice specificne za gljive, ITSIF i univerzalna reverzna
pocetnica ITS4, naroCito kod identifikacije ektomikoriznih gljiva (Suz i sur., 2008).
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DNK amplificirana kroz razliCite PCR metode se dobiva iz raznih endo i ektomikoriznih
gljiva Cak i od malog broja spora (Manian i sur., 2001).
PCR metode omogucavaju proucavanje uzoraka bez potrebe za kulturom organizama S$to

omogucava bolje razumijevanje uloge mikoriznih gljiva u kompleksnim sustavima.

8.4.DNK sekvencioniranje

Ova metoda omogucava odredivanje sekvence DNK segmenta Kkoji se proucava.
Sekvencioniranje je najtoCnija tehnika identifikacije gljivicnih vrsta a koristi se na PCR
produktima direktno ili nakon kloniranja (Suz i sur., 2008). Laser unutar automatskog uredaja
za DNK sekvencioniranje se koristi za analizu proizvedenih DNK fragmenata. Time se sastav
i red cijele sekvence moze dobiti CitajuCi sve sekvence od fiksne tocke pa sve do zadnje
specifiCne baze.

8.5.Identifikacija i kultivacija ektomikoriznih gljiva

Procese identifikacije i kultivacije ove skupine gljiva detaljno su opisali Suz i suradnici
(2008). Autori raznolikost ektomikoriznih gljiva temelje na identifikaciji pod mikroskopom i
filotipiziranju (molekularnoj karakterizaciji). Ektomikorizne gljive se mogu karakterizirati i
putem morfoloskog opisa sporokarpa, no nedostatak ovog nacina je pretpostavka da gljive
koje rastu u blizini ektomikoriza zapravo i tvore ektomikorize, Ssto ne mora biti toCno.
Morfotipizaciju opisuju kao relativnho povoljnu metodu, no ovaj nacin zahtijeva temeljitu
obuku i znanje u prepoznavanju kljucnih mikroskopskih karakteristika gljive te ne garantira
uvijek identifikaciju na razini roda i vrste ljiva.

Filotipizacija zahtijeva neSto skuplje materijale ali zato uglavhom omogucéava identifikaciju

roda i vrste, te su kemijske reakcije korisne u identifikaciji sporokarpa i entomikoriza.

Jako je malo ektomikoriznih gljiva detaljno opisano. Poznavanje morfologije je korisno ali se
ne smatra pouzdanom metodom identifikacije buduci da boja, grananje i veli¢ina mikoriznog
sustava ovise 0 uvjetima rasta i biljci domacinu. ldentifikacija pod mikoriskopom je
ograniCena posebice kad su u pitanju rodovi Russula, Lactarius | Cortinarius.

Kako bi se pak proucavala struktura te morfoloSke i anatomske karakteristike, ektomikorizne
gljive moraju biti netaknute pri uzorkovanju. Uzorci se mogu prikupiti sa korjenja ili prateci
hife koje se pruzaju do rizomorfa ili sporokarpa. U oba sluCaja uzorke treba uzeti zajedno sa
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tlom, kako bi se osiguralo da poveznice izmedu ektomikoriznog korjenja, hifa i rizomorfa

nisu oStecene ili prekinute.

Prikupljene uzorke moZemo skladistiti do dva tjedna u plasti¢nim vre¢ama na 4°C.
Uzorke treba njezno isprati kako bi se uklonilo tlo, no pritom treba paziti da se ektomikoriza
ne oSteti te se pregledava gustoca mikorize i izrazava kao broj Zivih mikoriza po metru
korjena. Korjenje se pregledava pod mikroskopom, a proucCavaju se boja, tip grananja,
veliina i tekstura, prisustvo hifa, cistidija rizomorfa te sklerocija (Suz i sur., 2008).

8.6.1dentifikacija arbuskularnih gljiva

Buduci da se arbuskularne mikorize ne mogu uspjesno kultivirati bez biljke domacina, bilo je
mnogo pokusaja uzgoja ovih gljiva u sterilnim uvjetima i na raznim medijima no dosad bez
puno uspjeha. Unato€ tome, moguce je izdvajati kulture arbuskularnih gljiva putem nekoliko
metoda. Pritom je najjednostavnije uzorak sa terena pomijesati sa neinficiranim supstratom te
zatim u takvom supstratu uzgojiti sjeme ili presadnice biljke domacina i pustiti da se razvije
mikoriza. Proces uspostavljanja mikorize obi¢no traje izmedu jednog i Sest mjeseci, no ova
metoda uglavnom rezultira mijeSanim inokulumom koji moze posluziti kao baza za daljnju
izolaciju.

Dalje, mogu se uzeti presadnice sa terena na kojemu je utvrdena arbuskularna mikoriza —
takvim presadnicama se pazljivo pere korjenje kako bi se uklonio visak zemlje i eksternog
miceija te ih se sadi u prikladni sterilni supstrat. Ova metoda Cesto rezultira mijeSanom
kulturom mikoriza buduéi da biljke domacini mogu uspostaviti mikorizu sa simbionata, no

nekada se dogodi da se razvije samo jedan soj.

Arbuskularne gljive moZzemo razmnoZavati i putem malih djeliéa korjenja koje stavljamo u
kontakt sa nemikoriziranom biljkom domacinom u sterilnom supstratu. Ukoliko se Kkoriste
dovoljno sitni djeli¢i korjena, moZe se dobiti jednovrsna kultura.

Najpreciznija metoda, medutim, je sortiranje spora pod mikroskopom te koristenje nekoliko
sli¢nih spora na nemikoriziranoj biljci domacinu (Walker, 1999).

PCR tehnike su postale obavezne za dobivanje dostatnih koli¢ina DNK, buduci da je ove
organizme u pravilu nemoguce uzgojiti u kulturi te time samo mala koli¢ina DNK moZze biti

izolirana iz spora i inficiranog korjenja (Reddy i sur., 2005).
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Kako bi se postigli maksimalni rezultati, prikupljanje uzoraka treba biti dobro isplanirano te
paZljivo provedeno. Potrebno je uzorkovati rizosferu biljke domaéina na dubini do 30 cm —
broj prikupljenih uzoraka ovisit ¢e o topografiji mjesta, no prosjecno ¢e to biti 3 do 15
uzoraka. Vrlo je vazno da se pri prikupljanju uzoraka vodi raCuna o podacima o gljivama i

okoliSu u kojima su nadene, kao Sto su primjerice biljke koje rastu u blizini te svojstva tla.

Na zraku prosuseni uzorci tla sa sporama se mogu pohranivati u hermeticki zatvorenim
plasticnim vreCicama koje se zatim mogu skladititi na hladnome sve do daljnjeg
procesuiranja. lzolacija spora arbuskulartnih gljiva se postize mokrim prosijavanjem uzorka
tla, Cemu slijedi centrifugiranje — nakon centrifugiranja spore se prenose na petrijevku te se
broje pod stereomikroskopom pod poveéanjem od 100x. Koncentracija spora se izrazava kao
broj spora po gramu tla.

Spore se kategoriziraju ovisno o obliku, veliCini i boji (Sasvari i sur., 2012). Propagule
arbuskularnih gljiva mogu se sastojati od klamidospora ili azigospora te vezikula i micelija —

sveukupno nazivaju se mijesani inokulum dok odvojene spore predstavljaju Cisti inokulum.

8.6.1. Inokulacija biljaka domacina arbuskularnom gljivom

Povrsina sjemenke biljke domacdina treba biti sterilna, te je kod nekih vrsta sa dormantnim
sjemenjem nuzan dodatni tretman kako bi se osiguralo klijanje. Klijanje se inducira tako da se
sjemenke drze izmedu dvaju vlaznih papirnatih ru¢nika u zatvorenoj plasti¢noj vrecici radi
oCuvanja vlaznosti ali i radi omogucavanja protoka zraka.

Vazno je da izabrani supstrat nema visoke koncentracije fosfora, buduci da se pokazalo da
arbuskularne mikorize najbolje uspijevaju na tlima sa niskim koncentracijama P te
populacijska raznolikost vezikularno-arbuskularnih mikoriza znacajno korelira sa dostupnim
P,Os u tlu (Suchitra i sur., 2012).

Medij za rast mora biti sterilan kako bi se osiguralo uspjeSno formiranje mikorizne asocijacije
sa biljnim korjenom i kako bi se onemogucili eventualni patogeni ili kompeticija sa drugim
mikroorganizmima tla. Inokulacija se vrSi u omjeru 1 jedinice inokuluma naprama 20 jedinica
supstrata. U takav se medij pohranjuje sterilno sjeme te se svakodnevno zalijeva vodom, sve
dok voda ne pocCne otjecati iz posude u koju se sadi.

Primjenjuje se gnojidba sa niskim koncentracijama fosfora te se nakon otprilike 6 tjedana
moze provijeriti prisustvo mikorize (Miyasaka i sur., 2003).
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9. Zakljucak

Mikorizne asocijacije su se kroz brojna istrazivanja pokazala izrazito korisnima za vocarsku
proizvodnju i poljoprivredu opcenito, no naZalost, upotreba mikoriznih gljiva jo$ uvijek nije
raSirena i tek se polako pocCinje prepoznavati njihova komercijalna i ekoloska vrijednost. Kao
heterotrofni organizmi Ciji se hranidbeni obrasci razlikuju, mogu rasti u simbiozi sa razliCitim
vrstama biljaka. Obzirom na svoju moguénost mijenjanja fizikalnih i kemijskih svojstava tla,
mozemo ih Koristiti na Sirokom rasponu razliCitih tala.

Mogu se koristiti u smanjivanju gubitaka hraniva iz tla do kojih dolazi putem raznih prirodnih
pojava te opcenito poboljSati usvajanje vode od strane biljke, ¢ak i u uvjetima suSe, buduéi da
se hife gljiva u tlu Sire daleko dalje nego korjenje biljaka Sto omoguéava biljci usvajanje vode
I izvan nutritivno deficitarne zone kakva se formira u neposrednoj blizini korjena.

Njihova korist ne staje samo u vocarskoj proizvodnji ili poljoprivredi, ve¢ u globalnom
ekoloskom kontekstu u vidu rjeSavanja brojnih problema kakvi nastaju kao produkti
suvremenog zivota.

Mikorizne gljive predstavljaju nuzan preduvjet za vracanje globalne ekoloSke ravnoteZe.

Bilo kakvi pokusSaji vra¢anja prirodne ravnoteze, bilo da se radi o podrucjima oko rudnika Cije
je tlo postalo nepogodno za rast velikog broja biljaka, mjestima zahvacenima ekoloSkim
katastrofama ili bilo kojim lokacijama na kojima je iz nekog razloga oteZana ili ak nemoguca
sadnja drveca, neCe se moc€i odvijati bez upotrebe mikoriznih gljiva.

Mikorizne gljive svojim grananjem kroz veliki volumen tla, putem micelija koji moze
neograniceno rasti, imaju mogucnost takva podrucja ponovno uciniti pogdodnima za rast
vegetacije, bilo da se radi o poSumljavanju ili podizanju novih voénjaka na tlima na kojima
prethodno vocne vrste nisu rasle. Moguénost rasta hifa kroz veliki volumen tla je posebno
zanimljiva jer omogucava koristenje gljiva u svrhu razvoja novih biotehnologija, kao
bioindikatori oneciS¢enja ili prisustva teSkih metala. Na taj se naCin mikorizne gljive mogu
pokusati koristiti u borbi protiv oStecenja i Steta izazvanih ljudskim djelovanjem.

Jos jedan zanimljiv primjer je upotreba gljive u filtraciji fekalnih otpadnih voda. Na taj se
naCin moZe ucinkovito sprijecCiti, ili barem smanjiti bakterijsko onecis¢enje vodnih tokova.
Bilo da se radi o ekoloskom ili poljoprivrednom kontekstu, bila bi velika Steta i propust

zanemariti ove mikroorganizme u suvremenoj poljoprivrednoj i ekoloSkoj praksi.
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