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1. UVOD

1.1. Gujavice

Gujavice pripadaju koljenu koluti¢avci (Annelida), razredu pojasnici (Clitellata) te podrazredu
malocetinasi (Oligochaeta). Bilateralno su simetricne zivotinje, a karakterizira ih specifi¢na
segmentiranost tijela gdje se u svakom kolutiCu ponavljaju anatomske znacajke prethodnog
koluti¢a. Izvana tijelo obavija tanka pigmentirana epiderma. Na svakom koluti¢u, izuzev prva dva
(prostomij 1 peristomij), nalaze se Cetiri snopa Cetina koje Zivotinji pomazu pri kretanju zajedno sa
vanjskim slojem prstenastih te unutarnjim slojem longitudinanih misi¢a. Gujavice su dvospolci,
oplodnja se dogada obostrano te se iz pojasa (eng. clitellum) izlucuje kokon u kojem se razvija
zametak i to bez li¢inaCkog stadija. Prisutnost dobro razvijenog pojasa signalizira spolnu zrelost
jedinke. Sljede¢a vrlo vazna osobina gujavica je celomska Supljina. Celomska Supljina ima
koluti¢avi raspored, a ispunjena je celomskom teku¢inom kojoj je jedna od funkcija potporna
funkcija hidroskeleta. Segmenti celomske Supljine medusobno su povezani transverzalnim
septama, a svaki segment Supljine sadrZi par nefridija i dorzalnu poru tj. celomoporu koja ga
povezuje sa vanjskom okolinom. Mnoge gujavice izbacuju celomsku tekuéinu kroz celomopore
na tijelu, kao odgovor na mehanicki ili kemijski podrazaj. Izbacivanje se takoder odvija 1 u
stresnim uvjetima, a ima mnogo funkcija, te su neke od njih zaStita od predatora, sprjeCavanje
isuSivanja ili poticanje disanja kroz kozu (Habdija i sur., 2011; Bilej i sur., 2010; Dominguez,
2004; Edwards i Bohlen, 1996).

Po klasifikaciji gujavica prema Bouche-u (1977, 1972), kako je navedeno u Chatelain i
Mathieu (2017), klasificirane su u tri funkcionalne skupine ili tri ekotipa. Prve su epigejne gujavice
kojima pripadaju Eisenia andrei i Dendrobaena veneta. Dorzalno su pigmentirane gujavice koje
zive na povrsini tla, u organskom horizontu te se hrane organskom tvari. Zatim endogejne vrste
gujavica, kojima pripada Allolobophora chlorotica. Endogejne vrste se hrane 1 zive u tlu te tvore
horizontalne tunele, slabo su pigmentirane te im je potrebno viSe vremena kako bi dosegle
maksimalnu veli¢inu 1 masu tijela. Treca skupina su aneci¢ne vrste poput Lumbricus terrestris.
Aneci¢ne vrste grade vertikalne tunele u kojima Zzive, a hrane se na povrSini tla te organski
materijal odvlace u svoje vertikalne tunele. Vrlo su vazne jer modificiraju dostupnost resursa za

ostale organizme u tlu odvlacec¢i organski materijal dublje u tlo gdje utjecu na kemijske i fizicke



promjene tla. Imaju sporu reproduktivnu brzinu te su najve¢e od navedena tri tipa (Blouin i
sur.,2013; Dominguez i Edwards, 2011; Dominguez 2004).

Gujavice su iznimno vazni organizmi za uspjesno funkcioniranje ekoloskih sustava tla. Imaju
velik broj povoljnih utjecaja na tlo kao $to je kopanje tunela kojim utjecu na agregaciju tla, na
mikro 1 makro pore u tlu koje pak posljedi¢no utjeu na aeraciju tla, regulaciju vode u tlu te u
konacnici redukciju aneksije tla (Blouin i sur., 2013). Gujavice su vazne 1 za pedogenezu i razvoj
profila nekog tla zbog trofickih razloga. Naime gujavice imaju mogucnost probaviti i do 30 puta
veéu koli¢inu organske tvari nego $to je njihova masa tijela. Utjecu na kemijski sastav tla,
razgradnjom organske tvari i mineralizacijom iste, te proizvodnjom humusa obogacuju tlo
nutrijentima, uglavnom duSikom, koji tada biljke koriste za rast §to su mnoga istrazivanja i
dokazala (Postma-Blaauw 1 sur., 2006; Cortez 1 Hameed, 2001; Blair i sur., 1997). Van Groenigen
1 sur. (2014) navode da gujavice utjecu na povecanje prinosa usjeva ¢ak 1 do 25%, misli se upravo
zbog oslobadanja dusika iz organske tvari.

Gujavice takoder utjeCu i direktno na organizme nekog ekosustava, ulaze¢i u simbiozne
interakcije s mikroorganizmima tla, gljivama i bakterijama, te funkcioniraju kao domacini, ali i
prijenosnici mikroorganizama (Fusaro 1 sur., 2018). Zbog njihove djelatnosti u tlu, utjecaja na
aktivnost drugih organizama te promjena kemijskih, fizickih i mikrobioloskih svojstava tla,
gujavice se naziva inzenjerima ekosustava (Bartlett 1 sur., 2010). Gujavice imaju visoke stope
metabolizma i1 reprodukcije pomocu kojih su lako prilagodljive okoliSnim uvjetima povrSine tla

(Dominguez, 2004).

1.2. Celomociti

Gujavice su protostomne zivotinje i imaju pravu celomsku Supljinu koja je, kao sto je vec
navedeno, ispunjena celomskom teku¢inom. U celomskoj tekucini nalaze se slobodne stanice —
celomociti. Celomociti potjecu iz mezenhimalnog dijela celomske Supljine. Razlikujemo dvije
subpopulacije celomocita, a to su eleociti 1 amebociti. Celomska Supljina nije sterilna i uvijek
sadrzi gljive, bakterije i protozoe iz vanjske okoline, sadrzava oko 6 x 10° bakterija po mL
(Engelmann i sur., 2016; Bilej i sur., 2010).

Prema Bilej 1 sur (2010) celomociti se dijele u tri skupine. Eleocite, hijaline amebocite 1
granularne amebocite (Slika 1). Eleociti su slobodne kloragogene stanice, derivirane su od

kloragogenog tkiva koje oblaze stijenke crijeva, a imaju nutritivnu i pomagacku funkciju te
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sudjeluju u odrzavanju pH celomske teku¢ine (Homa, 2018). Eleociti, ili kako autori Opper i sur.,
(2013) navode kloragociti, mogu se podijeliti u dvije skupine stanica, a to su periferni
kloragociti/eleociti koji se nalaze na stijenci crijeva i centralni kloragociti/eleociti na tiflozolisu.
Amebociti su stanice derivirane iz mezotelijalne stijenke celoma (Plytycz i sur., 2009), imaju
obrambenu funkciju te predstavljaju efektorne imunocite. Amebociti su ukljuceni u citotoksi¢nost,
fagocitozu 1 proizvodnju reaktivnih kisikovih jedinki (ROS-a), kao S§to je proizvodnja katalaze,

superoksid dismutauze 1 glutation peroksidaze (Homa, 2018).

Slika 1. Prikaz celomocita (A — hijalini amebocit, B — granularni amebocit 1 C — eleocit)

gujavice Allobophora chlorotica (preuzeto 1 modificirano prema Kurek i sur., 2007).

Celomociti sudjeluju u obrambenim mehanizmima usmjerenima protiv bakterija, parazita
te stranih tijela. Sudjeluju u fagocitozi, upalnom procesu, enkapsulizaciji te sintezi i sekreciji
humoralnih faktora (Tahseen, 2009). Dok amebociti imaju sposobnost fagocitacitoze eleocitni
celomociti nemaju tu mogucénost nego imaju metabolicku funkciju kao i funkciju stvaranja
bioaktivnih molekula te humoralnih faktora kao $to su aglutinini i opsonini (Homa, 2018; Mécsik
1 sur., 2015). Eleociti sadrze riboflavin koji ima antioksidativnu aktivnost te takoder potice
komponente imunosnog sustava gujavica (Plytycz 1 sur., 2009). Amebociti mogu i enkapsulirati
razne mikroorganizme koji su preveliki da bi se fagocitirali, kao §to su nematodni paraziti, tada se
stvara ,smede tijelo“, ono se stvara zbog melanina, koji se stvara kao posljedica
propfenoloksidazne kaskade (eng. prophenoloxidase cascade). Profenoloksidazna kaskada je niz
reakcija u kojima se stvaraju intermedijeri koji u konacnici tvore produkte — kao $to je melanin

koji ¢e enkapsularizirati patogen. ,,Smede tijelo* se kasnije izbacuje kroz celomopore u okolinu ili



se uklanja djelovanjem autonomije (Homa, 2018; Engelmann i sur., 2016; Bilej i sur., 2010). U
istrazivanju Olchawa 1 sur. (2003), kako je navedeno u Santocki i sur. (2016), celomociti koji su
eksperimentalno ekstrahirani iz D. veneta obnavljaju se za 4 tjedna te je taj proces prema autorima
temperaturno ovisan. Poput lekocitnih stanica kraljeznjaka, celomociti gujavica mogu stvarati
ekstracelularne zamke (eng. extracellular trap) sli¢ne neutrofilnim ekstracelularnim zamkama.

Urodeni imunitet kod gujavica odrzavaju celomociti te imunoloski aktivne molekule u
celomskoj tekuéini kao $to su fetidin, lizenin (eng. lysenin), lumbricin 1, celomski citoliticki faktor
i dr. Fetidin ili EFAF (Eisenia foetida andrei faktor) je hemoliticki protein koji se sastoji od dva
glikoproteina, jednog od 45-kDa i drugog od 40-kDa. Luce ga kloragociti i eleociti. EFAF
sudjeluje u citotoksi¢noj aktivnosti celomske tekucine, ima bakterioliticke sposobnosti te takoder
je posrednik opsonina te sudjeluje u zgrusavanju celomske tekucine (Bilej sur., 2010; Engelmann,
2004a).

Lizenin je protein molekularne tezine 41-kDa izoliran iz celomske tekucine gujavica,
proizvode ga kloragociti, a ekspresija mu je modulirana prisutnos¢u Gram- pozitivnih bakterija
(Homa, 2018; Sekizawa i sur., 1996). Lizenin je toksin koji moZe tvoriti pore u plazma membrani,
ima antimikrobnu aktivnost te se moze vezati za nano-Cestice te tako poboljSati njihovu fagocitozu
celomocitima. Otkriveno je takoder da se lizenin veze za sfingomijelinske komponente na
membranama (M4csik 1 sur., 2015). Lizenin i fetidin pripadaju istoj multimolekularnoj proteinskoj
obitelji, homologni su te su im sekvence aminokiselina vrlo sli¢ne. Oba proteina imaju hemoliti¢ku
aktivnost koja ovisi o prisutnosti sfingolipida $to je povezano sa vezanjem lizenina za
sfingomijelin (Opper i sur., 2013 Bruhn i sur., 2006).

Celomski citoliticki faktor ili CCF-1 ima ulogu u prepoznavanju faktora i njihovoj
imobilizaciji te se nalazi u stanicama perifernih kloragocita (Homa, 2018). CCF-1 je zastitna
molekula za prepoznavanje urodene imunosti kod gujavica, homologna TNF-alfa (eng. Tumor
necrosis factor alpha) kod sisavaca. Nakon prepoznavanja dolazi do pokretanja profenoloksidazne
kaskade i stvaranja melanina za enkapsulaciju ve¢ih parazita (Field i sur., 2004). Lumbricin 1,
prvotno pronaden u Lumbricus rubelus, prolinom je bogat peptid koji ima sekvencu od 62 amino
kiseline. Ima antimikrobnu aktivnost protiv bakterija i gljivica, ali ne 1 hemoliti¢ku aktivnost (Cho
1 sur., 1998). Izolirano je nekoliko antimikrobnih peptida (AMP) sli€nih lumbricinu, od kojih PP-
1 ima 76%-tnu homologiju sekvence aminokiselina s lumbricinom 1. AMP vjerojatno imaju ulogu

u odrzavanju imunoloske homeostaze (Bod¢ i sur., 2019; Wang i sur., 2003). U celomocitima su



takoder pronadene i obrambene molekule kao $to su SOD i citokine molekule ( TNF-alfa 1 TGF-
alfa) (Engelmann i sur., 2004a).

1.3. Fitopatogene gljive

Fitopatogene gljive uzrokuju bolesti biljaka, uglavnom poljoprivredno vaznih usjeva te
tako smanjuju kvalitetu 1 kvantitetu usjeva. Fitopatogene gljive uglavnom pripadaju koljenu
Ascomycota i Basidiomycota. Spore gljiva rasprostranjuju se vjetrom, vodom ili vektorima. Nakon
prijenosa spore na biljku, u povoljnim uvjetima zapoc¢inje germinacija spore. Nakon germinacije
razvijaju se hife koje rastu po povrsini biljke (Doehleman i1 sur., 2017). Fitopatogene gljive imaju
razliCite strategije zaraze domacina. Neke gljive sudjeluju u razgradnji kutikule 1 stani¢ne stijenke,
a neke pak imaju specijalizirane hifalne strukture (apressori) kojima probijaju epidemu te tako
ulaze u biljku. Ostale strategije uzrokuju zarazu kroz rane na epidermi ili otvore na tkivu biljke,
kao Sto su npr. puci. Nakon kolonizacije biljke neke gljive Zive i kao biotropi, tada uzimaju hranu
i nutrijente od domacdina i pri tome ne unistavaju stanice domacina. Druge zive kao nekrotropi te
takve vrste ubijaju svoje domacine toksinima. Takoder neke gljive su prvo biotropi, a kasnije

postaju nektotropi i njih se naziva hemibiotrofnim patogenima (Idnurm i Howlett, 2001).

Zbog sve vece potrebe za povecanjem poljoprivrednih prinosa, potreba je i za suzbijanjem
1 kontroliranjem zaraza koje Sire fitopatogene gljive. Kemijska kontrola gljivicnih zaraza
fungicidima sve CeS¢e se zamjenjuje alternativnim metodama (Chet 1 Inbar, 1994). Prema
Eilenberg (2006) koncept bioloske kontrole se temelji na upotrebi zivih organizama s ciljem
suzbijanja nekog patogena. Prema brojnim istraZivanjima bakterije, koje proizvode antifungalne
tvari, poput bakterija iz roda Bacillus, Pseudomonas 1 Trichoderma, koriste se kao nacin bioloske

kontole protiv gljiviénih oboljenja biljaka (Huang i sur., 2012; Yu i sur., 2002; Pal 1 sur., 2001).

1.3.1. Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina i Sclerotinia sclerotiorum

Rhizoctonia solani

Fitopatogena je gljiva koja pripada koljenu Basidiomycota, razredu Agariomycetes, a
porodici Ceratobasidiaceae. Dvije osnovne osobine roda Rhizoctonia su proizvodnja sklerocija,

razlicitih od sklerocija koje proizvodi rod Sclerotium, te udruzenje micelija gljive sa korijenom



biljke domacina (Ajayi-Oyetunde i Bradley, 2018). U tlu se nalazi u obliku sklerocija te ne stvara
aseksualne spore (Huang i sur., 2012). Nanosi velike ekonomske Stete sadnicama, sveprisutna je
pa se pojavljuje kod kultiviranih, ali i nekultiviranih stanista i to u gotovo svim dijelovima svijeta.
R. solani zarazava trave (Poacea), mahunarke (Fabaceae) i pomo¢nice (Solanaceae). Ekonomske
Stete uzrokuje 1 zarazom razlicitih kultiviranih travnjaka kao §to su golf tereni i nogometna
igraliSta, gdje uzrokuje truljenje dijelova travnjaka (Martin, 1987). Simptomi na domacinima
uklju€uju truljenje sjemena, korijena 1 hipokotila, trulez sadnica, lezije na listovima te crne lezije
na korijenu i sjemenu (Ajayi-Oyetunde i Bradley, 2018; Garcia i sur., 2006). Saprofitna aktivnost,
dugotrajnost sklerocija te Sirok spektar domacina ¢ine bolesti koje uzrokuje R. solani vrlo

dugotrajnima i raSirenim (Ersahin 1 sur., 2009).
Macrophomina phaseolina

Takoder je fitopatogena gljiva koja pripada koljenu Ascomycota, razredu
Dothideomycetes, a redu Botryosphaeriales (Web1). Uzrokuje zarazu vise od 500 biljnih porodica
jednosupnica i dvosupnica uzrokujuci bolesti truleza stabljike i bolest ugljenaste trulezi na soji,
suncokretu, kukuruzu i pamuku gdje stvara sklerocije na odumrlom tkivu Sto daje ugljenast izgled
(Kaur 1 sur., 2012, Ashraf 1 Javaid, 2007, Su 1 sur., 2001). MoZe kolonizirati zivo 1 mrtvo tkivo,
invaziju joj omogucuju enzimi, endoglukani koji degradiraju stani¢ne stijenke. Fitotoksini koje
proizvodi utjeCu na geminaciju sjemena te surpresiju biljnog odgovora. Osim §to je oportunisticki
biljni patogen, istrazivanja pokazuju da se ponekad pojavljuje i kao ljudski patogen uzrokujuci
jake gljivicne infekcije. Nema spolnu fazu pa se oslanja na mutaciju, hifalnu fuziju 1 mitoticku

rekombinaciju za stvaranje genetickih varijacija (Kaur i sur., 2012).
Sclerotinia sclerotiorum

S. sclerotiorum (Lib.) de Bary nekrotropni je fungalni patogen koji pripada koljenu
Ascomycota, razredu Discomycetes i redu Helotiales. Uzrokuje zarazu preko 400 vrsta od kojih
brojne imaju veliku poljoprivrednu vaznost (suncokret, soja, leca, kikiriki 1 dr). Tvori paperjast
micelij koji se nakuplja u sklerocije koje imaju vaznu ulogu u ciklusu bolesti biljke koju zarazuju
te ostaju odrzive u tlu do 8 godina. Gljiva ima dvojaku moguénost zaraze domacina, putem
askospora koje se prenose vjetrom te zarazuju biljku na koju dospiju (karpogena germinacija) ili

putem micelija u kojem hife napadaju domacina (Clarkson i sur., 2003)



1.4. Interakcije gujavica i gljiva

Gljive 1 gujavice imaju kompetitivan odnos prema izvorima hrane, ali gljive su i vazan
izvor hrane za gujavice kao 1 indikatori kvalitete hrane gujavicama. Gujavice mogu rasiriti spore
gljiva svojim aktivnostima kao §to su hranjenje ili kretanje. Ali gujavice takoder svojim
aktivnostima mogu i smanjiti Sirenje spora gljiva tako Sto uklanjanju lis¢e i ostale dijelove biljke
na kojima se gljive nalaze (Bonkowski 1 sur., 2000; Edwards i Fletcher, 1988). Aktivnost gujavica
moze utjecati na distribuciju mikroorganizama u tlu i kolonizaciju korijena, ekspresiju gljivicnog

oboljenja korijena 1 na gusto¢u mikroorganizama (Doube 1 sur.,1994).

Gujavice su bitne za detoksifikaciju tla pomazuci pri degradaciji pesticida te posredujuci
remedijaciji tla. Istrazivanja pokazuju da je aktivnost gujavica povezana sa smanjenjem bolesti
biljaka uzrokovanih fitopatogenim gljivama te u konac¢nici pove¢anim rastom biljaka od 60% do
80%. Takoder pokazuju da vermikompost moZe smanjiti teZinu bolesti (Elmer, 2009).
Vermikompost je okoliSno prihvatljiv na¢in organskog upravljanja otpadom, produkt je bioloske
degradacije 1 stabilizacije organske tvari koje se dogadaju uslijed dekompozicije otpada pomocu
interakcija izmedu gujavica i mikroorganizama (Aracon i sur., 2003; Matos i1 Arruda, 2003).
Vermikompost uzrokuje povecanje germinacije, prinosa usjeva i rasta biljaka. Predpostavka je da
se povecanje prinosa dogada zbog povecanja mikrobne populacije u vermikompostu koje
proizvode hormone rasta koji se vezu na humate te tako postaju manje topivi 1 dostupniji biljkama
(Edwards 1 Aracon, 2004). Stephens i Davoren (1997, 1993) navode da gujavice imaju povoljan
utjecaj na trave (kao $to su je viSegodiSnji ljulj i pSenica) zarazene Rhizoctoniom. Nakon izlaganja
zarazenih trava gujavicama, doslo je do povecanog rasta te smanjenja bolesti. U istraZivanju s
Rhizoctoniom na rotkvicama 1 krastavcu dodatak vermikomposta smanjio je drasti¢no pojavu
bolesti. Pretpostavlja se da se to dogada uslijed mikrobijalnog antagonizma (Edwards i Arancon,
2004; Ersahin i sur., 2009). Istrazivanja pokazuju da gujavice takoder mogu smanjiti simptome i

jacinu bolesti ,,bijela noga* na pSenici koju uzrokuje R. solani (Bonkowski 1 sur., 2000).



1.5. Cilj rada

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti ima li celomska tekucina inhibitorni utjecaj na tri vrste
fitopatogenih gljiva (Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina 1 Sclerotinia sclerotiorum).
Takoder, cilj je bio istraziti na koju fitopatogenu gljivu ekstrakt celomske tekucine ima najveéi
inhibitorni ucinak, te odrediti razlike u inhibiciji rasta fitopatogenih gljiva tretiranih ekstraktom
celomske tekucine razlicitih vrsta gujavica (Eisenia andrei, Dandrobaena veneta 1 Allolobophora

chlorotica).



2. MATERIJALI Il METODE

2.1. Eksperimentalni organizmi

2.1.1. Gujavice
U provedenom istrazivanju koristene su tri vrste gujavica — Eisenia andrei, Dendrobaena
veneta 1 Allolobophora chlorotica. Sve vrste nabavljene su od lokalnog uzgajivaca. U istrazivanju

su koristene odrasle, spolno zrele gujavice koje su imale dobro i jasno izrazen pojas.
Eisenia andrei

E. andrei (Slika 2) je epigejna vrsta gujavica, koja ima kratak zivotni ciklus. Od izlijeganja
iz kokona do postizanja spolne zrelosti te polijeganja vlastitog kokona prolazi svega 45 do 51 dan.
Nadalje, otporna je vrsta koja moZe tolerirati razli¢it raspon vlaznosti i temperature, lako se uzgaja
te je jedna od najcCesce koristenih vrsta gujavica u eksperimentalne svrhe (Dominguez, 2004;

Dominguez i sur., 2005).

Slika 2. Vrsta E. andrei (Autorska fotografija).

Dendrobaena veneta

D. veneta ( Slika 3) je velika, epigejna, sporije zivuca vrsta gujavice kojoj je zivotni ciklus
dulji, a traje 100 do 150 dana. Moze tolerirati Sire raspone vlaznosti, ali ima manju toleranciju
ekstremnijih temperatura pa joj tako pogoduju blaze temperature izmedu 15 °C 125 °C (Domiguez,

2004).



Slika 3. D. veneta i ekstrakt celomske tekucine (Autorska fotografija).

Allolobophora chlorotica

Zeleno-smeda vrsta endogejne gujavice A. chlorotica (Slika 4) najveca je od sve tri
koriStene vrste, te preferira hladnije temperature. Kada su uvjeti povoljni moZe se pronaci na oko
8 cm ispod povrsine tla, no kako bi izbjegla suho tlo i nepovoljne temperature zakopava se i dublje
(Ellis 1 sur., 2010). Za svrhe eksperimenta zbog svojih preferencija prema vlaznim i hladnijim

staniStima, drzane su na vlaznom supstratu u hladnjaku pri 5°C.

Slika 4. A. chlorotica pri ekstrakciji celomske teku¢ine pomocu ekstrakcijskog pufera (Autorska

fotografija).
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2.1.2. Gljive

Utjecaj celomske tekucine, tri gore navedene vrste gujavica, istraZen je na tri vrste
fitopatogenih gljiva — Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina i Sclerotinia sclerotiorum
(Slika 5). Gljive su uzgojene na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku u Laboratoriju za
fitopatologiju. Za potrebe istrazivanja gljive su za svako ponavljanje eksperimenta presadene

tjedan dana ranije u nove Petrijeve zdjelice.

Slika 5. Gljive A - Rhizoctonia solani, B - Sclerotinia sclerotiorum 1 C - Macrophomina

phaseolina (autorske fotografije).

2.2. Priprema fizioloSke otopine i gujavica za ekstrakciju celomocita

Fizioloska otopina koja je koriStena kao medij za ekstrakciju celomske tekucine
pripremljena je topljenjem 3,25 g NaCl, 0,07 g KCI, 0,06 g CaCl,, 0,1 g NaH,CO3 i 0,05 g
NaH>PO4 u 500 mL destilirane, prethodno sterilizirane, vode. Sterilizacijom vode je izbjegnuta

kontaminacija.

Gujavice su, prije svake ekstrakcije celomocita, izvadene iz tla 1 stavljene na ciS¢enje
probavila koje je trajalo 24 sata. Gujavice su ostavljene u Petrijevoj zdjelici na vlaznom filter
papiru, prekrivene aluminijskom folijom koja je imala perforacije za strujanje zraka. Cis¢enje

probavila provodilo se kako bi se smanjila kontaminacija ekstrakta celomocita. Nakon ¢is¢enja

11



probavila, gujavice su zasebno isprane u destiliranoj vodi, a zatim su isprane i u fizioloskoj otopini

koriStenoj za ekstrakciju celomocita.

2.3. Priprema ekstrakta celomocita i odredivanje koncentracije celomocita

2.3.1. Priprema ekstrakta celomocita

Nakon ¢is¢enja i ispiranja svaka gujavica je stavljena u Petrijevu zdjelicu zajedno sa 4 mL
fizioloske otopine. Celomociti su ekstrahirani iz E. andrei 1 D. veneta Koriste¢i struju
modificiranog punjaca od 5 V (Slika 6). Svaka jedinka je tretirana strujom u trajanju od oko 30
sekundi. U tom vremenu gujavica je ispustila celomsku tekuéinu u okolnu fiziolosku otopinu. 4
mL fizioloske otopine koriSteno je za ekstrakciju celomocita 15 gujavica te se ponavljalo ovisno
o potrebnom ukupnom volumenu ekstrakta (u prosjeku ukupno oko 6 ponavljanja, tj. 90 gujavica).
Ekstrakcija se odvijala na ledu te su se prikupljeni ekstrakti celomocita poolirali pri ¢emu su se

pokusale izbje¢i necistoce koje su gujavice eventualno tijekom ekstrakcije ispustile.

Slika 6. Ekstrakcija celomocita vrste E. andrei koriste¢i modificirani punja¢ (Autorska

fotografija).

Dovoljna koli¢ina ekstrakta nije mogla biti dobivena iz gujavice A. chlorotica primjenom
struje pa je za ekstrakciju celomocita koriSten ekstrakcijski pufer (Slika 7). Za pripremu

ekstrakcijskog pufera koristeno je: 71.2 mM NaCl, 5% v/v etanol, 50.4 mM gvajakol-gliceril-eter,
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5 mM Ea,-EDTA, a pH je podeSen na 7.3 (Engelmann i sur., 2004b). Gujavice su stavljene u
staklenu ¢aSu te je dodano 8 mL ekstrakcijskog pufera. Ostavljene su oko 30 sekundi do 1 minute
u puferu kako bi ispustile celomsku teku¢inu. Koristeno je 8 mL ekstrakcijskog pufera na 15
gujavica. Nakon ekstrakcije puferom ekstrakti su centrifugirani 1 minutu te se nakon toga odlio

supernatant, a talog se resuspendirao u fizioloskoj otopini.

Slika 7. Ekstrakcija celomocita vrste 4. chlorotica koriste¢i ekstrakcijski pufer (Autorska

fotografija).

Za svaki tretman gljiva celomskom teku¢inom pripremao se svjezi ekstrakt celomocita te

se taj isti ekstrakt koristio za tretiranje gljiva isti dan.

2.3.2. Odredivanje koncentracije celomocita

Za odredivanje koncentracije celomocita koriStena je Biirker-Tiirkova komorica. Jedna kap
ekstrakta stavljena je pod stakalce na komorici. Pod svjetlosnim mikroskom brojalo se 64
kvadrati¢a komorice po pravilu da se broje svi celomociti u kvadratéu, te oni koji su se nalazili na
desnoj 1 lijevoj granici kvadrati¢a. Nakon prebrojavanja svih celomocita koji se nalaze unutar 64
kvadrati¢a komorice, izratunao se srednji broj celomocita po jednom kvadru, a onda i broj
celomocita u 1 mL celomske tekuéine. Koncentracija po 1 ml izracunala se pomocu slijedece

formule, gdje je volumen kvadra 0,04 mL:
Broj stanica u 1 mL = srednji broj stanica*1/volumen kvadra*razrjedenje
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Nakon izraCuna koncentracije celomocita, pripremljeni su ekstrakti odredenih
koncentracija. Preliminarnim istrazivanjem utvrdeno je da su potrebne koncentracije 2000, 3500 i
5000 celomocita/mL za gljive M. phaseolina te R. solani, te 5000, 6000 i 7000 celomocita/mL za
S. sclerotiorum. 1z gujavice A. chlorotica nije bilo moguce ekstrahirati 6000 1 7000 celomocita/mL,
tako da su koristene koncentracije od 2000, 3500 i 5000 celomocita/mL za gljivu S. sclerotiorum.
Potrebne koncentracije su pripremljene razrjedivanjem ekstrahirane celomske tekucine sa
fizioloSkom otopinom. Kontrola se sastojala samo od fizioloske otopine za gujavice E. andrei 1 D.
veneta. Za izradu kontrolne otopine kod gujavice A. chlorotica koristena je fizioloska otopina 1

pufer koji je koristen za ekstrakciju celomocita.

2.4. Tretiranje gljiva i mjerenje promjera micelija

Sve tri koriStene vrste gljiva te hranjiva podloga osigurane su od strane Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti u Osijeku. Izlijevanje podloge, nasadivanje gljive te tretiranje gljive
izvodilo se u laminaru, koji je prije pocetka rada dezinficiran alkoholom. Sav potreban pribor, koji
je ukljucivao metalne iglice, metalni noz za kruzne isjecke te pipete takoder je dezinficiran

alkoholom, a metalni pribor se jos$ i provukao kroz plamenik.

U male Petrijeve zdjelice promjera 6 cm pomocu pipete stavljeno je 5 mL hranjive podloge,
au vece Petrijeve zdjelice promjera 9 cm 20 mL hranjive podloge. Pomoc¢u noza uc¢injeni su kruzni
isjecei gljive promjera 4 mm. Nakon $to se hranjiva podloga ohladila, u srediste Petrijeve zdjelice
je pomocu metalne iglice polozen kruzni isjecak gljive tako da je gornja strana micelija okrenuta

prema dolje.

Odmah nakon nasadivanja gljive, svaki inokulat tretirao se ekstraktom celomocita (2000,
350015000 celomocita/mL za gljive M. phaseolina i R. solani te 5000, 6000 i 7000 celomocita/mL
za S. sclerotiorum) 1 kontrolnom otopinom (Slika 8). Za gljive R. solani i M. phaseolina koristen
je volumen od 1 mL za sva razrjedenja ukljucujuéi 1 kontrolu, dok je kod S. sclerotiorum bio
potreban volumen od 2 mL svakog razrjedenja i kontrole zbog upotrebe vece Petrijeve zdjelice

promjera 9 cm.
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Slika 8. Tretiranje M. phaseolina jednim od razrjedenja celomske tekuc¢ine (Autorska

fotografija).

Nakon tretiranja ekstraktom celomocita, Petrijeve zdjelice s gljivom pazljivo su omotane
parafilmom i stavljene u inkubator. Uvjeti u inkubatoru postavljeni su na temperaturu od 22 °C i

svjetlosni rezim od 12 sati svjetlosti i 12 sati tame.

Svaka 24 sata od tretiranja gljiva provodilo se mjerenje promjera micelija. Promjer micelija
izmjeren je ru¢nim ravnalom te su oznacena mjesta mjerenja, na kojima se svaka 24 sata provodilo

ponovno mjerenje sve dok micelij gljive nije prerastao hranjivu podlogu.

2.5. Statisticka obrada podataka

Podaci dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u programu GraphPad Prism 5. Utvrdena je
normalna distribucija podataka Shapiro—Wilkis testom i1 homogenost varijanci Bartlettovim
testom. StatistiCki znaCajne razlike izmedu kontrolnih skupina i tretiranih skupina odredene su
pomocu jednosmjerne (one-way) analize varijance (ANOVA). Nakon odredivanja postojanja
razlika medu skupinama proveden je Dunnett-ov post hoc test kako bi se utvrdila viSestruka

usporedba izmedu skupina. Testirana je znacajnost na razini 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati mjerenja promjera micelija vrste M. phaseolina tretirane ekstraktima

celomske tekuéine razlicitih gujavica — E. andrei, D. veneta i A. chlorotica

Rezultati su pokazali da kod tretmana gljive M. phaseoline ekstraktom celomocita gujavice
E. andrei postoje statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrole 1 svih razrjedenja i to pri svakom
vremenu (24, 48 i 72 sata nakon tretmana) mjerenja promjera gljive. Najmanji promjer micelija
zabiljeZzen je kod tretmana ekstraktom celomocita koncentracije 5000 celomocita/mL 1 to pri
svakom vremenu (24, 48 1 72 sata nakon tretmana) mjerenja promjera micelija. Iz rezultata je
takoder vidljivo smanjenje porasta micelija sa povecanjem koncentracije ekstrakta celomocita

(Slika 9).

Macrophonima phaseolina
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Slika 9. Rezultati mjerenja promjera micelija M. phaseolina 24, 48 1 72 sata nakon tretmana
trima koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice E. andrei. Statisti¢ki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).
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Kod tretmana gljive M. phaseolina s ekstraktom celomocita gujavice D. veneta statisticki
znacajne razlike bile su vidljive ve¢ 24 sata nakon primjene ekstrakta celomocita koncentracije
5000 celomocita/mL u odnosu na kontrolu, dok su pri 48 i 72 sata statisticki znacajne razlike
vidljive izmedu kontrole i svih koncentracija ekstrakta celomocita. Pri mjerenju micelija 48 sati
nakon tretmana najmanji promjer micelija izmjeren je pri tretmanu koncentracijom ekstrakta od
3500 celomocita/mL. Rezultati mjerenja 72 sata nakon tretmana pokazali su smanjenje porasta

micelija s porastom koncentracije ekstrakta celomocita (Slika 10).

Macrophonima phaseolina
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Slika 10. Rezultati mjerenja promjera micelija M. phaseolina 24, 48 1 72 sata nakon tretmana
trima koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice D. veneta. Statisticki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

Kod tretmana gljive M. phaseolina ekstraktom celomocita gujavice A. chlorotica rezultati
su pokazali da nema statisticki znacajnih razlika u rastu gljive u odnosu na kontrolu 24 sata nakon

tretmana. StatistiCki znacajne razlike zabiljezene su izmedu kontrole i svih koncentracija
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ekstrakata celomocita 48 1 72 sata nakon tretmana. Pri mjerenju micelija 48 1 72 sata nakon
tretmana takoder je vidljiv trend smanjenja porasta micelija s porastom koncentracije ekstrakta

celomocita (Slika 11).
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Slika 11. Rezultati mjerenja promjera micelija M. phaseolina 24, 48 1 72 sata nakon tretmana
trima koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice A. chlorotica. Statisticki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

3.2. Rezultati mjerenja promjera micelija vrste R. solani tretirane ekstraktima celomocita

razlicitih gujavica — E. andrei, D. veneta i A. chlorotica

Rezultati mjerenja promjera gljive R. solani koja je prethodno tretirana ekstraktima
celomocita gujavice E. andrei su pokazali statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu pri

svim koncentracijama ekstrakta celomocita u svim vremenima mjerenja promjera micelija. 72196
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sati nakon tretmana vidljiv je trend smanjenja porasta micelija s porastom koncentracije ekstrakta
celomocita. 24 1 48 sati nakon tretmana najmanji promjeri micelija izmjereni su pri 3500

celomocita/mL (Slika 12).

Rhizoctonia solani
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Slika 12. Rezultati mjerenja promjera micelija R. solani 24, 48 1 72 sata nakon tretmana trima
koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice E. andrei. Statisticki znacajne razlike oznacene

su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

Tretman gljive R. solani ekstraktom celomocita D. veneta takoder je uzrokovao statisticki
znacajne razlike izmedu svih koncentracija ekstrakta celomocita u odnosu na kontrolu te takoder
pri svim vremenima mjerenja promjera micelija (Slika 13). Trend smanjenja porasta micelija s
porastom koncentracije ekstrakta celomocita vidljiv je 1 ovdje kao i1 kod tretmana sa ekstraktom

celomocita E. andrei, ali u ovom sluc¢aju je vidljiv pri svim vremenima mjerenja promjera micelija.
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Slika 13. Rezultati mjerenja promjera micelija R. solani 24, 48 i 72 sata nakon tretmana trima
koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice D. veneta. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene

su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

Rezultati mjerenja promjera micelija R. solani nakon tretmana ekstraktom celomocita
gujavice A. chlorotica prikazani su na Slici 14 1 pokazuju da 24 sata nakon tretmana nije bilo
statistiCki znacajnih razlika u rastu gljive u odnosu na kontrolu. Kod ostalih vremena (48, 72 1 96
sati) vidljiv je trend smanjenja porasta micelija s porastom koncentracije ekstrakta celomocita.
Trend smanjenja porasta micelija statisticki je znacajan u odnosu na kontrolu pri svim vremenima
mjerenja i pri svim koncentracijama, osim u slucaju koncentracije od 2000 celomocita/mL 48 sati

nakon tretmana, iako je i tu uocen trend smanjenja porasta micelija.
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Slika 14. Rezultati mjerenja promjera micelija R. solani 24, 48 1 72 sata nakon tretmana trima
koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice 4. chlorotica. Statisticki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

3.3. Rezultati mjerenja promjera micelija vrste S. sclerotiorum tretirane ekstraktima

celomske tekudéine razlicitih gujavica — E. andrei, D. veneta i A. chlorotica

Analiza rezultata porasta micelija gljive S. sclerotiorum tretirane razliitim
koncentracijama ekstrakta celomocita gujvice E. andrei pokazala je statisticki znacajne razlike
izmedu kontrole i koncentracija od 5000, 6000 i 7000 celomocita/mL 48 i 72 sata nakon tretmana
(Slika 15). Najvecu inhibiciju porasta micelija imao je ekstrakt celomocita koncentracije 6000
celomocita/mL u oba slucaja. 24 sata nakon tretmana nije utvrdena statisticki znacajna razlika u

porastu micelija gljive u odnosu na kontrolu.
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Slika 15. Rezultati mjerenja promjera micelija S. sclerotiorum 24, 48 1 72 sata nakon tretmana
trima koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice E. andrei. Statisticki znaCajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

Rezultati mjerenja promjera micelija S. sclerotiorum nakon tretmana ekstraktom
celomocita gujavice D. veneta prikazani su na Slici 16 1 pokazuju da statisticki znacajnu inhibiciju
rasta micelija gljive 24 sata nakon tretmana ekstraktom koncentracije od 7000 celomocita/mL te
48 1 72 sata nakon tretmana kod svih koncentracija ekstrakta celomocita (5000, 6000 1 7000
celomocita/mL). Takoder je vidljiv trend smanjenja porasta micelija S. sclerotiorum s porastom
koncentracije ekstrakta celomocita, pri svim vremenima mjerenja promjera micelija nakon

tretmana ekstraktom celomocita vrste D. veneta.
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Slika 16. Rezultati mjerenja promjera micelija S. sclerotiorum 24, 48 1 72 sata nakon tretmana
trima koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice D. veneta. Statisticki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

Rezultati mjerenja micelija gljive S. sclerotiorum tretirane ekstraktom celomocita gujavice
A. chlorotica prikazani su na Slici 17. Rezultati su pokazali statisticki znacajne razlike u odnosu
na kontrolu kod svih koncentracija ekstrakata te pri svim vremenima (24, 48 i 72 sata nakon
tretmana) mjerenja promjera micelija. Nadalje, sve navedene koncentracije uzrokovale su
smanjenje porasta micelija gljive S. sclerotiorum s porastom koncentracije ekstrakta celomocita

gujavice A. chlorotica.
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Slika 17. Rezultati mjerenja promjera micelija S. sclerotiorum 24, 48 1 72 sata nakon tretmana
trima koncentracijama ekstrakta celomocita gujavice A. chlorotica. Statisticki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).

3.4. Postotci inhibicije rasta micelija

U slucaju inhibitornog uc¢inka ekstrakta celomocita gujavice E. andrei na rast micelija
gljive M. phaseolina, najveci postotak inhibicije rasta (42,3%) uzrokovao je ekstrakt koncentracije
5000 celomocita/mL i to 48 sati nakon tretmana. Najmanji postotak inhibicije (12,9%) uocen je

pri tretmanu ekstraktom celomocita razrjedenja 2000 celomocita/mL nakon 24 sata.

Pri tretmanu sa ekstraktom celomocita D. veneta, najvecu inhibiciju (28,1%) uzokovala je

najveca koncentracija ekstrakta, 5000 celomocita/mL, 72 sata nakon tretmana. Najmanju inhibiciju

24



rasta (12,4%) uzrokovao je tretman ekstraktom celomocita najmanje koncentracije, 2000

celomocita/mL, nakon 24 sata.

Najvec¢a inhibicija rasta micelija kod ekstrakta 4. chlorotica uoCena je pri primjeni
koncentracije ekstrakta od 5000 celomocita/mL 72 sata nakon tretmana. To je ujedno i najveci
postotak inhibicije rasta micelija vrste M. phaseolina (44,7%). Najmanja inhibicija nakon primjene
ekstrakta celomocita gujavice A. chlorotica uo€ena je pri koncentraciji od 2000 celomocita/mL 24
sata nakon tretmana, a to je ujedno i najmanji postotak inhibicije ekstraktom celomocita A.

chlorotica, te je iznosio 3,8% (Slika 18).
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Slika 18. Inhibicija rasta micelija gljive M. phaseolina tretirane ekstraktima celomocita gujavica

E. andrei, D. veneta 1 A. chlorotica, izrazena u postotcima (%).

Prema rezultatima, najvecu inhibiciju vrste R. solani uzrokovao je ekstrakt celomocita
gujavice E. andrei najvece koncentracije, 5000 celomocita/mL, 96 sati nakon tretmana. Pri tome

je postignuto 83,7% inhibicije rasta $to je ujedno i najveci postotak inhibicije zabiljezen u ovom
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radu. Najmanja inhibicija rasta (20,6%) zabiljezena je kod koncentracije od 5000 celomocita/mL

24 sata nakon tretmana.

Najvecu inhibiciju (74,6%) pri tretmanu ekstraktom D. veneta, uzrokovao je ekstrakt

celomocita koncentracije 5000 celomocita/mL 96 sati nakon tretmana. Najmanja inhibicija (9,1%)

zabiljezena je pri primjeni ekstrakta celomocita koncentracije 2000 celomocita/mL 24 sata nakon

tretmana.

Pri tretmanu ekstraktom celomocita 4. chlorotica nije uocena inhibicija u dva slucaja u

kojima su primjenjeni ekstrakti celomocita koncentracije 2000 i 3000 celomocita/mL 24 sata

nakon tretmana. Najveca inhibicija od 49,5% zabiljeZzena je pri tretmanu sa ekstraktom

koncentracije 5000 celomocita/mL 96 sati nakon tretmana. Najmanju inhibiciju (6,7%) postigla je

primjena ekstrakta koncentracije 2000 celomocita/mL 48 sati nakon tretmana (Slika 19).
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Slika 19. Inhibicija rasta micelija gljive R. solani, tretirane ekstraktima celomocita gujavica E.

andprei, D. veneta 1 A. chlorotica, izrazena u postotcima (%).
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Prema podacima (Slika 20) najveca inhibicija od 46,7% micelija gljive S. sclerotiorum
postignuta je ekstraktom celomocita E. andrei koncentracije 6000 celomocita/mL 72 sata nakon
tretmana. Najmanja inhibicija (9,3%) zabiljeZzena je pri primjeni ekstrakta koncentracije 7000

celomocita/mL 24 sata nakon tretmana.

Najveca inhibicija (74%) micelija uzrokovana tretmanom celomocita D. veneta zabiljezena
je primjenom ekstrakta koncentracije 7000 celomocita/mL 72 sata nakon tretmana. Najmanji
postotak inhibicije od 16,1% zabiljeZen je primjenom ekstrakta koncentracije 5000 celomocita/mL

mjeren 24 sata nakon tretmana.

Tretman ekstraktom celomocita gujavice 4. chlorotica, koncentracije 5000 celomocita/mL
mjeren 72 sata nakon tretmana, uzrokovao je najveci postotak inhibicije S. sclerotiorum od 82%.
Iako su koristene manje koncentracije ekstrakta A. clorotica (2000, 3500 i 5000 celomocita/mL),
za razliku od ekstrakata celomocita E. andrei 1 D. veneta (5000, 6000 i 7000 celomocita/mL),
inhibicija je najveca primjenom ekstrakta celomocita A. chlorotica. Najmanja inhibicija (24,1%)
ekstraktom celomocita 4. chlorotica zabiljezena je pri koncentraciji od 2000 celomocita/mL 24

sata nakon tretmana.
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Slika 20. Inhibicija rasta micelija gljive S. sclerotiorum, tretirane ekstraktima celomocita

gujavica E. andrei, D. veneta 1 A. chlorotica, izrazena u postotcima (%).
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4. RASPRAVA

Celomociti gujavica sastavni su dio celomske tekuéine te imaju brojne funkcije u
organizmu gujavica od zacjeljivanja rana, fagocitoze, enkapsulacije stranih tvari, odrzavanja pH
celomske tekuéine, detoksifikacije, koagulacije celomske tekuéine i drugih (Kurek i sur., 2007).
Celomska tekuéina takoder sadrzi i brojne aktivne molekule kao Sto su lizenin, fetidin, lumbricin
1 te celomski citoliticki faktor koje imaju vazne imunoloSke uloge (Engelmann i sur., 2005).
Brojna istrazivanja usmjerena su prema identifikaciji takvih molekula, kao i prema odredivanju
funkecije i aktivnosti imunoloski aktivnih molekula u celomskoj tekucini gujavica (Kauschke i sur.,

2001; Kobayashi i sur., 2001; Bruhn i sur., 2006; Park i sur., 2017; Bodo i sur., 2019).

Gujavice ulaze u troficki kompetitivne interakcije sa gljivama tijekom raspada organske
tvari, takoder gljive sluze gujavicama kao dobar izvor hrane, te tako gujavice ujedno i smanjuju
rizik od zaraze biljaka fitopatogenim gljivama tako $to smanjuju njihovu biomasu (Wolfarth i sur.,
2011a; Edwards 1 Fletcher, 1988). Gljive ujedno djeluju i kao indikatori kvalitete hrane gujavicama
(Bonkowski 1 sur., 2000). Neka istrazivanja dokazuju potencijalnu kontrolu te smanjenje bolesti
biljaka uzrokovane fitopatogenim gljivama djelovanjem gujavica, te takoder pokazuju povecéanje
rasta 1 oporavak biljaka zaraZzenim gljivama (Elmer 2009; Stephens i Davoren, 1997; Stephens 1
sur., 1993). Takoder, istrazivanja su pokazala da gujavice, tocnije vrste L. terrestris 1 Aporrectodea
caliginosa koje su koriStene u istrazivanjima, imaju mogucnost razgradnje mikotoksina (Wolfarth
i sur., 2016; Wolfarth i sur., 2011b). Nadalje, istrazivanja koja su proucavala utjecaj celomocita
na stanicama tumora sisavaca i stanicama fibroblasta miSa (HEp-2 i HeLa), pokazala su da je
aktivnost celomocita izrazito citotoksi¢na te da je uzrokovala lizu stanica koje su bile izloZene
celomskoj teku¢ini (Engelman i sur., 2004b; Yanqin i sur., 2007). Takoder, predlozeno je da je
citokoksi¢nost povezana s aktivno$c¢u lizenina koji se veze sa sfingomijelinom kod kraljeznjaka te

tako uzrokuje lizu stanica (M4écsik i sur., 2015).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da celomska tekuc¢ina gujavica ima inhibitorni
utjecaj na rast sve tri vrste istrazivanih fitopatogenih gljiva — Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani 1 Sclerotinia sclerotiorum. Od tri ekstrakta celomocita koriStenih za tretiranje
gljive M. phaseolina, ekstrakt celomocita A. chlorotica postigao je najvecu inhibiciju rasta
micelija, dok je najmanju inhibiciju rasta micelija postigao ekstrakt celomocita gujavice D. veneta.

Sto se ti¢e gljive S. sclerotiorum najveéu inhibiciju rasta micelija postigao je ekstrakt celomocita
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A. chlorotica, dok je ekstrakt celomocita E. andrei bio najmanje uspjeSan pri inhibiciji rasta
micelija. Najvecu inhibiciju rasta micelija u odnosu na sve ekstrakte, ali i na sve istrazivane gljive
postigao je ekstrakt celomocita vrste E. andrei kojim je tretirana gljiva R. solani. Najmanju
inhibiciju rasta R. solani prouzroCio je ekstrakt celomocita 4. cholorotica. U gotovo svim
slu¢ajevima najveca koriStena koncentracija ekstrakta celomocita (5000 ili 7000 celomocita/ml)
prouzro€ila je najvecu inhibiciju rasta micelija. Osim kod tretmana gljive S. sclerotiorum
ekstraktom celomocita E. andrei gdje je najvecu inhibiciju postigao ekstrakt koncentracije 6000
celomocita/mL. Vazno je napomenuti razliku u rastu kontrola kod svake ispitivane vrste gljiva.
Naime kontrole nisu u svakom slucaju jednako brzo rasle. Gljive R. solani i M phaseolina tretirane
ekstraktom celomocita A. chlorotica rasle su sporije nego kada su bile tretirane ekstraktima
celomocita drugih vrsta gujavica. Razlika u rastu kontrola nastala je vjerojatno zbog koriStenja
ekstrakcijskog pufera za ekstrakciju celomocita te gujavice, a koji je takoder dodan uz fiziolosku
otopinu za tretman kontrola kako bi rezultati bili vjerodostojni. Kod gljive S. sclerotiorum tretirane

ekstraktima celomocita 4. chlorotica to nije bio slucaj, vjerojatno zbog ubrzanog rasta te gljive.

Istrazivanje koje je prethodilo ovome dokazalo je da celomska tekuéina gujavica Eisenia
fetida 1 D. veneta ima negativan utjecaj na rast micelija fitopatogene gljive Fusarium oxysporum
te da su najvece razlike u inhibiciji u odnosu na kontrolu uoc¢ene 72 sata nakon tretmana (Plavsin
1 sur., 2017). Takvi rezultati poklapaju se 1 sli¢ni su u usporedbi s rezultatima dobivenima ovim
istrazivanjem gdje su takoder najbolje vidljive razlike izmedu kontrole i tretiranih skupina 72 sata

nakon tretmana dok su pri prvom mjerenju 24 sata nakon tretmana te razlike manje izraZene.

Istrazivanja utjecaja celomske tekuc¢ina na gljive su rijetka i tek je jedno takvo poznato u
literaturi (Plavsin i sur., 2017), pa prema tome niti mehanizam kojim celomska teku¢ina uzrokuje
inhibiciju rasta micelija gljiva nije jo§ poznat. Vjerojatno je povezan sa hemolitickim,
antibakterijskim, citotoksicnim te proteolitickim funkcijama celomske tekuéine i1 celomocita
(Kobayashi i sur., 2004). Aktivne molekule u celomskoj teku¢ini mogle bi biti odgovorne za
inhibiciju rasta micelija. Od poznatih aktivnih molekula celomske teku¢ine moguce je da je
odgovoran lizenin ili lumbricin 1. Lumbricin 1 ima antimikrobno djelovanje protiv bakterija i
gljiva (Cho 1 sur., 1998). Lizenin koji se, kao §to je ve¢ navedeno, veZe sa sfingomijelinom te
stvara pore, a interakcija dovodi do citotoksicnosti (Kobayashi, 2004) bi takoder mogao biti

ukljucen u lizu stanica gljiva. Gljive su eukarioti te kao kod svih eukariota, membrane im sadrze
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sfingolipide (Thevissen i sur., 2005), a ako se za neke od sfingolipida moze povezati lizenin ili ako
gljive sadrze sfingomijelin u svojim membranama, $to nije navedeno u literaturi, bilo bi moguce

da lizenin uzrokuje lizu membrana i stanica gljiva.

Fitopatogene gljive odgovorne su za zarazu velikog broja biljaka, a ponajprije usjeva.
Zarazujuéi usjeve fitopatogene gljive uzrokuju velike poljoprivredne i ekonomske Stete.
Fitopatogene gljive koje su koriStene u ovom istrazivanju takoder uzrokuju zarazu brojnih biljaka,
neke od njih uzrokuju zarazu pamuka, soje, suncokreta, krumpira, graha, duhana 1 drugih (Kaur 1
sur., 2012; Garcia 1 sur., 2006). Fungicidi su sredstva za sprjeCavanje bolesti koje uzrokuju
fitopatogene gljive, predstavljaju dobru obranu protiv zaraze, ali zbog pojave rezistentnih
genotipova (Ma i Michailides, 2005), te takoder zbog Stetnog utjecaja fungicida na gujavice
(Rombke i sur., 2007; Van Zwieten 1 sur., 2004), ali i na druge beskraljeznjake u tlu, potrebno je
istraziti ostale moguénosti suzbijanja bolesti uzrokovanih fitopatogenim gljivama koje nece
negativno djelovati na ostale organizme, pogotovo na gujavice koje se smatraju ,,ekoloSkim
inzenjerima“ i ¢ije su uloge u tlu poput dekompozicije i mineralizacije organske tvari i proizvodnje
humusa, aeracije tla i poboljSanja vodnog rezima tla te modifikacije dostupnosti resursa od vrlo

velike vaznosti 1 nezamjenjive u okolisu.
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5. ZAKLJUCAK

1. Celomska tekucina tri vrste istrazivanih gujavica ima inhibitorni utjecaj na rast tri vrste

fitopatogenih gljiva.

2. Najvec¢i inhibitorni u¢inak postigao je ekstrakt gujavice E. andrei kojim je tretirana gljiva R.

solani.
3. Najvecu inhibiciju rasta micelija M. phaseolina postigao je ekstrakt celomocita 4. chlorotica.

4. Najvecu inhibiciju rasta micelija S. sclerotiorum prostigao je ekstrakt celomocita 4. chlorotica.
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