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1. UvOD

1.1. Biologija i ekologija gujavica

Gujavice su metamerno segmentirani malocetinasi koji pripadaju koljenu Annelida i
razredu Oligochaeta koji broji vise od 8000 vrsta. Negativno su fototaksi¢ni, mekog tijela te
imaju sekundarnu tjelesnu Supljinu nazvanu celom. Tijelo im je gradeno od prstenastih
segmenata tzv. anula koji imaju lokomotornu funkciju. Oni su saprofitski organizmi
poljoprivrednih ekoloskih sustava i bitna sastavnica makrofaune zivih organizama u tlu (Patil i
Biradar, 2017). Gujavice su prisutne u cijelom svijetu te nastanjuju gotovo sva podrué¢ja osim
onih u kojima prevladavaju ekstremni klimatski uvjeti kao $to su pustinje i podrucja prekrivena
ledom i snijegom. Aktivnosti gujavica razlikuju se ovisno o sezoni, a vrhunac aktivnosti postizu
u proljece i jesen. Tijekom zime gujavice ulaze dublje u tlo gdje su znatno zaStic¢enije od
nepovoljnih zimskih uvjeta. Tijekom su$nih ljetnih perioda takoder se zakopavaju dublje u tlo
i grade zidove prekrivene sluzi u koju se umotavaju tijekom procesa estivacije te ostaju sve dok

okolisni ¢imbenici ne postanu povoljni (Edwards, 2004).

lako sve vrste gujavica pridonose raspadu organske tvari biljnog podrijetla, bitno se
razlikuju u nacinu njegovog razlaganja. Prema tome, najces¢e ih svrstavamo u tri morfo-
ekoloske kategorije: epigejne, endogejne i aneci¢ne gujavice. Epigejne vrste su vecinom
ogranic¢ene na sloj lisnog pokrova na povrSini tla i razlaganje organske tvari te rijetko ulaze
dublje u tlo. Pronalazimo ih ispod listinaca, trulih panjeva, u povrsinskim dijelovima tla te na
mjestima s povecanom koli¢inom organske tvari, a najesce su svijetlo crvene do smede boje
(primjerice vrste Eisenia andrei i Dendrobaena veneta). Glavna uloga ovih vrsta je usitnjavanje
organske tvari na finije Cestice, Sto olakSava mikrobnu aktivnost. Endogejne vrste Zive
neposredno ispod povrSine tla ve¢inu godine, osim kada su prisutne ekstremno hladne
temperature ili suSa, ne grade trajne hodnike u tlu te konzumiraju i organsku i anorgansku tvar.
Ove vrste u tlu proizvode organski bogate tvari, koje onda odlazu ili nasumi¢no u povrsinskim
slojevima tla ili kao vidljive nakupine na samoj povrsini tla. Pripadnici ove skupine su ve¢inom
nepigmentirani ili blijedih boja (primjerice vrsta Allolobophora chlorotica). Aneci¢ne vrste,
one koje stvarno nastanjuju tlo te grade trajne vertikalne hodnike koji ulaze u dublje slojeve tla,
hrane se primarno organskom tvari, ali takoder konzumiraju i znatne koli¢ine anorganskih tvari
i mijeSaju ih temeljito kroz profil tla pa su iz tog razloga od primarne vaznosti u procesu
pedogeneze. Najpoznatiji predstavnik je vrsta Lumbricus terrestris. Epigejne i aneci¢ne vrste

se uglavnom hrane na povrsini lisnim pokrovom, dok endogejne vrste konzumiraju velike
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koli¢ine tla i povezanih organskih ostataka. Istrazivanja povezana s izborom hrane pokazala su
da se gujavice ne hrane nasumice. Stovige, zabiljeZene su znadajne razlike u odabiru lisnog
pokrova, pokazujuci tako opéu naklonost listovima s ve¢im sadrzajem dusika i nizim razinama
sekundarnih metabolita (Bonkowski i sur., 2000; Hendriksen, 1990). Sve vrste gujavica ovise
o konzumaciji organske tvari i imaju vaznu ulogu u zavr$nim fazama njegove razgradnje,
odnosno humifikaciji, stvaraju¢i komplekse amorfnih koloida koji sadrze fenole, unaprjedujuci

tako ukupnu mikrobnu aktivnost u tlu (Edwards, 2004).

1.2. Gujavice kao ,inZenjeri*“ ekoloskih sustava

Gujavice su nedvojbeno najvaznija komponenta faune tla prvenstveno zbog njihovog
utjecaja na formiranje i odrzavanje strukture i plodnosti tla. Iako nisu najbrojnije, zbog velicine
tijela, gujavice uvelike pridonose biomasi beskraljeznjaka u tlu. Njihove aktivnosti vazne su za
odrzavanje plodnosti tla u Sumama, travnjacima i poljoprivrednim ekoloSkim sustavima.
Gujavice imaju iznimnu vaznost U formiranju tla, primarno kroz aktivnosti unosa organske
tvari, njegove fragmentacije i pripojenja tlu pa se stoga nazivaju i ,,inzenjerima“ ekoloskih
sustava. Kao §to je Darwin uocio, gujavice prenose velike koli¢ine tla iz dubljih slojeva do
povrsine, a svojom aktivno$¢u znacajno pridonose aeraciji tla kopajuci tunele. Ovakve
aktivnosti od velikog su znacaja kod gustih i zbijenijih tala jer omogucuju prolazak zraka kroz
dublje slojeve tla minimalizirajuéi tako pojavu anaerobnih slojeva (Edwards, 2004). Stovise,
gujavice poboljSavaju i poticu mikrobiolosku aktivnost u dubljim slojevima tla tako da iznose
,,sirovo tlo® na povrsinu, a unose organsku tvar dublje u tlo. Aktivnosti gujavica poput kopanja
1 probavljanja organske tvari pozitivno utjeCu na poroznost i stabilnost tla, raspodjelu

agregatnih Cestica te hidraulicku provodljivost (Milleret i Le-Bayon, 2009).

Poznato je da bioticke interakcije organizama u tlu utjecu na plodnost tla i rast biljaka na
nacin da mijenjaju cirkulaciju nutrijenata i fizicku okolinu tla (Wardle, 2002). Gujavice mogu
utjecati na rast biljaka mijenjajuci dostupnost esencijalnih nutrijenata, posebice fosfora, dusika

i ugljika koji su Cesto njihov ogranicavajuci faktor (Le Bayon i Binet, 2006).

Aktivnost gujavica utjeCe na karakteristike tla i produktivnost biljaka na razne nacine
(Brown i sur., 2004). Utjecaj gujavica na rast biljaka primarno se ostvaruje putem korijena koji
se moze opisati kao senzor okoline tla ¢iji signali prvobitno kontroliraju rast i razvoj biljke na
nacin da pruzaju biljci esencijalne nutrijente i vodu (Aiken i Smucker, 1996). Gujavice kopajuci

duboke vertikalne hodnike potpomazu rast i prodiranje korijena biljke dublje u tlo u potrazi za
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nutrijentima. Nadalje, gujavice mogu rasprsiti spore endomikoriznih gljiva, gljiva koje stvaraju
simbiontske odnose s visim biljkama u tlu, putem probave ili transportiranjem prenoseci ih na
svome tijelu. Stovise, prilikom kopanja gujavice mogu utjecati na razvoj micelija i time
prekinuti kontakt vanjskih hifa gljiva s korijenjem biljaka, narusavajuci tako izmjenu hranjivih
tvari. Direktno probavljanje endomikoriznih gljiva moze biti ili Stetno tako da se smanji ukupna
biomasa gljiva ili povoljno zbog povec¢ane mineralizacije organske tvari aktivnosc¢u faune koja

rezultira stimulacijom rasta gljiva (Ortiz-Ceballos i sur., 2007).

Osim utjecaja na strukturu tla i rast biljaka, gujavice stupaju u niz interakcija s
mikroorganizmima. Mikroorganizmi su klju¢na hranidbena komponenta podzemne faune
beskraljeznjaka koja o njima ovisi kao izvoru esencijalnih aminokiselina. Gujavice mogu
direktno utjecati na mikrobnu populaciju konzumiraju¢i velike koli¢ine tla i dovodeci
mikroorganizme u doticaj s dotad nedostupnim izvorima hrane. Probavni sustav gujavice pruza
idealnu okolinu za aktivnost mikroorganizama gdje moze do¢i do povecanja produktivnosti i
ukupnog broja mikroogranizama, dok s druge strane aktivnosti pojedinih mikroorganizama
mogu biti smanjene (Brown i sur., 2000). Populacije mikroorganizama Ceste su u probavnom
traktu, izmetu gujavica i drilosferi (Byzov i sur., 2007). Drilosfera je dinami¢na zona aktivnosti
gujavica koja se konstantno mijenja u prostoru i vremenu kako gujavice unose i probavljaju tlo,
kopaju tunele te stvaraju kompost razli¢itom brzinom i na razli¢itim mjestima u tlu (Edwards,
2004). Neka istrazivanja pokazala su supresivni ucinak tekuéine probavnog trakta gujavica
(engl. gut fluid) na germinaciju spora i vijabilnost cilijata (Moody i sur., 1996; Piearce i sur.,
1980). Mehanizam ovog ufinka nije u potpunosti razjasnjen, no dokazano je da se radi o
neproteinskoj komponenti jer tekucina nije izgubila supresivnu aktivnost pri povecanju

temperature do 98 °C (Byzov i sur., 2007).

Dok su mikrooorganizmi zasluzni za biokemijsku degradaciju organske tvari u procesu
vermikompostiranja (stvaranja organskog komposta ili supstrata), gujavice imaju ulogu u
stvaranju supstrata i pobolj$avanju mikrobne aktivnosti u tlu. Gujavice su tzv. ,,mehanicke
mjesalice” koji usitnjavaju organsku tvar, poveéavaju povrsinu izlozenu mikroorganizmima te
mijeSaju fragmente tla 1 bakterijama bogat izmet homogenizirajuéi tako organsku tvar

(Dominguez i sur., 2003).

Osim utjecaja na mikrobnu aktivnost gujavice mogu direktno ili indirektno utjecati na
populacije mikroflore i faune u tlu. Rezultati istrazivanja Domingueza i sur. (2003) ukazuju na
to da gujavice imaju snazan utjecaj na gustocu populacije i troficku strukturu nematoda. U
ranijim istrazivanjima interakcija gujavica zabiljeZzeno je smanjenje ukupne populacije
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slobodno Zivuc¢ih nematoda za 66% te biljnih parazita za 64% (Dash i sur., 1980; Yeates, 1981).
Smanjenje broja nematoda u prisutnosti gujavica ukazuje na izravnu ispasu ili u slucaju
fungivornih nematoda kompeticiju za gljivama. U istrazivanju Hyvonen i sur. (1994) dokazano
je da vrsta Dendrobaena octaedra smanjuje broj nematoda, ali kao rezultat predacije, a ne
kompeticije za hranom. Gujavice svojom aktivnos¢u poput kopanja mogu utjecati i na
vertikalnu distribuciju i brojnost drugih organizama u tlu, primjerice skokuna (Collembola),
dok oni mogu negativno utjecati na rast i razvoj gujavica. Uzroci ovakvih interakcija kriju se u

kompeticiji za istim izvorom hrane bogate dusikom (Scheu i sur., 1999).

Na populacije gujavica u velikoj mjeri utje¢u mnoge od glavnih poljoprivrednih aktivnosti
kao $to su kultivacija, organska i anorganska gnojiva, pesticidi (insekticidi, herbicidi, fungicidi
i nematocidi) te primjenjivanje plodoreda (Edwards, 2004). Sve veca upotreba pesticida u
poljoprivredi ima znacajan negativan utjecaj na gujavice. S obzirom da su gujavice jedne od
najvaznijih komponenti faune tla takav utjecaj moze dovesti do narusavanja ekoloske ravnoteze

tla pa je od iznimne vaznosti prosiriti istrazivanja o pozitivnim u¢incima ovih organizama.

1.3. Celomociti - posrednici imunoloskog sustava gujavica

Gujavice nemaju prava antitijela pa tako ni moguénost stecenog imunoloskog odgovora.
Umjesto toga imaju ucinkovit urodeni imunoloski sustav za obranu od ulaska stranih tijela i
patogena (Kathireswari i sur., 2014). Istrazivanja su potvrdila da su gujavice razvile i humoralni
i stani¢ni imunoloski odgovor u borbi protiv patogenih mikroorganizama (Beschin i sur., 1998;
Bilej i sur., 2001; Field i sur., 2004). Klju¢nu ulogu u stvaranju imunoloskog sustava gujavica
imaju razli¢ite vrste celomocita (leukocita) koji se nalaze u celomskoj Supljini. Celomska
Supljina ispunjena je celomskom tekué¢inom koja se sastoji od vodenastog matriksa, plazme i
velikog broja celomocita deriviranih iz mezenhima, a u njoj se nalazi i zna¢ajan broj imunoloski
(atimikrobnih) aktivnih molekula (Patil i Biradar, 2017). Zuta boja celomske tekuéine dolazi
od riboflavina, koji se djelomi¢no nalazi u samoj tekucini, a djelomi¢no je povezan s velikim
brojem celomocita koji se oslobadaju (Rochfort i sur., 2017). Celomska tekuéina gujavica
sadrzi preko 40 proteina i ispoljava razli¢ite bioloske funkcije ukljucujuci bakteriostatske,
proteoliticke, citoloticke, antimikrobne i mitogene aktivnosti (Cooper i sur., 2002, Cooper i
Roch, 2003). Neke od aktivnih komponenti celomske tekucine za koje je dokazano da posjeduju
antibakterijska i antifungalna svojstva su fetidin, lizenin, lumbricin I, CCF-1 (celomski

citoliti¢ki faktor) te protein ,,Eiseniapore (38, kDa)* (Kobayashi i sur., 2003, Engelmann i sur.,



2004, Mine i Kovacs-Nolan, 2004.). Gujavice obi¢no izlu¢uju celomsku tekuéinu za odrzavanje
vlage tijela Sto im pomaze kod nekih fizioloskih aktivnosti kao $to je respiracija te kod kopanja
tunela (Kathireswari i sur., 2014; Patil i Biradar, 2017). Celomsku tekuéinu izbacuju kroz
dorzalne pore kada su izloZene stresu kao odgovor na mehanicke i kemijske podrazaje (Patil i

Biradar, 2017; Rochfort i sur., 2017).

Transport celomske tekuéine izmedu susjednih segmenata tijela gujavice osiguran je
kanalima koji sadrze sfinktere, a svaki od segmenata otvora se prema okolini s parom nefridija
i s jednom dorzalnom porom koja sluzi za izbacivanje tekucine. (Bilej i sur., 2000; Weidong i
sur., 2003).

Celomociti su diferencirani u Cetiri razli¢ita tipa imunoloskih stanica: amebocite,
mukocite, kruzne i kloragogene stanice od kojih su sve razlicitih oblika, veli¢ina te Sirokih
raspona funkcija. Amebociti su velike sferi¢ne stanice i pojavljuju se u znatnoj koli€ini.
Funkcija ovih stanica je uklanjanje Stetnih bakterija iz organizma gujavica. U literaturi ih
mozemo pronaci i pod nazivima granulociti ili fagociti. Mukociti su produzene stanice s
jezgrom na uskom kraju. Ove stanice izlucuju sluz kako bi koza gujavice uvijek bila vlazna za
respiraciju ili neke druge fizioloske funkcije. Kloragogene stanice funkcionalno su opisane kao
trofociti koji imaju nutritivnu ulogu te prenose proteine, lipide i glikogen do razlicitih stanica i
organa cirkulacijom kroz celomsku tekuéinu. Kruzne stanice imaju jezgru u sredistu Cija je

funkcija joS uvijek nepoznata (Patil i Biradar, 2017).

1.4. Fitopatogene gljive - uzro¢nici biljnih bolesti

U proteklih nekoliko desetljeca sve je uCestalije primjenjivanje konzervacijske obrade tla
kao odrzive mjere za zastitu od erozije i zbijanja tla, s ciljem odrzavanja vlage i smanjivanja
troskova proizvodnje (Holland, 2004; Kassam i sur., 2009; Uri i sur., 1999). Koriste¢i organske
tehnike upravljanja tlom poput zaStitnog pokrova za biljke, konzervacijska obrada tla
poboljSava biolosku raznolikost tla te povecava biolosku aktivnost u tlu, Sto rezultira
poboljSanim ciklusom nutrijenata i strukturnim razvojem samog tla (Hobbs, 2007; Holland
2004). Uz pozitivne ucinke konzervacijske obrade tla, prisutni su i oni negativni, manje
istrazeni ucinci. Primjerice povecanje stope prezivljavanja razli€itih vrsta fitopatogenih gljiva,
poput onih iz roda Fusarium, koji mogu biti Stetni za zdravlje usjeva na nacin da povecaju rizik
infekcija specifi¢nih biljnih bolesti (Pereyra i sur., 2004; Pereyra i Dill-Macky, 2008). Infekcije

uzrokovane gljivama stvaraju Siroki spektar simptoma bolesti. Jedna od najvaznijih bolesti u
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svijetu uzrokovana gljivicama kod zitarica je fuzarijska palez klasova (engl. Fusaruium head
blight) koju uzrokuje vise vrsta fitopatogenih gljiva iz roda Fusarium od kojih su najcesce
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum i Fusarium avanaceum (Nicholson i sur., 2003;
Parry i sur., 1995).

Gljive su razvile mnostvo strategija kolonizacije biljaka i takve interakcije rezultiraju
raznim ishodima od obostrano korisnih interakcija do smrti biljke domacina. S obzirom na
ekonomskim prijetnjama. Fitopatogene gljive se obicno dijele na dvije glavne skupine:
biotrofne patogene koji formiraju bliske interakcije s biljkama i trajno nastanjuju ziva tkiva te
ih mogu iskoristavati (biotrofi) i nekrotrofne patogene koji uzrokuju smrt stanica i tkiva s ciljem
ekstrakcije nutrijenata (nekrotrofi). Nekrotrofi uzrokuju nekroze, a naposlijetku i smrt same
biljke (Doehlemann, 2017).

U povoljnim okolisnim uvjetima fitopatogene gljive izluc¢uju mnostvo sekundarnih
metabolita ukljucujuci mikotoksine i sekretorne proteinske toksine koji induciraju stani¢nu smrt
I doprinose fitopatogenosti na biljci domacinu (Howlett, 2006). Biosinteza sekundarnih
metabolita ovisi 0 vrsti gljiva, gljivicnom soju i njegovim genetskim osobinama, a mogu je
potaknuti i okoli$ni uvjeti, odnosno fizikalno- kemijski parametri poput koli¢ine slobodne vode,
koli¢ine kisika, temperature, sastava i pH supstrata i dr. (Kosalec i Pepeljnjak, 2004;
Yiannikouris i Jouany, 2002). Najucestaliji mikotoksin vrste F. culmorum je trihotecenski
mikotoksin deoksinivalenol (DON) te ga iz tog razloga ¢esto nalazimo kod zitarica (Curtui i
sur., 2005; Pestka, 2007). U istrazivanju Millera i sur. (2010) dokazano je kako se koncentracije
DON-a kod psenice mijenjaju s obzirom na klimatske i topografske ¢imbenike. Kontaminacija
Zitarica s ovim mikotoksinom veliki je problem koji vodi ka gubitku kvalitete u hrani baziranoj
na zitaricama te moze narusiti zdravlje Zivotinja i ljudi (Bennett i Klich, 2003; Rotter, 1996).
Na stani¢noj razini DON inhibira DNA, RNA 1 sintezu proteina te ima negativne ucinke na
imunoloski sustav (Smith i sur., 1995). U istrazivanju Oldenburg i sur. (2007) dokazane su vece
koncentracije DON-a u zrnu pSenice koje je doSlo s polja u kojem se primjenjivala
konzervacijska obrada tla u usporedbi s onom psenicom s konvencionalno oranog polja i to
zahvaljujuéi velikim koli¢inama zaraZenih ostataka usjeva koji su ostali na povrsini tla. Osim
DON-a dokazano je da analog sfinganina, mikotoksin fumonizin B1 kojeg proizvode vrste roda
Fusarium, moze inducirati smrt biljnih stanica, akumulaciju ROS-a (reaktivnih kisikovih
jedinki), talozenje kaloze i ekspresiju obrambenih gena kod vrste Arabidopsis thaliana (Stone
i sur., 2000; Asai i sur., 2007).



1.5. Karakteristike fitopatogenih gljiva koristenih u istraZivanju

Od velikog broja fitopatogenih gljiva koje mogu uzrokovati $tetu biljnim organizmima, u
ovom su istrazivanju odabrane tri vrste: Fusarium culmorum, Phytium irregulare i Chalara

elegans.

Fusarium culmorum vrsta je iz roda Fusarium koji uz fuzarijsku palez klasova uzrokuju
I palez klijanaca (engl. seedling blight), trulez korijena (engl. root rot) i snijeznu plijesan na
kukuruzu i pdenici (Cosi¢ i sur., 2004) (Slika 1B). Ova vrsta ima kratke i jake makrokonidije
sa zakrivljenim ventralnim i dorzalnim povrSinama, dok mikrokonidje izostaju. Obi¢no su
prisutne klamidospore koje se stvaraju iz hifa ili iz stanica makrokonidija, a micelij je uglavnom
bijel ili zu¢kasto smed. Nakupine hifa (engl. ,,sporodochia“) pojavljuju se starenjem kulture i

imaju naranc¢asto do crveno smede obojenje (Wagacha i Muthomi, 2007) (Slika 1A).

Slika 1. A) Micelij vrste Fusarium culmorum uzgojen u Petrijevoj zdjelici (originalna

fotografija), B) Fuzarioza na klipu kukuruza (lzvor: https://wwwe6.inra.fr)

Pythium irregulare biljni je patogen koji pripada oomicetama, protistima nalik gljivama
zbog slicnog Zivotnog ciklusa. Oomicete penetriraju u biljne stanice degradirajuci stani¢nu
stijenku pomocu raznih enzima ukljucujuci pektinaze, hemicelulaze, celulaze i proteinaze
(Oliver i sur., 2009). P. irregulare je izrazito patogena vrsta za mnoge zitarice i mahunarke jer
uzrokuje velike gubitke u prinosu i energiji same biljke. Kao i vecina vrsta roda Pythium, P.
irregulare uzrokuje bolesti klijanaca i korijena biljaka (engl. ,,damping off i ,, root rot®),

posebice pri uvjetima visoke vlage koja pogoduje Sirenju ovog patogena putem zoospora (Slika


https://www6.inra.fr/

2B). Micelij ove vrste moze se opisati kao snjezno bijeli s tankim, njeznim hifama (Cvjetkovié
i sur., 2016) (Slika 2A). P.irregulare pripada skupini oomiceta koja je prvotno bila klasificirana
pod carstvo gljiva, zbog mnogih morfoloskih i funkcionalnih sli¢nosti, N0 S novijim saznanjima
i dokazima o filogenetskoj vezi s fotosintetickim organizmima kao $to su smede alge i

dijatomeje svrstavani su pod carstvo protista (Web 1).

Slika 2. A) Micelij vrste Phytium irregulare uzgojen u Petrijevoj zdjelici (originalna

fotografija), B) ZakrZljalost biljaka salate (desno) u usporedbi sa zdravom biljkom (lijevo)

uzrokovana vrstom iz roda Phytium (lzvor: https://blog.agrivi.com)

Chalara elegans je gljiva koja uzrokuje crnu trulez korijenja na usjevima duhana, graha,
kikirikija i pamuka, a i napada dijelove zemljisnih biljaka (Heller, 2012) (Slika 3B). Brzina i
ozbiljnost infekcije 1 simptoma ovise o Sirokom spektru ¢imbenika ukljucujuéi osjetljivost
biljke domacina i kultivara, soj vrste C. elegans koji je prisutan i veli¢inu inokuluma gljive. C.
elegans proizvodi dvije vrste spora: 1. Vece, tamne aleurispore koje su gradene od kratkog
lanca spora koji se s vremenom raspada na pojedina¢ne klamidospore koje mogu ostati
dormantne u tlu i na suhim kontaminiranim povrSinama duZe vrijeme izmedu Zetvi.
Klamidospore su visoko rezistentne na kemijske sterilante 1 puno ih je teZe unistiti nego spore
rodova Pythium i Phytophtora; 2. Male i manje otporne endospore koje se proizvode nesto
ranije od klamidospora. Ova vrsta stvara tamno smede do crne viSestani¢ne spore na zaraZzenom

korijenu koje se lako prenose tlom, zrakom i vodom (Web 2) (Slika 3A).



Slika 3. A) Micelij vrste Chalara elegans uzgojen u Petrijevoj zdjelici (originalna fotografija),

B) Crna trulez mrkve uzrokovana vrstom Chalara elegans (lzvor: https://www.discoverlife.org)



1.6. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi prisutnost inhibitornog ucinka ekstrakta celomske
tekucine triju vrsta gujavica (Eisenia andrei, Dendrobaena veneta, Allolobophora chlorotica)
na rast i razvoj micelija triju vrsta fitopatogenih gljiva (Fusarium culmorum, Phytium
irregulare, Chalara elegans). Potrebno je i utvrditi postoje li razlike medu inhibitornim
uc¢incima razli¢itih vrsta gujavica te koja od testiranih vrsta gljiva pokazuje najvecu osjetljivost

na celomsku tekuéinu.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Priprema ekstrakta celomske tekucine i tretiranje gujavica

Za pripremu 500 mL fizioloske otopine za gujavice otopljeno je 3.25 g NaCl, 0.07 g KCl,
0.06 g CaClz, 0.1 g NaH>COz i 0.05 g NaH2PO4 u 500 mL destilirane H20. Pripremljena otopina

pohranjena je u hladnjak na 4°C do koriStenja.

U ovom istrazivanju koriStene su tri vrste gujavica: Eisenia andrei, Dendrobaena veneta
i Allolobophora chlorotica (Slika 4). Odrasle jedinke gujavica nabavljene su od lokalnog
uzgajivaca te pohranjene u laboratoriju Zavoda za zoologiju, Odjela za Biologiju, Sveucilista
Josipa Jurja Strosmayera za vrijeme trajanja eksperimenta. Potreban broj jedinki ispran je u
prethodno priredenoj fizioloskoj otopini 1 ostavljen na ¢iS¢enju u Petrijevim zdjelicama na
vlaznom filter papiru minimalno 24 h prije koristenja u eksperimentu. Za potrebe istrazivanja

koriStene su samo odrasle jedinke gujavica s dobro razvijenim i vidljivim klitelumom.

Slika 4. Gujavice koristene u istraZivanju: A) Eisenia andrei (lzvor: https://phys.org), B)
Dendrobaena veneta (Izvor: https://www.researchgate.net), C) Allolobophora chlorotica

(Izvor: https://www.earthwormwatch.org)

Nakon ¢iS¢enja, gujavice su isprane najprije destiliranom vodom, a zatim i fizioloSkom
otopinom u zasebnim posudicama kako bi se odstranili svi komadi¢i zemlje i fecesa zaostalih
na tijelu gujavice (Slika 5). U Petrijevu zdjelicu dodana je fizioloSka otopina u omjeru: 4 mL
otopine na 10 jedinki gujavica za vrstu Eisenia andrei te 4 mL otopine na 5 jedinki gujavica za
vrstu Dendrobaena veneta zbog razlike u veli¢ini gujavice i sukladno tome, koli¢ini ispustene
celomske tekucine. Ovaj postupak u potpunosti je raden na ledu. Gujavice su zasebno stavljane
u zdjelicu gdje su tretirane strujom u procesu elektrostimulacije. Kao izvor struje koriSten je
modificirani punja¢ na nacin da su obje elektrode bile prislonjene na tijelo gujavice oko 30

sekundi (Slika 6). Gujavica je prilikom prolaska struje kroz tijelo ispustala celomsku tekuéinu
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u okolnu fiziolosku otopinu. Nakon prikupljanja odredenog volumena, ekstrakt celomske
tekuc¢ine prebacen je pipetom u tubicu S ¢epom te drzan na ledu do koristenja, a postupak

elektrostimulacije ponovljen je nekoliko puta.

Slika 5. Jedinke vrste Dendrobaena veneta izdvojene za tretman (originalna fotografija)

Slika 6. Izbacivanje celomske tekucine procesom elektrostimulacije kod vrste Eisenia andrei

(originalna fotografija)
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Kod vrste Allolobophora chlorotica za dobivanje ekstrakta celomske tekucine koristen
je ekstrakcijski pufer umjesto procesa elektrostimulacije zbog toga $to su jedinke ove vrste
znatno vece i kao takve nisu reagirale na stres uzrokovan elektrostimulacijom. Jedinke su
pojedina¢no stavljane u vece laboratorijske ¢aSe u koje je prethodno usipano 8 mL
ekstrakcijskog pufera te drzane 60 sekundi ili sve dok su izbacivale celomsku tekuéinu (Slika
7). S 8 mL ekstrakcijskog pufera tretirano je 15 jedinki, a dobiveni ekstrakt je prebacen u tubicu
s ¢epom. Tubice s ekstraktima centrifugirane su na 60 sekundi kako bi se odvojio i bacio
supernatant koji je bio pomijeSan sa ckstraktom celomske tekucine, a Koji je smanjivao

koncentraciju samog ekstrakta, dok je talog resuspendiran s fizioloSkom otopinom.

Slika 7. Izbacivanje celomske tekuc¢ine pomocu ekstrakcijskog pufera kod vrste

Allolobophora chlorotica (originalna fotografija)

Kada je dobiven potreban volumen ekstrakta celomske tekuéine, za sve vrste gujavica
odredena je pocCetna koncentracija celomocita prebrojavanjem pod mikroskopom pomocu
Burker-Tirkove komorice (Slika 8). Kapaljkom je nanesena mala koli¢ina ekstrakta na
komoricu uz rub pokrovnice, a iz prebrojanih celomocita izracunat je ukupan broj stanica u 1

mL tekuéine.
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Nakon toga slijedila je priprema razliitih koncentracija celomske tekucine. Za potrebe ovog
eksperimenta koriStene su priblizne koncentracije od 2000, 3500 i 5000 celomocita/mL
ekstrakta celomske tekucine. Navedene koncentracije dobivene su razrijedivanjem pocetne
koncentracije s fizioloskom otopinom. Kao kontrola pripremljena je ¢ista fizioloska otopina u
jednakom volumenu za vrste Eisenia andrei i Dendrobaena veneta, te fizioloska otopina s
ekstrakcijskim puferom za vrstu Allolobophora chlorotica kako bi se iskljucili utjecaji

fizioloske otopine i ekstrakcijskog pufera na rast gljiva.

Slika 8. Prebrojavanje celomocita pod svjetlosnim mikroskopom pomoc¢u pomoc¢u Biirker-

Turkove komorice (izvor: http://braukaiser.com)

2.2. Priprema inokulata i tretiranje gljiva

Za potrebe eksperimenta koriStene su kulture triju vrsta fitopatogenih gljiva: Fusarium
culmorum, Phytium irregulare i Chalara elegans koje su uzgajane u laboratoriju Zavoda za
zaStitu bilja Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti u Osijeku. Gljive su uzgajane u specijaliziranoj
komori u Petrijevim zdjelicama na hranjivoj podlozi uz temperaturne uvjete od 22°C te

svjetlosnom rezimu u omjeru dan i no¢ 12:12 h.

Radna povrsina i sav metalni pribor koristen pri rukovanju s gljivama steriliziran je kako
bi se izbjegla kontaminacija. U prethodno sterilizirane plasti¢ne posudice promjera 6 cm za
vrste Fusarium culmorum i Chalara elegans te promjera 9 cm za vrstu Phytium irregulare
usipano je 5 mL, odnosno 7.5 mL hranjive podloge (PDA). Koristene su razli¢ite veli¢ine
posudica zbog razlike u brzini rasta gljiva. Nakon hladenja, podloga je inokulirana s kruznim
isjeCcima triju vrsta gljive zasebno, promjera 4 mm, a zatim tretirana S 1 mL ekstrakta celomske
tekucine triju vrsta gujavica sa svakom od navedenih koncentracija i kontrolom (Slika 9). Za

svaku koncentraciju i kontrolu napravljeno je 5 neovisnih replika. Nakon ispustanja celomske
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tekuc¢ine na inokulat gljive, tekucina je pravilno rasporedena po zdjelici laganim kruznim
pokretima, a Petrijeve zdjelice omotane su parafilmom u svrhu smanjivanja rizika od

kontaminacije te stavljene u uzgojne komore.

Slika 9. Tretiranje kruznog isje¢ka micelija vrste Fusarium culmorum ekstraktom celomske

tekucine gujavice (originalna fotografija)

Ukupno je napravljeno 9 zasebnih tretmana u kojima je ispitan u¢inak ekstrakta celomske
tekucine triju vrsta gujavica (Eisenia andrei, Dendrobaena veneta i Allolobophora chlorotica)
na rast svake od triju vrsta fitopatogenih gljiva (Fusarium culmorum, Phytium irregulare i
Chalara elegans). Svaki od 9 tretmana, odnosno utjecaj ekstrakta gujavice na rast pojedine

vrste gljiva, ponovljen je minimalno 4 puta kako bi dobiveni rezultati bili statisticki znacajni.
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2.3. Mjerenje rasta gljiva

Rast tretiranih gljiva pracen je na nacin da je mjeren promjer zracnog micelija 24, 48 1 72
h nakon inokulacije i tretmana ekstraktom celomske tekuéine ili dok inokulati tretirani
kontrolom nisu prerasli Petrijevu zdjelicu. Vrsta Phytium irregulare posudicu je prerasla vec¢

nakon 48 h (Slika 10), dok je za vrstu Chalara elegans bilo potrebno ¢ak 10 dana.

Slika 10. Prikaz micelija vrste Phytium irregulare 48 h nakon tretmana celomskom
teku¢inom k- kontrolna skupina, 1- 2000 celomocita/mL, 2- 3500 celomocita/mL, 3- 5000

celomocita/mL (originalna fotografija)

2.4. Statisticka obrada podataka

Podaci dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u statistickom programu GrapPad Prism 5.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu
kontrolne i skupina izlozenih razli¢itim koncentracijama ekstrakta celomocita usporedene su
primjenom jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA). Nakon $§to je utvrdeno
postojanje razlika, proveden je Dunnett test viSestruke usporedbe kako bi se odredilo koje se

skupine razlikuju od kontrole. Svi testovi provedeni su na razini znac¢ajnosti od 5%.
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3. REZULTATI

Utjecaj ckstrakta celomske tekuéine triju vrsta gujavica: Eisenia andrei, Dendobaeana
veneta i Allolobophora chlorotica na rast micelija triju vrsta gljiva: Fusarium culmorum,
Phytium irregulare i Chalara elegans ispitan je mjerenjem porasta zra¢nog micelija gljiva 24,
48 i 72 h nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta celomske tekucine ili dok

kontrolna skupina nije prerasla Petrijevu zdjelicu.

3.1. Inhibicija rasta micelija gljive Fusarium culmorum

Rezultati inhibicije rasta gljive Fusarium culmorum prikazani su na Slikama 1, 2 i 3. Porast

micelija mjeren je 24, 48 i 72 h nakon tretmana.

o Eisenia andrei
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Slika 11. Promjer zra¢nog micelija vrste Fusarium culmorum 24, 48 i 72 h nakon tretmana
ekstraktom celomske tekucine vrste Eisenia andrei. Statisticki znacajne razlike oznacene su
kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).
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Dendrobaena veneta
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Slika 12. Promjer zra¢nog micelija vrste Fusarium culmorum 24, 48 i 72 h nakon tretmana

ekstraktom celomske tekucine vrste Dendrobaena veneta. Statisti¢ki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

Allolobophora chlorotica
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Slika 13. Promjer zra¢nog micelija vrste Fusarium culmorum 24, 48 i 72 h nakon tretmana

ekstraktom celomske tekucine vrste Allolobophora chlorotica. Statisticki znacajne razlike

oznadene su kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

18



Iz rezultata (Slika 11, 12 i 13) je vidljivo da tretman od 24 h nije uzrokovao inhibiciju rasta
micelija gljiva u odnosu na kontrolnu skupinu. Stovise, nakon tretmana ekstraktom celomske
tekucine vrsta Dendrobaena veneta i Allolobophora chlorotica uoc¢en je blagi, ali znacajni rast

gljive Fusarium culmorum (Slika 12 i 13).

Znacajna inhibicija rasta u usporedbi s kontrolom uocena je 48 h nakon tretmana za sve tri
vrste gujavica pri ¢emu Su ekstrakti celomske tekucine vrsta Eisenia andrei i Dendrobaena
veneta uzrokovali znacajnu inhibiciju pri tretmanu svim testiranim koncentracijama (Slika 11 i
12), dok je ekstrakt vrste Allolobophora chlorotica uzrokovao znacajnu inhibiciju pri tretmanu
dvjema najvec¢im koncentracijama ekstrakta celomske tekué¢ine (3500 i 5000 stanica/mL) (Slika
13).

Tretman od 72 h uzrokovao je znac¢ajnu inhibicija rasta vrste Fusarium culmorum pri svim
testiranim koncentracijama ekstrakta celomske tekucine kod sve tri vrste gujavica u usporedbi
s kontrolom (Slika 11, 12 i 13). Najveci postotak inhibicije zabiljeZen je kod koncentracije 5000

stanica/mL, a najmanji kod koncentracije 2000 stanica/mL u sva tri slucaja.

3.2. Inhibicija rasta micelija gljive Phytium irregulare

Porast zra¢nog micelija vrste Phytium irregulare mjeren je 24 i 48 h nakon tretmana te je
gljiva uzgajana u posudicama promjera 9 cm zbog velike brzine rasta i razvoja njezina micelija
koji bi onemogucio pracenje rasta u posudicama promjera 6 cm u kojima su uzgajane ostale
vrste gljiva. Na Slikama 14, 15 i 16 prikazani su rezultati inhibicije rasta gljive Phytium

irregulare.
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Slika 14. Promjer zra¢nog micelija vrste Phytium irregulare 24 i 48 h nakon tretmana
ekstraktom celomske tekucine vrste Eisenia andrei. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su
kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).
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Slika 15. Promjer zra¢nog micelija vrste Phytium irregulare 24 i 48 h nakon tretmana
ekstraktom celomske tekuc¢ine vrste Dendrobaena veneta. Statisticki znacajne razlike
oznacene su kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

20



Allolobophora chlorotica

© lO' 3 0 stanica/mL(kontrola)
5 E3A 2000 stanica/mL
< 91 [ 3500 stanica/mL T
g}o ] @ 5000 stanica/mL J_
= E * kK
s
$ 7 ..
£
. 6- i kR
T I
w2
Ea 1 T 2 J_ 1
g JIL [ pm F T
= T
3 3
=)
.S 2-
g
e 11
=)
O T T T T T T T

24 h 48 h

vrijeme mjerenja [h]

Slika 16. Promjer zra¢nog micelija vrste Phytium irregulare 24 i 48 h nakon tretmana
ekstraktom celomske tekucine vrste Allolobophora chlorotica. Statisticki znacajne razlike
oznacene su kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

Kao i kod vrste Fusarium culmorum, 24 h nakon tretmana nije uocena statisti¢ki znacajna
inhibicija rasta vrste Phyitium irregulare nakon izlaganja ekstraktu celomske tekuéine vrste
Eisenia andrei (Slika 14). Takoder kao i kod vrste Fusarium culmorum, ekstrakt celomske
tekucine vrste Dendrobaena veneta 24 h nakon tretmana uzrokovao je znacajan rast gljive
Phyitium irregulare (Slika 15). Suprotno tome, ekstrakt celomske tekucine vrste Allolobophora
chlorotica uzrokovao je znacajnu inhibiciju rasta gljive Phyitium irregulare 24 h nakon

tretmana najve¢om koncentracijom (5000 stanica/mL) (Slika 6).

Nakon 48 h zabiljeZena je znacajna inhibicija rasta micelija gljive u odnosu na kontrolu za
ekstrakte celomske tekucine sve tri vrste gujavica i pri svim testiranim koncentracijama (Slika
14, 15 i 16). Ja¢ina inhibicije rasta se povecavala s poveéanjem koncentracija ekstrakta

celomske tekucine.
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3.3. Inhibicija rasta micelija gljive Chalara elegans

Zarazliku od vrste Phytium irregulare, vrsta Chalara elegans je gljiva koja ima ograniceni
I sporiji rast te je porast njezinog micelija mjeren do 10 dana nakon tretmana, a ni tada kontrolna
skupina nije u potpunosti prerasla Petrijevu zdjelicu promjera 6 cm. Porast micelija nije mjeren
svaki dan upravo zbog sporijeg rasta gljive pa su tako prikazani rezultati za 1., 3., 6. i 10. dan.

Inhibicija rasta vrste Chalara elegans prikazana je na Slikama 17, 18 i 19.
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Slika 17. Promjer zra¢nog micelija vrste Chalara elegans 1., 3., 6. i 10. dan nakon tretmana

ekstraktom celomske tekucine vrste Eisenia andrei. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su

kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).
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Slika 18. Promjer zra¢nog micelija vrste Chalara elegans 1., 3., 6. i 10. dan nakon tretmana

ekstraktom celomske tekucine vrste Dendrobaena veneta. Statisti¢ki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).
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Slika 19. Promjer zra¢nog micelija vrste Chalara elegans 1., 3., 6. i 10. dan nakon tretmana

ekstraktom celomske tekucine vrste Allolobophora chlorotica. Statisticki znacajne razlike

oznaéene su kao: * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).
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Tretman od 24 h ekstraktima celomske tekuéine vrsta Eisenia andrei (Slika 17) i
Dendrobaena veneta (Slika 8) nije uzrokovao znacajni u¢inak na rast vrste Chalara elegans. U
sluc¢aju ekstrakta celomske tekuéine vrste Allolobophora chlorotica najveca koncentracija

(5000 stanica/mL) uzrokovala je znacajnu inhibiciju rasta ve¢ 24 h nakon tretmana (Slika 19).

3. dan (72 h) nakon tretmana uoceno je znac¢ajno smanjenje u rastu nakon primjene sve tri
koncentracije ekstrakta celomske tekucine (2000, 3500 i 5000 stanica/mL) kod sve tri vrste
gujavica (Slike 17, 18 i 19).

Nakon 6. 1 10. dana zabiljezena je znacajna inhibicija rasta za sve koncentracije u usporedbi
s kontrolom kod svih vrsta gujavica (Slika 17, 18 i 19). Takoder, kao i kod ostalih vrsta gljiva,

inhibicija je bila najveca pri najvecoj koncentraciji ekstrakta celomske tekucine.

3.4. Inhibicija rasta micelija gljiva izraZena u postocima

Fusarium culmorum
Eisenia andrei Dendrobaena veneta ‘ Allolobophora chlorotica

Koncentracija celomocita [br.stanica/mL]
Vrijeme 2000 3500 5000 2000 3500 5000 2000 3500 5000
[h]

24 0,65% 5,53% 5,53% 6,95% 13,9% 13,49% | 19,29% | 26,75% | 16,39%
\ T T T 1 1 N I B

48 32,84% | 32,97% | 34,07% | 9,28% 9,22% 12,50% | 8,14% 12,07% | 16,50%

72 28,50% | 31,37% | 32,40% | 21,84% | 22,56% | 25,38% | 17,36% | 21,46% | 24,54%

Tablica 1. Promjene rasta micelija gljive Fusarium culmorum tretirane celomskom tekué¢inom
gujavica u usporedbi s kontrolom. Promjene rasta izraZzene su u postocima (| - smanjenje rasta
micelija, T - povecanje rasta micelija). Statisti¢ki znac¢ajne promjene u rastu oznacene su kao:

* (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

Kod vrste Fusarium culmourm 24 h nakon tretmana celomskom tekué¢inom uoceno je
povecéanje u porastu micelija u usporedbi s kontrolnom grupom za sve tri vrste gujavica s
izuzetkom koncentracije od 2000 celomocita/mL vrste Eisenia andrei koja je uzrokovala
neznacajno smanjenje u rastu. Najveéi porast zabiljeZzen je tretmanom vrste Allolobophora

chlorotica pri koncentraciji od 3500 celomocita/mL s porastom od 26,75%, dok je za tretman
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ekstraktom celomske tekucine vrste E. andrei zabiljezena najmanja i statisticki neznacajna

promjena u porastu u odnosu na kontrolu pri svim koncentracijama (Tablica 1).

48 i 72 h nakon izlaganja ekstraktu celomske tekuéine zabiljeZena je inhibicija rasta
micelija vrste Fusarium culmorum za sve tri vrste gujavica i pri svim testiranim
koncentracijama. Vrsta Eisenia andrei imala je najizrazeniji u¢inak na micelij gljive s 34,07%
inhibicije u odnosu na kontrolu pri najvecoj koncentraciji i to 48 h nakon tretmana, a zanimljivo
je da je tretmanom od 48h zabiljezen veéi inhibitorni uc¢inak od onog nakon 72 h za ovu vrstu
gujavice pri svim koncentracijama. Tretmanom od 72 h zabiljezena je statisticki zna¢ajna

inhibicija za sva tri slucaja pri svim koncetracijama (Tablica 1).

Phytium irregulare
Eisenia andrei | Dendrobaena veneta | Allolobophora chlorotica
Koncentracija celomocita [br.stanica/mL]

Vrijeme | 2000 3500 5000 2000 3500 5000 2000 3500 5000
[h]

24 7,65% 3,98% 3,60% 15,03% | 12,03% | 12,16% 3,19% 11,33% 17,06%

T T N 2 o el I Ml o ¥ N2 $*

48 20,57% | 32,97% | 28,11% | 27,80% | 29,38% | 33,13% 24,98% | 40,19% 45,01%

Tablica 2. Promjene rasta micelija gljive Phytium irregulare tretirane celomskom tekuc¢inom
gujavica u usporedbi s kontrolom. Promjene rasta izrazene su u postocima (| - Smanjenje rasta

micelija, 1 - povecanje rasta micelija). Statisti¢ki znacajne promjene u rastu oznacene su kao:

* (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

Kod vrste Phytium irregulare 24 h nakon tretmana doslo je do povecanja u rastu micelija
za vrste Eisenia andrei i Dendrobaena veneta kao i kod prethodne gljive s izuzetkom
koncentracije od 5000 celomocita/mL za vrstu E. andrei, dok je kod tretmana celomskom
tekuc¢inom vrste Allolobophora chlorotica zabiljeZena inhibicija pri svim koncentracijama, a

statisticki znacajna pri najvecoj koncentraciji s 17,06% (Tablica 2).

Tretman od 48 h uzrokovao je znacajnu inhibiciju rasta vrste Phytium irregulare za sve
tri vrste gujavica i pri svim koncentracijama. Najveca inhibicija zabiljezena je djelovanjem
ekstrakta celomske tekuéine vrste Allolobophora chlorotica s inhibicijom od 45,01% u

usporedbi s kontrolnom skupinom pri najvecoj testiranoj koncentraciji (Tablica 2).
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Chalara elegans

Eisenia andrei Dendrobaena veneta Allolobophora chlorotica

Koncentracija celomocita [br.stanica/mL]

Vrijeme 2000 3500 5000 2000 3500 5000 2000 3500 5000

[h]

24 11,80% | 10,56% | 14,11% | 3,23% 0,12% 0,91% 21,92% | 23,95% | 24,89%
Y Y N T T N N N $*

72 18,10% | 28,37% | 34,87% | 35,94% | 38,94% | 41,48% | 28,63% | 29,94% | 36,06%

144 39,97% | 53,95% | 59,09% | 59,57% | 65,48% | 57,11% | 51,52% | 58,17% | 63,93%

240 45,83% | 58,71% | 63,97% | 64,54% | 74,58% | 67,78% | 61,19% | 65,92% | 73,89%

Tablica 3. Promjene rasta micelija gljive Chalara elegans tretirane celomskom teku¢inom
guajvica u usporedbi s kontrolom. Promjene rasta izraZzene su u postocima (| - Smanjenje rasta
micelija, T - povecanje rasta micelija). Statisti¢ki znacajne promjene u rastu oznacene su kao:

* (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001).

Zarazliku od prethodnih, kod vrste Chalara elegans 24 h nakon tretmana mozemo uociti
inhibiciju rasta micelija pri svim koncentracijama celomske tekuéine vrsta E. andrei i A.
chlorotica te kod najvece koncentracije vrste Dendrobaena veneta. Najveca inhibicija od
24,89% zabiljeZena je tretmanom vrste Allolobophora chlorotica pri koncentraciji od 5000
celomocita/mL (Tablica 3).

3.,6.110. dan nakon tretmana celomskom teku¢inom uocena je zna¢ajna inhibicija rasta
micelija vrste Chalara elegans za sve tri vrste gujavica i pri svim testiranim koncentracijama.
Postotak inhibicije povecavao se s povecanjem koncentracija ekstrakta celomske tekucine i s
vremenom trajanja tretmana. Najveca inhibicija zabiljezena je za tretman vrste Dendrobaena

veneta s 74,58% u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 3).
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4. RASPRAVA

U ranijim istrazivanjima o interakcijama gujavica i fitopatogenih gljiva prouc¢avani su
neki od inhibitornih u¢inaka gujavica. U jednom istrazivanju, bolesti uzrokovane gljivama
Rhizoctonia solani i Gaeumannomyces graminis smanjene su U prisutnosti gujavice
Aporrectodea rosea (Stephens i sur., 1994; Stephens i Davoren, 1995). Temeljni mehanizam
koji je uzrokovao ovakvo smanjenje nije poznat, ali pretpostavlja se su za to zasluzne gujavice
koje su se hranile gljivama (engl ,,grazing®) te na taj nac¢in smanjile njihovu brojnost i
fitopatogeni potencijal. Istrazivanjem prehrane gujavica, Edward i Fletcher (1988) kao glavni
izvor hrane gujavica naveli su gljive i prazivotinje, nakon kojih slijede alge i bakterije. Gujavice
¢e uvijek izabrati one gljive koje su podloZne ranoj sukcesiji kao znak izvora svjeze organske
tvari bogate nutrijentima, dok ¢e gljive povezane sa starom organskom tvari s malo nutrijenata
gujavice izbjegavati.

Utjecaj probavnog trakta gujavica na spore gljiva i ostale tipove propagula znatno se
razlikuje kod razli¢itih vrsta gujavica. Utjecaj moze biti povoljan te omoguciti prezivljavanja i
poboljsanu germinaciju spora gljiva, dok s druge strane prolaskom kroz probavilo gljive mogu
narusiti Svoj fitopatogeni potencijal te izgubiti sposobnost razmnozavanja $to dovodi do
ukupnog smanjivanja njihove populacije. Uz razlicita svojstva propagula, prezivljavanje u
probavnom traktu gujavica ovisi i 0 razli¢itim hranidbenim navikama gujavica koje se o€ituju
u sadrzaju njihovih probavnih enzima (Doube i Brown. 1998; Brown i sur., 2000, Fiolka i sur.,
2010 ). Naime, uz izravan utjecaj probavom micelija i spora gljiva, gujavice mogu i putem
neizravnog utjecaja smanyjiti prezivljavanje fitopatogenih gljiva. Aneci¢ne vrste gujavica poput
vrste Lumbricus terrestris, koje uzimaju svjezi lisni pokrov s povrsine i odnose ga duboko u
tlo, mogu smanjiti populacije fitopatogenih gljiva koje se hrane saprofitski svjezim lisnim
pokrovom kao $to je to vrsta Fusarium spp., odnose¢i im hranu na njima nedostupna mjesta
(Friberg i sur., 2005).

Prethodna istraZivanja su uglavnom proucavala utjecaj probavila gujavica na populacije
gljiva u tlu, dok se o utjecaju celomske tekucinu gujavica na fitopatogene gljive zna vrlo malo.
Celomska tekuc¢ina gujavica, uz celomocite — stanice njihovog imunoloskog sustava, sadrzi i
mnoge druge aktivne komponente koje imaju dokazana antimikrobna i antifungalna svojstva
kao sto su fetidin, lizenin, lumbricin I i lizozimi (Kobayashi i sur., 2003, Engelmann i sur.,
2004, Mine i Kovacs-Nolan, 2004). Kako su u dosadasnjoj literaturi dokazani inhibitorni u¢inci

probavila gujavice na populacije bakterija i gljiva u tlu, nuzno je bilo istraziti hoce li celomska
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tekucina gujavice izlu¢ena u okolno tlo izravnim kontaktom s gljivama imati kakav utjecaj na
njihov rast. Do sada je u literaturi poznato samo jedno istrazivanje ovakvog utjecaja celomske

tekucine (Plavsin i sur., 2017).

Glavni cilj ovog rada bio je ispitati i utvrditi inhibitorni uc¢inak ekstrakta celomske
tekucine triju vrsta gujavica (Eisenia andrei, Dendrobaena veneta i Allolobophora chlorotica)
na rast zra¢nog micelija triju vrsta gljiva (Fusarium culmorum, Phyitium irregulare i Chalara
elegans). Dobiveni rezultati su potvrdili hipotezu ovog rada i dokazali inhibiciju rasta micelija
svih testiranih vrsta gljiva djelovanjem eckstrakta celomske tekuéine gujavica pri svim
testiranim koncentracijama. Postotak inhibicije poveéavao se rastom testiranih koncentracija
celomske tekucine gujavica te viemenom trajanja tretmana pa je tako pri najvecoj koncentraciji
od 5000 celomocita/mL i kod zadnjeg dana tretmana inhibicija bila najveca. Odstupanja od
ovakvog obrasca zabiljezena su kod vrste Fusarium culmorum tretmanom celomske tekucine
gujavice Eisenia andrei gdje je za razliku od ostalih slu¢ajeva najveca inhibicija uocena 48 h,
a ne 72 h nakon tretmana, no bez statisticke znacajnosti za dvije od tri testirane koncentracije
te kod vrste Chalara elegans gdje je ekstrakt celomske tekuéine vrste Dendrobaena veneta pri
koncentraciji od 3500 celomocita/mL uzrokovao vecu inhibiciju od ekstrakta koncentracije
5000 celomocita/mL.

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima prijaSnjeg istrazivanja gdje je dokazan
inhibitorni ucinak ekstrakta celomske tekuéine dvije vrste gujavica, Eisenia fetida i
Dendrobaena veneta, na rast fitopatogene gljive Fusarium oxysporum (Plavsin i sur., 2017). U
ovom radu koristeno je ukupno tri vrste gujavica i tri vrste gljiva kako bi ispitali postoje li
razlike u inhibitornim ucincima gujavica, te ima li razlika u osjetljivosti razli¢itih vrsta
fitopatogenih gljiva na celomsku tekucinu. Najveci postotak inhibicije gljive Fusarium
culmorum od 34,07% zabiljezen je djelovanjem celomske tekuéine gujavice Eisenia andrei.
Gljiva Phytium irregulare imala je najveci postotak inhibicije od 45,01% tretmanom gujavice
Allolobophora chlorotica. Vrstu Chalara elegans najvise je inhibirala gujavica Dendrobaena
veneta s 74,58%, Sto je ujedno 1 najveci postotak inhibicije zabiljeZzen u ovom radu, te
neznacajno manje gujavica Allolobophora chlorotica s 73,89% inhibicije. Razli¢it postotak
inhibicije moZe se pripisati razli€itoj osjetljivosti pojedine vrste gljiva na celomsku tekucinu
gujavica. Prema dobivenim rezultatima kod vrste Chalara elegans zabiljezena je najveca
inhibicija, a jedan od mogucih razloga jest spori rast micelija ove gljive zbog kojeg je mjerenje
njezinog rasta trajalo ukupno 10 dana, a dokazano je da se inhibicija povecavala s duljinom

trajanja tretmana. Isto tako, moguce je da se sastav celomske tekucine gujavica razlikuje ovisno
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o njezinoj vrsti i ekomorfoloskoj kategorizaciji $to moze objasniti razliku u inhibiciji rasta
gljive Phytium irregulare gdje je gujavica Eisenia andrei 48 h nakon tretmana prouzrocila
28,11% inhibicije, a vrsta Allolobophora chlorotica ¢ak 45,01% inhibicije, odnosno celomska
tekucina vrste Allolobophora chlorotica imala je 62,45% jaci u¢inak od celomske tekucine vrste

Phytium irregulare.

Sve je veci naglasak na suzbijanju biljnih bolesti u poljoprivredi koje uzrokuju patogeni
poput bakterija, virusa i gljiva. Takve bolesti smanjuju prinos i kvalitetu usjeva, a toksini koje
oslobadaju patogeni mogu biti prisutni i u zetvi. Koristenje fungicida najrasirenija je metoda
suzbijanja ovih Stetnika u svrhu osiguravanja dovoljne koli¢ine usjeva, no pesticidi smanjuju
kvalitetu same biljke, zagaduju okoli§ i najbitnije naruSavaju zdravlje ljudi i Zivotinja
(Burketova i sur., 2015). Kako bi smanjili uporabu fungicida brojni znanstvenici bave se
alternativnim metodama suzbijanja biljnih bolesti kao $to je bioloska kontrola u kojoj se u
pravilu koristi populacija jedne vrste ili produkti njihovog organizma za smanjivanje populacije
neke druge vrste (van Lenteren i sur., 2018). U nedavnom istrazivanju u Spanjolskoj primjenom
augmentativne bioloske kontrole uporaba kemijskih pesticida potpuno je zamijenjena
organizmima kao $to su grinje i polukrilci u svrhu kontrole Sirenja bolesti na crvenoj papriéici

(Calvo i sur., 2012).

Rezultati ovog istrazivanja, kojima je dokazano da gujavice mogu utjecati na rast
fitopatogenih gljiva, od velike su vaznosti te mogu posluziti kao temelj pri istrazivanju novih
metoda u zastiti biljaka u poljoprivredi. Isto tako, potrebna su daljnja istrazivanja kojima bi
utvrdili postoji li slican inhibitorni utjecaj drugih organizama koji takoder izlu¢uju celomsku
tekuc¢inu. Najve¢u pozornost trebalo bi usmyjeriti na mehanizam inhibitornog djelovanja
celomske tekucine koji jo§ uvijek nije u potpunosti istrazen, a koji je krucijalan za utvrdivanje

primjenjivosti ovih saznanja u bioloskoj kontroli fitopatogenih gljiva.
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5. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja dokazali su inhibitorni u¢inak ekstrakta celomske tekuéine
gujavica (Eisenia andrei, Dendrobaena veneta i Allolobophora chlorotica) na rast
fitopatogenih gljiva (Fusarium culmorum, Phyitium irregulare i Chalara elegans). Postotak
inhibicije povetavao se razmjerno povecanju koncentracije celomocita i periodu trajanja
tretmana. Najveci postotak inhibicije zabiljezen je kod vrste Chalara elegans djelovanjem

celomske tekucine vrste Dendrobaena veneta.

Vazno je naglasiti da su rezultati ovog istrazivanja doveli do novih spoznaja ¢ime je
prosireno znanje o u¢incima celomske tekuéine gujavica na rast fitopatogenih gljiva, kao i o
moguénostima poboljsanja i uvodenja novih bioloskih metoda njihovog suzbijanja u

poljoprivredi.
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