Primjenjivost mikrokapsula izolata gljive Trichoderma
viride obogadenih kalcijem u uzgoju macuhice

Pavina, Manuela

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:753312

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:753312
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:720
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:720
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:720

SVEUCILISTE U ZAGREBU

AGRONOMSKI FAKULTET

PRIMJENJIVOST MIKROKAPSULA
IZOLATA GLJIVE TRICHODERMA VIRIDE
OBOGACENIH KALCIJEM U UZGOJU
MACUHICE

DIPLOMSKI RAD

Manuela Pavina

Zagreb, rujan,2017.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

Diplomski studij:
Fitomedicina

PRIMJENJIVOST MIKROKAPSULA
IZOLATA GLJIVE TRICHODERMA VIRIDE
OBOGACENIH KALCIJEM U UZGOJU
MACUHICE

DIPLOMSKI RAD

Manuela Pavina

Mentor: izv. prof. dr. sc. Snjezana Topolovec-Pintari¢

Zagreb, rujan,2017.



University of Zagreb
Faculty of Agriculture

Phytomedicine

Manuela Pavina

APPLICABILITY OFTRICHODERMA
VIRIDEBASED MICROCAPSULES
ENRICHED WITH CALCIUM IN PANSY
CULTIVATION

Mentor: izv. prof. dr. sc. Snjezana Topolovec-Pintari¢

Zagreb, 2017.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

IZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Manuela Pavina, JMBAG0178087999, rodena 08.04.1992 u Karlovcu, izjavljujem da sam
samostalno izradila/izradio diplomski rad pod naslovom:
PRIMJENJIVOST MIKROKAPSULA IZOLATA GLJIVE TRICHODERMA VIRIDE OBOGACENIH

KALCIJEM U UZGOJU MACUHICE

Svojim potpisom jamc¢im:

— dasam jedina autorica/jedini autor ovoga diplomskog rada;

— dasu svi koriSteni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani
ili parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— daovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrSetka sveuciliSnog ili stru¢nog studija;

— da je elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio
mentor;

— da sam upoznata/upoznat s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveucilita u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana Potpis studentice




1ZVJESCE
O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studenticeManuela Pavina, IMBAG0178087999,naslova
PRIMJENJIVOST MIKROKAPSULA 1ZOLATA GLIIVE TRICHODERMA VIRIDE OBOGACENIH

KALCIJEM U UZGOJU MACUHICE

obranjen je i ocijenjen ocjenom , dana
Povjerenstvo: potpisi:
1. izv. prof. dr. sc. Snjezana Topolovec-Pintari¢ mentor
2. izv. prof. dr. sc. Marko Vincekovi¢ ¢lan

3. izv.prof.dr.sc. Tatjana Prebeg Clan




Sazetak

Diplomskog rada studentice Manuela Pavina, naslova

PRIMJENJIVOST MIKROKAPSULA IZOLATA GLJIVE TRICHODERMA VIRIDE OBOGACENIH

KALCIJEM U UZGOJU MACUHICE

Trichoderma vrste se u svijetu koriste ve¢ duzi niz godina u pobolj$anju rasta i
razvoja biljaka.Pokazale su se i vrlo uspjeSne u zastiti biljaka protiv bolesti.Polaze¢i od
¢injenice da su Trichoderma vrste polucile izvrsne u¢inke na rast rajCice,arnike i salate.Dana
14. listopada 2015. postavljen je pokus u dvije varijante: Mikrokapsule Trichoderma
virideSTP s dodatkom Kkalcija te netretirana kontrola.Vrsta Trichoderma viride je
inkapsulirana u obliku Mikrokapsula s dodatkom kalcija te je u koli¢ini 2 grama po biljci
aplicirana u zonu korijena.Mjereni parametri kod macuhica su bili: veli¢ina lista, duZina
najveceg lista, Sirina najveceg lista, broj listova, broj cvjetova, visina biljke, Sirina, duzina te
visina rozete.Nakon provedenih ocitanja te obradom podataka Mikrokapsule STP+Ca su za
razliku od Kontrole polu¢ile loSije rezultate. Mikrokapsule STP+Ca su uéinile kalcij
dostupnijim biljci, ali zbog poviSenog fosfora unutar supstrata vegetativni i generativni rast je
izostao. Naime, doslo je do nastanka fosfatnih soli (kalcijev fosfat, kalcijev hidrogenfosfat,
kalcijev dihidrogenfosfat) te je time biljka ostala daleko od optimalnih uvjeta za rast i razvoj.

Kljuéne rijeci: bio- stimulator, mikoza, mikrokaspule STP, Viola spp.



Summary

Of the master’sthesis — student Manuela Pavina, entitled

APPLICABILITY OF TRICHODERMA VIRIDE BASED MICROCAPSULES
ENRICHED WITH CALCIUM IN PANSY CULTIVATION

Trichoderma species are used in the modern world for many years to improve plant
growth and development. They have proved to be very successful in protecting plants against
diseases. Based on the fact thatTrichoderma species yielded great effects on tomato, lettuce
and arnica. This experiment took place on October 14™ 2015 in two variants: microcapsules
Trichoderma viride STP with calcium and nontreated control. T.viride was applied in the
form of microcapsules in an amount of two grams per plant in the root zone. Measured
parameters were: leaf size, number of leaves, number of flowers, plant height and plant
diameter. After measuring and processing information microcapsules STP produced negative
results.Microcapsules STP+Ca yielded a negative impact on vegetative and generative pansy
growth.Thisis related to the chemical process that occured within the supstrate and prevented
advanced pansy growth. It occured an emergence of phosphate salts (calcium phosphate,
calcium hydroxyphosphate, calcium dihydroxyphosphate) thereby the plant remained far
from optimal conditions for growth and development.

Key words: bio stimulator, mycrocapsules STP, mycorrhiza, Viola spp.
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1.UVOD

Od davnina znanstvenici proucavaju sinergiju izmedu pojedinih biljaka. Tako je 1
danas, dodajuéi Cinjenicu da su kemijska sredstva pokazala svoju neucinkovitost, sve viSe
paznje se pridaje biolo§kim nacinima zastite biljaka.Suvremena poljoprivredna proizvodnja
se do danas drasti¢no izmijenila te samim time i nacin zastite bilja od bolesti, bioloski nacini
zaStite postaju sve privlacniji te neophodni. KoriStenje bio gnojiva te bio pripravaka je postala
alternativa za odrzavanje visoke proizvodnje bez rizika za okoli§. Razli¢iti organizmi
simbiozom s biljnim korijenom mogu imati blagotvorne ucinke na biljku. Carstvo Gljiva
obiluje vrstama koje se mogu upotrijebiti u bioloSkoj borbi protiv korova, insekata i
fitopatogenih gljiva (Topolovec-Pintari¢ i sur. 2004.). Povecavajuci otpornost biljke naspram
bolesti Trichoderma vrste stite biljku od infekcija od strane fitopatogenih gljiva te je korijen
koji je u mikorizi s vrstom T. viride bujniji Sto direktno dovodi do povecanja prinosa
(Hermosa i sur 2012.).Zbog svoje fungistatske aktivnosti T. viride je korisna u bioloskoj
borbi protiv najzna¢ajnijih fitopatogenih gljiva kao $to su Rhizoctonia, Pythium, Armillaria,
Fusarium i mnoge druge ekonomski znacajne vrste patogena. Primjenom u vrijeme sjetve,
postize se kolonizacija povrSine sjemena ovim antagonistom koji supresira naseljavanje
patogena na kutikulu sjemena i tako otezava gljivicnu kontaminaciju (Samuels i sur.
2006.).Najvise spominjana i primjenjivana vrsta u posljednjih nekoliko godina je upravo
Trichoderma viride. Koristi se u bioloskoj borbi protiv fitopatogenih gljiva.Karakteristicna je
po brzom rastu kolonije u pogodnim toplim i vlaznim uvjetima. Optimalne temperature za
rast micelija se kreéu od 20 'C do 28 'C. Najbolja vrijednost pH medija za ovu vrstu je u
rasponu od 4,5 do 5,5. Optimalna temperatura za proces klijanja konidija iznosi od 10 'C do
35 'C. Najpogodnija relativna vlaznost zraka iznosi 95% (Cavalcante i sur. 2006.).Primjenom
biofungicida na osnovi Trichoderma vrsta jaci je i porast tretiranih biljaka u odnosu na one
gdje biofungicid nije primijenjen (Topolovec-Pintari¢ i sur. 2003.).U opticaju je sve vise
biopripravaka kao promotora biljnog rasta.\Vrste Trichodermasu prisutne su u svim tipovima
tla i vazna su komponenta ckosistema biljnog korijenja. Kolonizacija korijena vrstom
Trichoderma viride stimulira rast korijena, povecava usvajanje i upotrebu hranjiva $to dovodi
do bujnijeg rasta. Danas se smatra kako je utjecaj T. virideod velike vaznosti za
poljoprivrednu proizvodnju kao i shvacanje ulogeTrihoderma vrsta u ekosustavu (Topolovec-
Pintari¢ i sur. 2013.).Vrste roda Trichoderma se takoder uklju¢uju i u razli¢ite biokemijske
procese u biljci te pospjeSuju zdravstveno stanje biljke te pridonose njenoj vecoj
produktivnosti. Kao rezultat toga biljke su bujnije te zelenije i plodonosenje je bolje (Harman
2000.).Vrste koloniziraju korijen ne samo povrSinski, ve¢ prodiruci u epidermu ili sloj stanica
ispod nje, neki biotipovi uspostavljaju snaznu i dugotrajnu kolonizaciju na povr§ini korijena
(Uphoff i sur. 2006; Yedidia i sur. 2000.).Zbog pozitivnog uéinka na rast biljke, bolje
ukorjenjivanje te zaStitu od nekih bolesti primjerice:plijesan, pepelnica i sl.Zavod za
fitopatologiju Agronomskog fakulteta ve¢ duzi niz godina proucava antagonisticko
djelovanje izolata vrsta roda Trichoderma. Na fakultetu je stvorena zbirka izolata koja je
pokazala vrlo dobro djelovanje protiv patogenih vrsta. lzolat Trichodrerma viride se pokazao
kao izvrstan promotor biljnog rasta salate, raj¢ice i arnike. Kako bi poblize istraZili njezin
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utjecaj na macuhicu u plastenicima Zavoda za fitopatologiju dana 14. listopada 2015.
postavljen je pokus s 25 biljaka u 4 ponavljanja. Odrzano je sedam ocitavanja te su na tjednoj
bazi u tom periodu praceni parametri: broj listova, Sirina najveceg lista, duzina najveceg lista,
broj cvjetova, visina biljke, Sirina biljke te duzina biljke. Pokus se sastojao od netretirane
Kontrole te Mikrokapsula STP obogacenih kalcijem. Postavljen je u formi slu¢ajnog bloknog
rasporeda u suradnji Zavoda za fitopatologiju te Zavoda za kemiju Agronomskog fakulteta u
Zagrebu koji je za potrebe ovog pokusa prema tajnoj formuli napravio Mikrokapsule
Trichoderma viride obogacene kalcijem. Alginatne pelete su se pokazale kao odli¢an nosac
inokuluma gljive te donose jednostavnost u primjeni i manipulaciji. No, nedostatak koji
donose je i izuzetno losa topivost. Uzimajuéi u obzir i parametre kojima treba posvetiti
paznju u uzgoju macuhice poput pH vrijednosti tla koja je od znacajne uloge za pravilan rast i
razvoj biljke. Vaznu ulogu ima i koli¢ina elemenata kojima je macuhica opskrbljena,
posebice koli¢ina kalcija, magnezija, fosfora i bora. Kalcij je znacajan faktor sinteze octene
kiseline koja se lako veze s kalijem, natrijem, duSikom, fosforom i borom te ima znacajnu
ulogu u opskrbljenosti biljke navedenim elementima (Skvorc i sur 2014.).

Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj Mikrokapsula na bazi Trichoderma viride+Ca na rast
1 razvoj macuhice. Dosadasnja istrazivanja provedena na Agronomskom fakultetu o rodu
Trichoderma pokazuju izvrsne u¢inke na rast raj¢ice (Sori¢ 2010.), arnike (Moscarda 2013.) i
salate (Mars$i¢ 2016.), no nema podataka o u¢inku Mikrokapsula Trichoderma viride STP+Ca
na macuhice, koje su zbog razli¢itih varijeteta boja te oblika i veli¢ine izrazito popularne i
primamljive kupcima. Prema gore navedenim podacima koji su prikupljeni ofilamentoznoj
gljivi T. viride ocekuje se bolji napredak macuhica obogacenih T.viride s dodatkom kalcija u
sedam pracenih obiljeZzja nego kod Kontrole. U istrazivanje se ulazi s pretpostavkom kako ¢e
Mikrokapsule Trichoderma vidride+Ca poluciti pozitivan utjecaj na vegetativni i generativni
rast.



2.PREGLED LITERATURE

2.1. Trichoderma viridePers.

Rod Trichoderma je 1794. godine definirao Christian Hendrick Persoon kao zelenu
plijesan koja raste na potrganim granama. Do 1969. godine svi sojevi vrste Trichoderma su u
literaturi identificirani kao T.viride zbog Bisby-evog koncepta da se Trichoderma sastoji od
jedne vrste. Bra¢a Tulasne su 1875. ilustrirala vrstu Hypocrea rufa i povezala apotecije kao
spolni stadij T. viride. Njihov tada$nji zaklju¢ak potvrden je dana$njim molekularnim
metodama Sto ga Cini velikim dostignuéem s obzirom na jednostavnost fitopatoloskih
instrumenata i slabu razluc¢ivost mikroskopa (Martinko 2015.).Pocetkom 20. stoljeca u rod se
pocinju ubrajati i bijelo obojene kolonije (do tada jedino zeleno obojene). Problematiku
uredenja roda nastoje rijeSiti Gilman i1 Abott koji predlazu podjelu s obzirom na konidije. S
obzirom na kuglaste ili ovalne konidije determiniraju tri vrste: T. viride, T. lingorum i T.
konongii. Godine 1939. rod Trichoderma je predstavljala samo jednu vrstu T.viride. Prema
Bisby-u 1969. godine svi sojevi Trichoderma vrsta su u literaturi identificirani kao
T.viridezbog koncepta da se Trichoderma sastoji od jedne vrste. Iste godine doslo je do
promjene taksonomije te je s obzirom na sistem grananja konidiofora, karakteristike
fijalospora, raspored fijalida i morfologiju konidija opisano devet wvrsta (Rifai
1969.).Sredinom devedesetih pojavom molekularnin alata potaknuto je istrazivanje za
ponovnu procjenu taksonomije u rodu Trichoderma. Laboratoriji u SAD-u, Austriji te
Njemackoj zapoceli su reviziju Bissettove sekcije Longibrachiatum. Kombinirali su upotrebu
molekularnih makera, izoenzimsku analiza te po prvi puta ukljucili su i analizu potencijalnih
teleomorfa Trichoderma sp. Kao rezultat tog istrazivanja sekcija Longibrachiatum sadrzi ¢ak
deset vrsta. Koncept Longibrachiatum je potvrdio Bissetove (1984.) defincije te pokazao
stupanj korelacije izmedu morfoloskih i molekularnih pristupa taksonomiji. Odjeljak
Longibrachiatum predstavlja filogenetski najudaljeniji dio od ostalih odjeljaka. Godine 1998.
Kindermann 1 sur. su pokusali napraviti prvu filogenetsku analizu cijelog roda. Upotrebom
jednog fragmenta gena, koji nije dovoljan prema dana$njim standardima, ipak pomogao je u
daljnjim istrazivanjima. Taylor i sur. (1999.) predlozili su koncepte filogenetskih vrsta na
temelju konkordancije izmedu pet ili viSe gena.

Vrsta Trichoderma virideprema Samuelsu je spomenuta i obradivana u viSe od 200
Clanaka u dvije godine. NajviSe ¢lanaka se odnosilo na T.viride kao filamentoznu gljivu u
borbi protiv fitopatogenih gljiva (Samuels i sur. 2006).Rifai (1969.) predlaze sistematiku
temeljenu na morfolo§kim karakteristikama, a za temelj opisa cijelog roda uzima upravo T.
viride. Rifai je svaku wvrstu s konidijama okruglog ili ovalnog oblikas bradavi¢astom
membranom odredio kao T. viride. Kasnije razvojem mikroskopije bivaju uocene sitne
razlike. Parsoons prvi spominje vrstu T. viride te ju ubraja u rod Trichoderma zajedno
saT.aurum, T.nigrescens i T.roseum. Tek kasnije temeljnim opisom morfoloskih
karakteristika utvrdeno je da T.aurom, T.nigrescens i T.roseum ne pripadaju Trichoderma
vrstama (Samuels i sur. 2006.). Braca Tulasne su prvi uo€ili povezanost izmedu vrsta T.
viride i H. Rufa(Tablica 2.1.). Tada je prepoznata vrsta T.viride kao anamorf vrste H.rufa.



Daljnja istrazivanja su dovela do razdvajanja na gore navedene dvije vrste (dva tipa). Tip 1
odgovara T. viride sa teleomorfom Hypocrea rufa te tip 2 koji oznacava novu vrstu T.
asperellum. U 20-om stoljecu primjenomDNK sekvenciranja potvrdena je pripadnost spolnog
stadija Hipocrea rufa (Martinko 2015.).Prvi opis H. rufa je iz 1796. godine zabiljeZzen od
strane Persoona koji ga naziva Sphaeria rufa. Tek 1849. godine Fries ovu vrstu smjesta u
novi rod Hypocrea. Karakteristika teleomorfa je razvitak smedih, ili ¢ak zutih i narancastih
stroma. Mogu se naci na kori od drveca ili mogu parazitirati na plijesnima koje se razvijaju u
vlaznim stambenim prostorima. Askospore su dvostani¢ne, sadrze 16 askospora bezbojne ili
zelene boje (Popovi¢ 2010.). Spolno plodno tijelo se naziva peritecij kruskolikog, jajolkog il
elipsoidnog oblika (Jaklitsch i sur. 2006.).

Tablica 2.1. Prikaz carstva Fungi

Carstvo FUNGI
Razdjel EUMYCOTA
Pododjel Deuteromycotina Ascomycotina
Razred Hyphomycetes Pyrenomicetes
Red Hypomicales Hypocreales
Porodica Moniliaceae Hypocreaceae
Rod Trichoderma Hypocrea
Vrsta Trichoderma viride Hypocrea rufa
Stadij Anamorf Telomorf

2.1.1. Identifikacija

Ve¢ od samih pocetaka znanstvenici imaju problem u razlikovanju te karakterizaciji
Trichoderma vrsta. Samuels je u svojim detaljnim opazanjima spomenuo kako morfoloski
znakovi za definiranje ostalih vrsta Cesto nisu korisni u razlikovanju Trichoderma vrsti.
Problem se ogleda u uskom rasponu varijacija te nedovoljno preciznim terminima za
opisivanje 1 definiranje razlika. Za identifikaciju se Cesto koristi i izgled kolonije, no
nemoguce je s dovoljno preciznosti dati opis koji bi kasnije sluzio za identifikaciju. Za
razlikovanje sli¢nih vrsta mogu biti korisne stope rasta u kulturi, difuzivni pigmenti,
karakteristicni kristali (Trichoderma aureoviride), karakteristiéni aromatski mirisi i sl
Raspon varijacija unutar konidija varira od oblika globusa, elipsoida do onih s osnovnim
krajem suZenim ili skra¢enim. Kod nekih vrsta pod mikrskopom zreli konidiji su tamno
zelene boje, u drugih blijede boje (Bisseti sur 2015.).

SojeviTrichoderma cesto se mogu identificirati prema osobitoj morfologiji koja
ukljucuje brzi rast, svijetlo zeleniili bijeli konidialni pigmenti. Bissett je (1991.) predlozio
uklju¢ivanje svih anamorfnih oblika Hypocrea u rod Trichoderma.U vecini slucajeva,
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anomorfni forenzicari rod Trichoderma i Hypocrea mogu razlikovati po tome §to imaju
manje regularni uzorak razgrananja na neodredeni broj razina. Odjeljak Hypocreanum je
polifiletski i moze se dokazati kao neodrziva grupacija.Odnos vrsta koje se mogu smjestiti u
odjeljku Hypocreanum vjerojatno se moze odrediti samo rjeSavanjem njihovih teleomorfnih
veza i genetskim odnosima kroz makromolekularne istrage. Ove vrste rijetko se susrecu osim
kao izolacije askospora iz teleomorfa.Teleomorf ili spolni stadij pripada porodici
Hypocreaceae. Prvi opis H. rufa je iz 1796. godine zabiljezen od strane Persoona koji ga
naziva Sphaeria rufa. Tek 1849. Fries ovu vrstu smje$ta u novi rod Hypocrea. Karakteristika
teleomorfa je razvitak smedih, ili ¢ak Zutih i narancastih stroma. Mogu se na¢i na kori od
drveca ili mogu parazitirati na plijesnima koje se razvijaju u vlaznim stambenim prostorima.
Askospore su dvostani¢ne, sadrze 16 askospora bezbojne ili zelene boje (Popovi¢ 2010).
Spolno plodno tijelo se naziva peritecij kruskolikog, jajolkog ili elipsoidnog oblika (Jaklitsch
i sur 2006.).

2.1.2.Primjena

Rod Trichodermase $iroko primjenjuje u mnogim granama industrije. Primjerice
metabolicki produkti roda Trichoderma primjenjuju se u izbjeljivanju traperica koje se naziva
jos 1 ,stone wash* stil. Takoder primjenjuje se u kemijskoj te farmaceutskoj industriji
(Harmann 2006.).Najvaznija je ipak primjena u poljoprivredi gdje se koristi dvostrano: kao
biofungicid te kao biljno gnojivo koje promovira rast biljke. Clanovi roda Trichoderma
pospjeSuju raspadanje ostataka biljaka u tlu. Neke vrste, poput T. reesei, odli¢ni su
proizvodaci enzima za razgradnju celuloze i zbog toga se koriste kod razgradnje celuloze u
biotehnoloskoj industriji (Kubicek i Panttila 1998.).Druge vrste iz roda Trichoderma, npr. T.
harzianum, T. virens, T. atroviride, i T. asperellum, poznate su kao potencijalna sredstva za
zastitu od biljnih patogenih gljiva (Papavizas 1985.).

Na trziStu Hrvatske prvi mikrobiolo§ki pripravak se pojavio 1990. godine. Koristio se
za suzbijanje sive plijesni (Botrytis cynerea) pod nazivom Trichodex. Primjenjuje se na
grozdu i jagodama te sadrzi T. harzianum. Posljednjih godina uspje$no se koristi i vrsta
Trichoderma asperellum u pripravku Trifender na nacin da se preventivno prska (1%)
povrSina tla prije sjetve ili sadnje ratarskih i povrtlarskih kultura. U 2010.godini ovim
pripravkom je ostvaren 31,4 % veci prinos gomolja krumpira. Pokus je bio postavljen u
srediSnjem dijelu Medimurja te su obuhvacene tri gospodarski rasirene sorte Krumpira:
Adora, Laura te Vineta (Medimurje 2010".).Medu novijim proizvodima je i Vital Tricho,
mikrobioloski preparat koji sadrzi antagonisticke gljive Trichoderma asperellum i
Trichoderma viride. Koristi se kao sredstvo za biolosku kontrolu patogenih
mikroorganizama, za poboljSanje strukture tla i stvaranje povoljnih uvjeta za rast i razvoj
biljke. Suzbija i djeluje nepovoljno na patogene mikroorganizme koji izazivaju pojavu bolesti

"https://medjimurje.hr/aktualno/kolumne/korisni-mikroorganizmi-protiv-biljnih-patogena-
3331/pristupljeno 15.8.2016.


https://medjimurje.hr/aktualno/kolumne/korisni-mikroorganizmi-protiv-biljnih-patogena-3331/
https://medjimurje.hr/aktualno/kolumne/korisni-mikroorganizmi-protiv-biljnih-patogena-3331/

Phytophtora spp., Phytium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Verticilium spp. te
Sclerotinia spp.(emteh 2016.%).

2.1.3. Ekologija

Trichoderma vrste nastanjuju razlicite tipove tla od Sumskih do poljoprivrednih.S
obzirom na to da su pravi mikroparaziti idealno mjesto na kojem se nastanjuju je korijenov
sistem. Korijenov sistem vrstama roda Trichoderma predstavlja idealno mjesto za
pronalazenje drugih vrsta filamentoznih gljiva, koje su najceS¢e uzrocnici biljnih bolesti
biljke domacina. Unistavaju¢i uzro¢nike biljnih bolesti Trichoderma vrste Stite biljku od
infekcija od strane fitopatogenih gljiva te je korijen, koji je u mikorizi, bujniji nego onaj koji
nije u mikorizi (Slika 2.2.).

Slika 2.2. Prikaz razlike izmedu normalnog korijena i korijena u mikorizi vrstom T. viride®.

Ove vrste se takoder ukljucuju i u razli¢ite biokemijske procese u biljci. Navedeni
utjecaji pridonose boljem zdravstvenom stanju biljke te njenoj vecoj produktivnosti. Samim
time biljke su bujnije te zelenije 1 plodonosenje je bolje (Harman 2000.).Vrste koloniziraju
korijen ne samo povr§inski, ve¢ prodiru¢i u epidermu ili sloj stanica ispod nje, neki biotipovi
uspostavljaju snaznu i dugotrajnu kolonizaciju na povr$ini korijena (Slika 2.2.) (Uphoff i sur.
2006; Yedidia i sur. 2000.).

Kadaizlu¢evine Trichoderma vrste probiju biljno tkivo, biljka aktivira obrambeni
mehanizam. No, kako Trichoderma ne parazitira biljno tkivo ve¢ se uspostavlja mikorizni
odnos od kojeg ¢e sama biljka imati dosta koristi. Gljiva omoguc¢ava povecanje rasta biljke,
bolje usvajanje hraniva te induciranu sistemi¢nu ili lokalnu otpornost biljke na patogene
(Uphoff i sur. 2006.).

*http://emteh.hr/novosti/-novi-preparat-u-ponudi-vital-tricho/ pristupljeno 20.10.2016.
*http://www.abm1st.com/international/src/trichoderma-benefits, pristupljeno 20.10.2016.
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U pocetku je vrsta Trichoderma viride smatrana kao patogen, danas je vazna za
proizvodnju biofungicida. Ova vrsta u proizvodnji luka i kultiviranih gljiva izaziva zelenu
plijesan. Prepoznatljiva je i po svom brzom rastu u uvjetima optimalne temperature od 20°C
do 28°C. Optimalna pH vrijednost je u rasponu od 4,5 do 5,5. Gljiva se nalazi u tlu te
poboljsava klijavost sjemena cvjetnica, povecava unos fosfora i proizvodi enzime koji
degradiraju celulozni poljoprivredni otpad na alkohol (Samuels i sur. 2006). Vrsta
Trichoderma ima sposobnost da djeluje na druge gljive, djeluje kao parazit fitopatogenih
gljiva te proizvodi antibiotike (Martinko 2015.).Primjenom u vrijeme sjetve postize se
kolonizacija povr$ine sjemena koji supresira naseljavanje patogena na kutikulu sjemena te
otezava kontaminaciju (Samuels i sur. 2006.).Uspostavljanjem mikoriznog odnosa potice se
brzi rast korijena te bolje usvajanje vode i hranjivih tvari. Dokazano je i kako moze
razgradivati toksi¢ne spojeve u zoni korijena i tako smanjiti stres za biljku (Harmann i sur.
2004.).

2.1.4. Optimalni parametri za rast

U istrazivanju provedenom 2014.godine u Indiji Sing i suradnici (2014.) su testirali
pH vrijednosti u rasponu od 4.0-8.0. Dokazano je kako veéi broj izolata najveéi micelarni rast
pokazuje na pH vrijednostima 6.5,7.5 te 5.5. Minimalni rast zabiljeZen je na vrijednostima
4,0 te 4,5. Nakon 16 dana povecanje mase kod T. harzianum, T. viride i T.asperellum je bilo
vece nego kod ostalih vrsta u svim pH rasponima. Umjeren rast zabiljezen je kod vrsta T.
koningii, te T.virens. Kod vrsta T. viride, T. harzianum i T. asparellum na pocetku je veca
koli¢ina biomase proizvedena na pH vrijednosti 7,0 no kasnhije povecanjem perioda
inkubacije ta vrijednost pada na 5,5. Studija je pokazala da Trichoderma vrste bolje
uspijevaju u kiselom pH okruzenju. Vrste Trichoderma su pokazale dobar rast na razli¢itim
temperaturama. Vecina Trichoderma vrsti je fotoosjetljiva te proizvode konidije u razdoblju
svjetlosti (Singh i sur. 2014.).Optimalna temperatura za rast kolonije je 25-31 °C.
Temperature iznad 30°C potpuno obustavljaju rast (Kumar i Pundir 2009.). Maksimalna
koli¢ina biomase je zabiljeZena u sli¢aju T. harzianum na temperaturi 25°C, manje vrijednosti
na 20 i 35°C.

2.1.5. Morfologija

Kolonije T.viride imaju karakteristicnu smaragdno zelenu boju. Zbog ¢injenice da
spada u diuralne vrste pri izmjeni dana i no¢i formira karakteristicne koncentricne krugove
zelene do tamnozute boje. Konidije su maslinasto zelene boje veli¢ine od 2,5-4 um. VrstaT.
viride rjetko stvara hlamidospore, ako nastanu najce$ce su jajolike te prozirne do blijedozute
boje (Samuels i sur 2006.).Tipi¢no za rod Trichoderma su grananja nalik na drvo ili piramidu
(konidiofori). Konidiofori nose kratke filijale koje rastu pojedina¢no ili u grupi. Mogu biti



skupljene u hrpu koju ¢ini 10-20 konidija pri ¢emu su jednostani¢ne, veli¢ine od 2.5 do 4 pm
grubo zrnate membrane (Kumar i Pundhir 2009.).

Slika 2.4. 1zgled kolonije T. viride(foto: M.Pavina).

2.2 Kalcij

Kalcij je zemnoalkalijski metal. On je intercelularni glasnik u citosolu te kao
dvovalentni kation ima strukturne uloge u stani¢noj stijenci i membrani (Marschner1995.).
Kalcij ne sudjeluje u gradi Zive tvari, osim u nekoliko manjih spojeva. Takoder, utjeCe na
fizikalno-kemijska svojstva protoplazme, aktivira dvadesetak enzima. Nakuplja se u
stani¢nim stijenkama, vakuolama, jezgri, kromosomima, kloroplastima i mitohondrijima
(Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢ 2011.).

Kalcij se u tlu nalazi u obliku karbonata, sulfata ili fosfata, a u biljci ¢ini 0,2 do 3,5 %
masesuhe tvari. U stanici moZe kao dvovalentni kation tvoriti soli s kiselim sastojcima
stanicne stjenke, npr. pektinima. Nuzan je za funkcioniranje membrana. Ukljuc¢en je kao
sekundarni glasnik u brojnim odgovorima na okoliSne i hormonske signale, a moze biti vezan
na kalmodulin - regulatorni protein u citosolu. Kompleks kalmodulin/Ca®*ukljucen je u
regulaciju brojnih metabolickih procesa. Kalcij sluZi i kao relativno nespecifican kofaktor za
niz enzima te sudjeluje u balansiranju djelovanja drugih kationa. ViSak kalcija u stanici se
fiksira u obliku oksalata i karbonata, a rjede u obliku sulfata i fosfata (Skvorc i sur 2014.).

Vazan je za biljke jer kao dvovalentni kation ima strukturne uloge u stani¢noj stijenci
i membrani, on je intercelularni glasnik u citosolu (Marschner1995.).Razgradnjom primarnih
minerala silicija i sekundarnih minerala kalcija oslobada se kalcij koji je u tlu pretezito
sorbiran ili gradi sekundarne minerale. Anorganske rezerve kalcija u tlu su prosjecno 0,2-2%
dok su u karbonatnim tlima 10%. Vazna je i uloga kalcija u odrzavanju pH vrijednosti jer on
indirektno utjeCe na raspolozivost bora, zeljeza,mangana, cinka i bakra. Kalcij je vrlo vazan i
u odrzavanju strukture tla te utjeGe na vodnozra¢ni rezim i oksido-redukcijske procese. U
ekstremno kiselim tlima kod pH vrijednosti <4,0 dolazi do izravne toksi¢nosti H" iona, kod
pH <5 &esta je toksi¢nost iona AI** i Mn?*, kod pH >4,2 toksi¢nost H' iona je neizravna i to
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putem aktivacije teskih metala. Biljke usvajaju kalcij u ionskomobliku Ca?* njegovo
usvajanje je znatno sporije od ostalih elemenata. NajviSe ovog elementa ima u li§¢u, starije
lis¢e je bogatije nego mlade. Jednosupnice u prosjeku sadrze manje kalcija od dvosupnica.
Kalcij se u biljkama premjesta transpiracijskom strujom u ksilemu dok je kretanje floemom
vrlo slabo ili se uop¢e ne dogada. Kalcij sudjeluje u gradi pektina i fitina te sudjeluje u
neutralizaciji suviSne kiselosti stani¢nog sadrzaja, posebice vakuole. Ima znacajnu ulogu u
opskrbljenosti biljaka kalijem, natrijem, dusikom, fosforom i borom jer je faktor sinteze
oksalooctene kiseline.Znacajna je uloga kalcija u smanjenju hidratiziranosti protoplazme,
povecanju njene viskoznosti, stabilizaciji srediSnje pektinske lamele stanine stijenke,
stabilnostikromosoma te stabilnosti jezgre.Visok ili nizak sadrzaj kalcija negativno utjece na
pH i samim time loSe se odrazava na raspolozivost ostalih elemenata. Nedostatak kalcija se
opaza u listovima. Taj nedostatak se naziva kloroza te je popracen sporijim rastom biljke,
grmolikim izgledom te sporijim razvojem Korijena. Lis¢e se pocinje uvijati, pojavljuju se
tamnosmede zone s odrvenjelim i za¢epljenim provodnim elementima. Kod deficita kalcija
biljke proizvode polen slabije klijavosti §to uzrokuje problem kod oplodnje (Skvorc i sur
2014.).

2.2.2 Kalcizacija

Kalcizacija je agrotehnicka mjera koja podrazumijeva unoSenje kalcija radi
neutralizacije kiselosti tla. Ovo je vrlo stara agrotehni¢ka metoda koju su poznavali i drevni
narodi te izaziva pozitivne u€inke u raspoloZivosti hraniva (fosfora i teSkih metala). Kod
primjene ovog postupka preporucuje se postepena promjena pH kako se fizikalna i kemijska
svojstva tla nebi poremetila. Kalcizacijom se pomi¢e ravnoteza tvorbe i razlaganja humusa te
nakon pocetne plodnosti moze dovesti tlo u fazu iscrpljivanja 1 smanjene
produktivnosti.Mogu¢ je i izrazit pad raspolozivosti fosfora i mikroelemenata Sto predstavlja
jos jedan razlog za oprezno provodenje kalcizacije. Dodatne agrotehnicke mjere koje je
potrebno razmotriti uz ovu mjeru su:meliorativna gnojidba, humizacija i primjena
mikroelemenata. Za ovu metodu najces¢e se koristimljeveni kalcijev karbonat, lapor,
dolomitili drugi otpadni materijali koji sadrzi kalcij (Jug 2016.).

2.2.3. Simptomi nedostatka kalcija

Kako bi utvrdili simptome nedostatka kalcija i njegovu zavisnost s drugim
elementima King i suradnici (2009.) su proveli istrazivanje. U navedenom istrazivanju
macuhica je uzgojena hidroponski kako bi se mogli pratiti simptomi nedostatka kalcija.
Primarni simptomi nedostatka postali su vidljivi na najmladem tkivu gdje je bila vidljiva
diskoloracija, uvijanje listate na kraju nekroza. Nakon toga mjeren je utjecaj nedostatka
kalcija u razdoblju od sedam dana u razli¢itim fazama razvoja biljke. Ovime su dokazali kako
bez obzira na vremenski period kad je kalcij uskracen biljci ona svejedno na kraju ima iste
simptome nedostatka. Takoder, navode Cesto slitne simptome nedostatka bora kod biljaka



koji se pogresno tumaci nedostatkom kalcija(Slika 2.5.).Razlika u ova dva elementa je $to u
nedostatku bora biljke ne razvijaju nekrozu. Koncentracija u tkivu kojem je bio uskracen
kalcij (0,56%) bila je znacajno niza od kontrole (0,80%). Utvrdena je povezanost deficita
kalcija s nizim koncentracijama kalija, sumpora, magnezija i cinka. Daljnjim istrazivanjem
koncentracija kalcija je u Cetvrtom tjednu iznosila 0,83 %, dok je vrijednost kontrole iznosila
1,18%. Ovim pokusom prikazana je povezanost elemenata s nedostatkom kalcija kao i
Cinjenica da nedostatak kalcija u jednom stadiju proizvodnje ne nestaje ve¢ je prisutan
tijekom cijelog perioda (King i sur 2009.).
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Slika 2.5. Prikaz nedostatka kalcija pocetna i napredna kloroza (a i b), kontrola (c) te
nedostatak bora pocetna i napredna kloroza (d i e)4

*http://hortsci.ashspublications.org/content/44/6/1566.full prostupljeno 9.9.2017
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2.3.Macuhica

Odabrana cvjetna vrsta u ovom pokusu je bila macuhica. Macuhica pripada porodici
Violaceae, rodu Viola (Tablica 2.6) koji obuhvaca oko 400 vrsta.

Tablica 2.6Sistematika macuhice

CARSTVO Plantae
ODJELJAK Magnoliophyta
RAZRED Magnoliopsida
RED Violales
PORODICA Violaceae
ROD Viola

Prema boji ma¢uhice mozemo podijeliti na jednobojne i dvobojne te viSebojne.Prema
veli¢ini cvijeta na velike (8,8 do 11,4 cm u promjeru), srednje (6,3 do 8,8 cm u promjeru) te
multiflora (3,8 do 6,3 cm u promjeru) (Paradikovi¢ 2006.).Predstavnici roda Violasu: Viola
tricolor, Viola odorata,Viola x wittrockiana te Viola cornuta.

2.3.1.Morfologija

Macuhica je dvogodiSnja zeljasta biljka iz porodice ljubica (Violaceae). U
dvogodis$nje zeljaste biljke ubrajaju se one vrste €iji vegetacijski period pocinje u ljeto ili
jesen jedne godine te zavrSava u proljece ili ljeto sljedeé¢e godine (Tosi¢ 1967.). Rod Viola
prve godine razvija se lisna rozeta dok u drugoj godini macuhica cvate te stvara sjeme.
Stabljika joj je uspravna ili povijena, mekana, Suplja 1 razgranata. Listovi su nasuprotni,
duguljasti, uski, smjesteni na dugackoj peteljci. Neke vrste razvijaju razgranate stabljike, a
neke samo prizemen rozete bez vidljive stabljike. Listovi mogu biti razli¢itih dimenzija,
okrugli ili nazubljenog rubate nepravilno rasporedeni na stabljici. Cvjetovi su pojedinaéni,
dugi 1-3 cm, rastu na peteljci iz pazusca listova. Promjer cvijeta macuhice je u rasponu od 6-
11 cm (kod krupnocvjetne macuhice). Cvjetne stapke kod macuhica su uglate i krhke. Latice
su obrnuto jajaste, mogu biti razli¢itih boja. Latice se medusobno preklapaju te imaju
barSunastu strukturu. Miris je ugodan, jace izrazen kod nekih vrsta primjerice Viola odorata
(Erhati¢ 1 sur. 2010.). Plod je tobolac unutar kojegse nalazi sjeme sive ili Zuckaste
boje.Svjeza biljka se sastoji od 4,40% saponinate ima ukupnu koli¢inu karotenoida od 8,45
mg na 100 g.
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2.3.2. Viola x wittrockiana Gams.

Vrsta Viola x wittrockiana Gams je nastala krizanjem divljih vrsta iz porodice
Violaceae (Viola tricolor,Viola luteae,Viola cornuta i Viola altaica). Od kad je nastala pa do
danas stvoren je velik broj sorata, medu najpoznatijim su: Azure Blue, Sunny boy te Celestial
Queen (Bacévanski, 2011.).Macéuhicu odlikuju cvjetovi s pet latica koje se medusobno
preklapaju, promjera i do 8 cm (Slika 2.7.). Dolaze u raznim kombinacijama boja: bijela,
zuta, plava te ljubiCasta s karakteristicnim tamnijim dijelom. Za razliku od viSebojnih na
trziStu su prisutne 1 jednobojne sorte (Kuko¢ 2005.). Najbolje uspjeva na svijetlom mjestu na
rastresitom tlu bez previSe vlage. Visina same biljke varira, a obi¢no se krece izmedu 15 do
20 centimetara, dok je Sirina 10 do 20 centimetara.

Slika 2.7.Viola x wittrockiana Gams. u cvatu (foto: M.Pavina).
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2.3.3.Uzgoj

Sadnja se moze provoditi na gotovo svakom tipu tla no prije sadnje je dobro pognojiti
I poravnati tlo. Razmak sadnje je od 20-30cm te treba izbjegavati polozaje gdje je biljka
izloZena vjertu ili golomrazici. Nakon sadnje potrebno je odstranjivati korov koji zbog jacih
kompeticijskih sposobnosti oduzima macuhici hranjiva. Proizvodnja presadnica macuhica
moze se odvijati u dvije razli¢ite metode. Prva metoda je sjetva na sjetvene gredice, u
klijjalista ili zemljane lonce. Druga metoda je sjetva na otvoreno pri ¢emu se vodi racuna o
terminima prodaje presadnica u jesen i proljece. Zastupljenija je prva metoda prema Kojoj su
rokovi sjetve od 20. lipnja do 15. srpnja za prodaju u jesen te 10. srpnja do 1. kolovoza za
proljetni turnus. Za proizvodnju 1000 biljaka potrebno je 3-5 g sjemena (u povoljnim
uvjetima za odredene sorte 2-3 ). Sjetva se obavlja u klijaliSta s razmakom izmedu redova 5-
8 cm. Nakon sjetve sjeme se pospe tankim slojem propusne zemlje. Prije sjetve potrebno je
dezinficirati tlo protiv bolesti i korova. U kontejnerskoj proizvodnji rast biljaka se kontrolira
regulatorima rasta kako bi se postigao optimalni izgled biljaka. Ako su biljke nize
jednostavnije su za transport i manipulaciju (Paradikovi¢ 2006.). Neki od regulatora rasta koji
se pojavljuju na nasem trziStu su: Kklor-kolin-klorid (CCC), ancymidol i paclobutrazol.
Koncentracije ovise o preporukama proizvodaca. Regulatori se primjenjuju rano ujutro ili
kasno predvecer. Ogranic¢avajuéi faktor je temperatura koja nesmije prelaziti 15°C te prilikom
pojave cvjetnih pupova regulatori se vise ne primjenjuju.Ako se presadnice proizvode u
multipot-plocama proces se odvija u cetiri faze. Prva faza traje Cetri do sedam dana,
temperatura je 20°C a postotakvlage 90-95 %. U ovoj fazi korijenje je duzine 0,6-1,3 cm.
Druga faza traje sedam dana, a zapo¢inje izbijanjem klice na povrSinu tla. U ovoj fazi vazno
je odrzavati kotiledone zdravim i kvalitetnim. Potrebno je svjetlo kako nebi doslo do
izduzivanja stabljike (etiolacija). Prilikom svakog zalijevanja dodaje se prihrana sastavljena
od 0,1% mineralnog gnojiva. Optimalna temperatura je od 20 do 21 °C. Vazno je odrzavati
supstrat vlaznim tijkom ove faze. Treéa faza traje 15 dana pri temperaturi 18°Cdo 19 °C.
Trec¢a faza zahtjeva viSe svjetlosti te prihranu duSikom. Cilj je u ovoj fazi posti¢i zdravo
korijenje. Cetvrta, ujedno i zavrna faza traje 10 do 12 dana. U ovoj fazi izdanci su 3-4 cm
visinete nose tri do Cetiri para listova.Kako bi se postigao ujednacen izgled koriste se
regulatori rasta.Supstrat je homogena smjesa sastavljena od organskih, anorganskih i
sintetskih komponenti. Supstrat treba omoguciti optimalne uvjete za rast i razvoj biljke.Neke
od osobina koje mora imati dobar supstrat su: stabilnost organske tvari, odnos ugljika i
dusika, specificna tezina supstrata koja se odnosi na to da biljci pruzi uporiSte, sadrzaj
hranjiva kao i kemijska reakcija (pH), zadrzavanje vlage i prozracnosti te sposobnost
supstrata za izmjenu kationa. Ako je supstrat lose kvalitete moze do¢i do pojave bolesti,
smanjenog broja listova, cvjetova ili cvjetnih pupova. Vazno je prilikom odabira supstrata
paziti na optimalan pH za odredenu cvjetnu vrstu te na njegov vodni i zrac¢ni kapacitet.
Sjemenke macuhica su osjetljive na visoku razinu amonijaka u supstratu te se mora pridati
veca pozornost sastavu(Paradikovi¢ 2006; Vinceljak-Toplak 2010.).
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3. MATERIJALI I METODE

U istrazivanju je koriSten autohtoni izolat gljive Trichoderma viride STP koji je
izolirala izv.prof.dr.sc.S.Topolovec-Pintari¢ (Topolovec-Pintari¢ 2010.) te se ¢uva u zbirci
izolata Zavoda za fitopatologiju Agronomskog fakulteta (dalje Zavod). lzolat STP je
porijeklom s korijena pSenice.Pripadnost vrsti je odredenapo morfoloskom kljuéu, a
determinacija je potvrdena PCR metodom.U svrhu izrade mikrokapsula izolat STP je
umnazan U laboratoriju Zavoda uzgojem u Cistoj kulturi na PDA supstratu u petrijevkama
promjera 10 cm, uz inkubaciju u klima komori tijekom sedam dana pri 24 °C i u tami.

Inkapsulacija gljive u mikrokapsule s dodatkom kalcija odnosno postupak izrade
mikrokapsula ¢uva se u tajnosti te nece biti ovdje prikazan jer se razvija u projektu HRZZ:
Nove biopolimerne mikrokapsule za kontrolirano otpustanje tvari za zastitu/ishranu bilja
(voditelj M. Vincekovié). Mikrokapsule su prikazane na slici 3.1.

Pokus je postavljen dana 14. listopada 2015. u plasteniku Zavoda po slucajnom
bloknom rasporedu s 4 ponavljanja i samo dvije varijante: 1) Mikrokapsule STP+Ca-
aplikacija mikrokapsula na osnovu izolata STP s dodatkom kalcija u rizosferu test biljaka;2)
Kontrola (K) — izostavljena aplikacija mikrokapsula STP+Ca, netretirane biljke. Po varijanti
je testirano 100 biljaka tj. 25 biljaka u ponavljanju,a ukupan broj biljaka u pokusu bio je 200.
KoriStene su macuhice nabavljene od lokalnog proizvodaca macuhica.Biljke su uzgajane u
supstratu Klasmann-Delmann Supstrat 2 GmbH (Geeste, Njemacka),koji je takoder nabavljen
od istog lokalnog proizvodaca macuhica. Omjer NPK u ovom supsrtratu iznosi 14:10:18, a
pH vrijednost supstrata je 5,5- 6,5. Prije presadivanja biljaka supstrat je steriliziran
autoklaviranjem. Presadivanje je obavljeno u stadiju klijanaca sdva para pravih listova, tako
da je jedna biljka posadenaulonc¢i¢ promjera 9 cm (Slika 3.2). Lon¢i¢i su takoder nabavljeni
od istog lokalnog proizvodaca macuhica prethodno dezinficirani tehnoloskim alkoholom.

Mikrokapsule su aplicirane prilikom presadivanja presadnica. Ukupna koli¢ina
mikrokapsula po biljci je iznosila 2 grama, a izmjerena je vaganjem za svaku biljku
pojedina¢no.Na supstrat u lon¢icu najprije su ruc¢no polozenemikrokapsule STP+Ca, a potom
je dodana presadnica macuhice kako bi se mikrokapsule STP+Ca pozicionirale u podrucje
korijena njezne presadnice (Slika 3.3.).

Prikupljanje rezultata radi pracenja i vrednovanja ucinka aplikacije mikrokapsula
obavljeno je kroz sedam ocitavanja u razmacima od tjedan dana: 1) 21.10.2015.; 2)
4.11.2015.; 3) 17.11.2015.; 4) 24.11.2015.; 5) 1.12.2015.; 6) 8.12.2015.; 7) 21.12.2015.

Podaci su prikupljeni mjerenjem sljedecih parametara: Duzina, §irina i visina biljke,broj
listova po biljci, dimenzije najveceg lista (Sirina i duzina) te broj cvjetova. Tijekom pokusa
primijeCena je siva plijesan (Botrytis cinerea) te pepelnica (Erysiphe sp.) te je 9.12.2015.
provedena aplikacija fungicida Quadris (Syngenta, Svicarska)i Teldor (Bayer, Njemacka).
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Utjecaj mikrokapsula na osnovu izolata STP obogacenih kalcijem na vegetativni rast
i cvatnju macuhicevrednovanje za svaku pracenu karakteristiku. Modificiranom
interpretacijom Towsend-Heubergerova(1943.) Indeksa ucinkovitosti (1), a prema Topolovec-
Pintari¢ i sur.( 2013.).

INDEKS(% )= (a—b/a) x 100

a = srednja vrijednost utretmanu

b = srednja vrijednost u kontroli

Aplikabilnosti formulacije u uzgoju macuhica vrednovana je temeljem uocenih
prednosti i nedostataka prilikom rukovanja formulacijom.
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Slika 3.1.

Slika 3.3. Izvr$ena aplikacija mikrokapsula STP+ Ca nakon odvage (foto: M.Pavina).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Provedeno istrazivanje omogucilo je prikupljanje podataka utjecaja izolata T. viride
STP na oslobadanje kalcija iz mikrokapsula te ucinkovitosti 1 aplikabilnosti formulacije
mikrokapsula na osnovu izolata STP obogacenih kalcijem. Ucinkovitost mikrokapsula
STP+Ca na biljni rast vrednovana je prema mjerenjima parametara za sedam obiljezja: visina,
Sirina i duzina biljke, broj listova, $irina najveéeg lista, duzina najveéeg lista i broj cvjetova.
Procjena efekta aplikacije mikrokapsula STP+Ca vrednovanaje za svako obiljezje
modificiranom interpretacijom Indeksa uc¢inkovitosti (I)za vrednovanje u¢inkovitosti T. viride
na biljni rast kupusa i cikle (Topolovec-Pintari¢ i sur. 2013.).U praksise originalnim
izraCcunom Townsend-Heubergerova Indeksa | vrednuje uéinkovitost primjenjenog fungicida
na suzbijanje bolesti te se ocekuje najviSi intenzitet bolesti na kontrolnim netretiranim
biljkama (Townsend-Heuberger, 1943.).U istrazivanju ucinkovitosti bio-gnojiva, dakle
ovakvom tipu istrazivanja, ulazi se s pretpostavkom da ¢e vrijednosti na kontroli biti nize jer
se od formulacije bio-gnojiva oc¢ekuje pozitivan utjecaj na biljni rast.

U provedenom istrazivanju svih sedam obiljeZja razvoja biomase i cvjetanja macuhice
mikrokapsule STP+Ca imale su slabije djelovanje $to je vidljivo ve¢ iz srednjih vrijednosti
o¢itanih rezultata. Naravno da se to odrazilo na izra¢un Indeksa Ikoji su imali negativan
predznak te kod interpretacije ustvari treba voditi racuna da kao takvi pokazuju koliko
postotaka je tretman Mikrokapsule STP+Ca bio losiji od Kontrole. Rezultati su prikazani u
tablicama 4.1-4.8.

Prvo ocitanje provedeno na macuhicama tretiranim Mikrokapsulama STP+Ca pokazalo je
kako Kontrolne biljke bolje napreduju. U pocetnom ocitanju jo$ nije bila formirana rozeta te
je utvrden samo broj listova. Vecibroj listova utvrden je na Kontroli (5) nego na varijanti
Mikrokapsule STP+Ca (4,4). Drugo o€itavanje je takoder pokazalo kako Kontrolne biljke
bolje napreduju (7,10) u odnosu na Mikrokapsule STP+Ca (6,62). U tre¢em ocitanju
vrijednost na Kontroli iznosi 11,34 listova dok je ocitana vrijednost za varijantu
Mikrokapsule STP+Ca bila 9,84. Najvecéa razlika je zabiljezena tokom cCetvrtog ocitanja,
vrijednost oc¢itanja na Kontroli je iznosila 16,46 dok je vrijednost na varijanti Mikrokapsula
STP+Ca bila manja te je iznosilal3. Srednja vrijednost petog ocitanja varijante Mikrokapsule
STP+Ca iznosila je 8,47 dok je kod Kontrole ta vrijednost ve¢a i iznosi9,98.Najveci broj
listova prilikom prvog ocitanja varijante Mikrokapsule STP+Ca iznosio je 7 dok je najmanji
bio 2 lista. U Kontroli najveca biljka je imala takoder 7 listova, a najmanja 3 lista.Broj listova
nije pracen u sljede¢im mjerenjima 1.prosinca, 8.prosinca i 21.prosinca zbog bujnog rasta
rozete.

Prilikom prvog ocitanja za parametar $irina lista Kontrola je pokazala bolje rezultate. Tokom
sljedeceg ocitanja razlika izmedu dvije varijante se smanjila te je srednja vrijednost Kontrole
iznosila 24,26 dok je kod varijante Mikrokapsule STP+Cavrijednost bila manja te je
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iznosila23,56. U sljede¢im ocitavanjima razlika se povecala te je tako 24. studenog iznosila
za Kontrolu 46,22 a za varijantu Mikrokapsule STP+Ca 40,87.

Parametar duljina lista pracen je tokom Cetiri ocitanja. Prilikom prvog ocitanja srednja
vrijednost varijante Mikrokapsula STP+Ca je manja(18,77) od srednje vrijednosti Kontrole
(19,76). Maksimalna vrijednost u ovom ocitanju zabiljeZena je kod Mikrokapsula STP+Ca te
je iznosila 30. Prilikom sljedeceg ocitanja srednja vrijednost Kontrole je ponovno veca (24,9)
u odnosu na Mikrokapsule STP+Ca (23,5). No, maksimalna zabiljezena vrijednost je opet
kod varijante Mikrokapsule STP+Ca i iznosi 37. Prilikom ocitavanja 17. i 24. studenog
maksimalna veli¢ina i srednja vrijednost su vec¢e kod varijante Kontrola.

Parametar Sirina biljke u prvom ocitavanju pokazuje manju prosjeénu vrijednost
Mikrokapsula STP+Ca(32,14) od Kontrole (34,69). Maksimalna vrijednost ovog parametra
zabiljeZena je kod varijante Mikrokapsula STP+Ca(70), dok je kod Kontrole manja(60). Prvo
oCitavanje u listopadu pokazuje vecu vrijednost Kontrole te jednaku maksimalnu vrijednost
za obje varijante. Tre¢e ocitavanje pokazuje znatno povecanje srednjih vrijednosti u odnosu
na predhodno. Maksimalne vrijednosti su povecane za 30%. Prosjecna vrijednost trec¢eg
o¢itavanja za varijantu Mikrokapsule Stp+Ca je iznosila 83,11dok je za Kontrolu veca i
iznosi 93,80. Posljednje ocitavanje u listopadu pokazuje vecu maksimalnu $irinu biljkekod
Kontrole (160) te nizu vrijednost u varijanti Mikrokapsula STP+Ca (158). Srednja vrijednost
varijable za ovaj parametar je neSto visa kod Kontrole (72,96) u odnosu na vrijednost
varijante Mikrokapsule STP+Ca (69,94).

Parametar visina biljke tokom pocetnog mjerenja ne pokazuje znacajne razlike. Prosje¢na
vrijednost za varijantu Mikrokapsule STP+Ca iznosi 32,23 dok za varijantu Kontrola iznosi
33,8. Najvec¢a maksimalna vrijednost zabiljezena tokom prvog ocitovanja je 60 kod varijante
Mikrokapsule STP+Ca. Ocitavanje 4. listopada donosi veéu prosje¢nu vrijednost tretmana
Mikrokapsule STP+Ca(40,1) dok je kod Kontrole vrijednost 38,17. Maksimalne vrijednosti
tokom ovog o€itavanja su ujednacene. Trece ocitavanje takoder pokazuje vecu vrijednost kod
varijante Mikrokapsule STP+Ca (62,19) u odnosu na Kontrolu (55,66). U ovom o¢itavanju
maksimalne vrijednosti su podjednake te iznose 90. U sljede¢em ocitavanju zabiljeZen je
nagli rast u Kontroli (72,52), dok je rast kod Mikrokapsula STP+Ca neznatan (63,48). Prvo
ocitavanje u prosincu pokazuje izjednacavanje dobivenih srednjih vrijednosti na 103.
Parametar duzinabiljke je o€itavan u Cetri navrata. Prilikom prvog ocitavanja tretman
Mikrokapsule STP+Ca pokazuje losiji rezultat nego Kontrola. Prosjecna vrijednost Kontrole
iznosi 60,43 dok je vrijednost Mikrokapsula STP+Ca 56,6. U drugom ocitavanju razlika se
povecava te prosjecna vrijednost Kontrole iznosi 82,96 u odnosu na vrijednost varijante
Mikrokapsula STP+Ca (73,33).Minimalna i maksimalna duljina rozete u ovom periodu su
podjednake za obje varijante. U treCem oc€itanju maksimalna vrijednost duzine biljke je
zabiljezena kod Mikrokapsula STP+Ca. Posljednje ocitavanje donosi vecu srednju vrijednost
u varijanti Mikrokapsule STP+Ca (127,8) dok Kontrola ima manju vrijednost(125,17).
Prilikom ocitavanja rezultata za varijantu broj cvjetova zabiljeZzen je veci broj cvjetova u
Kontroli nego kod Mikrokapsula STP+Ca. U prva dva mjerenja 21. listopada te 4. studenog
macuhice nisu dostigle fazu cvatnje te ti datumi nisu bili vrednovani. Varijanta Mikrokapsule
STP+Ca tijekom mjerenja 17. listopada imala je 1 cvijet, dok je na Kontroli zabiljezeno 18
cvjetova. U petom ocitanju 1. prosinca zabiljeZzeno je 15 cvjetova na varijanti Mikrokapsule
STP+Ca te 51 cvijet na Kontroli. Razlika izmedu dvije varijante iznosi priblizno 30%. Broj
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cvjetova u Sestom ocitanju za varijantu Mikrokapsule STP+Ca iznosi 27, a za Kontrolu 59.
Zavrsno ocitanje za varijantu Mikrokapsule STP+Ca iznosi 35, za varijantu Kontrola 57.
Konacni rezultat srednjih vrijednosti za broj cvjetova kod varijante Mikrokapsule STP+Ca

iznosi 18,4, dok je Kontrola 45,6.

Tablica 4.1. Prikaz vrijednosti o€itanja za broj listova

Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10.| 4.11. | 17.11. | 24.11. | 1.12. | 8.12. | 21.12. | vrijednost
Mikrokapsule 4.4 6,62 9,84 13 8,47
STP+Ca (2-7) | (4-12) | (6-18) | (6-28) - - -
Kontrola 502 | 7,10 | 11,34 | 16,46 9,98
(3-7) | (5-12) | (5-20) | (8-28) - - -
Tablica 4.2. Prikaz vrjednosti o€itanja za duzinu lista
Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10. 4.11. 17.11. 24.11. | 1.12. | 8.12. | 21.12. | vrijednost
Mikrokapsule 18,77 23,52 35,66 45 87 30,96
STP+Ca (12-30) | (15-37) | (20-51) | (20-50) - - -
Kontrola 19,76 24,93 28,07 47,18 32,48
(10-27) | (13-36) | (23-52) | (18-55) - - -
Tablica 4.3. Prikaz vrijednosti o€itanja za Sirinu lista
Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10. 4.11. 17.11. 24.11. | 1.12. | 8.12. | 21.12. | vrijednost
Mikrokapsule | 16,84 | 23,56 34,4 40,87 28,92
STP+Ca (9-25) | (15-32) | (18-52) | (21-86) - - -
Kontrola 18,53 24,26 36,67 46,22 31,42
(10-27) | (15-36) | (19-50) | (22-63) - - -
Tablica 4.4. Prikaz vrijednosti za parametar duzina biljke
Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10. 4.11. 17.11. 24.11. | 1.12. | 8.12. | 21.12. | vrijednost
Mikrokapsule 56,6 73,33 105,41 | 127,48 90,73
STP+Ca (31-86) | (40-105) | (62-155) | (63-171) - - -
Kontrola 60,43 82,96 110,14 | 125,17 94,67
(34-95) | (41-106) | (60-153) | (81-174) - - -




Tablica 4.5 Prikaz vrijednosti za parametar Sirina biljke

Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10. 4.11. 17.11. 24.11. | 1.12. | 8.12. | 21.12. | vrijednost
Mikrokapsule | 32,14 57,18 83,11 | 107,3 69,94

STP+Ca | (12-70) | (26-92) | (50-130) | (52-158) | - - -

Kontrola 3469 | 60,29 | 93,80 | 103,04 72,96
(16-60) | (31-92) | (50-135) | (62-160) | - - -

Tablica 4.6. Prikaz vrijednosti za parametar visina biljke

Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10. | 4.11. | 17.11. | 24.11 1.12. 8.12. 21.12. | Vvrijednost

Mikrokapsule | 32,23 40,1 62,19 63,48 103,4 107,98 | 127,93 76,76
STP+Ca (20-60) | (18-58) | (30-90) | (31-115) | (42-148) | (72-154) | (60-168)

Kontrola 33,08 | 38,17 | 55,66 72,52 103,66 120,23 1259 78,46
(5-55) | (15-58) | (20-90) | (38-106) | (45-141) | (74-156) | (61-166)

Tablica 4.7. Prikaz vrijednosti za broj cvijetova

Tretman Datumi ocitanja Srednja
21.10. 411. | 17.11. | 24.11.| 1.12. | 8.12. | 21.12. vrijednost
Mikrokapsule 0 0 1 14 15 27 35 18,4
STP+Ca Maksimalan broj cvjetova po biljci: 2
Kontrola 0 | 0 [ 18 | 43 [ 51 | 59 | 57 45,6
Maksimalan broj cvjetova po biljci: 3

Kako bi se mogao vrednovati utjecaj Mikrokapsula STP+Ca na vegetativni i generativni rast
macuhice originalna Towsend-Heuberger (1943.)formula za izracun indeksa u¢inkovitosti je
modificirana. Naimeu praksi se Indeksom vrednuje u¢inkovitost primijenjenog fungicida na
suzbijanje bolesti te se oéekuje najvisi intenzitet bolesti na kontrolnim netretiranim biljkama.
U ovakvom tipu istrazivanja ucinkovitosti bio-gnojiva, ulazi se s pretpostavkom da ce
vrijednosti na kontroli biti nize jer se od formulacije bio-gnojiva ocekuje pozitivan utjecaj na
biljni rast. Stoga u originalnoj formuli a postaje srednja vrijednost tretmana, a b srednja
vrijednost kontrole, kao S§to je to modificirala Topolovec-Pintari¢ za vrednovanje
ucinkovitostiT. viride na biljni rast kupusa i cikle (Topolovec-Pintari¢ i sur. 2013.). Prema
Indeksima ucinkovitosti mikrokapsule STP+Ca nisu pozitivno utjecale na vegetativni rast
dok su nepovoljno utjecale na generativni rast. Biljne rozete tretiranih biljaka bile su slabije
razvijene (duzina I=-4,34%; Sirina I1= -4,32%), a listovi sitniji (duzina 1=-6,28%; Sirina I= -
8,64%). Tretirane biljke su tjedan dana kasnije ulazile u cvatnju koja je bila daleko slabija
naspram cvatnje kontrolnih biljaka (broj cvjetova 1= -147,83%).
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Tablica 4.8. Indeks uéinkovitosti mikrokapsula STP+ Ca na rast i cvatnju macuhice

RED.BR. OBILJEZJE MIKROKAPSULE KONTROLA |
STP+Ca (%)
1. Duzina biljke 90,73 94,67 -4,34
2. Sirina biljke 69,94 72,96 -4,32
3. Visina biljke 76,76 78,46 -2,21
4. Broj listova 8,47 9,98 -17,83
5. Sirina lista 28,92 31,42 -8,64
6. Duzina lista 30,56 32,48 -6,28
7. Broj cvjetova 18,4 45,6 -147,83

Prema rezultatima iz Tablice 4.8. jasno je uocljivo da je za razliku od drugih mjerenih
parametarabroj cvjetova kod varijante Mikrokapsule STP+Ca drastitno manji nego kod
Kontrole. Razlika izmedu Kontrole (45,6) i Mikrokapsula STP+Ca (18,4) moze se objasniti
Cinjenicom da je nastanak fosfatnih soli (kalcijev fosfat, kalcijev hidroksifosfat, kalcijev
dihidrogenfosfat) supresivno djelovao na broj cvjetova jer macuhica ne odgovara poviseni
fosfat u tlu, kao ni soli.Kao $to je nedostatak fosfora povezan s nedostatkom kalcija tako i
dostupnost kalcija poboljSava dostupnost fosfora u biljci.Izolat STP ucinio je kalcij
dostupnijim biljci, kao i fosfor u supstratu. Medutim, u supstratu se dogodilo vezanje kalcija s
fosforom, koji je bio u suviSku, §to je dovelo do nastanka fosfatnih soli.Utjecaj kalcija na
cvatnju macuhice zbog toga nije bilo moguce vrednovati. Obzirom da su Mikrokapsule
STP+Ca negativno utjecale na generativni rast moze se zakljuéiti kako je inkapsulirana
Trichoderma viride uspjesno aktivirala kalcij i omogucila njegovo ispustanje iz kapsula u
supstrat.

Koristeni supstrat Klasmann-Delmann Supstrat 2 GmbH (Geeste, Njemacka), kako je
ve¢ navedeno, ima odnos NPK 14:10:18. No, macuhica preferira NPK 15:2:20 $to bi znacilo
da u koriStenom supstratu ima fosfora u suvisku te kalija 1 duSika manje nego $to macuhici
pogoduje (Kljak i sur. 2016).Macuhica preferira kisele uvjete te ih vecina proizvodaca i
koristi, no koli¢ina fosfora treba biti ogranicena kako bi biljke ostale kompaktne te ne smije
biti previsoka. Zbog toga bi bilo korisno ponoviti pokus koriste¢i prikladniji supstrat koji vise
odgovara macuhici jer koriSteni supstrat prema uputstvima koji se nalaze na poledini nije
preporucljiv za macuhice, zbog povecanog udjela fosfora. U istrazivanju od strane Whipker i
sur.(2002.) provedenom na North Carolina sveuciliStu autori su dosli do zakljucka da na
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ameri¢kom trziStu ne postoji ni jedno gnojivo koje bi u potpunosti zadovoljilo potrebe
macuhice. Sve mjeSavine gnojiva su osnovne i za zdrave macuhice treba kombinirati razli¢ita
gnojiva koja su u ponudi (15-2-10, 15-3-30, 13-2-13). Ovim postupkom osiguravaju se
adekvatne koli¢ine kalcija, magnezija i mikroelemenata, ali uz to imaju i nisku koli¢inu
fosfora. Vazan faktor kojeg treba pratiti je svakako i pH koji treba ostati unutar prihvatljivog
raspona 5,4-5,8(Whipker i sur. 2002.).

U koriStenom supstratu, dobivenom zajedno s presadnicama macuhice od lokalnog
proizvodac¢a Klasmann-Delmann Supstrat 2 GmbH pH vrijednost je iznosila 5,5- 6,5. No,
macuhicama pogoduje kiseliji pH u rasponu od 5,4 — 5,8 prema Whipker i sur (2002.). Kao
Sto je poznato vrijednost pH je od izuzetnog znacaja za biljku, za njezin pravilan razvoj, ali i
kako bi dostupna hraniva bila na raspolaganju biljci (Kljak i sur. 2016.).

Macuhice su zbog svoje veli¢ine pogodne za rukovanje, ali ujedno su i izrazito
osjetljive. Provedbom istrazivanja uoceni su nedostatci aplikacije navedene formulacije.
Aplikacija se vrSila manualno te je za svaku test biljku bilo potrebno posebno odvagnuti 2
grama. Budu¢i da se presadivanje macuhica u praksi obavlja ru¢no aplikacija Mikrokapsula
STP+Ca nije iziskivala povecani napor. No, prije aplikacije za svaku od ukupno 100 biljaka
bilo je potrebno napraviti odvagu. Ovaj dio je bio izrazito dugotrajan te je iziskivao veliku
preciznost te vrijeme.

Za razliku od Mikrokapsula STP+Ca aplikacije druge formulacijeTrichoderma
viridepokazala je drugaéije rezultate (Storga 2016.).U ovom radu se istraZivao utjecaj izolata
STP na rast 1 cvatnju macuhice, kao 1 aplikabilnost teku¢e formulacije suspenzije spora.
Suspenzija sporaje uspjesno promovirala rast biljaka macuhice i udinila pristupa¢nost hranjiva u
supstratu boljom $to se moze zakljuciti iz veéeg broja listova naspram netretiranih biljaka
Kontrole.Dok je kod Mikrokapsula STP+Ca u Kontroli bio veci broj listova. Kod stimulacije
generativnog rasta suspenzija spora STP se kao i Mikrokapsule STP+Ca pokazala losijom od
netretirane kontrole.Prednosti Suspenzije spora STP su jednostavna dozacija te baratanje
samom suspenzijom (za razliku od prethodno navedenih potrebnih odvaga za varijantu
Mikrokapsule STP+Ca). Polazec¢i od dobivenih rezultata vidljivo je da je suspenzija spora
polucila bolje rezultate u promoviranju vegetativnog rasta od Mikrokapsula STP+Ca.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog pokusa i analizepodataka zaklju¢ujem:

1. Mikrokapsule STP+Ca nisu pozitivno utjecale na vegetativni rast. Biljne rozete tretiranih
biljaka bile su slabije razvijene, a listovi sitniji.

2. Posebno negativan utjecaj mikrokapsule STP+Ca imale su na generativni rast. Tretirane
biljke su kasnije otpocele s cvatnjom naspram kontrolnih biljaka, a stvarale su i manji broj
cvjetova.

3. Aplikacija formulacija mikrokapsule STP+Ca provodila se ru¢no prilikom presadivanja $to
je prihvaljtljivo jer se presadivanje u praksi obavlja ru¢no. Osnovna zamjerka je priprema
odvaga koja je prethodila aplikaciji.

4. Istrazivanje je pokazalo kako je za uzgoj macuhica vazno odabrati odgovaraju¢i hranidbeni
supstrat, koji nema visoku koncentraciju fosfora, te sukladno sastavu supstrata odabirati
odgovarajuéu prihranu, kako kemijsku tako i bio-gnojiva.
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