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SAZETAK

Fusarijska palez klasa (FHB), uzrokovana gljivom Fusarium graminearum (teleomorf
Gibberella zeae (Schw.) Petch) trenutno je jedna od najopasnijih bolesti psenice u svijetu. Stete
od zaraze se o€ituju u smanjenju prinosa zrna te nakupljanju za zdravlje ljudi i Zivotinja Stetnih
mikotoksina. Razvoj otpornih kultivara se smatra naju€inkovitijim nac¢inom kontrole. U
oplemenjivanju na otpornost na FHB koriste se razlicite metode umjetne inokulacije klasa medu
kojima je naj¢esc¢e koriStenja metoda nanosenja inokuluma na klasove pSenice prskanjem u fazi
cvatnje (sprej metoda). Ova metoda je tehnicki i radno zahtjevna pa se kao alternativa predlaze
povrSinsko razbacivanje zarazene kukuruzovine nakon nicanja pSenice (inokulacija
kukuruzovinom). Kod izbora prikladne metode umjetne inokulacije oplemenjivacu je osim
cijene 1 vremena potrebnog za njenu implementaciju vazna 1 visoka heritabilnost metode radi
dobivanja pouzdanih i ponovljivih rezultata. Cilj rada je bio u usporediti heritabilnost dviju
metoda umjetne infekcije i metode prirodne infekcije uzrocnikom fuzarijske palezi klasa
pSenice te procijeniti fenotipske korelacije izmedu navedenih metoda. U 2014/2015.
vegetacijskoj sezoni 18 oplemenjivackih linija iz Bc instituta Zagreb i 5 standarda razlicite
otpornosti na FHB uzgajano je u uvjetima umjetne infekcije uzro¢nicima FHB kao i uvjetima
prirodne infekcije. Signifikantne razlike medu genotipovima utvrdene se za indeks zaraZenosti
klasa (VRI) kod sve tri metode infekcije dok su za Fuzarijem oSte¢ena zrna (FDK) razlike bile
signifikantne samo za dvije metode umjetne infekcije. Za obje ocjene VRI i FDK utvrdena je
signifikantna interakcija izmedu metode i genotipa. Nekoliko oplemenjivackih linija
pokazivalo je otpornost na FHB na razini otpornih standarda. Za VRI utvrdene su jake pozitivne
korelacije (0,85-0,91) izmedu svih triju metoda, dok je u slu¢aju FDK jaka korelacija utvrdena
samo izmedu dviju metoda umjetne infekcije (0,86). Kod sve tri metode infekcije heritabilnost
je bila znatno ve¢a za VRI (0,59-0,95) nego za FDK (0,04-0,54). Takoder, heritabilnost kako
za VRI tako i FDK bila je znatno veca kod dviju metoda umjetne infekcije u usporedbi s

heritabilno$¢u u uvjetima prirodne infekcije.

Klju¢ne rije¢i: psenica, fuzarijska palez klasa, heritabilnost, korelacije



ABSTRACT

Fusarium blight (FHB), caused by the fungus Fusarium graminearum (Gibberella zeae
teleomorph (Schw.) Petch) is currently one of the most dangerous diseases of wheat in the
world. The damage caused by the infection manifests in the reduction of grain yield and
accumulation of mycotoxins harmful for human and animal health. The development of
resistant cultivars is considered to be the most effective method of disease control. In breeding
for resistance to FHB different methods of artificial ear inoculation have been used including
the most common method of spraying of inoculum on wheat ears in the flowering stage (spray
method). This method is technically and labor demanding and as an alternative a surface
scattering of infected maize stalks on the soil surface after the emergence of wheat have also
been proposed (maize stalk method). When choosing an appropriate method of artificial
inoculation in addition to cost and time required for its implementation, ahigh heritability of the
method is required to obtain reliable and reproducible results. The aim of the study was, in a
field experiment including 18 breeding lines from Bc Institute Zagreb and 5 checks with
different levels of FHB resistance, to compare the heritability of two methods of artificial
inoculation (spray and maize stalk methods) and a method of natural infection with fungi that
causes FHB of wheat and to assess the phenotypic correlation between these methods.
Significant differences among genotypes was determined for Visual Rating Index (VRI) for all
three methods of infection while for the percent Fusarium damaged kernels (FDK) differences
were significant only for two methods of artificial inoculation. For both ratings VRI and FDK
a significant interaction between method and genotype was determined. The level of resistance
to FHB in several breeding lines was similar to the resistant standards. For VRI a strong positive
correlation (0.85 to 0.91) between all three methods was found, whereas in the case of FDK
strong correlation was observed only between the two methods of artificial inoculation (0.86).
For all three methods heritability was significantly higher for VRI (0.59 to 0.95) than for FDK
(0.04 to 0.54). Also, the heritability for both SAIl and FDK was significantly higher for the two

methods of artificial inoculation than for natural infection.

Keywords: wheat, Fusarium head blight, heritability, correlation



SADRZA]

1. UVOD ICILT ISTRAZIVANIA ....cooeiiiiieieiete et 4
2. PREGLED LITERATURE .....oiiii it 5
2.1.1. FUZARIJSKA PALEZ KLASA I EPIDEMIOLOGIJA BOLESTI (FHB) ................. 5
2.1.2. Rasprostranjenost fuzarioza PSENICE..........oivruererrrierieriiesee e eree e 7
2.1.3. FUSATIOZE PSEIICE ... .eeviertiiieiiieetieite st ettt ettt b e bt e bt n e 8
2.2.1. Fuzarijska paleZ KIaSOVa ........ccccuiiiiiiiiiiiiic e 9
2.2.2. Razlozi povecanja incidencije fuzarioza ............cceovrvirieiiiiiesieseee e 11
2.2.3. Mjere za kontrolu fuzarijske palezi Klasa .........cccoceeiiiiiiniiiiiieic e 11
2.3.1.Kemijska KONTIOIa.........ccveiiiie et 12
2.3.2. BIOlOSKA ZASHITA ... .eeitiiiiiieiiie ettt 13
2.3.3. Oplemenjivanje NAa FHB .........coi o 14
2.4.1. Tipovi otpornosti pSenice na FHB ... 15
3. MATERIAL I METODE ..ottt 17
4. REZULTATI T RASPRAVA ... 19
5. ZAKLIUCAK ...coiiiiiiiieieites et 27
6. POPIS LITERATURE ... .o 28



1. UVOD I CILJ ISTRAZIVANJA

Psenica (Triticum aestivum L.) jedna je od najvaznijih prehrambenih sirovina i danas ima jednu
od vodec¢ih uloga medu Zitaricama te zauzima kljuéno mjesto u prehrambenom lancu
proizvodnje i prerade u druge visoko kvalitetne proizvode (za ljude, zivotinje i
mikroorganizme). Glavni cilj proizvodaca pSenice je posti¢i visoke prinose zrna dobre kvalitete.
Na prinos kao 1 na kvalitetu zrna pSenice utje€u vremenske prilike kao i agrotehnicki postupci
(obrada, gnojidba, zastita od Stetnika i bolesti 1 dr.)

Na zrnu psenice se moze naci veliki broj mikorganizama, sto se najprije odnosi na gljivice koje
naseljavaju klas i zrno tijekom cijele vegetacije. Njihova se brojnost najéesée povecava nakon
berbe, ali i tijekom transporta i losih uvjeta u skladistu (poviSena vlaga i temperatura),
(Cvjetkovic¢ i Jurjevi¢, 1997.; Jurjevi¢ i sur., 1997.), $to dokazuje da je to jedan od preduvjeta
za gubitak vrijednosti na samom trziStu a samim time za razvoj ekstracelularnih toksi¢nih
metabolita razliCitih plijesni mikotoksina. Jedan je od glavnih ograni¢avaju¢ih faktora u
proizvodnji pSenice je fuzarijska palez klasa (FHB), uzrokovana gljivicom Fusarium
graminearum Schw. Ova bolest smanjuje prinos i tehnolosku kvalitetu zrna, kao i njegovu
zdravstvenu ispravnost, zbog akumulirajnja mikotoksina, koji su Stetni za ljude i Zivotinje
(Ruckenbauer i sur., 2001.). Stvaranje sorti koje posjeduju genetski uvjetovanu otpornost jedna
je od najisplativijih metoda za kontrolu ove bolesti. U oplemenjivackim programima
usmjerenim na povecanje otpornosti genotipova pSenice na FHB redovito se koriste metode
umjetne infekcije, koje se provode u staklenicima ili na polju. Rezultati umjetne infekcije trebali
bi dobro koreliratiu s otpornoséu pojedinih genotipava uzgojenih u uvjetima prirodne infekcije
na ciljanom podrucju uzgoja novih kultivara.

Cilj rada je bio u usporediti heritabilnost dviju metoda umjetne infekcije i metode prirodne
infekcije uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa pSenice te procijeniti fenotipske korelacije izmedu

navedenih metoda.



2. PREGLED LITERATURE

2.1.1. FUZARIJSKA PALEZ KLASA | EPIDEMIOLOGIJA BOLESTI (FHB)

Fusarijska palez klasa (FHB) je visoko destruktivna bolest pSenice (Triticum aestivum L.i
Triticum durum L.) i je¢ma (Hordeum vulgare L.) uzrokovana gljivom Fusarium graminearum
Schwabe [teleomorph = Gibberella zeae (Schw.) Petch]. Prvi opis FHB je napravljen 1884.
godine u Engleskoj, a smatralo se da je glavna opasnost za proizvodnju strnih Zzitarica tijekom
ranih godina 20. stolje¢a (Stack, 1999.; 2003.). Teske FHB epidemije zabiljezeni su diljem
SAD-a, Kanade, Juzne Amerike, Europe i Azije tijekom 20. stolje¢a (McMullen i sur., 1997.).
Jedna od najstarijih zapisa o postojanju roda Fusarium seze jo§ od vremena starih Asteka, koji
su opisali propadanje klipa kukuruza kojeg je u Meksiku pronaSao jedan franjevac u 16.
stoljecu. Genus Fusarium pripada klasi Hyphomycetes, red Hyphales i ukljucuje vise od 1000
vrsta, i saprofitskih i fitopatogenih. Fusarium vrste su prisutne u svim dijelovima svijeta, neki
od njih su ubikvisti, dok drugi mogu zivjeti samo u odredenim klimatskim uvjetima. Oni su
izolirani od vje¢nog leda na Arktiku do pijeska Sahare (Booth, 1971.). Patogene Fusarium vrste
uzrokuju bolesti, mikoze biljaka i mikotoksikoze zivotinja i ljudi. Mnogi smatraju da je ovaj
gljivicni rod jedna od najvaznijih vrsta koji mogu znacajno utjecati na prinos i kvalitetu
kultiviranih biljaka. Fusarium rod sadrzi veliki broj vrsta koji su uglavnom saprofitske prirode,
a fitoparazitne pripadaju u grupu fakulatativnih parazita. l1zvor inokuluma moze biti zaraZzeno
tlo, sjeme i alternativni domacini poput korova. Zaraza putem sjemena je ve¢inom dubinska ili
povrsinska. Plijesni iz roda Fusarium uglavnom napadaju veliki broj kultiviranih i korovskih
vrsta iz razli¢itih porodica i izazivaju razlicite bolesti poput paleza klijanaca (pSenica, kukuruz,
jecam), trulezi korijena (pSenica, jeCam, kukuruz), lukovice (luk, narcisi, tulipani), i gomolja
(krumpir), trulez stabljike (kukuruz), trulez klipa (kukuruz), palez klasova (pSenica) i sl.
Takoder mogu izazvati uvenulost biljaka u provodnim snopovima (raj¢ice, krastavci, karanfili)
te govorimo o traheomikozama. Stetnost se prvenstveno ispoljava u smanjenju prinosa i
kvalitete zrna kod pSenice. U nasim klimatskim uvjetima zabiljeZene su zaraze ¢ak do 50%, te
se tijekom niza godina smatra da zarazena zrna produciraju mikotoksine, a poseban problem
predstavljaju kod sjemenskih usjeva. Kod zarazenih zrna pored zna¢ajnog smanjenja klijavosti,
opada i energija klijanja. Klica koja se razvija iz zarazenog sjemena, obi¢no gubi orijentaciju

rasta i propada u manje povoljnim zemljisSnim uvjetima.



Razlike izmedu izolata su nepoznate kao i dokazi 0 interakcijama izmedu Kkultivara i izolata.
Pocetni izvor Fusariuma je iz ostatka usjeva, tj od ostatka askospora, makrokonidija (Slika 1.)
ili kalmidiospora (Sturz i Johnston, 1985., Parry i sur., 1995.). Sjetva sjemena u zarazeno tlo
moze rezultirati interakcijom biljaka i razvojem bolesti. U prirodi hife, fragmenti su vazan izvor
inokuluma za razvoj infekcije na korijenu. Kasnije tijekom vegetacije spore noSene vjetrom
mogu biti izvor zaraze biljaka. Tezina bolesti varira od godine do godine, ovisno o okolinskim
uvjetima u periodu od cvatnje do formiranja klasa (Mcmullen i Stack, 1999.). Makrokonidije
se distriburiraju na male udaljenosti nosene kisnim kapljicama, koje predstavljaju idealne uvjete
za razvoj inokuluma (Bai i Shanner, 1994.). Primarni izvor inokuluma potjece od ostataka u tlu
zarazenih biljaka i sjemena, biljnih krhotina, starih biljaka, zarazenih vrhova klipa kukuruza,
slame od pSenice, i ostalih Zitarica koje osiguravaju velike izvore inokuluma u obliku konidija
i askospora (Atanasoff, 1920., Sutton, 1982., Scott i sur., 1988.). Saprofitski oblik patogena
moze biti znacajan izvor zaraze od sezone do sezone, dok neke Fusarium vrste mogu prezivjeti
veoma dugi period u tlu (Shaner, 2003.). Putem se vjetra i insekata takoder mogu prenositi od
jedne na drugu biljku, a zaraZena sjemena mogu smanjiti klijavost sjemena i povecati u¢estalost
trulezi korijena i palezi sadnica (Steffenson, 2003.). Najces¢i uzrok fuzarijskih bolesti u
proizvodnji zitarica su vrste poput F. graminearum, a takoder se javljaju i F. avenaceum, F.
culmonorum, F. sublugutinans i Microdochim nivale. Pregledom znastvene litarature utvrdeno
je da se najvece zaraze dogadaju na temperaturama iznad 25 stupnjeva i uz visoku vlagu zraka,
iznad 85%. Bolesna zrna su sitna, smezurana i ¢esto gube klijavost. Medutim, ako je do zaraze
doslo u kasnijem periodu tijekom vegetacije, zrna imaju normalniji izgled i masu, ne gube
klijavost i dobro su nalivena. Nekoliko ¢imbenika odreduje zarazu klasa Fusariumom, zaraza
se odvija na mekim dijelovima i osjetljivim poput antera (Parry i sur., 1995.). Askospore se
prenose zra¢nim Strujama i odlazu se unutar jednog ili vise klasi¢a. Ove spore mogu prili¢no
ucinkovito proklijati u roku 3 sata na 28 stupnjeva (Shaner, 2003.). Vrijeme je inkubacije od
dana inokulacije do pojave simptoma pod utjecajem tumperature i vlaznosti zraka, gdje su
temperature uglavnom od 25 do 30 stupnjeva. Tipi¢ni simptomi zaraze klasa su slamkasto
uspravni i zuti klasovi, dok su zdravi klasovi zelene boje i nesto povijeniji zbog teZine zrna, a
ako je relativna vlaga zraka visoka, pojavljuju se narancaste 0dnosno ruzicaste sporodohije,
skupine razgranatih konidiofora s obiljem konidija, koje vjetar ili insekti raznose unutar usjeva.
Takoder je utvrdeno da mogu biti zarazeni pojedini klasi¢i, dio klasa ili cijeli klas. Zrna
zarazena Fusariumom su obi¢no zlatno Zute boje, smede, narancaste ili tamno smede boje i
tanka te spljostena zbog nedostatka vode i hranjivih tvari (Mcmullen i Stack 1999, Tekauz i

sur., 2000.). Kod uznapredovale infekcije pojavljuju se crne peritecije te je FHB lako prepoznati
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na terenu, jer nijedna druga bolest ne stvara jednake simptome ili bijele glave klasa koje su

izrazene u zelenom polju (Mathre, 1997.).

10 pm

Slika 1: Fuzarijska palez klasa, Anamorfna reprodukcija (aseksualni stadij) Makrokonidije

(1zvor:http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Pages/Fusarium.asp

X)

2.1.2. Rasprostranjenost fuzarioza pSenice

Fuzarioze psenice kao jedne od najvaznijih kultura za prehranu ¢ovjecanstva rasprostranjena su
u gotovo svim podru¢jima, gdje se ova kultura uzgaja. Uzro¢nici fuzarioza su polifagni paraziti.
MozZe se pojaviti na pSenici tijekom cijele godine. Prema literaturnim podacima, ja¢i napad u
Hrvatskoj zapazen je davne 1975. godine, kada je potvrdeno da se radi o napadu FHB, a
sporadi¢no su se napadi pojavljivali i u ranijim godinama (Perisi¢, 1963.). Postoje dvije
kategorije zaraZenosti zrna, najprije jace napadnuto zrno (Slika 2.), ¢ija je vitalnost jako
smanjena te sudjeluje sa 10,3 - 54,7 % zaraze $to pokazuje da je to posljedica ranijega napada

Fusariuma, kako navodi Mesterhazy (1974.).


http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Pages/Fusarium.aspx
http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Pages/Fusarium.aspx

Slika 2: Razlika izmedju zarazenog i zdravog zrna pSenice

(Izvor:

http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Pages/Fusarium.aspx)

2.1.3. Fusarioze pSenice

Pod imenom fusarioze pSenice podrazumijevamo skup bolesti koje uzrokuju gljive iz roda

Fusarium. Mogu se podijeliti prema na¢inu promjena koje uzrokuju na domacinu u tri skupine:

. Uzroc¢nike biljnih bolesti
. Uzro¢nike kvarenja proizvoda u skladistima

. Uzro¢nike bolesti Covijeka i zivotinja

Takoder je poznato da neke vrste Fusariuma produciraju sekudarne i toksi¢ne metabolite pod
imenom mikotoksini, a koje mogu prouzrociti bolesti kod ljudi i zivotinja te negativno utjecati
na rast, razvoj i razmnozavanje zivotinja kao i na zdravlje ljudi (Jurjevi¢ i sur, 2002.).
Mikotoksini koje stvara Fusarium spp. pronadjeni su u jajima, mesu, mlije¢nim proizvodima,
te konzumacija tih zarazenih proizvoda prestavlja ozbiljnu prijetnju zdravlju ljudi. Bolesti koje
izaziva rod Fusarium mogu se manifestirati kao: palez klijanaca, snijezna plijesan, trulez
korijena i palez klasova. Takoder je utvrdeno da ova zaraza ovisi 0 vrstama i patogenosti samog

uzrocnika, toleratnosti kultivara, razvojnog stadija biljke i okoli$nih ¢imbenika.


http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Pages/Fusarium.aspx

2.2.1. Fuzarijska palez klasova

Jedna je od znacajnijih bolesti s velikim posljedicama na kakvocu i prirod biljke, a do zaraze
Fusarium graminearum i Fusarium moniliforme. Prvi simptomi ¢esto prolaze neopazeni, ali
nakon 4 do 5 dana mozemo pazljivim pregledom uociti prve simptome nakon infekcije. Pojedini
zarazeni klasovi gube zelenu boju, a uslijed nekroze tkiva bivaju slamkastozuti. Ako su uvjeti
povoljni za razvoj parazita, micelija preko pljevica i sjemena ovojnice prodire u endosperm
zrna. U zarazenom klasu formiraju se zrna razli¢itog stupnja nalivenosti i zahvac¢enosti samim
micelijom gljive. Stura zrna koja su zahvadena parazitom bivaju bijela do ruZi¢asta, ova zrna
gube tezinu pri kombajniranju, odnosno pri vrsidbi bivaju izbaena. Kod nekih zrna poput
polusturih bez jasno vidiljivih simptoma moze postojati unutras$nja zaraza. Pojava bolesti javlja
se kao blijedenje klasova (Slika 3.), (bijeli klasovi), u umjerno humidnim i humidnim
podru¢jima. Fusarium graminearum je konidijski stadij, a obi¢no je bolest uzrokovana
aseksualnim i konidijskim stadijom. U vlaznim se uvjetima ostvaruje sekundarna zaraza, t
zaraza klasa, a u polusuhim uvjetima dolazi do primarne zaraze, tj do obojenje krune korijena,
baze stabljike i podnozja busa (Wiese, 1977.; Cizmié: Mari¢, 1983.). Sekundarnoj infekciji
pogoduje vlazno i toplo vrijeme te se lako uocavaju promjene na klasovima i konidije koje se
prenose zrakom. Pri osnovi kao i na pljevama formiraju se narandzansto-crvenkaste navlake od
micelija i sporonosnih organa samog parazita. Krajem vegetacije nekrotizirane klasove
naseljavaju saprofitni mikrorganizmi, li¢e¢i na ¢adavu prevlaku. Napad fusarioza moze biti
uocen 1 ako je vrijeme toplo, suho i vjetrovito od cvatnje do mlije¢ne zriobe. Sekundarne
infekcije prestavljaju vecu opasnost od primarne infekcije, jer ve¢ na primarno zarazenoj
stabljici, gljiva se vegetativno razmnoZava i moze zaraziti puno viSe klasova, a da biljka ostane
zelena. Infekcija samog klasa izaziva smanjenje broja i tezine zrna, razgradnju granula Skroba,
uskladiStenog proteina i stani¢ne stijenke. Ako infekcija nastupi kasnije, ovako zarazeno sjeme
moze se prenositi u sljede¢u vegetaciju. Osim toga, brojne vrste mogu producirati mikotoksine
koji mogu biti pogubni za ljudsko i Zivotinjsko zdravlje (Marasas i sur., 1984.). Gljive iz roda
Fusarium najcesc¢i su kontaminanti kukuruza i drugih zitarica. Fusarium vrsta moze prezivjeti
I na ostacima kukuruza, koji ostaju nakon zetve. Gljivicne strukture, kao i micelija,
klamidiospore (F. graminearum) i oblozene hifa (F. verticillioides), moze prezivjeti nepovoljne

ekoloske uvjete duzi period. Ostaci usjeva, kao i nepozete biljke mogu biti izvor inokuluma za



infekciju tla, sjemena, korijena, stabljike ili svile biljaka. Tijekom sazrijevanja zarazeno sjeme
kukuruza na bazi klipa postaje smezurano i moze promijeniti boju s bijelim, ruzi¢astim ili
svijetlo smedim izgledom zbog micelijskog rasta Fusariuma. Fusarium je Cesto izoliran od
kukuruza. U mediteranskim su zemljama rasirene F. verticillioides (syn. Moniliforme) i F.
Graminearum, $to odgovara prema pregledanim literaturnim radovima. Rjede izolirane vrste F.
equiseti, F. poae, F. sporotrichoides, F. kondilom, F. solani i F. Oxysporum. Prema
istrazivanjima, podaci potkrepljuju zaklju¢ak o nasim fumonizinima za proizvodnju F.
Verticillioides. Razlozi mogu biti nepovoljni vremenski uvjeti (temperatura ispod nule, ucestali
snijeg, dugo razdoblje hladnoce), kukuruz, genotip i kontaminacija s kvasaca i antrakoid

bakterija koje mogu imati neki utjecaj na fusariuma na samu proizvodnju mikotoksina.

Slika 3: Fuzarijska palez klasova (FHB)

(Izvor: http://news.ca.uky.edu/image/fusarium-head-blight)
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2.2.2. Razlozi povecanja incidencije fuzarioza

Fuzarijska paleZ moze sniziti prinos ¢ak do 50% pa i viSe prema nekim podacima ¢ak do 80%
ovisno o utjecaju okoline i samog genotipa (Dimitrijevi¢ i sur., 1985.). Razlozi povecéanja
incidencije fusarioza iz godine u godinu mogu biti; monokultura, uzak plodored pSenica-
kukuruz, osjetljivost sorti, zdrastveno stanje sjemenskog materijala, sjetva ,,tavanuse*, primjena
velike koli¢ine duSi¢nih mineralnih gnojiva preko 200 kg/ha (Kispati¢, 1980.). Sa
oplemenjivacke strane programi unasanja otpornosti na fuzarioze klasa su veoma kompleksni.
Predstavnici roda Fusarium, naj¢es¢e Fusarium graminearum schw., nalaze se u tlu i imaju
male hranidbene zahtjeve kao saprofiti, a u slucaju povoljnih uvijeta nanose znacajne Stete
(Tomasovic¢, 1981.). Nositelji otpornosti, izvori gena za otpornost na fuzarioze klasa posjeduju
niz nepozeljnih svojstava: ekstezivni genotipovi, visi habitus rasta, slaba otpornost na druge
bolesti. Zbog tih razloga postavlja se zadatak da se oplemenjivanjem u novonastalim sortama

pSenice adaptiranih na intezivne uvjete uzgoja poboljsa otpornost na fuzarioze.

2.2.3. Mjere za kontrolu fuzarijske palezi klasa

Agrotehni¢ke mjere kontrole bolesti kojima se moze utjecati na smanjenje kolicine i
rasprSivanja inokuluma i samim time na sprijeCavanje potencijane infekcije, ukljucuju
prvenstveno plodored, pripremu samoga zemljista i suzbijanje korova (Parry i sur., 1995.).
Obrada tla ili spaljivanje zetvenih ostataka mogu znatno smanjiti koli¢inu inokuluma na terenu.
Nazalost, ponekad pozitivnim ¢imbenicima mozemo prouzro€iti 1 negativne, npr., ¢estom
obradom tla mozemo prouzrociti eroziju tla, gubitak vlage u tlu $to postaje samim time
dugotrajan i skup proces (Steffensen, 2003.). Budu¢i da je spaljivanje zetvenih ostataka u EU
zabranjeno, obrada tla je jedina opcija koja preostaje kada se govori o zbrinjavanju ostataka
usjeva (Mcmullen i Stack, 1999.). Tamo gdje je koristena reducirana obrada tla, npr. kod
kukuruza inokuluma se i dalje moze naci u izobilju tijekom dugog prolje¢a nakon berbe
kukuruza jer ostaci kukuruzovine ostaje znatno dulje na polju od ostatka strnih zitarica (Shaner,
2003.). Koli¢ina inokuluma ovisi i 0 tome koliko su dugo Zetveni ostaci ostali netaknuti nakon
zetve i koliko dobro gljiva moze prezivjeti u samim ostacima (Shaner, 2003.). Za bolju kontrolu
FHB preporucuje se ranija obrada tla, gdje je god to moguce jer peritecCija moze pustiti inokulum

iz ostataka koji se zadrzavaju na povrsini tla (Cook, 1981; Jones i Clifford, 1983.). Rotacije
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usjeva u vremenskom periodu od 3 godine takoder mogu smanjiti koli¢inu inokuluma, jer se
pokazalo da je sporulacija same gljive znatno samanjena nakon 3 godine te predstavlja jednu
od mjera zastite od FHB (Shaner, 2003.). Zarazu moze smanjiti i u¢inkovito suzbijanje korova,
posebno jednogodisnjih Sirokolisnih korova buduéi da incidencija FHB raste s poveéanjem
korovske flore. Trave poput Paradoxa trave Phalaris paradoxa L. | divlje zobi Avena sativa su
domacini F.graminearum i pridonose povecanoj incidenciji same bolesti (Anasoff, 1920;
Jekinson i Parry, 1994.). Jedna od metoda, tretiranje sjemena, podrazumijeva koriStenje i
primjenu mehanickih, fizickih, te kemijskih ili bioloskih metoda i tehnika aplikacije koje
osiguravaju sjemenu/biljci zastitu i zdrav porast. Zastita se prvenstveno odnosi na bolesti koje
se prenose sjemenom i tlom (Tilletia sp., Fusarium sp., Rhizoctonia, Septoria sp.). Mehani¢kim
tretiranjem (selektriranje, ¢etkanje) odstranjuje se zarazeno sitnije i lakSe sjeme, te primjese.
Neke bolesti (Pyrenophora graminea, P. teres, Ustilago nuda i Fusarium sp.) mogu se
kontrolirati selektriranjem po krupnoci i masi sjemena, iako neka istrazivanja (Borgen, 2005.)
ukazuju da u¢inak ¢etkanja moze biti usporediv s kemijskim tretiranjem, ovom se metodom ne
uklanjaju svi patogeni organizmi s povrSine sjemena niti se postize zadovoljavajuca zastita od
naknadne infekcije patogenima iz tla. Stoga mehanicki tretirano sjeme zahtijeva dodatni

kemijski tretman.

2.3.1.Kemijska kontrola

Vrijeme i brzina su jedni od klju¢nih ¢imbenika u sprjeavanju infekcije fusariozama na polju.
Najranije je vrijeme za tretiranje kada su se svi klasovi na vrijeme oblikovali glave i za vrijeme
cvjetanja (Mesterhazy, 2004.; Mcmullen i sur., 2008.). Medutim iako tebukonazol pokazao vrlo
ucinkovitimt u suzbijanju FHB, neke aktivne tvari poput metkonazola i prorokonazola
pojedinacno ili u kombinaciji s tebukonazolom bili su ucinkovitiji od samog tebukonazola
(Mcmullen i sur., 2008.; Paul i sur., 2008.).

Studije su pokazale da je nadzor nad bolesti pobolj$an ako su rasprSivaci usmjereni pod kutem
ili oba prema naprijed, prema glavi klasa zrna ili s jednom mlaznicom usmjerenom prema glavi
zrna pod kutem od 30 stupnjeva (Mcmullen i sur., 2008.). Najefikasnija je zaStita da se
proivodaci pridrzavaju djelotvornih fungicida, prskanje izvesti prije ostvarivanja moguce
infekcije (u vrijeme cvjetanja i formiranja zrna), uporaba traktorskih prskalica uz utroSak

najmanje 200 do 300 litara vode po hektaru sa odgovaraju¢im rasprskiva¢ima ,,TwinJet™ koji

12



osiguravaju kvalitetnu pokrivenost klasova samim fungicidom (Balaz 1989b, Balaz i sur.,
2008., 2010.). Fungicid prosaro registriran je na FHB te bolesti poput hrda, septorioza i tan
spota. Kasna primjena fungicida moze dovesti do pojave njegovih ostataka na poZetim zrnima,
a ako sjeme sadrzi te ostatke industrije za proizvodnju kruha, niti za proizvodnju piva ga nece
prihvatiti. Tretiranje samog sjemena aktivnim tvarima poput mankozeba, benomila i tirama
pokazuje djelotvornost u sprjecavanju zaraze sjemena i sadnog materijala i samim time u
sprjecavanju Sirenja inokuluma sto ¢e poboljsati klijavost i energiju klijanja sjemena i povecati
prinose (Gibert i Tekauz, 1995.).

2.3.2. Bioloska zastita

Bioloska sredstva za zaStitu bilja osnivaju se na upotrebi mikroorganizama poput bakterija i
gljivica. Bioloska kontrola biljnih $tetocina u tlu je potencijalna alternativa upotrebi kemijskih
pesticida, koji su ve¢ pokazali Stetan ucinak za okoli$. Trichoderma spp. je gljivicno sredstvo

za biolosko suzbijanje biljnih patogena.

Alginat formulacije bioloSkog sredstva, konidija i/ili micelija ili askospora (npr. Trichoderma
spp., Talaromyces spp., Gliocladium spp.), dovode do brzog porasta gljivica i razmnoZavanja
u tlu, §to omogucéava uspjesnu biolosku kontrolu nekoliko biljnih bolesti. Alginat formulacije
Trichoderma spp. su bolji za proliferaciju i prezivljavanje od konidija, dodanih izravno u isto
tlo nakon 3 mjeseca inkubacije. Osim toga, ti pripravci imaju inhibicijski u¢inak na neke
patogene (Fusarium spp., Rhizoctonia spp. i Sclerotium spp, A. terreus i Alternaria spp.).
Nekoliko antagonista F. graminearum mogu se koristiti u kombinaciji s kemijskim sredstvima
bakterije poput Baciils spp., kvasce kao S§to su Cryptococcus i nitaste gljivice poput
Trichoderma spp. (Kahn i sur. 1998.). Bioloska metoda djelomi¢no moze igrati vaznu ulogu u
integriranoj proizvodnji zitarica protiv FHB. Bioloski se agensi proizvode u ve¢im koli¢inama,
imaju dug rok trajanja, u¢inkovitu ulogu, znacajan potencijal da smanje FHB, 1 samim tim imaju
duzi rok trajanja i u skladu su s dobrom poljoprivrednom praksom (da Luz i sur., 2003., Gilbert
i Fernando, 2004.).
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2.3.3. Oplemenjivanje na FHB

Oplemenjivanje na fuzarijsku palez klasa (FHB) koje rezultira otpornim sortama jedna je od
najisplativijin metoda kontrole bolesti (Mesterhazy, 1995. i Miedaner, 1997.). Otpornost na
FHB kvantitativne je prirode, a potpuno otporan genotip jos nije pronaden. Vecina sadasnjih
sorti pSenice u sredi$njoj Europi umjereno je osjetljiva na FHB, a i tetraploidna pSenica Triticum
durum ima odredenu tendenciju osjetljivosti (Buerstmayr i sur., 1996a). U posljednih nekoliko
godina veliki se napori ulazu u stvaranje sorti otpornih na FHB §to su uspje$no i najavili
(Buerstmayr i sur., 2000.), (Chen i sur., 1997.), podrijetlom iz Austrije, Madarske (Mestehazy,
1995.,1997.), Kine, SAD i Kanade (Gilbert i sur., Rudd, 1997 Stack i sur.,1997.). Opisano je
nekoliko izvora otpornosti na FHB podrijetlom iz germplazme poput kineske i japanske
proljetne pSenice (npr., Suspecions #3 i Nobeokabozu), iz juzno-ameri¢ke germlazne npr.
(Fontana u Encruzilhada) i germlplazme Europske ozime pSenice (npr. Arina i Praah-8)
(Snijders, 1990.; Wang i Liu, 1991.; Buerstmayr i sur., 1996a), koje samim time predstavljaju
ozbiljnu potencijalnu opasnost uzgoja na otpornost (FHB) za koje se sada Siroko koriste za
samo nekoliko izvora otpornosti kao npr. Japanski izvor otpornosti Suspicions 3# i njegovih
srodnika; ova uska genetska baza moZe veoma brzo postati jako osjetljiva na patogene te se
samim time preporucuje Sirenje genetske osnove za otpornost. Istrazivacki centar CIMMYT
stvara i koristi genetske varijacije u novim genetskim haploidima (Gilchrist i sur., 1997.).
Pokusaji introdukcije genetske otpornosti na (FHB) u psenicu iz drugih vrsta kao $to su Elymus
giganteus, Roenger Kamojima i R. Cilijame (Chen i sur., 1997.). Otpornost na fusarium je
horizontalna i nespecifi¢na otpornost (van Eeuwijk i sur., 1995.). Cak otpornost i na razli¢ite
vrste F. culmorum, F. graminearum i F. avenaceum, ¢ini se da dijele zajednic¢ku genetsku
pozadinu (Mesterhazy, 1987.; Lemmens i sur., 1993., van Eeuwijk i sur., 1995.). Nasljedivanje
otpornosti predstavlja poligeni sustav otpornosti. Singh i sur. (1995.)., procjenjuju da geni za
rezistenciju na FHB sadrze najmanje 3 gena za rezistenost, pronadena kod brazilske sorte
Frontana, u kultivara Ning 7840 2 gena a kod Sumei # 3 (Van Ginkel i sur., 1996.)., vise od tri
gena (Bai, 1995.). Kod nekoliko vrsta pSenica na kromosomima pojavljuju se geni za
rezistenciju na FHB, koji se mogu kombinirati u poboljsanih linija (Van Ginkel i sur., 1996.;
Buerstmayr i sur., 1999b.). Umjetna infekcija je neophodna da bi se osigurala minimalna jacina
bolesti te da bi optimizirali genotipsku diferencijaciju domacina i kako bi se smanjio utjecaj
morfoloskih ¢imbenika. Okolina i interakcija genotip-okolina imaju sSnazan utjecaj na

patosistem.
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2.4.1. Tipovi otpornosti pSenice na FHB

Tipovi otpornosti pSenice na FHB:

1. Otpornost na pocetnu infekciju
2. Otpornost na Sirenje gljivice unutar tkiva

3. Otpornost na infekciju zrna

Izvori otpornosti su na najvise zastupljeni u pSenici Sumai # 3 krizana izmedu Funo i Tajvan
Xiaomai (Rudd i sur., 2001.; McCartney i sur., 2004.), i NUY Bay (Bai i Shaner, 1994., Fedak
i sur., 2007.). U konvencionalnom uzgoju potrebno je ¢ak i do 15 godina da bi se razvila otporna
sorta dobrih agronomskih i kvalitativnih svojstava zbog dugotrajnosti postupka, a samim time
i troSka (Steffenson, 2003.). Druga sorta po otpornosti je Frontana nastala predigre metodom u
Brazilu, takoder otporna na lisnu hrdu (Singh i sur., 1995., Jiang i sur., 2006.). Otpornost na
FHB je pronadjena i u europskim sortama kao §to je Renan i Arina (Gervais i sur., 2003.;
Paillard i sur., 2004.), kao i u sortama u SAD-u kod sorti, kao $to su Ernie, Sloboda i Truman
(Bai i Shaner, 2004.).

Primjena molekularnih markera moze upotpuniti klasicno oplemenjivanje bilja. Niz uspjesnih
izvjeS¢a je objavljeno o razvoju i primjeni molekularnih markera u poboljSanje otpornosti
pSenice; na primjer otpornosti na pepelnicu, lisne hrde, cistolike nematode i mraz (Langridge i
Chalmers, 1998.; Gupta i sur., 1999.). Samo je nekoliko rezultata dostupno na molekularnom
mapiranju otpornosti na FHB, iako je u cijelome svijetu u tijeku nekoliko takvih projekata (Bai
i sur, 1999.; Waldron i sur., 1999,; Ban, 2000; Gilbert i Tekauz, 2000.;. Anderson i sur., 2001.).
U 1995. godini, taj je rad zapoceo s ciljem da se identificiraju i lokaliziraju pojedinaéni geni
(QTL-i), koji su odgovorni za ekspresiju otpornosti na FHB i samim time poboljsati i stvoriti
bolji genotip. Krajnji cilj analize markera je razviti alate koji su korisni za selekciju
potpomognutu markerima (MAS) u prakti¢nim programima oplemenjivanja. Treba Koristiti
QTL s velikim u¢inkom (tj. glavni QTL) i QTL s manjim u¢inkom. U slu¢aju ve¢ih QTL-a (npr
Fhb1), postoji "pirimidiranje gena". Otpornost na FHB je pod kontrolom nekoliko glavnih gena
I ve¢eg broja gena s manjim uc¢incima (Snijders, 1990.; Waldron i sur., 1999.; Gervais i sur.,
2003.). Izvori otpornosti na (FHB) kao §to je (‘'Sumai # 3 "i njegovih derivata, imaju previse
nezeljene agronomske znacajke (nizak prinos, niske kvalitete, osjetljivost na druge bolesti).
Upotreba QTL-a uz pomo¢ povratnog-unakrsnog uzgoja, zatim upotreba molekularnih

markera, razvoj FHB-otpornosti ¢e omoguciti dobivanje agronomski poboljsanih linija u puno
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kracem vremenu nego U konvencionalnom uzgoju (H. Buerstmayr, M. Lemmens, L. Hartl, L.
Doldi, B. Steiner, M. Stierschneider, P. Ruckenbauer, 2001.). Zna¢ajno postignu¢e u tom
pogledu bio je razvoj otpornosti na FHB otpornih sorata W14 i CJ 9306, i njihovih derivata
takvih kao sto je VAO1W476. PSenice W14 i CJ 9306 su razvijene u Kini pomocu 15 razli¢itih
izvora za otpornosti na FHB, ukljucujuci: 'Sumai-3', 'Wangshuibai "," Ning-7840 "i" Frontana'
(Jiang i sur., 2006.). Oni imaju znatno bolju otpornost na FHB od Sumai-3 (Jiang i sur., 2006.).
Osim toga, oni sadrze nonSumai-3QTL koji se nalazi u 2DL kromosomu i zove se QFhs.nau-
2DL (Jiang i sur. 2007.). Ovaj alel je vjerojatno izveden iz Wangshuibai (Mardi i sur., 2005;
Jiang i sur., 2007a), i razlikuje se jer je prisutan u istom kromosomu u Wuhan 1, poznat kao
QFhs.crc-2D (Somers i sur., 2003.; Jiang i sur., 2007a.; Jiang i sur. (2007a; 2007b). Nekoliko
je razloga zasto otpornost na FHB treba usmjeriti na vise gena a ne samo na Fhbl: otpornost
gena Fhbl nije dovoljna pod teSkom epidemijom patogena, a interakcija izmedu Fhbl i
genetske pozadine moze smanyjiti ili ponistiti sami u¢inak Fhb1 (Pumphrey i sur., 2007.), i zbog
visoke selekcije tj. pritiska na gljivu, otpornost moze biti prevladana (Ruckenbauer i sur., 2001.;
Yuisur., 2006.). Epistaze takoder sudjeluju u kontroli otpornosti na FHB. Epistaza komplicira

postupak fiksiranja pozeljnih gena u pogodnim sortama.
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3. MATERIJAL I METODE

Dvadeset i tri genotipa ozime pSenice, ukljucujuci 18 oplemenjivackih linija Be instituta Zagreb
i pet standarda razli¢ite otpornosti na FHB (RENAN, PONCHEAU, ROAZON, ZITARKA i
LUCIJA) posijano je u jesen 2015. na pokusnom polju Bc instituta Zagreb u tri poljska pokusa
(dva u uvjetima umjetne i jedan u uvjetima prirodne infekcije gljivicama iz roda Fusarium)
postavljena prema slu¢ajnom bloknom rasporedu u Cetiri ponavljanja. Pokusna parcelica u svim
pokusima ukljucivala je tri reda duljine 1,2 m s medurednim razmakom od 0,2 m. U svaki red
posijano je 80 zrna. Agrotehnic¢ki postupci ukljucujuéi obradu tla, gnojidbu i tretman
herbicidima bili su kao $to je uobicajeno u intenzivnoj proizvodnji pSenice u Hrvatskoj osim
Sto pokusi nisu tretirani fungicidima. U vegetaciji je za sve pokusne parcelice utvrden datum
prosje¢ne cvatnje, kada je 50% klasova u parcelici zapocelo s cvatnjom na osnovi ¢ega je
izraCunat broj dana od 1. svibnja do prosje¢ne cvatnje. Prosjecna visina biljke po parcelici
(mjerena kao udaljenost od povrsine tla do vrha klasa iskljucujuci osje), slika 4., utvrdena je u

pocetku mlijecne zriobe.

Slika 4: Umjerena udaljenost od povrsine tla do vrha klasa ukljucujuci osje

Prva metoda umjetne infekcije slika 5a., (sprej metoda) ukljucivala je proizvodnju inokuluma
pomocu “bubble breeding” metode (Mesterhazy, 1995.)., koriStenjem najagresivnijeg soja
Fusariuma razvijenog na PDA mediju. Inokulacija je provedena prskanjem klasova pomocéu
ru¢ne ledne prskalice kada je 50% biljaka u parcelici pocelo cvasti, i tretman je ponovljen dva
dana kasnije. Drugi tip umjetne infekcije slika 5b., (infekcija kukuruzovinom) proveden je
pomoc¢u Fuzarijumom inficiranih stabljika kukuruza. Stabljike su prikupljene u zarazenom

polju kukuruza, isjeckane i razbacane po povrsini tla unutar pokusnih parcelica u kasnu jesen
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kada su biljke dostigle fazu dva lista (Zadoks stadij 12). Tre¢i tip infekcije (prirodna infekcija)

dogodio se u prirodnim uvjetima, tj. nije primjenjena umjetna infekcija.

Slika 5. Infekcija sprej metodom (a) i kukuruzovinom (b)

Radi procjene otpornosti genotipova na FHB, 21 dan nakon klasanja izvrsena je vizualna ocjena
postotka zarazenosti klasa (VRI), a nakon Zetve i ocjena postotka osteéenih zrna (FDK).
Odvojena analiza varijance (ANOVA) provedena je za svaku metodu infekcije koriStenjem
PROC GLM statistickog programa SAS/STAT (SAS Institute Inc., 1999.). Komponente
varijance su dobivene izjedna¢avanjem opazenih srednjih kvadrata (MS) iz ANOVA s njihovim
ocekivanjima (EMS). Heritabilnost je izra¢unata kao omjer genotipske i fenotipske varijance
pomoc¢u formule: h?= 6% / (6% + o%), pri éemu je 6% genotipska varijanca a o varijanca
pogreske. Pearsonovi koeficijenti korelacije izmedu metoda infekcije za za dvije ocjene
otpornosti na FHB (VRI 1 FDK), izmedu VRI and FDK za svaku od triju metoda infekcije kao
11zmedu FHB ocjena i1 broja dana do cvatnje i visine biljke su izrac¢unati pomo¢u PROC CORR

statistickog programa SAS/STAT (SAS Institute Inc., 1999.).
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4. REZULTATII RASPRAVA

Kombinirana analiza varijance (prosjec¢ni kvadrat) za 23 genotipa 1 tri metode infekcije
uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa (FHB) pokazala je postojanje znacajnih razlika izmedu
metoda infekcije, genotipova kao i postojanje signifikantne interakcije metoda x genotip za oba

ispitivana svojstva indeks zarazenosti klasa 1 Fuzarijem oStecena zrna (tablica 1).

Tablica 1. Kombinirana analiza varijance za svojstva indeks zarazenosti klasa (VRI, %) i
Fuzarijem oStecena zrna (FDK, %) za 23 genotipa pSenice uzgajanih kod tri metode infekcije

uzro¢nicima fuzarijske palezi klasa

Indeks Fuzarijem
zarazenosti oStecena zrna

Ucinak Df klasa (%) (%)

Blok 3 219,8 60,3
Metoda 2 103154 ** 10979,9 **
Pogreska Metoda 6 330,9 86,0
Genotip 22 36747 ** 659,6 **
Metoda x Genotip 44 278,1 ** 1750 **
Pogreska 198 63,8 73,0
Ukupno 275 469,0 215,7

**prosjecni kvadrat signifikantan kod P<0,01

Pojedinacna analiza varijance za tri metode infekcije (tablica 2) pokazala je postojanja
signifikantnih razlika izmedu genotipova za indeks zarazenosti klasa (VRI, %) kod sve tri
metode infekcije dok su za Fuzarijem oste¢ena zrna (FDK, %) utvrdene signifikantne razlike

samo za dvije metode umjetne infekcije (sprej i kukuruzovina).
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Tablica 2. Analiza varijance (prosjecni kvadrat) za svojstva indeks zarazenosti klasa (VRI, %)
i Fuzarijem oStec¢ena zrna (FDK, %) za 23 genotipa pSenice uzgajanih kod tri metode infekcije

uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa (sprej, kukuruzovina i prirodna infekcija).

U¢inak Df Indeks zarazenosti klasa (%) Fuzarijem oste¢ena zrna (%)
Prirodna Prirodna
Sprej Kukuruzovina infekcija  Sprej Kukuruzovina infekcija
Blok 3 128 69 684 684 179 22
Genotip 22 1329 ** 2304 ** 508 ** 508 ** 365 ** 11 ns
Pogreska 66 69 33 89 89 99 10
Ukupno 91 375 583 232 232 166 10

**prosjecni kvadrat signifikantan kod P<0,01, ns prosjecni kvadrat nije signifikantan

Signifikantne genotipske razlike za obje ocjene (VRI I FDK) utvrdene u ovom istrazivanju su
u skladu s tvrdnjom (Rudd i sur., 2001.), da oplemenjiva¢i redovito nalaze genetsku

varijabilnost za otpornost na fuzarijsku palez klasa u postojec¢oj germplazmi.
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Grafikon 1. Prosjec¢ne vrijednosti indeksa zaraZzenosti klasa (VRI, %) za tri metode infekcije

uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa

Na grafikonu 1 prikazane su prosjecne vrijednosti indeksa zarazenosti klasa (VRI, %) za tri
metode infekcije uzrocnicima fuzarijske palezi klasa. Najve¢i raspon vrijednosti (1 do 74%)

kao 1 najveca prosje¢na vrijednost (34%) za VRI utvrdeni su za metodu infekcije
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kukuruzovinom. Prosje¢na vrijednost VRI za sprej metodu (29%) nije se signifikantno
razlikovala od prosje¢na vrijednost metode infekcije s kukuruzovinom. Prosjek VRI u uvjetima
prirodne infekcije (13%) bio je signifikantno niZi u usporedbi s objema metodama umjetne

infekcije.

Na grafikonu 2. su prikazane prosje¢ne vrijednosti fuzarijem ostecenih zrna (FDK , %) za tri
metode infekcije uzro¢nicima fuzarijske palezi klasa. Najveci raspon vrijednosti (1 do 42%)
kao i najveéa prosjecna vrijednost (22%) za FDK utvrdeni su za umjetnu infekciju sprej
metodom. Prosjecna vrijednost FDK za metodu kukuruzovine (19%) nije se signifikantno
razlikovala od prosjecna vrijednosti FDK za metodu infekcije kukuruzovinom. Prosjek VRI u
uvjetima prirodne infekcije (2%) bio je signifikantno nizi u usporedbi s objema metodama

umjetne infekcije.
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Grafikon 2. Prosjecne vrijednosti fuzarijem ostec¢enih zrna (FDK , %) za tri metode infekcije

uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa

Izmedu triju koristenih metoda infekcije utvrdene su jake pozitivne korelacije za indeks
zarazenosti klasa (VRI, %) (tablica 3). Za Fuzarijem oStecena zrna (FDK, %) jaka pozitivna
korelacija je utvrdena samo izmedu dviju metoda umjetne infekcije, dok su korelacije prirodne

infekcije s obje umjetne bile osrednje.
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Tablica 3. Korelacije izmedu triju metoda infekcije za indeks zarazenosti klasa (VRI, %) i

Fuzarijem oStecena zrna (FDK, %)

Kukuruzovina Prirodna
VRI /%)
Sprej 0,90 fala 085  **
Kukuruzovina 0,91 *x
FDK /%)
Sprej 0,86 fala 056  **
Kukuruzovina 0,42 *

*, * korelacijski koeficijent signifikantan kod P<0,05 odnosno P<0,01, ns prosje¢ni kvadrat nije

signifikantan

Sprej metoda je standardna metoda umjetne infekcije koja se koristi u prouc¢avanju otpornosti
genotipova pSenice na fuzarijsku palez klasa (Buertsmeyr i sur., 2009.). U provedenom
istrazivanju metoda umjetne infekcije kukuruzovinom dala je sli¢ne rezultate sprej metodi §to
osim sli¢nih prosje¢nih vrijednosti upucuje i visoka korelacija izmedu ove dvije metode kako
za VRI tako i za FDK. Metoda s kukuruzovinom je u usporedbi sa sprej metodom jednostavnija
I manje radno zahtjevna buduci da ne pretpostavlja postojanje laboratorijske opreme i pripremu
inokuluma. Stoga se pokusi za ocjenu otpornosti mogu provoditi na lokacijama udaljenim od
laboratorija i nije potrebno pratiti vrijeme cvatnje (klasanja). Ova metoda simulira Cestu
proizvodnu praksu gdje pSenica dolazi nakon kukuruza u plodoredu kada zbog neadekvatne
obrade ostaci fuzarijem zarazene kukuruzovine predstavljaju izvor infekcije fuzarijskom palezi
klasa. Prosjecne vrijednosti indeksa zarazenosti klasa (VRI, %) za 23 genotipa kod triju metoda
infekcije uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa prikazane su na Grafikonu 3. Genotipovi su

sortirani prema rastu¢oj vrijednosti VRI u uvjetima sprej metode.
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Grafikon 3. Prosje¢ne vrijednosti ocjene zarazenosti klasa (VRI, %) za 23 genotipa i tri metode

infekcije uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa (prirodna, kukuruzovina, sprej)

testiranim linijama najotpornijima su se pokazale 1503/11 i 1264/11, a kao najosjetljivije
1383/12 i 1111/12. Ukupno je kod 10 genotipova u uvjetima prirodne infekcije te kod 4
genotipa u uvjetima oba tipa umjetne infekcije utvrdena razina otpornosti za VRI na razini
otpornog standarda RENAN (LSD kod P<0,05 = 11,1%). Neki genotipovi su razli¢ito reagirali
na dvije koristene metode umjetne infekcije. Tako npr. PONCHEAU, RENAN i 247/11 imaju
znatno vece vrijednosti FDK kod infekcije kukuruzovinom dok veéina genotipova ima vece

vrijednosti FDK kod infekcije sprej metodom.
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Grafikon 4. Prosje¢ne vrijednosti ocjene zarazenosti klasa (FDK, %) za 23 genotipa i tri metode

infekcije uzro¢nikom fuzarijske palezi klasa (prirodna, kukuruzovina, sprej)

Prosjecne vrijednosti ocjena zarazenosti klasa za 23 genotipa na FDK kod standarda
najotporniji genotip se pokazao RENAN a najosjetljivija LUCIJA. Kod testiranih linija
1420/12 1 2756/11 testirane linije. Ukupno je kod 16 genotipova u uvjetima prirodne infekcije
te kod 11 odnosno 6 genotipova u uvjetima umjetne infekcije kukuruzovinom odnosno sprej
metodom utvrdena razina otpornosti za FDK na razini otpornog standarda Renan (LSD kod
P<0,05 = 11,9%). Signifikantno manja ocjena za FDK (veéa otpornost na fuzarijsku palez
klasa) utvrdena je samo kod linije 1503/11, u uvjetima umjetne infekcije kukuruzovinom

najveca otpornost na fuzarijsku palez pokazale su linije 1503/11 1 6045/09.
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Korelacije indeksa zarazenosti klasa (VRI, %) i Fuzarijem oste¢enih zrna (FDK, %) s visinom
biljke i brojem dana do cvatnje su bile osrednje do jake negativne, u prosjeku s vecim
vrijednostima za broj dana do cvatnje (tablica 4). Negativne korelacije broja dana do cvatnje s
obje ocjene otpornosti na FHB bile su signifikantne kod sprej metode ukazujuéi na slabije
simptome bolesti kod kasnijih genotipova iako je datum inokulacije prilagoden datumu cvatnje
svakog pojedinog genotipa. Dobiveni rezultati su u skladu s prethodnim izvjestajima da visina
biljke (Buerstmayr i sur., 2000.; Liu i sur., 2010.), i datum klasanja (Gervais i sur., 2003.) mogu

utjecati na reakciju genotipa na inokulaciju patogenom u poljskim uvjetima.

Tablica 4. Korelacije indeks zarazenosti klasa (VRI, %) i Fuzarijem o$tec¢ena zrna (FDK, %) s
visinom biljke i brojem dana do cvatnje

Sprej Kukuruzovina Prirodna
VRI (%)
Visina biljke -0.363 n.s. -0.454 * -0.447 *
Broj dana do cvatnje -0.582 ** -0.805 ** 0.713 **
FDK (%)
Visina biljke -0.469 * -0.370 n.s. -0.412 *
Broj dana do cvatnje -0.535 ** -0.203 n.s. -0.569 *x

*, * korelacijski koeficijent signifikantan kod P<0,05 odnosno P<0,01, ns korelacijski

koeficijent nije signifikantan

Heritabilnost (h?) indeksa zarazenosti klasa (VRI, %) i Fuzarijem o$teéenih zrna (FDK, %) kod
triju metoda infekcije (prirodna, kukuruzovina, sprej) prikazana je u tablici 5. Za VRI infekcija
pomoéu kukuruzovine imala je najvecu heritabilnost (h*=0.95), koja je bila nesto veéa od
heritabilnosti sprej metode infekcije (h?= 0.82). Heritabilnost VRI u prirodnim uvjetima je bila
znatno manja (h?=0,59) u usporedbi s dvjema metodama umjetne infekcije. Heritabilnost FDK
je bila signifikantna samo za metode umjetne infekcije, s vrijednostima 0,54 i 0,40 za sprej

metodu odnosno kukuruzovinu.

25



Tablica 5. Heritabilnost (h?) indeksa zaraZenosti klasa (VRI, %) i Fuzarijem osteéenih zrna
(FDK, %) kod triju metoda infekcije (prirodna, kukuruzovina, sprej) uzro¢nikom fuzarijske

palezi klasa.

Metoda Heritabilnost (h?)

VRI (%) FDK (%)
Sprej 0,82 *x 0,54 x*
Kukuruzovina 0,95 ** 0,40 il
Prirodna 0,59 e 0,04

Procjene heritabilnosti za otpornost na FHB su zabiljezene i u nekoliko prethodnih studija.
Miedaner i sur. (2003.) su kod 20 europskih sorti pSenice procijenili heritabilnost postotka
zarazenih klasi¢a nakon inokulacije sprej metodom na 0,81 za FHB. Buerstmayr i sur. (2000.)
su procijenili heritabiliteta za VVRI na 0,80 odnosno 0,73 u dvije RIL populacije pSenice.
Agostinelli (2009.) je procijenio heritabilnost ZA FDK u F2:3 populaciji iz krizanja otporne i

neotporne sorte psenice na 0,775.
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5. ZAKLJUCAK

Znacajne razlike medu genotipovima utvrdene se za indeks zarazenosti klasa (VRI) kod
sve tri metode infekcije dok su za Fuzarijem osSteCena zrna (FDK) razlike bile
signifikantne samo za dvije metode umjetne infekcije.

Za obje ocjene VRI i FDK utvrdena je signifikantna interakcija izmedu metode i
genotipa upucujuci na raliitu reakciju genotipova na primjenjene metode

. Nekoliko oplemenjivackih linija pokazivalo je otpornost na fuzarijsku palez klasa

(FHB) na razini otpornih standarda

Ocjene VRI i FDK su bile u umjerenoj do jakoj negativnoj korelaciji s brojem dana do
klasanja i visinom biljke

Za VRI utvrdene su jake pozitivne korelacije (0,85-0,91) izmedu svih triju metoda, dok
je uslucaju FDK jaka korelacija utvrdena samo izmedu dviju metoda umjetne infekcije
(0,86).

Kod sve tri metode infekcije heritabilnost je bila znatno veéa za VRI (0,59-0,95) nego
za FDK (0,04-0,54). Takoder, heritabilnost kako za VRI tako i FDK bila je znatno veca
kod dviju metoda umjetne infekcije u usporedbi s heritabilno$¢u u uvjetima prirodne
infekcije.

Relativno visoka heritabilnost metode infekcije kukuruzovinom kao i jaka korelacija sa
sprej metodom upucuje na mogucnost koristenja ostataka kukuruzovine kao alternative

u testiranju otpornosti psenice na FHB
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ZIVOTOPIS AUTORA

Dinko Poli¢ roden je 29. kolovoza 1992. godine u Splitu. Osnovnu $kolu je zavrsio u Vrgorcu,
u malom gradu dalmatinskog zaleda, a nakon zavrSene osnovne $kole upisao je Opc¢u gimnaziju
u Vrgorcu 2005/2006. godine. Nakon maturiranja srednje $kole upisuje Agronomsko-
Prehrambeno tehnoloski fakultet u Mostaru, gdje je zavrsio prve tri godine studija na temu rada
"Fusarium spp : Znacaj i pojava filomentoznih gljiva kod pSenice na podrucju BiH*, kod
profesorice dr. Visnje Vasilj. Odradio je stru¢nu praksu na Federalnom agromediteranskom
institutu u Mostaru na zavodu za Nematologiju. Upisao je 2010/2011. godine Agronomski
fakultet u Zagrebu, smjer Biljne znanosti (Oplemenjivanje i Genetika). U veljac¢i 2014. god.
dobio je stipendiju u sklopu CEEPUS programa i otisao je mjesec dana u Poljsku, grad Wroclaw
i radio je u Zavodu za fitopatologiju na identifikaciji razli¢itih fusarium vrsta. Tijekom ljeta
2014. godine otisao je u Beograd u kompaniju Superior- seeds gdje je odradio stru¢nu praksu i

stekao dodatna znanja iz podruc¢ja oplemenjivanja i biotehnologije.

U drugoj godini diplomskog studija otiSao je tri mjeseca na Siciliju i odradio je stru¢ni projekt
u suradnji s dr. Ferdinandom Brancom na temu ,, Morfoloska i polifenolska karakterizacija
Beta sp. kultiviranih na podruéju Sicilije i Portugala. Nakon mjesec dana u sklopu ERASMUS
programa oti$ao je na tri mjeseca u zavod za fitopatologiju u Firenci i radio je na bolestima drva
vinove loze u suradnji sa specijalisticom dr. Laura Mugnai. Tijekom tri mjeseca u Firenci
proveo je jedno vrijeme na zavodu za mikotoksine i fusarium u Bariju ISPA-CNR. U sklopu
ERASMUS programa otiSao je tri tjedna na Institut CeRSAA za fitopatoloska istrazivanja u

suradnji sa dr. Andrea Minutom.
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