Ucinak pripravka mikoriznih gljiva i korisnih bakterija
na dvije sorte salate (Lactuca sativa var. capitata) u
uvjetima vodnog stresa

Kosanovi¢, Darina

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:185857

Rights / Prava: Attribution-ShareAlike 4.0 International/lmenovanje-Dijeli pod istim uvjetima 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-12

REPOZITORI]

Pl I 'I i' Repository / Repozitorij:

PREHRAMBENO-TENQOLbS PR AKULTI OSTIEK Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

Jabar

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:185857
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:2980
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:2980
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:2980

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

Darina Kosanovicé

UCINAK PRIPRAVKA MIKORIZNIH GLJIVA I KORISNITH
BAKTERIJA NA DVIJE SORTE SALATE (LACTUCA SATIVA VAR.
CAPITATA) U UVJETIMA VODNOG STRESA

DIPLOMSKI RAD

Osijek, rujan, 2024.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
DIPLOMSKI RAD
Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek
Zavod za ispitivanje hrane i prehrane
Katedra za biologiju i mikrobiologiju
Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Hrvatska

Diplomski sveuciliSni studij: Prehrambeno inZenjerstvo
Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija
Nastavni predmet: Biologija
Temarada je prihvaéena mna X. redovitoj sjednici Fakultetskog vijeca
Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek u akademskoj godini
2022./2023. odrzanoj 17. srpnja 2023.
Mentor: izv. prof. dr. sc. Tihana Marcek
Komentor: prof. dr. sc. Natalija Veli¢

UCINAK PRIPRAVKA MIKORIZNIH GLJIVA I KORISNIH BAKTERIJA NA DVIJE SORTE
SALATE (LACTUCA SATIVA VAR. CAPITATA) U UVJETIMA VODNOG STRESA
Darina Kosanovié¢, 0113145009

SaZetak: Nedostatak vode moze inhibirati rast korijenskog sustava $to ometa usvajanje vode i hranjivih tvari iz
tla. Interakcija korijena s mikoriznim gljivama i korisnim bakterijama povecava u¢inkovitost iskoristenja vode
$to je u uvjetima vodnog stresa izuzetno vazno. Cilj ovog rada bio je provjeriti otpornost dva genotipa salate (L.
sativa var. capitata) “puterica” 1 “kristalka”, na stres izazvan suSom dodatkom komercijalnog pripravka
mikoriznih gljiva s dodatkom korisnih bakterija (M) na rast i biokemijske pokazatelje u uvjetima in vivo.
ZasuSivanje je izazvano smanjivanjem obroka navodnjavanja gdje je 100% retencijskog kapaciteta (Rkv)
predstavljalo kontrolu, 80% Rkv (umjeren vodni stres) 1 60% Rkv (intenzivniji vodni stres). Uzorci salate
podvrgnuti su pojedinacnim (100%, 80% 1 60%) 1 kombiniranim tretmanima (M-100%, M-80% 1 M-60%) u
fazi formiranja glavice. Dodatak pripravka inducirao je vecu masu i broj listova glavice u puterice (M-80% 1
M-60%) te ve¢u masu i promjer glavice kristalke (M-60%). Na vodnom stresu slabijeg intenziteta (80%)
puterica je sintetizirala vise prolina od kristalke $to govori o specific(nom genotipskom odgovoru. Dodatak
pripravka u kristalke reducirao je sadrzaj MDA na slabijem intenzitetu vodnog stresa (M-80%) §to govori o
protektivnoj ulozi mikoriznih gljiva i bakterija u oCuvanju integriteta biomembrana.

Kljuéne rijec¢i: mikorizne i korisne bakterije, salata, susa, prolin, MDA
Rad sadrzi: 58 stranica
17 slika
2 tablice
114 literaturnih referenci

Jezik izvornika: hrvatski

Sastav Povjerenstva za ocjenu i obranu diplomskog rada i diplomskog ispita:

1. izv. prof. dr. sc. Monika Markovi¢ predsjednik
2. izv. prof. dr. sc. Tihana Marcek ¢lan-mentor
3. prof. dr. sc. Natalija Veli¢ ¢lan-komentor
4. prof. dr. sc. Sandra BudZaki zamjena ¢lana

Datum obrane: 18. rujan, 2024.

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u KnjiZnici Prehrambeno-
tehnoloskog fakulteta Osijek.



BASIC DOCUMENTATION CARD
GRADUATE THESIS
University Josip Juraj Strossmayer in Osijek
Faculty of Food Technology Osijek
Department of Food and Nutrition Research
Subdepartment of Biology and Microbiology
Franje Kuhaca 18, HR-31000 Osijek, Croatia

Graduate program: Food Engineering

Scientific area: Biotechnical sciences

Scientific field: Food technology
Course title: Biology

Thesis subject was approved by the Faculty of Food Technology Osijek Council at its session
no. X held on 17" July 2023.
Mentor: Tihana Marcek, PhD, associate professor

Co-mentor: Natalija Velié, PhD, full professor

THE EFFECT OF MYCORRHIZAL FUNGI AND BENEFICIAL BACTERIA ON TWO LETTUCE
(LACTUCA SATIVA VAR. CAPITATA) VARIETIES UNDER LIMITED WATER CONDITIONS
Darina Kosanovié¢, 0113145009

Summary: Water scarcity can inhibit root system growth, hindering the absorption of water and nutrients from
the soil. However, the interaction of roots with mycorrhizal fungi and beneficial bacteria can enhance water use
efficiency, which is crucial under drought conditions. This study aimed to evaluate the drought resistance of
two lettuce genotypes (L. sativa var. capitata), "Butterhead" and "Iceberg," by adding a commercial preparation
of mycorrhizal fungi and beneficial bacteria (M) to assess growth and biochemical indicators under in vivo
conditions. Drought stress was induced by reducing irrigation levels: 100% retention capacity (RC) served as
the control, 80% RC represented moderate drought, and 60% RC represented severe drought. Lettuce samples
were subjected to individual treatments (100%, 80%, and 60%) and combined treatments (M-100%, M-80%,
and M-60%) during the head formation stage. The addition of the mycorrhizal preparation resulted in greater
head mass and leaf number in Butterhead (M-80% and M-60%) and increased head mass and diameter in Iceberg
(M-60%). Under lower-intensity stress (80%), Butterhead synthesized more proline than Iceberg, indicating a
specific genotypic response. Mycorrhizal treatment also reduced MDA content in Iceberg at the moderate
drought intensity (M-80%), highlighting the protective role of mycorrhizae and bacteria in maintaining
biomembrane integrity.

Key words: mycorrhizal fungi and beneficial bacteria, lettuce, drought, proline, MDA
Thesis contains: 58 pages
17 figures
2 tables
114 references

Original in: Croatian

Defense committee:

1. Monika Markovié, PhD, associate professor chair person
2. Tihana Marcek, PhD, associate professor supervisor

3. Natalija Veli¢, PhD, full professor co-supervisor
4. Sandra BudZaki, PhD, full professor stand-in

Defense date: 18 September, 2024

Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposited in Library of the
Faculty of Food Technology Osijek, Franje Kuhaca 18, Osijek.



DIPLOMSKI RAD JAVNO JE OBRANJEN DANA

12. cuyng 2024,

TE OCIJENJEN USPJEHOM

\Zurstan (9)

Pred Povjerenstvom za obranu diplomskog rada:

1. izv. prof. dr. sc. Monika Markovi¢ predsjednik //%Z aleoas”

(potpis)

el J
2. izv. prof. dr. sc. Tihana Mar¢ek  ¢lan-mentor / LW o JM(X\/”UU\/

(potpis)

3. prof. dr. sc. Natalija Veli¢ ¢lan-komentor Nadt o L 'a Ve iy Q/

J
(potpis)




D 0 1
2. TEORIJSKI DIO ... cuuieuuimuuiraurrasrsmsrnsssssmsssmsssssssnasssssssssssmssssssssssnsssssssnssssnsssnsssnsssssnnssensssnsssnnss 3
2.1. Susa kao abiotiCki stresni €imbenik...............c..cooiiiiiiiii e 4
2.2. U¢inak vodnog stresa na DILJKU ...............ccooiiiiiiiiiii et e eere e 5
2.3. Odgovor DIlJKE NA SUSU .........ccoooiiiiiiiiiiieiiit ettt e e et e e e et e e e ttaeeeetbaeeesstsaeeesssseeeensraeens 7
231 PIOLI i 10
2.3.2. Malondialdehid.........ccueeuiiiiiiieiieie e e e 12

2.4, Efektivni MiKroOoranizimi ...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e ettt e e e e e e s raeeaeeeeeaaes 13
2.4.1. Obiljezja gljiva 1 POJAM MIKOTIZE ......ccivviieeiiiieeiiiiee ettt e eeiieeeerieeeesereeeestbeeeesntbeeeseraeeesnsseeeesnnnes 13
2.4.2. RIZODAKECTIJC ..vveieueviieeeiiieeeeiiieeesitteeesiteeeeesetteeessaseeeesssseeessssseaeasssaeeeanssaeessssseeessnsseeesssaeesssseeessnsses 18

2.5. Uloga mikoriznih gljiva i rizobakterija u razvoju otpornosti na susu...................cccccooeevveeeveneeeennnnn, 19
200, SALALA ..ot ettt ettt et e e et e sra e es 22
2.6.1. MOrfoloSKa ODIlJEZJa 1 TAZVO] «...veeeueieeiiieiiie ettt ettt ettt et et e et e bt e e sateesnneeans 23
2.6.2. Vaznost Salate U ISAIANI.........oouiiriiriiriierii ettt 24

3. EKSPERIMENTALNI DIO ....cuieicieieiirreimnrreresssasasasasnssssasasassssasasasssssssasasasnssssasasnssssssasasnsns 26
BUAoZadatak . ..o ettt et 27
3.2. Materifal 1 METOAE .........coooiiiiiiiiiiiii ettt et et e et e e e 28
3.2.1. Uzg0j biljNog MALETTJAla. ... ..eeiuiieietieiiie ettt ettt ettt et e eet e et e et e et e e et e e enbeeeneeeeee 28
3.2.2. Tretman susom i komercijalnim pripravkom..........cceeiiiiiiiiaiiii et 29
I T 0TS 1| [ 1] ISR 31
3.2.4. Odredivanje Koncentracije ProliNa.............eeiuieiiieiiie ettt eiee et eeetteeeite et e et e et eeseteesebeesnbeeeeeeeees 31
3.2.5. Odredivanje koncentracije malondialdehida .............ccooiiiiiiiiiiiii e 32
3.2.6. StatistiCka obrada podataka............coooiieiiiiiii e e 32

R 2 Y21 0 51 - N N 33
4.1. MorfometrijSKi POAAC...........coooiiiiiiiiii et e et e 34
4.1.1. UcCinak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na masu glaviCe...........cceevererireiiieniieenie e 34
4.1.2. Ucinak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na visinu glavice ............ccoeceverieeiiieiiiienie e 34
4.1.3. Ucinak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na promjer glavice............ccceevveeriuerrierenieeesieeseeens 35
4.1.4. Ucinak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na broj liStova ...........ccccceeeriieiiieiiie e 36

4.2, BiokemijSKi PArAmEtIi..........ooooiiiiiiiiiiii et e e 37
4.2.1. Ucinak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na sadrzaj slobodnog prolina .............cccceeeeviuerennnne. 37
4.2.2. Ucinak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na odredivanje sadrzaja malondialdehida (MDA)......38

4.3. Rezultati korelacijske analize morfometrijskih i biokemijskih pokazatelja...................................... 39

T 2N g 37\ /. . 41
L 77N 2 I 06 0] 45

8 1 00 2 N 0 47



1. UVOD



1. Uvod

Pojava vodnog stresa uzrokuje smanjenje prinosa, kvalitete i produktivnosti usjeva, a ocekuje
se da ¢e u skoroj buducnosti postati goru¢i problem zbog ociglednih i naglih promjena
klimatskog profila uzrokovanih globalnim zagrijavanjem (Koji¢ i sur., 2023). Susa moze
uzrokovati deformacije, pukotine i smanjenu veli¢inu plodova, ¢ime se smanjuje njihova trziSna
vrijednost. Takoder, okus i tekstura plodova mogu biti naruseni, §to dodatno smanjuje njihovu
kvalitetu. U uvjetima vodnog stresa, povrtne kulture mogu imati nizi sadrzaj vitamina, minerala
i drugih hranjivih tvari. Ovakav proizvod ima izmijenjena organoleptiCka svojstva i ne
odgovara zahtjevima trziSta. Sve veca potraznja za hranom uslijed rasta svjetske populacije
zahtijeva ulaganja u poljoprivredne sustave da se dobiju zdravstveno sigurni proizvodi visoke
kvalitete sa prihvatljivim cijenama (Marcek 1 sur., 2024). Primjena agrotehni¢kih mjera moze
znacajno ublaziti utjecaj vodnog stresa na poljoprivredne usjeve 1 pomoc¢i u o¢uvanju prinosa i
kvalitete usjeva €ak 1 u uvjetima smanjene dostupnosti vode. U novije vrijeme naglasak je na
koriStenju korisnih bakterija tla 1 mikoriznih gljiva u cilju povecanja unosa hranjivih tvari 1
razvoju otpornosti na nepovoljne okoliSne uvjete (Koji¢ i sur., 2023). Mikorizni pripravci imaju
veliki potencijal za povecanje prinosa i razvoj otpornosti biljaka modulacijom metabolickih
putova u nepovoljnim uvjetima, poboljsavajuci adaptivni odgovor biljaka na stres. U¢inkovitost
ovisi o biljnoj vrsti, razvojnom stadiju, vrsti pripravka i okoliSnim uvjetima, Sto zahtijeva
individualni pristup i potrebu za poznavanjem primjene. Mogu se primijeniti izravno u tlo ili za
predtretman sjemena, prije, tijekom i1 nakon stresnog razdoblja. To su organski proizvodi s
korisnim mikroorganizmima koji pospjeSuju rast biljaka i povec¢avaju dostupnost hranjivih tvari
koloniziranjem rizosfere. Osim $to opskrbljuju biljku hranjivim tvarima, povecava se kakvoca
1 ucinkovitost biljne proizvodnje. Zbog svoje ekoloske prihvatljivosti, dugotrajnosti i
financijske povoljnosti, ovi proizvodi su bolji od mineralnih gnojiva. Netoksi¢ni su, lako
dostupni 1 jednostavni za koristenje. Takvi komercijalni preparati sadrze nosace koji, ovisno o
tome jesu li u obliku praha, granula ili tekuéine, ukljucuju hranjive tvari poput pSeni¢nog
brasna, kukuruzne krupice, griza, Zelatine, pSeni¢nih mekinja, mjeSavine melase te mineralna 1
organska ulja. Ove tvari omogucuju rast i opstanak mikroorganizama, uz optimalan pH, dobru

sposobnost zadrZavanja vode i fizikalno-kemijska svojstva (Marcek i sur., 2024).

Kao modelni organizam ovog rada izabrana je salata (Lactuca sativa var. capitata), s obzirom
na njezino gospodarsko znacenje, proizvodnju, te namjernicu koja se ¢esto koristi u ishrani a

ima znacajnu nutritivnu vrijednost.
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2. Teorijski dio

2.1. Susa kao abioticki stresni ¢imbenik

Stres je stanje koje ogranicava i umanjuje produktivnost biljke (Katsoulas i sur., 2016). Moze
trajati privremeno i tada obi¢no ne predstavlja znacajnu opasnost za jedinku ukoliko postoje
strategije koje ublazavaju njegovo negativno djelovanje kao $to su aklimatizacija i adaptacija
(Mesi¢ i sur., 2022; Dasgan i Temtek, 2022). Prema Vukadinovi¢ i sur. (2014) aklimatizacija je
rezultat kratkog izlaganja biljke nekom stresnom faktoru, dok je adaptacija najcesée genetski

uvjetovana otpornost.

Medutim, tolerancija neke vrste na stres uvelike ovisi o genotipu, razvojnom stadiju biljke,
duljini 1 intenzitetu trajanja stresa (Zhang 1 sur. 2020). Biljni stres se dijeli na abioticki 1 bioticki.
Abioticki su fizikalno-kemijski ¢imbenici nezivog okoliSa, dok bioticke ¢imbenike Cine ziva

bic¢a poput mikroorganizama i kukaca.

Medu ¢imbenicima, susa se smatra glavnim abiotickim stresom, a u prirodnim uvjetima cesto
dolazi u kombinaciji s visokim temperaturama 1 visokim svjetlosnim intenzitetom pa su cesto
njeni ucinci na biljku kumulativni (Mesi€ 1 sur., 2022). Abioticki stresni cimbenici dovode do
50% gubitka prinosa od kojih na susu otpada 10%, a na visoke temperature 20% (Zia 1 sur.
2021). Brojni dokazi povezuju susu s globalnim klimatskim promjenama s tendencijom Sirenja,
porasta intenziteta i duljine trajanja suSnih perioda (Blauhut i sur., 2022). Svjetska meteoroloska
organizacija (WMO) definira susu kao nestasicu padalina kroz duze vremenski period koji
obuhvaca razdoblje od jedne sezone do nekoliko godina, Sto rezultira nedostatkom vode za
potrebe opskrbe ljudi 1 okolisa (Kour i sur., 2022). Pored nedostatka oborina, uzroci vodnog
stresa mogu se povezati s kr€enjem Suma S$to potiCe eroziju i negativno utjeCe na zalihe
povrsinske 1 podzemne vode, kao i na tok rijeka 1 potoka. Takoder, prekomjerno iskoristavanje
resursa pridonosi degradaciji tla i smanjuje njegovu sposobnost za skladiStenje i zadrzavanje
vode (Rajabbeigi i sur., 2013; Armada i sur., 2016). Osim §to ima znac¢ajan utjecaj na globalnu
proizvodnju hrane, suSa takoder utjece negativno na kvalitetu vode, pogorSava eroziju tla 1
potice prirodne katastrofe poput poplava i pozara te moze pridonijeti Sirenju zaraznih bolesti
(Fadiji 1 sur., 2022). Prijetnja je poljoprivrednoj proizvodnji Sirom svijeta te uzrokuje vece
godi$nje gubitke prinosa usjeva od svih biljnih patogena zajedno. U posljednjih 35 godina
smanjili su se prinosi na globalnoj razini u osnovnim usjevima kao §to su pSenica, kukuruz i
slanutak za 21, 40 1 60 % (Poudel i sur., 2021). Regionalna susa jedan je od vodecih uzro¢nika
gladi i pothranjenosti posebice u Aziji i Africi koje unato¢ suvremenim pristupima obrade tla i
povecanja uroda ne mogu zadovoljiti kontinuirani trend povecanja broja stanovnika (Kogan i

sur., 2019). Procjenjuje se da ¢e se do 2050 godine broj svjetskog stanovnistva porasti na oko

4
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9 milijardi ljudi (Zia i sur. 2021). Iako se posljedice vodnog stresa ne mogu sprijeciti, njeno
napredovanje se moze usporiti pracenjem ranih ostecenja na usjevima $to olakSava procjenu

rizika od Stete, te primjenu dodatnih mjera u svrhu prevencije gladi (Kogan i sur., 2019).

2.2. Ucinak vodnog stresa na biljku

Susa inhibira rast, smanjuje relativni sadrzaj vode (relative water content, RWC) i turgorski tlak
te smanjuje sposobnost fotosinteze i apsorpcije hranjivih tvari, a gubitak vode transpiracijom je
povecan §to dovodi do smanjenja prinosa (Poudel i sur., 2021). Produljeni su$ni periodi ometaju
brojne stani¢ne procese kao $to je sinteza proteina, asimilacija duSika te prijenos tvari kroz
membranu (Kour i sur., 2022). RWC je pouzdan pokazatelj vodnog statusa biljke koji pokazuje
odnos preko korijena apsorbirane vode 1 gubitka vode transpiracijom. U uvjetima dehidracije
(suSa, toplina, hladnoc¢a, salinitet) vrijednosti RWC su nize, pa je ovaj parametar ujedno i

pokazatelj stresa (Anjum i sur., 2020).

Negativni ucinci vodnog stresa na biljku vidljivi su kroz morfoloske, fizioloSke, stani¢ne i
biokemijske promjene. U ranoj fazi rasta suSa ometa klijanje, reduciraju se diobe stanica i
elongacija u meristemskim zonama. Nadalje, smanjuje se broj i veli¢ina listova, zbog redukcije
aktivnih meristema u internodijima stabljike reducira se visina biljke, a ukupna biomasa je
znacajno manja (Zia 1 sur., 2021; Kour 1 sur., 2022). Niske turgorske vrijednosti koje su
posljedica stanicne dehidracije, smanjuju stani¢ni volumen i povecava se koncentracija
unutarstani¢nog soka. Nedostatak vode u tlu povecava biosintezu apcizinske kiseline (ABA) u
korijenu se koja ksilemskim optokom translocira do izdanka gdje, putem hidroaktivne
regulacije, inducira zatvaranje puci u cilju sprecavanja prevelike transpiracije (Sauter i sur.,
2001). Zatvaranjem puci, smanjuje se njihova provodljivost $to ima dvojak ucinak. Prvo,
ovakvim djelovanjem biljka ¢uva zalihe vode dok istovremeno fotosintetska u¢inkovitost opada

zbog smanjene unutarstani¢ne koncentracije COo.

Na stani¢noj razini dehidracija uzrokovana suSom, dovodi do denaturacije proteina i
narusavanja integriteta membrana zbog prekomjerne proizvodnje reaktivnih kisikovih Cestica
(,,reactive oxygen species, ROS) koji uzrokuju oksidativna oStecenja i narusavaju normalnu
funkciju biljne stanice $to posljedicno moZe dovesti do stani¢ne smrti i uginuc¢a biljke (Poudel
isur., 2021; Ahmad i sur., 2022). Membrane osteene ROS, postaju neselektivno propusne §to
uzrokuje pretjerano istjecanje elektrolita iz stanica (Petrov i sur., 2017). U brojnim znanstvenim

istrazivanjima potvrdeno je negativno djelovanje vodnog stresa na fotosustave u tilakoidnim
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membranama u vidu denaturacije proteina kloroplasta te pada ukupne koncentracije pomoénim
fotosintetskih pigmenata (Jaleel i sur., 2007; Zia i sur., 2021). Smanjen sadrzaj klorofila je
tipiCan pokazatelj oksidativnog stresa pod uvjetima vodnog stresa te moze biti i rezultat
fotooksidacije pigmenta i degradacije klorofila (Murtaza i sur., 2016). Prekomjerna proizvodnja
slobodnih radikala dovodi do oksidacijskog stresa. Slobodni radikali su atomi ili molekule koje
u vanjskoj ljusci sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona sto ih ¢ini visoko reaktivnim. ROS
su visoko reaktivne molekule kisika koje obuhvacaju slobodne radikale i neradikalne spojeve.
Slobodni radikali ukljucuju superoksidni radikal (O»7) 1 hidroksilni radikal (OH"), dok
neradikalni spojevi obuhvaéaju singletni kisik ('02) i vodikov peroksid (H202). U nestresnim
uvjetima nastaju u manjim koli¢inama kao meduprodukti metabolicke aktivnosti stanice, no
zbog stresa njihova sinteza je prekomjerna (Corpas i sur., 2015). ROS nastaju u mitohondrijima,
peroksisomima, kloroplastima, endoplazmatskom retikulumu, apoplastu i na plazmatskoj
membrani tijekom razli¢itih metaboli¢kih 1 fizioloskih procesa kao S§to su fotorespiracija,
disanje 1 fotosinteza (Kar, 2015). Arhitektura korijenova sustava izrazito utjece na toleranciju
vodnog stresa. Naime biljke koje imaju duzi, razgranatiji 1 povr§inom veci korijen, u pravilu
bolje toleriraju manjak vode, iako u ograni¢enim uvjetima vode varijacije u morfologiji korijena
su specifine za vrstu 1 genotip (Ahmad 1 sur., 2022; Fadiji 1 sur., 2022). Biljke koje trpe
nedostatak vode u vegetativnoj fazi pokazuju simptome poput venuca liS¢a, smanjenja visine,
broja i povrsine listova, te kaSnjenja u razvoju pupova i cvjetova (Sourour i sur., 2017). Tako je

u pSenice 1 kukuruza susa reducirala visinu 1 smanjenje lisne povrSine (Ahmad i sur., 2022).

Nadalje, susa utjece na dostupnost hranjivih tvari u tlu, njithov unos kroz korijen 1 transport do
izdanka $to je posljedica ograniCene transpiracije, inhibicije aktivnog prijenosa tvari kroz
membranu zbog naruSene permeabilnosti (Hu 1 Schmidhalter, 2005). Primjerice manjak fosfata
uzrokuje poremecaj metabolicke aktivnosti, redukciju rasta korijena, ekspanziju listova,
povrsinu 1 broj lisne mase te redukciju omjera korijen/izdanak. Osim toga, nedostatak fosfora
moze odgoditi pocetak cvjetanja, smanjiti broj cvjetova i ograni€iti proizvodnju sjemena.
Dokazano je da smanjenje dostupnosti fosfora, smanjuje nutritivnu vrijednost povréa (Kour i
sur., 2022). Osim na smanjenje prinosa, susa direktno djeluje 1 na kvalitetu 1 nutritivhu
vrijednost, a kona¢ni u€inak ovisi o vrsti, intenzitetu i trajanju vodnog stresa. Susa povecava
koli¢inu proteina i antioksidansa, a smanjuje koli¢inu ugljikohidrata, lipida i ostalih nutrijenata
mijenjajuci senzoricke osobine u negativnom kontekstu. Susa smanjuje koli¢inu amiloze u
sjemenkama (Singh i sur., 2008), te koli¢inu nezasi¢enih masnih kiselina (Taarit i sur., 2010).

Nadalje, translokacija minerala (K, P, N, Mg, S, Zn, Fe 1 Cu) u sjemenku je poremecena (Oktem,
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2008). Prema literaturnim podatcima, susa odgada cvatnju u kukuruzu, kvinoji i rizi, dok kod
pSenice, jeCma i soje ubrzava generativnu fazu i fiziolosku zrelost (Wach i Skowron, 2022).
Fenofaza cvatnje posebno je osjetljivo razdoblje jer susa moze izazvati sterilnost polena zbog
smanjene receptabilnosti njuske tucka za polen. Sofisticirani adaptivni mehanizmi kao Sto je
promjena obrasca i dinamike rasta, smanjenje gubitka vode transpiracijom promjenom
stomatalne provodljivosti i rasporeda puci, uvijanje listova, promjene omjera korijen-izdanak,
sinteza kompatiblinih osmolita samo su neki od strategija kojima se ublazavaju negativne

posljedice vodnog stresa (Oktem 2008, Singh i sur. 2008; Taarit 1 sur. 2010).

2.3. Odgovor biljke na suSu

Kako bi se prilagodile susi, biljke su razvile veliki broj morfoloskih, fizioloSkih, stani¢nih i
biokemijskih prilagodbi koje im omogucuju prezivljavanje u uvjetima vodnog stresa. Otpornost
na suSu definira se sposobnosc¢u biljke da vrlo rano detektira manjak vode 1 inicira odgovor.
Generalno, sama otpornost na susu je slozena osobina, a ukljucuje aktivaciju nekoliko obrazaca
djelovanja; bijeg (,,drought escape®), izbjegavanje (,,drought avoidance*), tolerancija (,,drought
tolerance®) 1 oporavak (,,drought recovery*). Bijeg oznaCava ubrzanje tj. ubrzano donosenje
cvijeta 1 ploda prije nastupa vodnog stresa, izbjegavanje podrazumijeva ocuvanje povecanog
sadrzaja vode u stanicama i prevenciju celularnih oste¢enja. Nadalje, tolerancija oznacava rast
biljke unato¢ niskom sadrzaju vode te oporavak koji nastupa nakon perioda vodnog stresa
tijekom kojeg se uspostavlja hidroloska ravnoteza (Wach 1 Skowron, 2022). Biljke koje imaju
kra¢i zivotni ciklus, smanjenu transpiraciju pracenu povecanim unosom vode, uspjesniju
osmotsku prilagodbu, pohranjivanje toksi¢nih iona u vakuole te razvijene mehanizme kojima

ranije detektiraju manjak vode, su u pravilu uspjesnije u toleranciji vodnog stresa.

Kao odgovor na stres izazvan manjkom vode biljka pojacano sintetizira komatibilne osmolite
(osmoliti ili osmoprotektanti) ¢ija je primarna uloga osmotsko prilagodavanje (osmoregulacija).
Osmoregulacija je adaptivni mehanizam koji smanjuje osmotski potencijal stanice ¢ime
doprinosi unosu vode i ocuvanju stani¢nog turgora. Osmoliti su niskomolekulski organski
polarni spojevi, dobro topivi u vodi, bez naboja koji ukljucuju razli¢ite Secere, poliamine,
sekundarne metabolite, aminokiseline 1 poliole. Osmoliti takoder imaju sposobnost
detoksifikacije ROS cestica i zastite celularnih i subcelularnih struktura. Za vrijeme vodnog
stresa smanjen je vodni potencijal, a akumulacijom osmolita osigurava se unos vode u stanicu
pa se moze re¢i da osmoliti djeluju kao puferi (Nadeem i sur., 2020). U uvjetima stresa povecana

biosinteza osmolita je regulirana pove¢anom aktivnos¢u razli¢itih signalnih putova kao §to je
7
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MAP-kinaza ovisni put, potom signalizacija uvjetovana ionima kalcija te ABA stani¢na
signalizacija koji u sinergistickom djelovanju s ROS doprinose razvoju tolerancije (Jogawat,

2019).

Poliamini (putrescin, kadaverin, spermidin) su dusicni spojevi koji imaju ulogu u velikom broju
stani¢nih procesa kao §to je embriogeneza, dioba stanica, morfogeneza, regulacija rasta, te
jacanje antioksidativne sposobnosti (Fadiji i sur., 2022). Djeluju kao kationi te imaju tendenciju
stvaranja interakcija s negativno nabijenim stani¢nim strukturama kao Sto su DNA, RNA,
fosfolipidi 1 proteini. Takoder, mogu blokirati rad ionskih crpki stvaraju¢i preduvjete za ionsku

osmotsku prilagodbu (Ghosh 1 sur., 2021).

Osim rezervne uloge, polisaharidi i1 topivi Seceri takoder doprinose osmotskom prilagodavanju.
Vazno je istaknuti da pojedine skupine Secera se induciraju nakon kraceg, odnosno, duzeg
trajanja susnog perioda. Tako je povecanje koncentracije monosaharida zabiljezeno kao dio
inicijalnog odgovora, dok je povecana biosinteza fruktana uocena nakon duzeg izlaganja biljke
manjku vode (Kerepesi 1 Galiba, 2000). Pojedini Seceri su specifi¢niji markeri tolerancije od
drugih. U vrste Craterostigma plantagineum (Hochst.), koja je izrazito otporna na dehidraciju,
trehaloza je bila najznacajniji nereduciraju¢i Sec€er koji se pojacano akumulirao kroz duzi
vremenski period trajanja vodnog stresa zbog sposobnosti reverzibilne apsorpcije vode u
uvjetima dehidracije (Rontein 1 sur.,, 2001). Nadalje, od ostalih Secera bitna je rafinoza,
oligosaharid, ¢ije se povecane koncentracije u biljci povezuju s pove¢anom otpornoscu na stres
izazvan dehidracijom (susa, salinitet, hladno¢a) (Ghosh i sur., 2021). Susa inducira i pojacano
nakupljanje polisaharida stani¢ne stijenke kao Sto je lignin, suberin, ksiloglukan, pektini i

ekspanzin, a krajnji rezultat je u¢vrS¢ivanje stijenke i ocuvanje turgora (Le Gall i sur., 2015).

Od ostalih osmoprotektanata koje inducira stres izazvan suSom su aminokiseline, poput glicin
betaina (GB), prolina, cisteina, histidina te neproteinska aminokiselina GABA (gama
aminomaslacna kiselina). Cistein, aminokiselina koja sadrzi sumpor, ukljucen je sintezu
metionina, vitamina i kofaktora, te ima osmoregulatorno djelovanje u uvjetima stresa (Nadeem
1 sur., 2020). Djelovanje GABA u uvjetima manjka vode ocituje se u biosintezi hormona,
stani¢noj signalizaciji, regulaciji degradacije proteina, metabolizmu ugljika i1 duSika, te
uklanjanju ROS. Tijekom vodnog stresa, zabiljeZene su povecane koncentracije GABA u crnog
kima (Nigella sativa L.) (Rezaei-Chiyaneh, 1 sur. 2018), dok je egzogena primjena GABA
povecala toleranciju vodnog stresa u visegodiSnjeg ljulja (Lolium perenne L.) (Krishnan i sur.,

2013) i crnog papra (Piper nigrum L.) (Vijayakumari 1 Puthur, 2016).
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Kompatiblini osmolit GB se dobiva iz kolina i glicina, pripada kvarternim amonijevim
spojevima, a biljke koje ga pojacano sintetiziraju imaju veéu otpornost na povisen salinitet,
susu, hladno¢u, visoke temperature i svjetlosni stres. Uglavnom je lokaliziran u kloroplastima,
citoplazmi i vakuolama. GB povecava aktivnost PSII, §titi strukturu membrana, inducira
ekspresiju stresnih gena te uklanja ROS cestice. U pamuka (Gossypium hirsutum L.), GB je
ublazio toksi¢na oStecenja izazvana kadmijem (Farooq i sur., 2016), a u soje (Glycine max L.)

folijarna primjena GB povecala je otpornost na salinitet i suSu (EI Sabagh i sur., 2015).

Secerni alkoholi (polioli) imaju brojne uloge u stanici ukljuéujuéi osmoregulatornu ulogu,
sudjeluju u o¢uvanju prirodnog stani¢nog imuniteta, sudjeluju u signalnim putovima 1 prijenosu
tvari. Polioli kao S§to su manitol, inozitol, glicerol 1 ribitol u svojoj kemijskoj strukturi sadrze
OH skupinu koja sudjeluje u stvaranju zastitnih hidratacijskih plaSteva oko makromolekula.
Na taj na¢in makromolekule ostaju funkcionalne unato¢ osmotskom stresu (Nadeem 1 sur.,
2020). Glicerol je najjednostavniji poliol koji sadrzi tri hidroksilne skupine. Obilno se
akumulira u morskih algi u uvjetima abiotickog stresa (Rathinasabapathi, 2000).
Najzastupljeniji Se¢erni alkohol u biljkama je manitol koji predstavlja reducirani oblik manoze,
dok je cikli¢ki poliol mio-inozitol klju¢an u osmotskoj prilagodbi saliniteta u halofita (Nadeem
i sur., 2020). Osmoregulatorna uloga saharoze i mio-inozitola u uvjetima vodnog stresa uocena

je u tolerantnog genotipa pSenice Antonija (Marcek i sur., 2019).

Biokemijski odgovor biljke na suSu podrazumijeva indukciju antioksidativnog obrambenog
sustava Cija je glavna uloga uklanjanje prekomjerne koncentracije ROS cestica. Enzimski
antioksidativni obrambeni sustav ukljucuje enzime poput askorbat peroksidaze (APX), katalaze
(CAT), superoksid dismutaze (SOD) i1 enzime askorbat-glutationskog ciklusa (ASH-GSH)
glutation peroksidaze (GPX) 1 glutation reduktazu (GR), te neenzimske komponente kao §to su
askorbinska kiselina, cistein, glutation, flavonoidi, karotenoidi i tokoferoli (Poudel i sur., 2021).
SOD je enzim koji predstavlja prvu crtu obrane u uvjetima oksidacijskog stresa. Naime, uz
pomo¢ metalnog kofaktora (ovisno o izoformi) SOD dismutira superoksidni anion (O2") na
kisik 1 H2O». Nastali H2O> se dalje uz pomo¢ specifi¢nih peroksidaza (APX 1 GPX) i CAT
razlaze na vodu i kisik (Saeed i sur., 2021; Wahab i sur., 2022). Nespecifi¢ne peroksidaze (POD,
gvajakol peroksidaza) koje koriste supstrate gvajakol 1 pirogalol za detoksifikaciju H20>. Osim
antioksidativne uloge, POD sudjeluje u procesu lignifikacije potaknute mehanickom ozljedom
ili napadom patogena (Koji i sur., 2009). Istrazivanja potvrduju pozitivau korelaciju izmedu
povecane antioksidativne aktivnosti, koncentracije glutationa i prolina, fenolnih spojeva i

tolerancije vodnog stresa (Ferrara i sur., 2011; Hussain i sur., 2018; Uarrota i sur., 2018).
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Nadalje, obecavajuéi rezultati u povecanju otpornosti biljke na susu pokazuje i aplikacija
moduliranja aktivnosti antioksidativnog sustava u razvijanju otpornosti na susu posredovani
korisnim mikroorganizmima. Kukuruz (Zea mays L.) tretiran vrstama roda Bacillus imao je
smanjenu aktivnost APX 1 GR uz istovremeno zadovoljavaju¢u toleranciju vodnog stresa
(Moreno-Galvan i sur., 2020). Suprotno, krumpir (Solanum tuberosum L.) inokuliran vrstama
B. pumilus i B. firmus imao je znacajno vecéu aktivnost CAT, SOD i APX (Sandhya i sur., 2010).

1z ovoga slijedi da bakterijski inokulati imaju sposobnost modulacije antioksidativnog sustava

.....

2.3.1. Prolin
Prolin (C4HsNCOOH) (Slika 1) je neesencijalna aminokiselina, niske molekulske mase, koja

se u uvjetima dehidracije u biljci nakuplja u ve¢im koli¢inama (Rajabbeigi i sur., 2013).

@) OH

Slika 1 Strukturna formula prolina

Biosinteza prolina moZe se odvijati istovremeno ili pojedina¢no kroz dva puta: putem glutamata
i putem ornitina. U citoplazmi, glutamat uz pomo¢ enzima P5C (A'-pirolin-5-karboksilat
sintetaze) prelazi u glutamil-Y-semialdehid (GSA) &ijom ciklizacijom nastaje A'-pirolin-5-
karboksilat (P5C). Redukcijom P5C uz pomo¢ Al-pirolin-5-karboksilat reduktaze (PSCR)
sintetizira se prolin. Ornitinski put sinteze obuhvaca transaminaciju ornitina u P5C uz pomo¢
ornitin-6-aminotransferaze (OAT) i ¢eS¢e se dogada u uvjetima ogranic¢ene koli¢ine dusika. Za
razgradnju prolina do P5C zaduZena je ProDH (prolin dehidrogenaza). Intermedijer P5C se do
glutamata prevodi posredovanjem P5CDH (Al-pirolin-5-karbolsilat dehidrogenaza) na
unutrasnjoj strani mitohondrija (Chun i sur., 2018; Ghosh 1 sur., 2021). Iako su geni i enzimi
uklju€eni u biosintezu prolina dobro poznati, jo§ uvijek postoje dvojbe koji prekursor u sintezi

10



2. Teorijski dio

prolina je klju¢ni. Neki autori vjeruju da je biosinteza prolina iz ornitina dominantnija u
uvjetima klijanja, dok drugi tvrde da supstrat za sintezu prolina ovisi o vrsti. AbdElgaward i
sur. (2015) istiCu da je u trava viSe dominatniji glutamatni put, a u mahunarki ornitinski put.
Utvrdeno je da se tijekom abioti¢kog stresa, brzina biosinteze prolina u biljkama poveéava Sto
pomaze u ocuvanju niskog omjera NADPH:NADP'. Niski NADPH/NADP"® vazan je u
ocuvanju toka elektrona izmedu PSII i PSI, ocuvanju redoks ravnoteze unutar stanice i redukciji
Stete u koloroplastima nastale fotoinhibicijom (Ghosh i sur., 2021). Koli¢ina prolina u biljkama
usko je vezana uz susu i raste s pove€anjem intenziteta. Zbog toga je mjerenje kolicine prolina
bitno za utvrdivanje otpornosti na osmotski stres (Ahmad 1 sur., 2022). Prolin, kao
osmoprotektor sudjeluje u o€uvanju stani¢nog turgora, Stiti od oksidativnog stresa uzrokovanog
ROS cesticama, doprinosi stabilnosti makromolekula poput lipida, nukleinskih kiselina 1
proteina, te sluzi kao izvor dusika i ugljika za biljke u uvjetima vodnog stresa (Marcek 1 sur.,
2019). Nadalje, djeluje kao molekulski Saperon tako Sto sprjeCava gubitak funkcije proteina,
regulira pH vrijednost citoplazme, a u vodenoj sredni stvara hidratacijske plasteve oko
fosfolipida 1 moze umanjiti lipidnu peroksidacijiu potaknutu prevelikom koncentracijom ROS

(Marcek 1 sur., 2014; Fadiji 1 sur., 2022).

U biljkama se povecanje koli¢ine prolina tijekom oksidativnog stresa povezuje s vecom
otpornoscu na susu. Biljke tretirane korisnim PGPB (plant growth promoting bacteria, PGPB)
mikroorganizmima c¢esto pokazuju povecanu koncentraciju u uvjetima vodnog stresa.
Primjerice kod kukuruza, inokulacija rodom Bacillus sp. znacajno je povecala sadrzaj prolina
(Fadiji 1 sur., 2022). Krastavci (Cucumis sativus L.) tretirani bakterijama Bacillus
cereus, Bacillus subtilis 1 Serratia sp. imali su tri do Cetiri puta veci sadrzaj prolina u listovima,
¢ime su bili zasti¢eni od prekomjerne dehidracije (Poudel i sur., 2021). U istom istrazivanju
inficirane biljke, imale su manja oSte¢enja membrana u uvjetima vodnog stresa od netretiranih.
Biljke paprike (Capsicum annum L.) i rajCice (Lycopersicon esculatum L.) tretirane s
pripravkom koji je sadrzavao rod Rhizophagus sp. 1 vrstu Burkholderia seminalis imale su
znacajan porast koncentracije prolina u uvjetima osmotskog stresa u odnosu na netretirane
(Tallapregada 1 sur., 2016). Kour 1 sur. (2022) navode niz primjera u kojima je inokulacija
biljaka s arbuskularnim mikoriznim (AM) gljivama u uvjetima vodnog stresa potakla jacu
sintezu prolina. Primjerice, slanutak inficiran rizobakterijama Bacilus subtilis, B. thuringiensis
1 B. megaterium. Potom, orah u zajednici s vrstama Azotobacter chroococcum, Azospirillium
lipofrum, Glomus etunicatum i Glomus mosseae u kojeg je pored prolina zabiljezen i1 veéi

sadrzaj topivih Secera (Behrooz i sur., 2019).
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2.3.2. Malondialdehid

Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) i lipidi su glavne sastavnice biomembrana ¢ija struktura
moze biti naruSena oksidacijom uslijed prekomjerne proizvodnje ROS u procesu nazvanom
lipidna peroksidacija. Lipidna peroksidacija je proces koji se odvija u tri faze: inicijacija,
propagacija i terminacija (Slika 2). U inicijalnoj fazi reakcije PUFA s ROS cCesticama nastaje
lipidni radikal. U propagaciji ovaj radikal reagira s molekularnim kisikom te nastaje visoko
reaktivni lipidni peroksil 1 alkoksil radikali koji pokre¢u zavrSnu fazu lipidne peroksidacije
(terminacija). U terminacijskoj fazi lananim reakcijama radikali propagacije ,,napadaju*
susjedne molekule lipida uzrokuju¢i degradaciju lipida, gubitak fluidnosti 1 integriteta
membrana. Razgradnjom lipidnih hidroperoksida, lako se mogu proizvesti aldehidi

(malondialdehid, akrolein) i drugi spojevi poput lipidnih epoksida ili alkohola (Labudda, 2013).

R /'_j g COCH

Polinezasi¢ena masna kiselina

Inicijacija Y
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Lipidni radikal
Propagacij: ©
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Slika 2 Stupnjevi lipidne peroksidacije (Modificirano prema: https://alchetron.com/Lipid-
peroxidation)

Malondialdehid (MDA) je pokazatelj stupnja lipidne peroksidacije, odnosno stupnja oStecenja
membranskih lipida koja nastanu zbog utjecaja slobodnih radikala. U stanicama predstavlja
jedan od konac¢nih produkata procesa razgradnje polinezasi¢enih masnih kiselina, a odreduje se
vrlo jednostavno metodom tiobarbiturne kiseline (TBA). MDA s TBA tvori intermedijere u
omjeru 1:2, a odreduje se spektrofotometrijski ili fluorometrijski (Labudda, 2013). Kao $§to je

spomenuto, lipidna peroksidacija je u bioloskim membranama marker oksidativnog stresa u
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biljkama. Medutim, hidroperoksidi lipida i drugi produkti razgradnje, kao 1 inicijatori lipidne
peroksidacije (npr. ROS) mogu posredovati u putovima signalne transdukcije. To ukazuje da
lipidna peroksidacija, osim Sto je destruktivan proces, u manjem intenzitetu moze imati i
funkcionalnu ulogu (Labudda, 2013). Literaturni podatci isti¢u potencijalnu ulogu primjene
pripravaka korisnih mikroorganizama u smanjenju intenziteta lipidne peroksidacije,
nakupljanju ROS cestica te poveéanju ukupne antioksidativne aktivnosti biljke uvjetima
vodnog stresa (Ahmad i sur., 2022). Sadnice kineske datulje (Zizyphus jujuba (L.) H. Karst.)
tretirane pripravkom koji je sadrzavao vrste Pseudomonas lini 1 Serratia plymuthica imale su

znacajno manji sadrzaj MDA nego netretirane (Ahmad 1 sur., 2022).

2.4. Efektivni mikroorganizmi
2.4.1. Obiljezja gljiva i pojam mikorize

Gljive su nevaskularni eukariotski organizmi (jednostani¢ni ili uglavnom visestani¢ni) koje
zbog jedinstvene strukturne organizacije 1 prisutnosti specifi¢nih prilagodbi su svrstane u
carstvo Fungi. Stanice imaju 80S ribosome, stani¢na stijenka sadrzava hitin (polisaharid
specifican za zivotinjske stanice), a vecina gljiva ima malene jezgre s malim brojem
kromosoma. Pored hitina stijenka sadrzava razli¢ite druge polisaharide, glikoproteine,
pigmente 1 lipide te pokazuje veliku plasticnost koja omogucava vijabilnost stanice. Stani¢na
stijenka gljiva sadrzi adhezine i veliki broj receptora koji primaju vanjske signale koji se
integriraju u slozenu mrezu kaskadnih reakcija prijenosa informacije do genoma (Garcia-Rubio
isur., 2020). Umjesto kolesterola fosfolipidni sloj biomembrana gljiva sadrzi sterol i ergosterol,
biosinteza aminokiseline lizin se razlikuje od puteva sinteze lizina kod drugih organizama dok
se proteini koji grade mikrotubule razlikuju od proteina koji ¢ine citoskelet biljaka ili Zivotinja.
U lijecenju gljivicnih bolesti Cesto se koriste lijekovi koji narusavaju strukturu ergosterola,
sterola prisutnog u membranama sisavaca. Zbog nedostatka klorofila u stani¢noj gradi gljive su
neovisne o svjetlu te mogu Zivjeti u potpunom mraku. Tijelo viSestani¢nih gljiva je
filamentozno, a sastoji se od hifa koje ¢ine micelij koji raste unutar ili na supstratu preko kojega
se hrani. Postoje aseptatne hife, koje ne sadrZe stani¢ni zid (septa) izmedu jezgara hifa, a Cesto
ih susre¢emo u predstavnika skupine Zygomycetes (Slika 3). Kod septiranih hifa jezgre su
odvojene septama, a nalazimo ih unutar skupina Ascomycetes i Basidiomycetes. S obzirom na
strukturu 1 vrstu septi postoje brojne varijacije koje su specifi¢ne za pojedinu skupinu gljiva

(McConnaughey, 2014).
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Jezgre Jezgre

.“\ Citoplazma
Citoplazma fos \
\ |

Septate Hiphae Asepta Hiphae

Slika 3 Septatne i aseptatne hife (Izvor:
https://www2.hawaii.edu/~johnb/micro/m140/syllabus/week/handouts/m140.4.5.html)

Gljive pripadaju heterotrofnim organizmima ¢iji egzoenzimi sudjeluju u razgradnji organske
materije. Prema nac¢inu ishrane i odnosu prema domacinu gljive mogu biti: saprofiti koji koriste
nezivi supstrat 1 imaju ulogu razlagaca u ekosustavima, paraziti koji koriste organske tvari iz
drugog organizma indirektno ugrozavajuci njihov opstanak i konacno sudionici mutualisti¢kog

odnosa s biljkama, algama i liSajevima (Volk, 2013).

Mikoriza predstavlja simbiotsku povezanost izmedu micelija mikoriznih gljiva i korijena visih
biljaka. Prema Harley i Smith (1983) mikoriza je zajednica izmedu gljive i biljke u kojoj ne
dolazi do narusavanja integriteta biljke, a koje je Cesto prisutno i raSireno u prirodi. U svih
tipova mikoriza, hife iz kolonijaliziranog korijena prodiru u tlo povecavajucu apsorpcijsku
povrsinu za unos hranjivih tvari posebice dusika, fosfata i kalija. Zauzvrat gljiva od domacina
koristi produkte asimilacije CO; - Secere (Volk, 2013; Dasgan i Temtek, 2022). Mutualisticki
odnos zasniva se na interakciji modificiranih absorptivnih organa - korijena biljke (fotobiont) i
hifa gljive (mikobiont) (Brundrett, 2002). Ova asocijacija ima vaznu ulogu u ekosustavima
zbog toga $to povecava produktivnost biljke i doprinosi ukupnoj bioraznolikosti. Generalno
mozZe se reci da interakcija biljke s mikoriznim gljivama poboljSava prinos i rast (Slika 4), no
to ne mora uvijek biti pravilo. Naime, djelovanje nepovoljnih okoli$nih faktora moze oslabiti
ukupni u€inak mikorize te potaknuti razvoj drugih interspecijskih odnosa, od neutralnog

mutualizma do negativnog parazitizma (Maherali, 2014).

14



2. Teorijski dio

Slika 4 Arhitektura korijena rajéice; mikorizni tretman i bez mikoriznog tretmana (s lijeva na desno)

(Modificirano prema: Plants | Free Full-Text | Arbuscular Mycorrhizal Fungi and Fertilization
Influence Yield, Growth and Root Colonization of Different Tomato Genotype (mdpi.com))

Prema Huey 1 sur. (2020) postoje Cetiri vrste mikoriza: ektotrofna (ECM), endotrofna (VA ili
VAM), orhidejska 1 erikoidna mikoriza. Isti autori navode slijedecu kategorizaciju: endotrofna
mikroiza ukljucuje arbuskularnu, erikoidnu 1 orhidejsku kategoriju, dok posebna kategorija
arbutoidne mikorize podrazumjeva ektotrofnu i monotropoidnu mikroizu. U ektotrofnoj
mikorizi hife stvaraju zastitni omota¢ s vanjske strane korijena te prodiru izmedu stanica
rizoderme u primarnu koru (Slika 5). U medustanicnim prostorima rizoderme i kore hife se
granaju te umrezavaju stvarajuc¢i Hartigovu mrezu. U ovoj vrsti mikorize hife nikada ne prodiru
u stanice. Ektotrofan tip mikorize nalazimo u skupine Basidiomycota 1 ponekad u skupine

Ascomycota.

Hartigova mreza Omotac

Sredi$nji cilindar | \ |

Endodermas  Stanice kore
Casparijevim prugama

Slika S Ektotrofna mikoriza u histoloskog gradi korijena (Izvor:
https://en.wikipedia.org/wiki/Hartig_net)

Endotrofna mikoriza se jo$ naziva i vezikularna arbuskularna mikoriza (VAM) ili arbuskularna

mikoriza (VA). Ovaj mutualisti¢ki odnos izostavlja stvaranje zastitnog omotaca, a gljive koje
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preferiraju ovakav odnos su iz skupine Glomeromycota. Umjesto stvaranja zastitnog omotaca,
hife prodiru u intracelularne i intercelularne prostore stanica rizoderme i kore, no nikada ne
ulaze u srediS$nji cilindar (Slika 6). Inficirani dio korijena naziva se arbuskula, a posreduje u
metabolickoj razmjeni izmedu gljive i domacina (Devi i sur., 2021). Arbuskularni mikorizalni
simbionti mogu biti u asocijaciji samo s kombatibilnim domacinima, a nalaze se gotovo u svim
taksonima unutar kritosjemenjaca (Huey i sur., 2020). Nadalje, osim fosfora arbuskularne gljive
potpomazu unos cinka, bakra, dusika i zeljeza, te pokazuju rezistentnost na odredene patogene

korijenovog sustava i pokazuju otpornost na dehidraciju (Huey 1 sur., 2020).

Slika 6 Endotrofna mikoriza u histolo§koj gradi korijena. Stanice rizoderme i kore sa zrnatom
ruzi¢astom granulacijom predstavljaju arbuskulu.

(Izvor: https://breathinginbiology.tumblr.com/post/112631193001/endotrophic-or-arbuscular-
mycorrhizae-are-fungus )

U vezikularnoj arbuskularnoj mikoriznoj asocijaciji hife gljive se granaju i s membranom
inficirane stanice korijena ili kore stvaraju perifungalnu membranu (Slika 7). Endomikoriza je
ceS¢a od ektomikorize, a septatne gljive iz skupine Glomeromycota koloniziraju oko 70-90%
korijenja kopnenih biljaka i uglavnom su prisutne u poljoprivrednim tlima Sirom svijeta (Poudel
isur., 2021). U Zivotnom ciklusu stvaraju nespolne spore velikih dimenzija (> 1 mm), a spolan
nain razmnoZavanja nije poznat. Spore obicno sadrZavaju puno jezgri (od nekoliko stotina do

nekoliko tisu¢a) (McConnaughey, 2014).

16



2. Teorijski dio

|| ||| Stani¢na stijenka gljive
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Slika 7 Formiranje perifungalne membrane u inficiranoj stanici domacina (Modificirano prema:
https://www.nature.com/articles/nrmicro1987)

UspjeSnost primjene mikoriznih pripravaka u praksi, osim kompatibilnosti biljne vrste i
genotipa, ovisi 1 o drugim okolisnim uvjetima. Jedan od uvjeta je da mikorizne gljive nece rasti
1 kolonizirati korijen ako je koli¢ina fosfata u tlu previsoka (> od 10 ppm) (Huey i sur., 2020).
Razlog tomu je Sto u interakeiji gljiva-biljka, mikorizne gljive potpomazu unos fosfata u biljku
samo ako je njegova koncentracija u tlu niska. Kolonizacija korijena gljivicama zapocinje u
trenutku kada korijen poc¢ne luciti kemijske tvari koje privlace mikorizne organizme. U
kemijske atraktante ubrajaju se Seceri, masne kiseline, hormoni, aromatski spojevi, sekundarni
metaboliti 1 enzimi, a za gljivice predstavljaju izvor N 1 C. U takvim okolnostima stvara se
interakcija, spore klijaju i kolonizacija napreduje kako biljka raste. Zivotni vijek mikoriznih
gljiva je obicno oko dvije godine $to je u usporedbi s drugim bioloskim stimulatorima rasta
prilicno dugo. Koliko je poznato, vapnenac koji je sastavni dio komercijalnih dodataka za
poboljsanje kvalitete podlogama koje se koriste u uzgoju, nema znacajan ucinak na rast i
kolonizaciju mikoriznih gljiva (Huey 1 sur., 2020). Mikorizne gljive se mogu kombinirati i s
drugim promotorima rasta kao S§to se pomocne bakterije ili gljivice koje stimuliraju rast i
kolonizaciju. No, potrebno je voditi raCuna da prije primjene mikoriznog pripravka uzorci ne
smiju biti kemijski tretirani odredeni vremenski period kako bi se izbjegla slaba kolonizacija
korijena (Miller, 2012). Mikorizni pripravci mogu se dodati direktno u tlo, ali 1 u hranidbenu
podlogu. Tako korijen koji je prethodno bio koloniziran mikoriznim gljivama u nekom mediju,

nakon prebacivanja u tlo ostaje u zajednici s mikoriznim gljivama.

Moguénosti primjene mikoriznih pripravaka su velike. Primjerice, endotrofne mikorize

povecavaju rezistentnost biljnih transplantata, grananje i broj cvjetova i plodova. Povecava se
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veli¢ina plodova, povrca i voca kao i1 vegetativna masa. Nadalje, mogu ublaziti pocetni stres u
presadnica povecanjem dotoka vode i hranjivih tvari za biljku. Potencijal endotrofnih mikoriza
moze se iskoristiti za uzgoj ekonomski vaznih kultura na tlima slabije kvalitete i neplodnim

tlima (Huey i sur., 2020).

2.4.2. Rizobakterije

Rizobakterije (rizosferne bakterije) stanovnici su rizosfere, dijela tla koji obavija korijen biljke.
Predstavnici skupina aktinobakterija (Actinomycetes, Arthrobacter, ~Micrococcus 1
Streptomycetes), proteobakterija (Pseudomonas 1 Rhizobium) 1 koljena Firmicutes (Bacillus,
Peanibacillus 1 Neobacillus) najces¢i su predstavnici mikrobioma rizosfere (Berendsen 1 sur.,

2012).

Interakcija biljka-rizobakterija je simbiotska. Bakterije fiksiraju atmosferski duSik koji se u
korijenskim gomolj¢i¢ima prevodi u nitrate 1 nitrite, a zauzvrat koriste ugljikohidrate i staniste
u nodulima. Rizobakterije u literaturnim izvorima dolaze i pod nazivom plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) jer direktno poticu rast biljke kroz prilagodbu metabolickih
procesa, regulaciju fitohormona, proizvodnju egzopolisaharida, kolonizaciju korijenovog
sustava 1 olakSanim unosom hranjivih tvari. Bakterije potpomaZzu rast biljke kroz fiksaciju
atmosferskog dusika, proizvodnju siderofora (neribosomalni peptidi koji su zaduzeni za
stvaranje topivog oblika Fe’" kojeg biljka moZe unijeti aktivnim transportom), stimulaciju
hormonalne aktivnosti (auksina, giberelina 1 citokinina), unos fosfora 1 indukciju
antioksidativnog odgovora. PGPR indirektno povecavaju tolerantnost biljke na abioticke 1
bioticke stresne ¢imbenike kroz stimulaciju sistemski steCene otpornosti (Saeed 1 sur., 2021).
Antagonisticko djelovanje PGPR u povecanju rezistentnosti na patogene ogleda se kroz
nekoliko aspekata: (/) visoka hidroliticka aktivnost hitinaza, proteaza, lipaza i glukanaza,
enzima zaduZenih za razgradnju patogenih gljivica; (//) kompetitivna interakcija s patogenom
za hranu 1 prostor na povrsini korijena; (///) modulacija razine etilena, hormona uklju¢enog u
bioticki stres 1 (/V) sinteza siderofora i antibiotika. Neki sojevi roda Pseudomonas imaju
sposobnost sinteze cijanovodika (Saeed i sur., 2021). Proizvodnja siderofora je jedan od
istaknutijih mehanizama biokontrole PGPR. Siderofori vezivanjem viSka Zeljeza iz rizosfere,
smanjuju njegovu koli¢inu Sto reducira proliferaciju biljnih patogena (Olanrewaju i sur., 2017).
Brojne rizobakterije i gljivice imaju sposobnost sinteze antimikrobnih komponenti koje ciljano
djeluju na sintezu stani¢ne stjenke i strukturu membrana patogena te stvaranje inicijacijskog

kompleksa na maloj ribosomalnoj podjedinici (Maksimov i sur., 2011). Atmosferski dusik se
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fiksira uz pomo¢ simbiontskih bakterija (rod Rhizobium i Frankia koje zive u nodulima korijena
mahunarki 1 neleguminoznih drvenastih vrsta), te nesimbiontski pomocu rodova
Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter, Bacillus i Pseudomonas. Brojne PGPR rizobakterije
sintetiziraju fitohormone i sekundarne metabilite koji interferiraju biosintezu auksina npr. 2.4-
diacetylphloroglucinola (DAPG) kao i sintezu NO. Poznato je da niska koncentracija auksina
(IAA) potice elongaciju primarnog korijena. PGPR imaju sposobnost dodatne sinteze IAA i
njihovih derivata koji potice lateralno grananje i poveéanje povrsine korijena dok se smanjuje
brzina rasta primarnog korijena. U PGPR bakterijama [AA se sintetizira iz triptofana koji se
nalazi u izlu¢enim komponentama korijena, a ¢ija koncentracija je varijabilna ovisno o genotipu
biljke (Vacheron 1 sur., 2013). Odredene rizobakterije (Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas)
proizvode organske 1 anorganske spojeve koji zakiseljavaju rizosferu (rhizosphere
acidification). Modulacija pH vrijednosti tla vazna je za mineralizaciju organskog fosfora ¢ime
se povecavaju dostupnost fosfora za biljku (Umar 1 sur., 2020). Osim za promoviranje rasta,
PGPR mogu detoksificirati 1 razloZiti Stetne tvari pa imaju potencijalnu primjenu i u
bioremedijaciji tla. Translokacija teskih metala izvan stanice aktivacijom ionskih crpki,
pohranjivanje metala u vakuole i konverzija metala u manje Stetni oblik, samo su neki od nacina
koje PGPR koriste kako bi prevladali toksi¢nost rizosfere (Ahmad i sur., 2014; Lata i sur., 2019;
Yaghoubian 1 sur., 2019). Naseljavanje korijena odvija se kemotaksijom. Organske kiseline,
amonokiseline, Seceri 1 druge male molekule, koji su produkti ekskrecijske djelatnosti korijena,
privlace mikroorganizme S$to rezultira njihovom proliferacijom. Izlucene komponente su
specificne za pojedinu vrstu ili bakterijski soj, $to znaci da interakcija biljka-bakterija mora biti
kompatibilna. Simbiotska povezanost izmedu bakterija i1 korijena biljaka je selektivna.
Primjerice, benzoksazinoid, sekundarni metabolit antimikrobnog djelovanja koji se izlu¢uje na
povrSinu korijena kukuruza, mijenja sastav mikrobioma korijena koji najvise pogada skupinu

aktinobakterija i proteobakterija (Vishwakarma i sur., 2020).

Za komercijalnu proizvodnju pripravaka za povecan rast biljke na bazi PGPR, najviSe se koriste

vrste Pseudomonas fluorescens, P. putida, P. aeruginosa i Bacillus subtilis (Ahmad 1 sur.,2022).

2.5. Uloga mikoriznih gljiva i rizobakterija u razvoju otpornosti na suSu

Mikorizne gljive povecavaju vjerojatnost opstanka biljke za vrijeme vodnog stresa. Ova
percepcija proizlazi iz ¢injenice da mikorizne gljive ubrzavaju tolerantnost na susSu kroz
transgeneracijsko nasljedivanje mikoriznih biljaka koje su tijekom vremena prezivjele

ponavljane periode vodnog stresa u usporedbi s nemikoriznim biljkama. Ipak, neke mikorizne
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gljive mogu imati neutralan ili Stetan ucinak na biljku tijekom vodnog stresa. One skupine koje
doprinose otpornosti su arbuskularne mikorize (AMF), ektotrofne mikorize i1 erikoidne
mikorize. Zabiljezeno je da mikorizne simbioze ovih skupina ubrzavaju evolucijski proces
adaptacije biljke na susu (Cosme, 2023). Prema Li i sur. (2019) arbuskularne gljive poveéavaju
stopu fotosinteze, povecavaju antioksidativnhu aktivnosti i smanjuju stupanj lipidne
peroksidacije (MDA). Kolonizacija arbuskularnih gljiva stimulira fizioloske procese kao sto je
stomatalna provodljivost, asimilacija CO: te povecava vodni potencijal lista (Madouh i
Quoreshi, 2023). ZabiljeZzene su 1 promjene u strukturi tla koje sadrzi arbuskularne gljive.
Proliferacija hifa pojaCava agregaciju 1 stabilnost tla. Agregati nastaju zbog sintetize glomalina
(glomalin-related soil protein, GRSP), proteina koji djeluje kao ljepilo na kojeg se vezu hife 1
voda povecavajuci kapacitet zadrZzavanja vode u tlu (Tang 1 sur., 2022). U potrazi za vodom,
hife prodiru u pukotine tla ¢ime se povecava kapacitet korijena za usvajanje vode 1 hraniva §to
su klju¢ni preduvjeti za bolje toleriranje vodnog stresa. Biljke koje su u mikorizi s AMF imaju
povec¢anu akumulaciju osmolita Cija sinteza predstavlja adaptivnu strategiju u toleriranju
vodnog stresa. Uoceno je da kolonizacija pistacije (Pistacia vera L.) s AM gljivama povecava
njihovu tolernatnost na deficit vode kroz pove¢ano nakupljanje spojeva za osmotsku prilagodbu
(Ferndndez-Lizarazo i Moreno-Fonseca, 2016). Slatki krumpir (lpomoea batatas (L.) Lam.) u
mikoriznoj zajednici s vrstama Glomus sp. 1 Acaulospora sp., pokazao je veci pad osmotskog
potencijala u odnosu na nemikorizne biljke. Pad osmotskog potencijala bio je rezultat pojacane
sinteze osmolita (Ferndndez-Lizarazo 1 Moreno-Fonseca, 2016). AMF povecavaju
antioksidativni obrambeni odgovor, biosintezu fenolnih spojeva, te indukciju stresnih proteina
markera dehidracije (osmotina i proteina kasne embriogeneze, LEA (late embryogenesis
abudant proteins) (Madouh 1 Quoreshi, 2023). Simbioza korijena s AMF djeluje i na
molekularnoj razini. Ova interacija u uvjetima vodnog stresa povecava ekspresiju gena
zaduZzenih za sintezu akvaporina, utje¢e na prijenos iona i Sec¢era kroz membranu modulirajuci
aktivnost proteinskih crpki i prijenosnika $to doprinosi vodnom statusu biljke (Bahadur i sur.,
2019). AMF imaju vaznu ulogu i u stani¢noj signalizaciji jer pove¢avaju unos Ca>" koji je jedna
od signalnih molekula vaznih u detekciji vodnog stresa. Nadalje, u uvjetima vodnog stresa AMF
povecavaju unos K', bitnog iona u aktivaciji enzima, potom dusika, fosfora i magnezija
(Madouh i Quoreshi, 2023). Na hormonalnoj razini, interakcija AMF s biljkom inducira
biosintezu jasmonske kiseline (JA), IAA 1 giberelina, dok koncentracija apcizinske kiseline
(ABA), hormona koji se inducira u uvjetima dehidracije, opada (Vishwakarma i sur., 2017; Xie

isur., 2018).
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Kao 1 mikorizne gljive, PGPR povecavaju otpornost biljke na stresne uvjete kroz proizvodnju
bakterijskih enzima, egzopolisaharida (EPSs) i sintezu ciljanih metabolita kao §to su osmoliti.
Kukuruz inokuliran rizobakterijom Azospirillum lipoferum imao je povecan sadrzaj topivih
Secera 1 prolina $to je posljedica osmotske prilagodbe u uvjetima vodnog stresa (Poudel i sur.,
2021). Kao odgovor na dehidraciju biljke pojac¢ano sintetiziraju i glicin-betain ¢ija se povisena
razina predstavlja adaptivi odgovor. U interakciji grah - Pseudomonas aeruginosa,
koncentracija GB u biljnom tkivu se povecala kao odgovor na suSu (Sarma i Saikia, 2013).
Nadalje, literaturni izvori iznose povecanje koncentracije kolina, prekursora biosinteze GB, u
mikrobiomnoj asocijaciji tla 1 biljke u uvjetima vodnog stresa (Rocha 1 sur., 2019). EPSs
stvaraju povoljnu mikrosredinu tako $to zadrzavaju vodu, pa i u uvjetima vodnog stresa te zone
su vlaznije nego okolno tlo. Sposobnost sinteze EPSs imaju: Rhizobium leguminosarum,
Agrobacterium vinelandii, Bacillus drentensis, Enterobacter cloacae, Agrobacterium spp.,
Xanthomonas sp., and Rhizobium sp. Pozitivni u¢inak EPSs na razvoj tolerancije vodnog stresa
uocen je u simbiotiCkom odnosu PGPR 1 uro¢njaka (Arabidopsis sp.) (Ghosh 1 sur., 2019),
pSenice (Khan i1 Bano, 2019) i suncokreta (Sandhya i sur., 2009). U uvjetima vodnog stresa
hormon etilen ogranicava rast biljke. PGPR bakterije imaju sposobnost sinteze ACC deaminaze
(1-aminociklopropan-1-karboksilat deaminaze), enzima koji je ukljucen u katabolizam etilena
konverzijom ACC u amonijak i1 a ketobutirat ¢cime se smanjuje koncentracija etilena 1 odrzava
stanje homeostaze. Brojna istrazivanja pokazuju da biljke koje su inokulirane PGPR pokazuju
manja oksidativna oSte¢enja u uvjetima vodnog stresa zbog visoke aktivnosti ACC deaminaze
u bakterijskom inokulatu (Chandra i sur., 2019; Danish 1 sur.,, 2021). Primjeri pozitivne
interakcije ACC deaminaze-produciraju¢ih PGPR bakterija i tolerancije vodnog stresa uoceni
su u raj¢ice 1 paprike (Mayak 1 sur., 2004; Gowtham 1 sur., 2020), graska (Arshad 1 sur., 2008)
1 kukuruza (Danish 1 sur., 2021). Sposobnost sinteze fitohormona jo§ je jedna osobina PGPR
bakterija. Rod Azospirillum sintetizira IAA koji potice razvoj bocnog korijenja povecavajuci
dotok vode u uvjetima vodnog stresa. Ovo svojstvo uoceno je u rajéice (Molina-Favero 1 sur.,
2008) 1 kukuruza (Danish isur., 2021). U uvjetima vodnog stresa giberelin sintetiziraju¢e PGPR
bakterije (Pseudomonas putida H-2-3) stimulirale su rast soje (Kang i sur., 2014). Tijekom
vodnog stresa mikrobi pojacano proizvode hidroliticke enzime koji razgraduju polisaharide
(celulozu, lignin) stani¢ne stijenke. U mutualisti¢koj interakciji biljka-PGPR bakterije, osim
domacdina koji moZe mijenjati sastav ekskreta s ciljem privlaenja bakterija, i mikrobna
zajednica luci signale koji diktiraju sastav ekskreta. Na ovaj nacin se stvara reciprocna veza
izmedu profila metabolita koji se izlucuje i profila mikroba koji ¢ine asocijaciju s domac¢inom

(Ahmad isur., 2022). PGPR smanjuju oksidativni stres povecavajuéi aktivnost antioksidativnog
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sustava biljke. Bosiljak u simbiozi s Pseudomonas spp., Brachypalpoides lentus i Azospirillum
brasilense imao je ve¢i sadrzaj klorofila i ve¢u antioksidativnu aktivnost u uvjetima vodnog
stresa (Gowtham 1 sur., 2020). Rajcica inokulirana vrstom Bacillus subtilis Rhizo SF 48, imala
je povecanu aktivnost enzima APX i SOD, dok je u iste vrste bakterijski soj Streptomyces
povecao aktivnost APX kao i sadrzaj ukupnih Secera, HO> i MDA (Abbasi i sur., 2020;
Gowtham i sur., 2020). Iako veliki broj istrazivanja isti¢e brojne dobrobiti primjene PGPR
bakterija pri smanjenju i ublazavanju Stetnih u¢inaka vodnog stresa na biljku, ipak postoje
rezultati koji potvrduju da ucinak ove vrste interspecijskog odnosa ovisi o intenzitetu i trajanju

stresa, Zivotnoj starosti 1 vrsti biljke.

2.6. Salata

Salata (Lactuca sativa L.), jednogodis$nja zeljasta biljka koja pripada razredu Magnoliopsida,
redu Asterales, porodici Asteraceae (glavocike), potjeCe iz zapadne Azije 1 isto¢ne Afrike, s
posebnim naglaskom na Egipat gdje se uzgajala ve¢ prije 2500 godina (Avrelio, 2019; Kapular,
2021). Egipcani su salatu koristili za proizvodnju sjemenskog ulja (Noumedem 1 sur., 2017).
Kroz povijest, od 500. pr. Kr. salata se koristila kao namirnica, a njezino Sirenje pratilo je put
od Egipta do Grcke, Rimskog Carstva 1 srednje Europe. U Europi se uzgaja od 8. stoljeca
(Avrelio, 2019; Kapular, 2021). U kasnom 15. stolje¢u Kristofor Kolumbo je biljku uveo u
Ameriku. Ujedno su mnogi srednjovjekovni autori posebno opisali upotrebu salate kao
ljekovitu biljku (Noumedem i sur., 2017). Posebno su znacajne sorte koje su opisane prvi put,
puterica u 16. te kristalka u 19. stoljecu. Proizvodi se iz sjemena ili presadnica i ima kratku

vegetacijsku sezonu (Avrelio, 2019; Kapular, 2021).

Uzgoj salate varira s godiSnjim dobima; tijekom proljeca i jeseni salata se uglavnom uzgaja na
otvorenome, dok se zimi uzgaja u zasticenim prostorima. Za proljetni uzgoj na otvorenome
cijeni se spori razvoj cvjetne stabljike, dok je za zimski uzgoj u zasSti¢enim prostorima vazna
sposobnost formiranja glavica u uvjetima slabijeg intenziteta svjetla i kraceg trajanja dana.
Kristalke su tolerantnije na visoke temperature i razvoj cvjetne stabljike, Sto ih ¢ini prikladnima

za kasnoproljetni, ljetni i ranojesenski uzgoj na otvorenome (Ili¢, 2018).

Salata se globalno uzgaja na priblizno 800 000 ha, s proizvodnjom od 17,5 milijuna tona 1
prosjecnim prinosom od otprilike 22 t/ha (Kapular, 2021). Kina je prvi i prednjaci kao najvec¢i
svjetski proizvoda¢ salate sa 13,5 milijuna tona u 2014. godini. Proizvodi Cetiri puta vise od
SAD-a koji je klasificiran kao drugi najvazniji proizvodac u svijetu. Iza SAD-a slijedi Indija,

zatim Europa u kojoj je Spanjolska dominantna zemlja te rangirana kao &etvrti svjetski
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proizvodac salate, a slijedeci europski predvodnik u uzgoju salate bi bila Italija (Noumedem i
sur., 2017). U Hrvatskoj se salata uzgaja na oko 3 000 ha, s godiSnjom proizvodnjom od
priblizno 18 500 t i prosjecnim prinosom od oko 7 t/ha. Od ukupne koli¢ine proizvedene salate
u Hrvatskoj, 30 % se uzgaja u zastiCenim prostorima, dok se preostali dio proizvodi na

otvorenim poljoprivrednim povr§inama (Kapular, 2021).

2.6.1. Morfoloska obiljezja i razvoj

Salata se uzgaja zbog jestive glavice, odnosno cvata. Njezin korijen je vretenast, mesnat,
rastresit, prozracan i dobro razvijen, odgovara promjeru rozete s listovima. Glavnina se nalazi
u povrsinskom sloju tla na dubini od 25 do 35 cm, iz kojeg izbijaju postrane Zilice prvog i
drugog reda. Salata koja je uzgojena iz presadnica se plitko ukorjenjuje. U prvoj godini
vegetacije, stabljika salate se sastoji od kratkih nodija i internodija te formira rozetu liS¢a
razli¢itih oblika i1 boja, ovisno o sorti, s tamnijim i krupnijim vanjskim te svjetlijim i uspravnijim
unutarnjim listovima. Centralni dio ¢ini aktivni pup koji kontinuirano stvara novo lis¢e (Ili¢,
2018; Kapular 2021). U drugoj godini stabljika se naglo izduzuje do 1,5 m, grana se i zavrSava
glaviastim cvatovima sa zutim cvjetovima. Salata je samooplodna, ali je moguca i
stranooplodnja putem kukaca (Ili¢, 2018). Plod salate je roska koja moze biti sive, crne ili smede
boje, duguljastog oblika i duzine 3 do 9 mm (Avrelio, 2019). Sjeme salate je tamnosmede, crne
ili sivobijele boje, duzine 3 do 4 mm i Sirine 0,3 do 0,5 mm, izduzenog i ovalnog oblika, a
zadrzava klijavost do Cetiri godine ako se pravilno ¢uva (I1i¢, 2018; Avrelio, 2019). Pod visokim
temperaturama i dugim danima, salata ulazi u reproduktivni stadij (generativnu fazu), u kojoj
se glavicasti cvatovi formiraju na vrhovima cvjetnih stabljika. Cvatovi ¢ine cvat glavicu
obavijenu pricvjetnim listovima. Svaki cvat se sastoji od oko 15 do 20 dvospolnih jeziCastih
cvjetova Zutog ocvijeca. Cvjetovi se otvaraju rano ujutro te se glavica zatvara pri punom

osvijetljenju (Ili¢, 2018).

Salata glavatica (Lactuca sativa var. capitata), tijekom druge polovine vegetativne faze rasta,
formira glavicu s dobro preklopljenim vanjskim listovima, dok unutarnji listovi nastavljaju rasti
unutar glavice (Avrelio, 2019; Kapular, 2021). Vanjski listovi su ve¢i i variraju u boji od svijetlo
do tamno zelene, ponekad s prisutno$¢u antocijanina, dok su unutarnji listovi sitniji, njezniji 1
boje se kre¢u od svijetlo zute do krem bijele (Ili¢, 2018). Glavica moze biti okrugla ili ovalna,
viSe ili manje nabijena, s bazom koja mora biti dobro zatvorena bez proraslica (Avrelio, 2019).

Ovisno o gradi listova, dijeli se na kristalke i maslenke (puterice). Puterice (Slika 8a)
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karakteriziraju manje glavice s mekanim, so¢nim i ovalnim listovima glatke povrSine i
netaknutog cjelovitog ruba (Ili¢, 2018). Glavice su svijetlozelene i dobro prekrivene lisnim
ovojnicama. Kristalke (Slika 8b) imaju krupniju glavicu sa razvijenom ve¢om lisnom rozetom,
a listovi su krhki, nazubljenog ruba, mjehurasto naborane povrSine i hrskave strukture s

izrazenim zilama (Avrelio, 2019).

Slika 8 Puterica (a) i kristalka (b) (Izvor: dobarzivot.net))

2.6.2. Vaznost salate u ishrani

Zelena salata (Lactuca sativa L.) je svestrano povrce koje se Cesto koristi u prehrani najcesce
kao svjeze povrce, prilog ili predjelo, a prije konzumiranja je treba dobro oprati pod mlazom
vode. Nutritivne vrijednosti salate najbolje se iskoriStavaju ukoliko se konzumira svjeza, a
listove treba izbjegavati drzati duze vrijeme u vodi jer se lako gube korisne tvari (Ili¢, 2018).
Vanjski listovi salate sadrze oko trideset puta viSe vitamina A 1 tri puta viSe vitamina C od
unutarnjih listova (Kapular, 2021). Zbog visokog sadrzaja vitamina C, poznata je po otpornosti
na infekcije i sposobnosti borbe protiv anemije (Noumedem i sur., 2017). Zile vanjskih listova
sadrze viSe kalijevog citrata, natrijevog citrata i vlakana (Kapular, 2021). Tamnozeleni listovi
imaju vecu hranjivu vrijednost od samih glavica. Osim toga, salata je bogata i s ostalim
vitaminima: B1, B2, niacinom, B6, E, K i folnom kiselinom (Ili¢, 2018). U 100 g salate nalazi
se 96% vode, 2,2 g ugljikohidrata, 1,4 g bjelanCevina, 1,2 g pepela, 1,1 g dijetalnih vlakana 1
0,2 g masti. Sadrzi mnoge minerale: Zeljezo, natrij, kalcij, kalij, jod, fosfor, bakar i arsen
(Noumedem 1 sur., 2017). Ugodnog je okusa zbog prisutnosti jabu¢ne i limunske kiseline.
Medutim, moZe imati 1 gorkast okus zbog prisutnosti laktopikrina, laktucinske kiseline,

laktocerola 1 neolaktucina (Ili¢, 2018).

Konzumacija zelene salate se danas iznimno proSirila u svijetu zbog visoke nutritivne

vrijednosti, ali i1 ljekovitog znacaja. Mnoge studije su dokazale antimikrobna, antioksidativna,
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neuroprotektivna i protuupalna svojstva, gdje ovisno o stanju biljke (stres) analizom etri¢nih
ulja 1 hlapljivih spojeva pokazuje sadrzaj razli¢itih spojeva i omjera. Primjerice, otkriveni
antioksidativni spojevi u salati su askorbinska kiselina, zatim tanini, aminokiseline, saponini,
terpenoidi, dok alkaloidi nisu otkiveni. Medutim, parametri antioksidansa mogu odstupati kada
su stanice podvrgnute reakciji preosjetljivosti te dozive produljeni oksidativni stres,
prvenstveno kroz poveéane prooksidativne aktivnosti koja se inicijalno javlja pri nedostatku
pojacanih antioksidativnih aktivnosti (Noumedem i sur., 2017). Takoder, uoceno je da salata
ubrana u srpnju je imala vec¢i ukupni sadrzaj fenola 1 antioksidativni kapacitet od one ubrane u
rujnu, Sto sugerira da bi uvjeti okoliSa mogli utjecati na njen sadrzaj fenola i antioksidacijsku
aktivnost (Liu et al., 2007). Noumedem 1 sur. (2013) tvrde da salata ima potencijal u

istraZzivanjima vezanim za smanjenje rezistentnosti Gram-negativnih bakterija na antibiotike.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak ovog rada bio je:

» Istraziti odgovor oba genotipa salate (puterice i kristalke) na povecanje intenziteta
vodnog stresa pracenjem morfoloskih i biokemijskih parametara bez dodatka efektivnih
mikroorganizama i mikoriznog pripravka,

» Usporediti toleranciju vodnog stresa izmedu puterice i kristalke bez dodatka efektivnih
mikroorganizama 1 mikoriznog pripravka,

» Istraziti doprinosi li dodatak efektivnih mikroorganizama i mikoriznog pripravka
otpornosti na stres izazvan suSom u oba genotipa,

» Usporediti tolerantnost vodnog stresa izmedu puterice i kristalke uz dodatak efektivnih
mikroorganizama 1 mikoriznog pripravka.
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3.2. Materijal i metode

3.2.1. Uzgoj biljnog materijala

Uzorci salate (Lactuca sativa L.) dva genotipa puterica i kristalka, su uzgojene iz sjemena u
kontejnerima za presadnice nadinjene od stiropora, dimenzije 537 x 328 x 65 mm. U svaki
odjeljak je posijana jedna sjemenka §to je omogucilo ujednaceno klijanje i nicanje. U ovom
dijelu istrazivanja su biljke zalijevane jednakom koli¢inom vode kako bi se omogucio Sto
ujednaceniji pocetni porast. Kontejneri su napunjeni supstratom za uzgoj presadnica (Klasmann
potgrond H, Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Njemacka). Nakon tri tjedna rasta u
kontejnerima biljke su presadene u posude zapremnine 3 1. Sveukupno je u istrazivanju bilo 180
biljaka, odnosno posuda. Istrazivanje je provedeno na dva vrlo rasprostranjena tipa salate,
odnosno na kristalki (Zagrebacka kristalka) 1 puterici (Majska kraljica) (Slike 9a i 9b). Nakon
presadivanja su biljke na svim tretmanima bile zalijevane jednakim obrocima navodnjavanja
kako bi se omogucilo dobro ukorjenjivanje te ujednacen pocetni porast. Tijekom istrazivanja je
svakih deset minuta mjerena temperatura i vlaznost zraka (Data logger, Axiomet AX-DT200).

U prosjeku je temperatura zraka bila 20 £2 °C, a vlaznost zraka 40 5 %.

Slika 8 Presadnice kristalke (a) i puterice (b) na pocetku eksperimenta

(Ljubazno ustupila: prof. dr. sc. M. Markovic)
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3.2.2. Tretman vodnim deficitom i komercijalnim pripravkom

Dva tjedna nakon presadivanja su biljke zalijevane prema unaprijed odredenim tretmanima

navodnjavanja.

Vise¢imbeni¢no istrazivanje je postavljeno u tri ponavljanja s pet biljaka unutar tretmana te sa
slijede¢im ¢imbenicima:
A —tip salate: al = kristalka, a2 = puterica (maslenka),

B — navodnjavanje: bl — kontrolni tretman (100 % retencijskog kapaciteta za vodu (Rkv); b2 —

80 % Rkv 1 b3 — 60 % Rky,

C — mikorizne gljive: c1 — kontrolni tretman (bez mikoriznih gljiva), c2 — dodane mikorizne
gljive.

U istraZivanju je koriSten komercijalni pripravak koji je sadrzavao smjesu mikoriznih gljiva i
korisne mikroorganizme pod imenom Mykorrhiza Soluble (Tyroler gliickspilze, Innsbruck,

Austrija). Pripravak je sadrzavao:

e cendomikorizne gljive (Glomus intraradices, G. mosseae, G. aggregatum 1 G.
etunicatum),

e cktomikorizne gljive (Pisolithus tinctorius, Rhizopogon villosulus, R. luteolus, R.
fulvigleba i R. amilopogon),

e korisne mikroorganizme (Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. azotoformans, B.
megaterium, B. coagulans, B. pumilus, B. thuringiensis, B. stearothermophilus,
Paenibacillus polymyxa, P. durum, P. fluorescens, P. gordonae, Azotobacter polymyxa,
A. chroococcum, i kvasce Saccharomyces cerevisiae, Streptomyces griseus, S. lydicus,

Pseudomonas aureofaciens 1 Deinococcus erythromyxa) (Koji¢ 1 sur., 2023).

Mikorizni pripravak je otopljen u vodi prema uputama proizvodaca i dodan obrokom
navodnjavanja na tretmanima c2, dok je tretman c1 bio kontrolni tretman. Pripravak je dodan u
kriti¢noj fazi za salatu, odnosno u fazi formiranja glavice. Obrok navodnjavanja, odnosno
koli¢ina vode koja je dodana u jednom navodnjavanju (dcl) je odredena prema retencijskom
kapacitetu za vodu. Za odredivanje retencijskog kapaciteta za vodu (Rkv) je uzorkovan supstrat
te stavljen u tri prozirne posude s perforiranim dnom kako bi vi§ak vode mogao otjecati. Posude
su do pola napunjene supstratom, a zatim je povrSina supstrata laganim pritiskom poravnana te

prekrivena filter papirom. Potom je polako dodavana voda, odnosno uzorci supstrata su vlazeni
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sve dok visak vode nije pocCeo otjecati iz posude Sto znacCi da je supstrat saturiran vodom.
Prozirna posuda je omogucila bolju vizualnu kontrolu kako se ne bi pojavila mjesta sa suhim
dijelovima, odnosno kako bi sav supstrat bio ujednaceno vlazan. Nakon $to se pojavila drenazna
voda, vrh posude je zatvoren plasticnom vreéicom i poklopcem kako bi se sprijecila
evaporacija, a voda se gubila iskljucivo otjecanjem (drenazom). Uzorci vlaznog supstrata su na
tri dana uskladiSteni u tamnu prostoriju bez grijanja i prirodne svjetlosti. Nakon toga je iz
srednjeg dijela svake posude uzorkovano 100 g supstrata te je ponovljen postupak gravimetrije
kako je prikazano kod odredivanja trenutne vlaznosti (Trv). Za odredivanje obroka
navodnjavanja je uzeta srednja vrijednost dobivenih rezultata Rkv-u. Obrok navodnjavanja ¢ini

razliku u masi uzorka supstrata od retencijski kapacitet za vodu (Rkv) 1 Trv (g):
O =Rkv—Trv

Gdje je:

O = obrok navodnjavanja (g)

Rkv = retencijski kapacitet za vodu (g)

Trv = trenutna vlaznost (g).

Zatim je obrok navodnjavanja je preracunat za koliCinu supstrata u posudi prema slijede¢em

1zrazu:

_ Oxsupstrat (g)

0
p 1g

Gdje je:
Op = obrok navodnjavanja po posudi (g).

U konacnici je obrok navodnjavanja preracunat u dcl radi lakSeg manipuliranja po tretmanima

navodnjavanja.

Na kontrolnom tretmanu su biljke navodnjavane tako da je vlaznost supstrata odrzavana na 100
% Rkv. Smanjivanjem obroka navodnjavanja postignut je vodni stres tako S§to je vlaZnost
supstrata odrzavan na 80 % (b2) 1 60 % (b3) Rkv. Posljedi¢no je obrok navodnjavanja bio 2,3
del (b1), 1,8 dcl (b2) 1 1,4 dcl (b3).
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3.2.3. Pracenje rasta

Nakon 52 dana rasta provedena su morfoloska mjerenja te su uzorkovani listovi salate za
biokemijske analize. Pomi¢nim digitalnim mjerilom izmjerena je visina glavice (cm) i promjer
glavice salate (cm) te je odreden broj listova po glavici salate. Zatim je izmjerena masa glavice
(g) bez korijena na preciznoj digitalnoj vagi. Uzorkovani su listovi salate sa srednjeg dijela
glavice te do biokemijskih analiza ¢uvani pri -80° C. Uzorci listova su homogenizirani u
teku¢em dusika, a potom je oko 100 mg tkiva pohranjeno u Eppendorf epruvete za odredivanje

koncentracije slobodnog prolina i odredivanje stupnja lipidne peroksidacije (MDA).

3.2.4. Odredivanje koncentracije prolina

Sadrzaj slobodnog prolina odreden je metodom prema Batesu i sur. (1973). U biljno tkivo se
doda 1 mL 3%-tne sulfosalicilne kiseline, kratko vorteksira te centrifugira na 20000g, 15 minuta
na 4 °C. Zatim se supernatant prebaciu ¢iste Eppendorf epruvete i ponovi se postupak na talogu
te se supernatant pridruzi prethodnom. Nakon toga pipetira se 1500 pl ekstrakta, 750 ul kiselog
ninhidrina 1 750 pl ledene octene kiseline u staklene epruvete. Otopina kiselog ninhidrina se
priprema tako Sto se u ¢aSu doda 2,085 g ninhidrina i otopi sa 50 ml ledene octene kiseline 1
potom doda 33,33 ml 6 M H3POs. Smjesa se inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi u
digestoru te potom u suSioniku 1 sat na 100 °C nakon ¢ega smjesa poprima razli¢ite intenzitete
crvene boje Sto ovisi o koli¢ini slobodnog prolina. Prekid reakcije se vrsi hladenjem u ledu, a
slobodni prolin se izdvaja dodatkom 1,5 ml toluena (Slika 10). Potom se smjesa vorteksira, a
faze se odvoje. Koncentracija slobodnog prolina odreduje se pipetranjem gornje faze u staklenu
kivetu (2 ml). Mjerenje apsorbancije se vrsi pri (Specord, Analytic Jena) valnoj duljini od 520

nm. Toluen je predstavljao slijepu probu.

. L e

- T e e

Slika 9 Prikaz smjesa razlicitih intenziteta crvene boje ovisno o koli¢ini slobodnog prolina
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3.2.5. Odredivanje koncentracije malondialdehida

Odredivanje sadrzaja MDA radeno je prema metodi Heath i Packer (1968). Na homogenizirano
tkivo dodano je 1200 pl reakcijske smjese TBA/TCA (0,3 % tiobarbiturna kiselina, TBAu 10
% trikloroctenoj kiselini, TCA). Sadrzaj se potom vorteksira i prebaci u staklene
semimikroepruvete koje se potom ostave 45 minuta u susioniku na 85 °C. Zagrijavanjem se
lipidni peroksidi raspadnu na MDA, pri ¢emu se vezanjem za TBA dobiva crvena boja. Reakcija
se zaustavlja hladenjem u ledu. Nakon hladenja sadrzaj se vorteksira i prebaci u ¢iste Eppendorf
epruvete (Slika 11). Nakon centrifugiranja (15 minuta na 20000 g), sadrzaj se odlije u Cistu
Eppendorf epruvetu i mjeri se apsorbancija pri 532 i 600 nm zbog korekcije na nespecificno

zamucenje. Reakcijska smjesa predstavljala je slijepu probu.

Slika 10 Prikaz smjesa nakon hladenja

3.2.6. Statisticka obrada podataka

Rezultati svih mjerenja izrazeni su kao srednje vrijednosti od tri repeticije po genotipu i
tretmanu uz prikaz standardne devijacije (£ S.D.). Za statisticku obradu podataka koristena je
viSesmjerna faktorijalna analiza varijance (ANOVA). Statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana i genotipova provjerene su uz pomo¢ Post hoc LSD (engl. Least Significant
Difference) testa (Statistica 14.0.0.15) na razini znacajnosti P<0,05. Za utvrdivanje korelacije
izmedu morfometrijskih parametara (masa, visina 1 promjer glavice te broj listova) 1
biokemijskih parametara (prolin i MDA) provedena je Spearmanova korelacijska analiza

(P<0.05) za svaki genotip posebno. Pri tome vrijednosti vece od 0,7 pokazuju jaku povezanost.
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4. Rezultati

4.1. Morfometrijski podaci

4.1.1. Uc¢inak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na masu glavice

U oba genotipa povecanje intenziteta vodnog stresa rezultiralo je smanjenjem mase glavice u
skupini tretiranoj mikoriznim pripravcima (M-100%, M-80% i M-60%) i skupini bez dodatka
pripravka (100%, 80% 1 60%) (Slika 12). Dodatak mikoriznog pripravka znacajno je inducirao
masu glavice u puterice na tretmanu vodnog stresa umjerenog intenziteta (M-80%) u odnosu
na glavicu koja je rasla bez mikoriznog pripravka (80%), dok je u kristalke masa glavice koja
je bila izlozena mikoriznom pripravku bila znacajnije veca na tretmanu vodnog stresa jaceg
intenziteta (M-60%) u odnosu na isti tretman bez pripravka (60%). Usporedujuéi masu glavice
izmedu genotipova na istom tretmanu, masa glavice genotipa puterica bila je znacajno veca od

mase glavice kristalke na svim tretmanima vodnog stresa (80%, 60%, M-80% 1 M-60%).
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Slika 11 Masa glavice uzoraka salate (puterica i kristalka) na kontroli (100% i M-100%), vodnom stresu
(80%, 60%, M-80% i M-60%). Slovo ,,M‘ oznacava skupinu tretiranu mikoriznim pripravkom. Velika
slova oznacavaju znacajne razlike izmedu genotipova unutar jednog tretmana, a mala slova pokazuju
znacajnost izmedu razlicitih tretmana unutar jednog genotipa.

4.1.2. Uc¢inak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na visinu glavice

U puterice tretman vodnog stresa najveceg intenziteta (60%) znacajno je reducirala visinu
glavice u odnosu na kontrolu (100%) i tretman vodnog stresa umjerenog intenziteta (80%)
(Slika 13). U kristalke je pak zabiljeZena redukcija visine glavice s porastom intenziteta vodnog
stresa. Prilikom primjene mikoriznog pripravka kontrolne biljke imale su viSe glavice (M-
100%) u odnosu na glavice rasle na tretmanima vodnog stresa (M-80% i M-60%) u oba

genotipa. U oba genotipa visina glavice bila je zna¢ajno niZa na tretmanu vodnog stresa uz

34



4. Rezultati

dodatak mikoriznog pripravka (M-80%) u odnosu na tretman bez mikorize (80%), dok je u
kristalke ta pojava zabiljeZena i na stresu jaceg intenziteta. Usporedujuéi visinu glavice izmedu
puterice 1 kristalke, moze se uociti bila visa u puterice na svim kontrolama i tretmanima i
kombiniranim tretmanima iz ¢ega slijedi da je visina genotipski odredena osobina neovisna o

vanjskim ¢imbenicima.
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Slika 12 Visina glavice uzoraka salate (puterica i kristalka) na kontroli (100% i M-100%), vodnom
stresu (80%, 60%, M-80% i M-60%). Slovo ,,M* oznacava skupinu tretiranu mikoriznim pripravkom.
Velika slova oznaCavaju znacajne razlike izmedu genotipova unutar jednog tretmana, a mala slova
pokazuju znacajnost izmedu razli¢itih tretmana unutar jednog genotipa.

4.1.3. Uc¢inak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na promjer glavice

U oba genotipa na tretmanima bez i s mikoriznim pripravkom, promjer glavice na najjacem
intenzitetu vodnog stresa (60% 1 M-60%) bio je znacajno manji u odnosu na kontrolu (100% i
M-100%) 1 suSu slabijeg intenziteta (80% 1 M-80%) (Slika 14). U skupini biljaka tretiranih s
mikoriznim pripravkom, promjer glavice u puterice na tretmanu vodnog stresa jaceg intenziteta
(M-60%) bio je statisti¢ki znacajno povecan u odnosu na M-80%, dok je kristalke bio manji na
istim tretmanima. Puterica koja je rasla u optimalnim uvjetima imala je ve¢i promjer glavice u
skupini biljaka rasih bez dodatka mikoriznog pripravka (100%) u odnosu na odgovarajuci
mikorizni tretman (M-100%). Za razliku od puterice, kristalka je pokazala suprotno, odnosno
veci promjer glavice u mikoriznoj skupini (M-100%). Nadalje, u puterice skupina koja nije bila
tretirana mikoriznim pripravkom na oba tretmana vodnog stresa (80% i 60%) pokazala je veci
promjer glavice nego mikorizna grupa na istim tretmanima (M-80 1 M-60%). Kod kristalke

primjena mikoriznog pripravka na najjaem intenzitetu vodnog stresa (M-60%) inducirala je
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povecanje promjera glavice u usporedbi s grupom bez mikorize (60%). Za razliku od kristalke,
u skupini bez dodatka mikoriznog pripravka puterica je imala znacajno vece vrijednosti
promjera glavice na svim tretmanima vodnog stresa (100%, 80% 1 60%). U skupini gdje je
apliciran mikorizni pripravak promjer glavice u kristalke bio je ve¢i nego u puterice na kontroli
(M-100%) i slabijem intenzitetu vodnog stresa (M-80%), dok je pri M-60% puterica bila bolja
od kristalke.
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Slika 14 Promjer glavice uzoraka salate (puterica i kristalka) na kontroli (100% i M-100%), vodnom
stresu (80%, 60%, M-80% i M-60%). Slovo ,,M* oznafava skupinu tretiranu mikoriznim pripravkom.
Velika slova oznacavaju znacajne razlike izmedu genotipova unutar jednog tretmana, a mala slova
pokazuju znacajnost izmedu razlicitih tretmana unutar jednog genotipa.

4.1.4. Uc¢inak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na broj listova

S porastom intenziteta vodnog stresa u oba genotipa, generalno broj listova na glavici se
znacajno smanjio u odnosu na kontrole u skupini bez i s dodatkom mikoriznog pripravka (Slika
15). Kod genotipa puterica u skupini bez dodatka mikoriza oba tretmana vodnog stresaimale su
podjednak uc¢inak na broj listova (80% 1 60%), dok je za kristalku intenzivnije zavodnog
stresanje imala negativnije posljedice (60%) od vodnog stresaslabijeg intenziteta (80%). U
mikoriznoj skupini puterice i kristalke, kontrolne glavice i glavice uzgojene pri slabijem
intenzitetu vodnog stresa (M-80%), imale su viSe listova u odnosu na M-60% tretman. U
puterice broj listova u mikoriznoj skupini na oba tretmana vodnog stresa (M-80% i M-60%) bio

ve¢i od nemikorizne skupine na istim tretmanima (80% 1 60%). Suprotno je uoceno kod

36



4. Rezultati

kristalke koja je pokazala vec¢u redukciju broja listova u mikoriznoj skupini (M-80% 1 M-60%)
od nemikorizne skupine (80% 1 60%). Usporedujuci broj listova izmedu dva razli¢ita genotipa
na istim tretmanima, kristalka je imala veci broj od puterice neovisno o tretmanu $to je

genotipska odlika.
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Slika 15 Broj listova glavice salate (puterica i kristalka) na kontroli (100% i M-100%), vodnom stresu
(80%, 60%, M-80% 1 M-60%). Slovo ,,M* oznacava skupinu tretiranu mikoriznim pripravkom. Velika
slova oznacavaju znacajne razlike izmedu genotipova unutar jednog tretmana, a mala slova pokazuju
znacajnost izmedu razli€itih tretmana unutar jednog genotipa.

4.2. Biokemijski parametri

4.2.1. Uc¢inak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na sadrzaj slobodnog
prolina

Slika 16 pokazuje znacajano povecanje koncentracije prolina s porastom intenziteta vodnog
stresa u oba genotipa u skupini bez i s dodatkom mikoriznog pripravka. Kod genotipa puterica
u skupini bez dodatka mikoriznog pripravka pri srednjem (80%) i jaCem (60%) intenzitetu
vodnog stresa koncentracija prolina bila je ve¢a od skupine tretirane mikoriznim pripravkom
pri tretmanima iste koncentracije (M-80% 1 M-60%). Kod kristalke zabiljeZeno je znacajnije
nakupljanje prolina u netretiranoj skupini (100% 1 60%) u odnosu na odgovarajuce tretmane
mikorizne grupe (M-100% 1 M-60%), dok je suSa umjerenog intenziteta u biljaka s dodatkom
pripravka (M-80%) inducirala jacu biosintezu prolina u odnosu na isti tretman bez dodatka

pripravka (80%). Usporeduju¢i sposobnost akumulacije prolina izmedu genotipova na istim
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tretmanima, njegove vrijednosti bile su vece u kristalke na kontroli i vodom deficitu najjaceg
intenziteta u obje skupine (nemikorizne i mikorizne), dok je puterica akumulirala vise prolina

na vodnom stresu umjerenog intenziteta pri 80%.
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Slika 16 Koncentracija slobodnog prolina u uzorcima salate (puterica i kristalka) na kontroli (100% i
M-0%), vodnom stresu (80%, 60%, M-80% i M-60%). Slovo ,,M“ oznaCava skupinu tretiranu
mikoriznim pripravkom. Velika slova oznacavaju znacajne razlike izmedu genotipova unutar jednog
tretmana, a mala slova pokazuju znacajnost izmedu razli¢itih tretmana unutar jednog genotipa.

4.2.2. U¢inak vodnog stresa i mikoriznog pripravka na odredivanje
sadrzaja malondialdehida (MDA)

Kako prikazuje Slika 17, u genotipa puterica najjaci intenzitet vodnog stresa u netretirane
(60%) 1 skupine tretirane mikoriznim pripravkom (M-60%), izazvao je najveéi stupanj
oSte¢enja biomembrana u odnosu na vodni stres slabijeg intenziteta (80% 1 M-80%) te kontrolu
(0% 1 M-0%). U istog genotipa tretman mikoriznim pripravkom inducirao je ve¢i sadrzaj MDA
na najveéem intenzitetu vodnog stresa (M-60%) u odnosu na netretiranu skupinu (60%). Oba
tretmana vodnog stresa (80% 1 60%) u kristalke izazvala su znacajniji porast sadrzaja MDA u
odnosu na kontrolu (0%) u skupini koja nije bila tretirana mikoriznim pripravkom. Suprotno, u
tretiranoj mikoriznoj skupini genotipa kristalka sadrzaj MDA se povecavao s porastom
intenziteta vodnog stresa. Nadalje, u kristalke tretman mikoriznim pripravkom znacajno je
reducirao sadrzaj MDA na tretmanu vodnog stresa slabijeg intenziteta (M-80%) u odnosu na

skupinu bez dodatka mikoriznog pripravka (80%). Usporeduju¢i sadrzaj MDA izmedu
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genotipova na istim tretmanima, veée vrijednosti zabiljezene su u kristalke na oba tretmana
vodnog stresa u netretirane skupine i grupe tretirane mikoriznim pripravkom. Iznimno, u
mikoriznoj skupini puterica je pokazala veci sadrzaj MDA u odnosu na kristalku u nestresnim

uvjetima (M-100%).
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Slika 17 Sadrzaj malondialdehida (MDA) u uzorcima salate (puterica i kristalka) na kontroli (100% i
M-100%), vodnom stresu (80%, 60%, M-80% i M-60%). Slovo ,,M*“ oznafava skupinu tretiranu
mikoriznim pripravkom. Velika slova oznacavaju znacajne razlike izmedu genotipova unutar jednog
tretmana, a mala slova pokazuju znacajnost izmedu razli¢itih tretmana unutar jednog genotipa.

4.3. Rezultati korelacijske analize morfometrijskih i biokemijskih
pokazatelja

Rezultati korelacijske analize za genotip kristalka pokazuju slabu pozitivhu povezanost
izmedu predtretmana i promjera glavice, te negativnu korelaciju izmedu predtretmana i
sadrzaja MDA (Tablica 1). Nadalje, tretman se nalazio u slaboj negativnoj korelaciji s masom
glavice, dok je veza izmedu tretmana i koncentracije prolina bila pozitivna. Masa glavice
kristalke pokazuje izrazito jaku korelaciju s visinom glavice (r=0,74), te slabu do umjerenu
povezanost s brojem listova (r=0,55) i promjerom glavice (r=0,64). Akumulacija prolina
nalazila se u negativnoj korelaciji s ve¢inom morfometrijskih parametara (masa, visina i
promjer glavice). Broj listova povecavao se s visinom glavice (r=0,57), ali je pokazao 1
pozitivnu asocijaciju s akumulacijom MDA (1=0,50).
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Tablica 1 Korelacijska analiza morfometrijskih i biokemijskih parametara genotipa kristalka u
kontrolnim uvjetima (100%) i uvjetima vodnog stresa (80% i 60%). Predtretmani predstavljaju skupine
bez i s dodatkom mikoriznog pripravka. Statisti¢ki znacajno (*); bez znacajnosti (™).

Varijabla Predtretman Tretman Ma§a V151pa P“)“TJer .Bro_] Prolin MDA
glavice  glavice glavice listova

Predtretman

Tretman 0,00

Masa glavice 0,03ns -0,50*

Visina glavice | 0,14™ -0,07s 0,74*

Promjer 0,48 004" | 0,64* 0,80

glavice

Broj listova -0,46™ -0,18™ 0,55%* 0,57* 0,13"

Prolin 0,03 047+ [EOBGRIN -0.56*  0.59% 040

MDA _ 0,29 0,39 0,38 0,22  050%  -0,46™

R e s 04 05 02 o1 o o1 oz 03 oa 05 o5 o os op i

U puterice utvrdena je pozitivna veza izmedu mase glavice te visine i broja listova, dok je
promjer glavice bio u jakoj negativnoj vezi s brojem listova (r= -0,71) (Tablica 2). Obrnuta
korelacija s predtretmanom potvrdena je samo za promjer glavice (1= -0,69). Sadrzaj prolina i
MDA nalazili su se u jakim negativnim asocijacijama s masom glavice 1 brojem listova.
Suprotno, slaba pozitivna veza uocena je izmedu biokemijskih varijabli (prolina i MDA) te
promjera glavice. Kona¢no, izmedu sinteze prolina i sadrzaja MDA postojala je jaka povezanost
(r=0,77).

Tablica 2 Korelacijska analiza morfometrijskih i biokemijskih parametara genotipa puterica u

kontrolnim uvjetima (100%) i uvjetima vodnog stresa (80% i1 60%). Predtretmani predstavljaju skupine
bez i s dodatkom mikoriznog pripravka. Statisti¢ki znac¢ajno (*); bez znacajnosti (*).

Masa Visina  Promjer Broj

Varijabla Predtretman  Tretman glavice  glavice glavice listova Prolin MDA
Predtretman

Tretman 0,00

Masa glavice 0,14" -0,39m

Visina glavice | 0,07™ -0,31" 0,71*

glr;‘]‘ilizr - 0,02% 035 0,10

Broj listova 0,41 -0,37" 0,19

Prolin -0,29 0,00 -0,47*

MDA -0,33" 0,46™ 0,77*

R e o5 04 05 02 o1 o o1 o2 03 oa 05 o5 oy os op Wai
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Negativni u¢inci vodnog stresa na rast i razvoj zabiljezeni su u velikog broja kultiviranog i
samoniklog bilja. U ovom istrazivanju primjena vodnog stresa reducirala je rast i formiranje
glavice u oba genotipa salate. Redukcija rasta narocCito je bila vidljiva na ja¢em intenzitetu
vodnog stresa (60%) koji je uzrokovao manju masu, visinu i promjer glavice (Slike 12, 13 i
14). Sli¢no je uoceno i u istrazivanju Li i sur. (2023) koji su promatrali jo§ intenzivniji uc¢inak
vodnog stresa (35% do 45% poljskog vodnog kapaciteta, Pvk) u 42 genotipova salate. Medutim,
u istom istrazivanju kontrolni uvjeti podrazumjevali su o¢uvanje 75-85% Pvk, za razliku od
ovog istrazivanja unutar kojeg su kontrolne biljke rasle pri 100% Pvk. To moZe biti razlog
podjednakih vrijednosti pojedinih morfometrijskih parametara izmedu kontrole (100% ili M-
100%) 1 vodnog stresa slabijeg intenziteta (80% ili M-80%) u obje skupine (bez 1 s dodatkom
mikoriznog pripravka). Primjerice, biljke puterice iz skupine M-100% te M-80% imale su
podjednaku masu glavice (Slika 12), potom promjer glavice puterice i kristalke rasle na kontroli
(100%) bio je podjednak kao 1 pri 80% (Slika 14), te kona¢no nije uocena razlika u broju listova
glavica uzgajanih pri M-80% 1 80% u oba genotipa (Slika 15). Takoder, u drugom istrazivanju
kontrolne biljke salate (Lactuca sativa L., cv. Ranger) rasle su pri 70% Pvk, dok su vrijednosti
50% 1 30% Pvk predstavljale umjerenu, odnosno jaku susu (Ghorbani 1 sur., 2024). U ovom
istrazivanju nije bilo razlike za neke morfolosSke pokazatelje izmedu vodnog stresa slabijeg 1
jakog intenziteta neovisno o kojoj se skupini biljaka radi (bez ili s dodatkom mikoriznog
pripravka). Primjerice, visina glavice u oba genotipa bila je podjednaka na tretmanima M-80%
1 M-60% (Slika 13). Ista pojava vidljiva je 1 za broj listova u glavice puterice rasle pri 80% te
onih glavica raslih pri 60% (Slika 15). [z ovog slijedi da je mozda stres suSom nije bio dovoljno

intenzivan da bi se vidjele znacajnije razlike izmedu tretmana.

Tretmani mikoriznim pripravcima mogu povecati tolernatnost biljaka na stres izazvan suSom
(Boutasknit 1 sur., 2022). Rezultati ovog rada pokazuju promoviraju¢i uc¢inak mikoriznog
pripravka na rast biljke u uvjetima vodnog stresa. Genotip puterica na mikoriznom tretmanu
pokazao je veéu masu (M-80%) i broj listova glavice (M-80% 1 M-60%), dok je za kristalku
dodatak mikoriznog pripravka na vodnom stresu najjaceg intenziteta potakao ve¢u masu i
promjer glavice u odnosu na biljke uzgojene bez dodatka pripravka (60%). Ovisnost mase
glavice i promjera glavice potvrdena je i korelacijskom analizom za oba genotipa (Tablica 1 i
2). Sli¢no, promotivni u¢inak mikoriznog pripravka pri vodnom stresu jaceg intenziteta na 60%
zabiljeZen je 1 za masu (puterica i kristalka), promjer (puterica) i broj listova (puterica) glavice
(Koji¢ 1 sur., 2023). U istom je istrazivanju potvrdena pozitivna veza izmedu mase glavice i

promjera glavice salate neovisno o dodatku mikoriznog pripravka. Iz ovog slijedi da u¢inak
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komercijalnih mikoriznih pripravaka ovisi o genotipskim svojstvima vrste. Pozitivan u¢inak na
rast biljke u asocijaciji s mikorizama u uvjetima vodnog stresa zabiljezen je u salate (Badvi i

sur., 2015) i pSenice (Al-Karaki i sur., 2004).

Visina glavice je bila jedini morfometrijski pokazatelj kod kojega nije bio vidljiv pozitivni
ucinak mikoriznog pripravka kod oba genotipa (Slika 13). Naime, na vodnom stresu slabog
(puterica i kristalka) te jakog intenziteta (kristalka) glavice biljaka uzgajane bez dodatka
pripravka bile su viSe nego glavice izloZene mikoriznom tretmanu. Iz ovoga moZemo
pretpostaviti kako je ovaj parametar genotipsko svojstvo 1 nije relevantan pokazatelj prac¢enja
interakcije gljivica-bakterija-biljka. U slicnom istraZivanju nije uo¢ena medusobna povezanost
tretmana vodnog stresa 1 visine glavice u grupi bez 1 s dodatkom mikoriznog pripravka (Koji¢

isur., 2023).

Usporeduju¢i genotipski odgovor na vodni stres u obje skupine (bez i s dodatkom mikoriznog
pripravka) generalno moze se reci da je puterica uspjeSnije tolerirala vodni stres u odnosu na
kristalku $to se ogleda u ve¢oj masi, visini 1 promjeru glavice (Slika 12, 13 i 14). Kristalka je
pak, imala ve¢i broj listova od puterice na oba tretmana vodnog stresa, ali i na kontroli na
temelju Cega slijedi kako se radi o genotipskoj osobini. Medutim, u istrazivanju Koji¢ i sur.
(2023) otpornost kristalke na vodni stres bila je vidljivija s nastupom visih temperatura zraka
(svibanj) u odnosu na isti postav proveden u periodu od oZzujka do travnja kada nije bila
zabiljezena pojava visokih temperatura. Pojava viSih temperatura u kombinaciji sa suSom
ubrzava rast i skracuje vrijeme razvoja (Tricker i sur., 2018). Prema tome, mozemo zakljuciti
kako kristalka bolje podnosi kombinirani stres izazvan susom i visokim temperaturama nego
puterica. No, ovo jo§ treba potvrditi dodatnim analizama koje bi ukljucivale dodatak

mikoriznog pripravka.

Kao odgovor na stani¢nu dehidraciju, biljke pojacano sintetiziraju prolin (Munns i sur., 2019).
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju pojacanu akumulaciju prolina povecanjem intenziteta
vodnog stresa u skupini bez i s dodatka mikoriznog pripravka u oba genotipa (Slika 16) Sto je
posljedica osmotske prilagodbe. No povecanje koncentracije prolina moze biti i rezultat pasivne
osmotske prilagodbe koja nastaje kao rezultat ukoncentriravanja stani¢nog soka zbog gubitka
vode iz stanica (Munns 1 sur., 2019). Korelacijska analiza pokazuje negativhu vezu izmedu
vetine parametara rasta i sinteze prolina za oba genotipa (Tablice 1 i 2). Sinteza prolina je
energetski skup proces te njegova prekomjerna produkcija moze dovesti do redukcije rasta (Wu

i sur., 2022). Da bi se utvrdilo ukljucuje li salata aktivnu ili pasivnu adaptivnu stategiju,
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potrebna su dodatna istrazivanja koja bi obuhvatila detekciju drugih metabollita markera
osmotskog stresa. Biljke koje su u simbiozi s mikoriznim gljivama ¢esto akumuliraju osmolite.
Kristalka je u odnosu na putericu sintetizirala vise prolina na vodnom stresu ja¢eg intenziteta u
obje skupine (60% 1 M-60%), ali i u nestresnim uvjetima (100% i M-100%) §to znaci da u ovog
genotipa prolin ne predstavlja specificni marker tolerantnosti na vodni stres. Puterica je
akumulirala viSe prolina na stresu slabijeg intenziteta od kristalke (80%), iz ¢ega mozemo

zakljuciti da se radi o specificnom genotipskom odgovoru.

Primjena mikoriza smanjuje oStecenja biomembrana nastalih prekomjerom produkcijom ROS
(Petrov isur. 2012). Promoviraju¢i u¢inak mikoriznog pripravka na smanjenje stupnja oStecenja
membranskih lipida na tretmanu vodnog stresa slabijeg (M-80%) intenziteta zabiljezen je kod
kristalke u odnosu na nemikoriznu skupinu iz ¢ega slijedi kako su mikorize inducirale aktivaciju
drugih obrambenih mehanizama (Slika 17). Slicno je zabiljezeno u raj¢ice u koje je sadrzaj
MDA i H>O» znacajno je opao u skupini tretiranoj AMF (Alam 1 sur., 2023). Usporedujuci
genotipske razlike u sadrzaju MDA, vidljivo je kako je kristalka pokazala vece vrijednosti od
puterice na svim tretmanima vodnog stresa (80%, 60%, M-80% 1 M-60%). Ve¢i sadrzaj MDA
u mikoriznoj skupini kristalke na tretmanu vodnog stresa mozda je posljedica kumulativnog
efekta koji je nastao zbog istodobnog djelovanja vodnog stresa i kolonijalizacije tkiva salate
efektivnim mikroorganizmima u dodanom pripravku. Sli¢no je utvrdeno u korijenu narance
(Ponicirus trifoliata) koja je pokazala veca ostecenja membrana u biljkama koje su bile

istodobno podvrgnute susi i1 tretmanu mikorizama (Huang i sur., 2017).
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6. Zakljuéci

Na temelju ispitivanja u¢inka djelovanja komercijalnog pripravka na bazi mikoriza i efektivnih
mikroorganizama u uvjetima vodnog stresa na morfometrijske i biokemijske parametre dva

genotipa salate, moze se zakljuciti slijedece:

» Primjena vodnog stresa slabijeg (80%) 1 jaceg (60%) intenziteta uzrokovala je redukciju
rasta (masa, visina i promjer glavice, te broj listova) u skupini bez i s dodatkom
komercijalnog pripravka u oba genotipa,

» Dodatak mikoriznog pripravka u puterice uzrokovao je vecu masu (M-80%) i broj
listova glavice (M-80% 1 M-60%),

» U kristalke dodatak mikoriznog pripravka na tretmanu vodnog stresa najjaceg
intenziteta (M-60%) je potakao povecanje mase i promjera glavice u odnosu na biljke
uzgojene bez dodatka pripravka (60%),

» Puterica je uspjeSnije tolerirala oba tretmana vodnog stresa (80%, M-80%, 60% 1 M-
60%) u odnosu na kristalku $to se ogleda u ve¢oj masi, promjeru i visini glavice,

» Povecanje inteziteta vodnog stresa potaknulo je poja¢anu akumulaciju prolina u skupini
bez 1 s dodatkom mikoriznog pripravka u oba genotipa,

» Puterica je akumulirala vise prolina na vodnom stresu slabijeg intenziteta od kristalke
(80%),

» Kristalka je u odnosu na putericu sintetizirala vise prolina na vodnom stresu jaceg
intenziteta u obje skupine (60% 1 M-60%), ali 1 u nestresnim uvjetima (100% 1 M-
100%),

» Dodatak komercijalnog pripravka reducirao je sadrzaj MDA u kristalke na tretmanu

vodnog stresa slabijeg intenziteta (M-80%) u odnosu na nemikoriznu skupinu.
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