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1. UVOD

Poznato je da su insekti i gljive najznacajniji patogeni na biljnim kulturama. Posljedi¢no se
biljezi gubitak u prinosima na usjevima kao §to su pSenica, riza, pamuk, proso i druge
kulture, a ukupni gubitak prinosa na poljoprivrednim kulturama na svjetskoj razini
procjenjuje se na oko 5-40%. Takoder je zadnjih godina proizvodnja mahunarki dozivjela
gubitke od 67% u prinosu zbog jake rezistentnosti Helicoverpa armigera na insekticide.
Dodatno, mahunarke kao $to je kikiriki, crni grah, sklone su napadu gljiva koje se nalaze u
tlu kao §to je Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani i druge. Seéernu
trsku (Saccharum afficinarum), koja se masovno uzgaja u Indiji, napadaju insekti kao $to
su Tryporyza novella, Chiloinfuscatellus, Pyrilla perpusilla, te zna¢ajno umanjuju prinose
(Revathi i Kalaiselvi, 2011).

Razli¢ite metode Kkoriste se za sprecavanje, ublazavanje ili kontrolu biljnih bolesti. Osim
dobre agronomske i hortikulturne prakse, uzgajivaci se ¢esto oslanjaju na kemijska gnojiva
I pesticide sto je pridonijelo spektakularnim poboljSanjima produktivnosti i kvalitete usjeva
tijekom proteklog stolje¢a. Medutim, oneéiScenje okoliSa uzrokovano prekomjernom
uporabom i zlouporabom kemikalija u poljoprivredi, kao i strahovanja od strane nekih
protivnika pesticida, dovelo je do znacajnih promjena u stavovima ljudi prema koristenju
pesticida u poljoprivredi. Danas postoje strogi propisi o koristenju kemijskih pesticida, a

postoji 1 politicki pritisak za uklanjanje najopasnijih kemikalija s trZista.

Zbog toga su u novije vrijeme istrazivanja usmjerena na razvoj alternativa sintetickim
kemikalijama za suzbijanje $tetnika i bolesti. Medu tim alternativama su bioloske metode

za suzbijanje biljnih bolesti.

Prema Mili¢evi¢ i Kaliterna (2014), do sada je u svijetu registrirano vise od 100 bioloskih
pripravaka za suzbijanje biljnih patogena na bazi 14 vrsta antagonisti¢kih bakterija i 12
antagonistickih vrsta gljiva od ¢ega je najveci broj komercijaliziran u americkim drZzavama.
I u Hrvatskoj se sve vise govori o vaznosti bioloSke borbe protiv biljnih Stetofina te
bioloSko suzbijanje biljnih bolesti polako postaje bitan segment u integriranoj zastiti bilja.
Razlicite vrste bioloskih sredstava su dostupne za upotrebu, ali daljnji razvoj i ué¢inkovito

usvajanje zahtijevaju vece razumijevanje slozenih interakcija biljaka, ljudi i okolisa.



Cilj rada

Cilj ovog rada je pregledno prikazati na¢ine djelovanja raznih bioloskih kontrolnih agensa
te predstaviti znacaj bioloskog suzbijanja biljnih bolesti kroz odabrane primjere do sada

uspjesne primjene u zastiti biljnih kultura.



2. TEMATSKI DIO

2.1. BioloSka kontrola biljnih bolesti

Opcenito, pod pojmom bioloske kontrole smatra se primjena prirodnih proizvoda koji su
ekstrahirani ili fermentirani iz razli¢itih prirodnih izvora. To mogu biti vrlo jednostavne
smjese prirodnih sastojaka sa specificnim aktivnostima ili kompleksne smjese s
viSestrukim u¢inkom na domacina, kao i na patogen. Bioloska kontrola biljnih bolesti s
entomoloskog stajalista sastoji se u koriStenju zivih grabezljivih insekata, entomopatogenih
nematoda ili mikrobnih patogena kako bi se suzbila populacija razli€itih insekata Stetnika.
U patologiji biljaka, pojam se odnosi na upotrebu mikrobnih antagonista za suzbijanje
bolesti kao 1 na upotrebu patogena specificnih za domacina za suzbijanje korova. U oba
slucaja, organizam koji suzbija Stetnika ili patogena, naziva se bioloski kontrolni agens

(kako je navedeno u radu Mili¢evi¢ i Kaliterna, 2014).

Prema Alabouvette i suradnici (2006), razli¢ite definicije bioloske kontrole koje se nude u
znanstvenoj literaturi Cesto izazivaju konfuziju 1 kontroverzu. Na primjer, clanovi
Americkog nacionalnog vijeca za istrazivanja uzeli su u obzir moderne biotehnoloske
promjene i odredili biolosku kontrolu kao "uporabu prirodnih ili modificiranih organizama,
gena ili genskih proizvoda, kako bi se smanjili u€inci nezeljenih organizama 1 pogodovali
pozeljnim organizmima kao $to su usjevi, blagotvorni insekti i mikroorganizmi”. Medutim,

ova je definicija potaknula mnoge rasprave i ¢esto se smatra presiroko definiranom.

Definicije biokontrole razlikuju se ovisno o cilju supresije, broju, vrsti i izvoru bioloskih
agensa, kao i stupnju i vremenu ljudske intervencije. Najcesce, bioloSka kontrola je
suzbijanje Stetnih aktivnosti jednog organizma od strane jednog ili viSe drugih organizama,
esto nazvanih prirodnim neprijateljima. Sto se ti¢e biljnih bolesti, supresija se moze
posti¢i na mnogo nac¢ina. Ako se uzgajivacke aktivnosti smatraju relevantnima, u definiciju
bi se mogle ukljuciti i poljoprivredne prakse kao §to su rotacija i sadnja kultura rezistentnih
na bolesti (prirodno odabranih ili genetski modificiranih). Buduéi da biljni domacin reagira
na brojne bioloske ¢imbenike, kako patogena tako i nepatogena, inducirana rezistencija

domacina moze se smatrati oblikom bioloske kontrole.

U najuzem smislu, bioloska kontrola se odnosi na svrhovito koriStenje uvedenih ili

rezidentnih zivih organizama, osim biljaka domacina otpornih na bolesti, za suzbijanje
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aktivnosti i populacije jednog ili viSe biljnih patogena. To moze ukljucivati upotrebu
mikrobnih inokulata za suzbijanje jednog tipa ili klase biljnih bolesti. To takoder moze
ukljucivati upravljanje tlima za promicanje kombiniranih aktivnosti prirodnih tala i biljnih

organizama koji doprinose op¢oj supresiji.

U vecini slucajeva bioloska kontrola odnosi se na suzbijanje jednog patogena (ili Stetnika),
jednim antagonistom, u jednom sustavu. BioloSka kontrola je niSta drugo nego ekoloski
menadzment skupine organizama. Ukljucuje iskoriStavanje mikroorganizama koji utjecu
na biljne bolesti kako bi se poboljsalo zdravlje biljke. Suzbijanje bolesti upotrebom biljnih
agenasa se sastoji od interakcija izmedu biljke (domacin), patogena, bioloskog agensa
(antagonist), mikrobioloSkog sustava na i oko biljke i fizikalnog okolisa. BioloSka kontrola

biljnih bolesti razlikuje se od biokontrole insektima na vi$e naéina, $to je vidljivo iz Tab. 1.

Tablica 1. Usporedba biokontrole biljnih bolesti agensima bioloske kontrole i biokontrole
insektima (preuzeto i prilagodeno iz Chandrashekara i Manivannan, 2012).

Biokontrola agensima bioloske kontrole Biokontrola insektima

Kontrola bolesti postize se antibiozom, ) o )
o o . Vecéinom parazitima i predatorima.
kompeticijom te manje hipeparazitima.

Antagonisti su u ve¢ini slu¢ajeva pasivni i nisu . o o .
o ) ) Paraziti su aktivni, mobilni i traZe plijen.
mobilni, kontakt s patogenom je slucajan.

Za jednu vrstu patogena dostupno je vise ) ) B
) ] Jedan (parazit/predator) na jedan plijen.
antagonista/kompetitora.

Metoda se oslanja iskljuc¢ivo na nativne ) - o ) )
] Obic¢no se uvoze paraziti/predatori iz drugih zemalja.
organizme.

U velikoj mjeri se koristi sjeme bez $tetocina. Ne koristi se sjeme bez Stetocina.

Iako postoje razli¢ita tumacenja §to se sve moZe smatrati bioloskim suzbijanjem biljnih
patogena, uglavnom se kao biolo§ko suzbijanje biljnih patogena podrazumijeva upotreba
zivih organizama 1ili njihovih produkata (Alabouvette 1 sur., 2006). To su prije svega
razli¢iti antagonisticki mikroorganizmi, od kojih su naj¢escée bakterije i gljive, te manji broj

gljivama sli¢ni organizama (pseudogljive), protozoa, virusa i nematoda.




Biolosko suzbijanje biljnih patogena obuhvaca i suzbijanja bolesti putem same biljke,
odnosno induciranjem ili stimuliranjem njihovih vlastitih obrambenih mehanizama
upotrebom tzv. obrambenih aktivatora ili elicitora (salicilna Kiselina i njezini derivati,
jasmonati i dr.) koji induciraju obrambene mehanizme u biljkama (tvorba fitoaleksina, o

patogenezi-ovisnih proteina ili PR proteina, formiranje histoloskih barijera i dr.).

Takoder se kao bioloSko suzbijanje biljnih patogena moZze smatrati i upotreba biljnih
ekstrakata razli¢itih vrsta biljaka koji imaju toksicno djelovanja na biljne patogene (tzv.
botanicki fungicidi). Medutim, uz sve navedeno kad se govori o bioloSkom suzbijanju
biljnih patogena naj¢eS¢e se misli na njthovo suzbijanje putem antagonistickih
mikroorganizama, koje jednim imenom mozemo nazvati bioloskim agensima. Bioloski
pripravci ili biopesticidi na bazi antagonistickih mikroorganizama ¢esto se jednim
imenom nazivaju biofungicidi, bez obzira na koje biljne patogene djeluju, iako se termin
biofungicidi odnosi samo na suzbijanje fitopatogenih gljiva. Najvise komercijaliziranih
biofungicida je na bazi antagonistickih gljiva (mikofungicidi) te na bazi antagonistickih

bakterija (bakteriofungicidi i bakteriobaktericidi).

Bioloska kontrola ima viSe prednosti u odnosu na sve druge metode kontrole biljnih
bolesti, sto je vidljivo iz Tab.2. U prednostima se isti¢e da je bioloska kontrola najjeftinija
u odnosu na sve ostale metode, a bioloski agensi nisu toksi¢ni za biljke te su prihvatljivi za
okoli§. Agensi biljne kontrole ne samo da kontroliraju biljne bolesti ve¢ pospjeSuju rast
korijena i stabljike stvaranjem povoljne mikroflore te tako mogu doprinijeti poboljsavanju

prinosa usjeva.



Tablica 2. Prednosti i nedostaci bioloske kontrole biljnih bolesti (preuzeto i prilagodeno iz

Chandrashekara i Manivannan, 2012).

Prednosti bioloske kontrole

Nedostaci bioloSke kontrole

Bioloska kontrola je najjeftinija u odnosu na sve druge

metode.

Agensi biokontrole se mogu koristiti samo za

specificne bolesti.

Agensi bioloske kontrole $tite usjev tijekom cijele

godine.

Manje su efektivni u odnosu na fungicide.

Visoko su efektivni na specifi¢ne biljne bolesti.

Agensi biokontrole imaju sporije djelovanje u
kontroli biljnih bolesti.

Nisu toksicni za biljke.

Upotreba agensa biljne kontrole je sigurnija za okolis i

osobu koja to sredstvo aplicira.

Trenutno je dostupan mali broj biljnih agenasa

nisudostupni u ve¢im koli¢inama.

Lako se razmnoze u tlu i ne ostavljaju probleme za

sobom.

Ova metoda se koristi kao preventivna mjera

Agensi biljne kontrole mogu eliminirati patogene sa

mjesta infekcije.

Agensi biokontrole bi se trebali multiplicirati i
dobavljati bez kontaminacije od strane educiranog

osoblja.

Agensi biljne kontrole ne samo da kontroliraju biljne

bolesti ve¢ pospjesuju rast korijena i stabljike
stvaranjem povoljne mikroflore. PoboljSavaju prinos

usjeva.

Rok valjanosti agensa biokontrole je kratak.
Antagonist, Trichoderma viride vrijedi Cetiri
mjeseca dok Pseudomonas fluorescens vrijedi

samo 3 mjeseca.

Jednostavni su za koristenje.

Potrebna koli¢ina populacije agensa biokontrole se
treba provjeravati periodi¢ki i odrzavati na koli¢ini

koja odgovara efektivnoj upotrebi.

Mogu se kombinirati sa biofertilizatorima.

Efektivnost agensa biokontrole u velikoj mjeri

ovisi o uvjetima u okolisu.

Jednostavna proizvodnja.

Agens biokontrole pod odredenim uvjetima moze

postati patogen.




2.2. Mehanizmi djelovanja antagonistickih mikroorganizama

Biolosko suzbijanje biljnih patogena temelji se na specificnim reakcijama antagonistickih

mikroroganizama (gljiva, bakterija, virusa i dr.) s biljnim patogenima, koje obuhvacaju

interakcije tipa antibioze, kompeticije (nadmetanja), parazitizma (mikoparazitizam i

hiperparazitizam) i inducirane rezistentnosti (kako je navedeno u radu Milicevi¢ i

Kaliterna, 2014). Postoji viSe vrsta antagonistickog djelovanja — direktni, mjeSoviti i

indirektni antagonizam - s razli¢itim mehanizmima djelovanja, kao $to je prikazano u Tab.

3. Mehanizmi antagonistickog djelovanja kao §to su antibioza, kompeticija i parazitizam, te

inducirana rezistentnost, u nastavku se opisuju.

Tablica 3. Vrste antagonisti¢kog djelovanja bioloske kontrole biljnih patogena (preuzeto i

prilagodeno iz Chandrashekara i Manivannan, 2012).

Tip

Mehanizam

Primjeri

Direktni antagonizam

Hiperparazitizam

Liti¢ki/neki neliticki mikovirusi,
Ampelomyces quisqualis, Lysobacter enzymogenes,

Pasteuria penetrans, Trichoderma virens.

MjeSoviti antagonizam

Antibiotik

2,4-diacetilfloroglukinol, fenazini,

cikli¢ki lipopeptidi.

Liti¢ki enzimi

hitinaze, proteaze.

Fizikalno/kemijska interakcija

Blokiranje pora unutar tla;

onemoguceno stvaranje klice.

Kompeticija

Okupiranje izvora vode i hrane;okupiranje fizi¢kog

okolisa

Indirektni

antagonizam

Indukcija otpornosti domacina

Kontakt sa stani¢nim stijenkama gljive, detekcija

patogena, indukcija posredovana fitohormonom.




2.2.1. Antibioza

Antibioza je Stetno djelovanje antagonostickih mikroorganizama na biljne patogene putem
toksi¢nih produkata njihovog metabolizma u koje spadaju razni antibiotici koji pokazuju
toksicni ili inhibirajuci efekt na biljne patogene. Izmedu brojnih mikroorganizama koji
pokazuju antibioti¢ko djelovanje do sada je najveci broj komercijaliziranih pripravaka na
bazi bakterija, posebno vrsta rodova Bacillus i Streptomyces, koji se koriste za suzbijanje
fitopatogenih gljiva (Maceljski i sur., 2004). Antibioza je osnovni mehanizam njihovog
djelovanja, a supresija patogena se ostvaruje sekrecijom antibiotika i degradacijskih

enzima.

Vrste roda Bacillus su gram-pozitivne bakterije, StapiCaste, aerobne ili fakultativno
anaerobne bakterije rasprostranjene Sirom svijeta, a prisutne su u tlu, vodi i zraku, ali i kao
endofiti na povrSini biljnih organa. Sposobnost formiranja spora svrstava ih u grupu
komercijalno isplativin antagonista. U biopreparatima su kao aktivne komponente
najzastupljenije vrste B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. polymyxa i B.
amyloliquefaciens. Danas se vrlo uspjes$no koriste vrste B. subtilis i B. amyloliquefaciens u
suzbijanju sljede¢ih fitopatogenih gljiva: Botrytis cinerea, Cladosporiummusae,
Alternaria.alternata, Aspergillus flavus, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium. oxysporum, Fusarium solani, Penicillium expansum, Monilinia

fructicola, Monilinia fructigena (Zivkovié i sur., 2016).

Antagonisticko djelovanje bakterija roda Bacillus se temelji na izlu¢ivanju antibiotika i
kompleksa degradacijskih enzima Sirokog spektra djelovanja. Posljednjih godina
registrirani su biopreparati koji kao aktivne tvari sadrze spore ili antibiotske metabolite

navedenih bioloskih agenasa.

Vrste roda Streptomyces su gram-pozitivne, filamentozne, sporogene bakterije i kao
saprofiti su najprisutnije u tlu. Pocetkom druge polovice 20. stoljeca izoliran je veliki broj
vrsta ovog roda 1 intenzivirana su istrazivanja vezana za njihovu antibiotsku aktivnost.
Eksperimenti su ukazali na Citav spektar antibiotika koje Streptomyces spp. proizvode, a
koji osim u humanoj i veterinarskoj medicini, prakticnu primjenu mogu na¢i i u
poljoprivrednoj proizvodnji (Kispati¢, 1992).Utvrdeno je da antibiotske aktivne skupine
pripadaju grupi aminoglikozida, makrolida, B-laktama, peptida, poliena i tetraciklina.

Mikroskopskim pregledom utvrdeno je da hife svih ispitivanih patogena u prisustvu
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antagonista ovog roda, u pocetnom stadiju bubre, postaju razgranate, zadebljale i
poprimaju crveni pigment. Crvena boja potom iS¢ezava, u stijenkama hifa se nagomilava
melanin. Nakon dva tjedna miceliji patogena se deformiraju i propadaju (Zivkovi¢ i sur.,
2010).

Najznacajniji bioloski agensi roda Streptomyces koristeni u kontroli fitopatogenih gljiva
su: S. hygroscopicus, S. griseoviridis, S. griseus, S. lydicus, S. natalensis i S.platensis. Oni
u in vitro i in vivo uvjetima manifestiraju snaznu inhibiciju patogena gljiva izroda
Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Gauemannomyces, Fusarium, Monilinia,
Mucor, Penicillium. Antibiotik natamicin koji proizvodi vrsta S. natalensis je
komercijaliziran i primjenjuje se u veterini i prehrambenoj industriji, ali je ispitan i kao
potencijalni bioloski agens za suzbijanje slijedec¢ih vrsta gljiva: Fusarium oxysporum,

Botrytis cinerea i Monilinia laxa (Lu i sur., 2008).

2.2.2. Kompeticija

Kompeticija podrazumijeva nadmetanje antagonistiCkih mikroorganizama s biljnim
patogenima, prije svega za izvore hrane, ali 1 za ostale potrebne ¢imbenike vazne za zivot
(prostor 1 dr.). U interakciji kompeticije antagonisticki mikroorganizmi nadjacavaju biljne

patogene pa se na taj nacin uspjes$no koriste kao bioloski agensi ili antagonisti.

Kod primjene antagonista korijen biljke domacina tj. rizosfera se mora naseliti
organizmom koji ima funkciju bioloskog suzbijanja bolesti prije nego dode do infekcije
patogenom. Takav nacin djelovanja pokazuje veliki broj antagonistickih gljiva 1

pseudogljiva, kao npr. vrste roda Trichoderma.

VrstaTrichoderma asperellum ima viSestruko pozitivno djelovanje u tlu, u svojim
sekretima ima antibiotsko djelovanje te djeluje nepovoljno na Stetne mikroorganizme,
parazitira te unistava druge Stetne gljivice u tlu poput vrsta rodova Pythium, Phytophthora,
Rhizoctonia, Verticilium, Fusarium te Sclerotinia i prodire u hife drugih gljiva te apsorbira

njihov sadrzaj.



Slika 1. Primjer zastite biljke preparatom koji sadrzi gljivicu Trichoderma asperellum
(Web 1).

Gljivice iz roda Trichoderma aperellum koloniziraju i zauzimaju zivotni prostor drugih
Stetnih gljivica i stvaraju bioloske stimulanse te hormone (auksin, citokinin,giberlin) koji
poticu bolji rast biljke i veéi prinos (Chet i sur., 2006). Auksin je fitohormon ¢iji je glavni
predstavnik indol-3-octene kiselina koja stimulira rast adventivnog korjenja (rizogeneza) i
inhibira rast glavnog korijena, poveéava vegetativnu masu biljke i stimulira cvjetanje.
Medutim, visoka koncentracija auksina je Stetna za biljku jer se sporo i nikako ne
razgraduju .Citokinin, jo$ jedna skupina biljnih hormona je s druge strane odgovorna za
odgadanje starenja, stimuliranje stanicne diobe, djelovanje na sazrijevanje kloroplasta,
kontroliranje apikalne meristeme te utjeCe na stani¢nu diferencijaciju. Citokinini u svojim
produktima sadrzavaju korisne tvari koje poboljSavaju rast biljaka, te razgraduju

nepovoljne oksidativne tvari (enzime i toksine) koje su nastale u izlu¢evinama mikroba i

drugih Stetnih organizama.

Tako je dokazano da je vrsti Trichoderma harzianum svojstveno da utjeCe na pojacan
porast biljaka §to se moglo uociti na osnovu pokusa u plastenicima te je ustvrdeno
povecéanje porasta klijanja za 30% i korijenovog sustava tih biljaka za 95% (Chet i sur.,
2006).
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2.2.3. Parazitizam

Parazitizam je direktni napad ili parazitiranje antagonistickih mikroorganizma na biljnim
patogenima koji se ¢esto naziva i hiperparazitizam. Takvo djelovanje najces¢e imaju neke
antagonisticke gljive i pseudogljive (vrste rodova Trichoderma, Ampelomyces,
Coniothyrium, Pythiumi dr.), pa se taj vid hiperparazitizma naziva i mikoparazitizam iako
ukljucuje i viruse. Mikoparazitizam se temelji na odnosu micelija antagonista i patogena

nakon Cega izluevine enzima obavljaju degradaciju stani¢ne stijenke domacina.

Opce je poznato da su gljivice iz roda Trichoderma iznimno vazne u bioloskoj kontroli jer
se njihovo parazitsko djelovanje ocituje nadasve prema gljivici Rhizoctonia solani koja je
poznata kao najces¢i uzorcnik trulezi velikog broja kultura, kao npr. rajéice, lubenice i
mnogih drugih biljaka koje se uzgajaju u kontroliranim uvjetima, a moze napasti u bilo
kojoj fazi uzgoja (Chet i sur., 1998). Ukljucuje specifiéno antagonistiCko prepoznavanje
patogena i nekoliko tipova enzimatske degradacije stani¢ne stijenke kako bi parazit mogao
penetrirati u hifu patogena. Direktna interakcija izmedu Trichoderme spp. i patogena je
mikoparazitizam i predstavlja niz mehanizama koji uklju¢uju proizvodnju brojnih enzima
vazni za razgradnju stanic¢ne stijenke patogena. Chet i sur. (1998) su definirali Cetiri faze
ovog procesa: kemotrofizam i prepoznavanje, vezivanje i namotavanje, prozdiranje
stani¢ne stijenke domacina, te probavljanje stanice domacina. Tako je u pocéetku potrebno
detektirati drugu gljivicu, nakon Cega se Trichoderma nastanjuje tik do nje te pocne
proizvoditi specificne enzime koji su od iznimne vaznosti za razgradnju stani¢ne stijenke
patogena. Nakon toga svoje hife namotava oko domacina, u ovom slucaju patogena, te
prodire u stanicu domacina uz pomo¢ enzima koji pogoduju razgradnji stani¢ne stijenke

patogena, $to dovodi do smrti hife domacina (patogena).

Proizvodnja i regulacija litickih enzima kao §to su hitinaza, glukanaza i proteaza, od
kljune su vaznosti u mikoparazitimu odnosno bioloskoj kontroli. Gljivice roda
Trichoderma spp. poznate su i po luenju snaznog hidrolitickog multienzimskog
kompleksa (hitinaza, beta-1,3-glukonaza, beta-1,6-glukonaza, alfa-1,3 glukonaza),
proteaza te celulaza (Mukherjee i sur., 2012). Njihovo djelovanje u poljoprivredi je
viSestruko, pa tako gljivice ovoga roda imaju ulogu u zastiti usjeva od bolesti, djeluju kao
vrhunski inhibitori rasta, razvijaju imunosni sistem same biljke na odredene bolesti, a kada
je u pitanju razvoj patogenih gljivica, Trichoderma i tu ima rijesenje, a to je da luci brojne
enzime koji djeluju preventivno. U konvencionalnoj poljoprivredi doslo je do ozbiljnog
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naruSavanja biodiverziteta te gljivice ovog roda pomazu u ponovnom uspostavljanju
ravnoteze. Poznato je i djelovanje u kontroli korova. Osim gore navedenih prednosti ova

gljivica je od iznimne vaznosti i kada su u pitanju alternativni izvori energije.

Slika 2. Primjer napada gljivice Rhizoctonia solani na stabljiku lubenice (Web 2).

2.2.4. Inducirana rezizentnost

Inducirana rezistentnost je indirektan nacin djelovanja antagonistickih mikroorganizama
na biljne patogene preko same biljke domacina u kojoj induciraju ili stimuliraju odredene
obrambene reakcije. Jedan od primjera inducirane otpornosti je inokulacija stabljike jagode
zarazene gljivicom Botrytis cinerea sa vrstom Trichoderma harzianum. Poznato je da je B.
cinerea glavni uzroénik sive plijesni | jedna je od glavnih gljiviénih bolesti jagoda u
svijetu. lako se njeno djelovanje primarno pripisuje mehanizmu inducirane rezistentnosti,
uklju¢eno je vise mehanizama kao S§to su kompeticija za staniSte 1 nutrijente,
mikoparazitizam, fungalna aktivnost zbog enzima koje lu¢i T. harzianum. Dokazano je
takoder da L-amino kiselina oksidaza (Th-I-AAO), identificirana iz T. harzianum
deaktivira hife B. cinerea. Takav nacin $titi biljku od svih sojeva istog virusa, ali ne i od
drugih virusa.
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kontrola tretirana biljka

Slika 3. Primjer tretiranja li¢a rajcice gljivicom Trichoderma harzianum u svrhu zastite

od patogene gljivice Botrytis cinerea (Web 3).

2.3. Podjela biopesticida i njihova upotreba

Ispustanje prirodnih neprijatelja na poljoprivredne povrsine ciljno i namjerno zapravo je
primjena bioloskih sredstava za zastitu bilja koji se nazivaju biopesticidi (Bazok i sur.,
2014).

Pesticidi se opcenito dijele na sredstva za zastitu bilja, sredstva za suzbijanje nametnika na
ljudima i zivotinjama i sredstva za zastitu drva i tekstila. Kako su sredstva za zastitu bilja

najbrojnija ¢esto se naziv "pesticidi” odnosi na njih.

2.3.1. Biofungicidi na bazi gljiva

Biofungicidi na bazi gljiva zbog svoje razliCite prirode imaju razli¢ite mehanizme
djelovanja. Naj¢e$¢i mehanizmi djelovanja su kompeticija, mikroparazitizam te

proizvodnja metabolita.

U skupinu biofungicida spada i gljiva Trichoderma sp., jedna od naj¢es¢ih gljiva u prirodi
kod koje su izrazeni mikroparazitizam i antiobioza, a moze se nac¢i u vecini obradive
zemlje. Mikoparazitski proces je zasnovan na direktnom kontaktu micelija antagonista i
patogena, a nakon toga sekreti enzima obavljaju degradaciju stani¢ne stijenke domacina
(Kubicek i sur., 2001).
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Vrsta Trichoderma harzianum je kontaktni antibiotski fungicid niske toksi¢nosti za
covjeka, korisne kukce 1 Zivotnu sredinu, prikladan za ekolosku zastitu u vinogradima,
voénjacima, povrtnjacima, ratarstvu i uzgoju ukrasnog bilja.U Hrvatskoj je registriran za

suzbijanje gljive Botrytis cinerea na vinovoj lozi i jagodama (Luci¢, 2009).

Vrsta Pytium oligandrum je antagonist vrstama Phytophtora, Rhizoctonia Verticillium,
Sclerotinia.Za suzbijanje gljiva iz roda Sclerotinia koriste se biofungicidi na bazi gljive
Coniothyrium minitans. Za suzbijanje uzro¢nika pepelnice Koristi se gljivica
Ammpelomyces quisiqualis koja je dobro poznata kao hiperparazit roda Erysiphaceae —
patogenih gljiva, uzor¢nika pepelnice. Izolat A. giusqualis M-10 je pronaden 1984. godine
u sus$noj zoni Izraela, a uveden je u primjenu 1995. godine. Mehanizam djelovanja se
zasniva na hiperparazitizmu, to jest klijajuce spore potiskuju razvoj pepelnice. Ovaj proces
zahtijeva relativnu vlaznost od minimum 60% u mikro sredini klijaju¢ih spora. Kada
prodre u hife patogena, poslije 2-4h, hiperparazit se razvija nezavisno od uvjeta okolne
sredine. Krajnji rezultat je prekid razvoja pepelnice (Grahovac i sur., 2009).

2.3.2. Biopesticidi na bazi virusa

Bakulovirusi ili mikrobioloski virusi javljaju se u prirodi te posjeduju sposobnost zaraze i
uniStavanja odredenih vrsta Stetnih kukaca. Entomopatogeni virusi koji su izolirani iz vise
od tisucu vrsta kukaca, ubrajaju se u bakuloviruse, a najce$¢i su virusi granuloze i
nuklearne poliendrije koji inficiraju i ubijaju Stetne organizme. Bakulovirusi su patogeni i
ve¢inom moraju biti uneseni u tijelo Stetnika kako bi se stanice u tijelu zarazile i dalje
reproducirale u tijelu Stetnika (Ivezi¢, 2008). Bioloski pripravci na bazi virusa primjenjuju
se diljem svijeta od 40-tih godina proslog stoljeca pa se tako i u Hrvatskoj mogu kupiti

pripravci na bazi virusa kao npr. pripravci za suzbijanje jabu¢nog savijaca.

Zivotni ciklus bakulovirusa (SI. 4) uklju¢uje dva razli¢ita oblika virusa (Rohrmann, 2008).
Virus iz okluzije prisutan je u matrici proteina (polyhedrin ili granulin) i odgovoran je za
primarnu infekciju domacina, dok se bujni virus oslobada kasnije iz zarazenih stanica
domacina tijekom procesa sekundarne infekcije. Bakulovirusi imaju vrlo specifi¢ne vrste

tropizama medu beskraljeznjacima s vise od 600 vrsta domacina. Naj¢e$¢i su domacini
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nezreli (larvalni) oblici vrste moljaca, ali su takvi virusi pronadeni i kod zarazenih lisnih

osa, komaraca i skampi.

Pocetna infekcija javlja se kada se osjetljivi domacinski insekti hrane biljkama koje su
kontaminirane sa zatvorenim oblikom virusa. Matrica bjelancevina otapa se u alkalnom
okolisu Zeluca domacina (Zeluca), otpustajuéi virus iz okluzija koji se zatim spajaju na
stupnu epitelnu stani¢nu membranu crijeva domacina i prenesu u stanicu u endosomima.
Nukleokapsidi bjeze od endosoma i transportiraju se do jezgre. Ovaj korak je moguce
posredovan aktinskim filamentima. Viralna transkripcija i replikacija pojavljuju se u
stani¢noj jezgri, a nove Cestice bujnog virusa izvucene su iz bazolateralne strane kako bi
sustavno Sirile infekcije. Bujni virus se spaja na labavo prilagodenu membranu stanice

domacina s ekspresiranim i prikazanim virusnim glikoproteinima.

Medu zastupljenijima su virus granuloze te virus poliedarije (suzbijanje gusjenica razlicitih
vrsta). Patogeni virusi se mogu na dva nacina prenijeti na domacina: roditelji preko
jajaSaca prenose virus na sljedecu generaciju ili direktnom infekcijom domacina. Nakon
par dana od unoSenja hrane javljaju se simptomi i zaraZena jedinka se prestaje hraniti te
dolazi do diskoloracije kutikule. U roku 2-3 dana nakon pojave simptoma dolazi do

uginuc¢a domacina.
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o Hranjenje insekta virusom zaraZenog lisca Virus

Okluzijsko tijelo
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o Oslobadanje Cestica virusa iz okluzijskog Usmtanjs fonliinx I
tijela i njihovo prispajanje na lumen crijeva Lumen crijeva
Replikacija virusa u stanicama insekta Biljka [

Slika 4. Dijagram zivotnog ciklusa Bakulovirusa (preuzeto i prilagoden iz Rohrmann,
2008).

Medu vaznije patogene viruse ubrajaju se cytoplasmic polyhedrosis virus (CPV), nuclear
polyhedrosis virus (NPV) i granulosis virus (GV). Glavni nedostaci preparata su ovisnost o
Klimatskim faktorima, fotolabilnost, kratkotrajno i sporo djelovanje te uzi spektar
djelovanja. Da bi se postigao odgovarajuci efekt, potrebno je visekratno tretiranje u
kombinaciji sa drugim mjerama (Cvjetkovi¢, 2016).
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Bioloski pripravci na bazi virusa primjenjuju se diljem svijeta od 40-tih godina proslog
stoljeca pa se tako i u Hrvatskoj mogu kupiti pripravci na bazi virusa, kao npr. pripravci za
suzbijanje jabucnog savijaca. Prilikom istraZzivanja ucinkovitosti suzbijanja jabucnog
savijaCa na pokusnim parcelama Poljoprivrednog instituta Osijek, zastita se provodila na tri
sorte jabuka bioloskim preparatom Granupom na bazi granulovirusa Cydia pomonella
(CpGV) gdje je ucinkovitost na sve tri sorte iznosila u prosjeku 92,51% $to je vrlo
zadovoljavajucée i preporucuje se u zastiti jabuke barem u zadnjim tretmanima jer nema

opasnosti od rezidua i1 karence (Budinscak, 2013).

2.3.3. Biofungicidi na bazi kvasaca

Vrste Rhodotorula glutinis, Cryptococcus laurentii, Candidafamata i Pichia guilliermondii
(izolat 29-A) navode se kao vrlo efikasni antagonisti fitopatogenh gljiva Aspergillus niger,
Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer, Penicillium expansum, P. italicum i P. digitatum koje
su uzro¢nici bolesti na plodovima jabuka, kruSaka, jagoda, kivija, grozda, naranci,
mandarina i grejpfruta (Lima i sur., 1999). U nastavku se opisuju primjeri primjene
biofungicida za suzbijanje gljivica koje su Siroko rasprostranjene diljem svijeta i uzroc¢nici
su bolesti tzv. sive plijesni koju uzrokuje vrsta Botrytis cinerea i plave plijesni koju

uzrokuje vrsta Penicillium expansum.

Vrsta Botrytis cinerea je nekroti¢ni gljivicni patogen, uzrokuje bolest sivih plijesni u preko
200 biljnih vrsta domacina te je posebno destruktivna na vocu i povréu (Williamson i sur.,
2007).

Slika 5. Primjer napada sive plijesni Botrytis cinerea na jagode (Web 4).
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Patogen je sposoban prenijeti efektere SRNA u biljne stanice domacina te suzbiti imunitet
domacina 1 izluciti velik broj enzima kako bi ubio stanice domacina tijekom infekcije. Na
poljoprivrednim povrSinama se ¢esto pojavljuju razni sojevi vrste B. cinerea otporni na
fungicide, te su potrebne alternativne metode za ucinkovito suzbijanje ovog patogena.
Potvrdeno je da etericna ulja dobivena iz aromatskih biljaka mogu znacajno inhibirati
Klijavost spora i micelija rasta B. cinerea in vitro i pokazala je dobru zastitu od bolesti
sivih plijesni kod rajcice koja se uzgaja staklenicki. Osim eteri¢nih ulja, bioloska kontrola

se takoder smatra obecavaju¢im na¢inom za kontrolu B. cinerea.

Kao antagonisticko sredstvo, Rhodotorula glutinis je pokazao dobru ucinkovitost
biokontrole protiv sive plijesni kod razli¢itih plodova kao i na druge bolesti koje se javljaju
nakon berbe, aa uzrokovane su gljivicama Penicillium expansum, Alternaria alternata,

Rhizopus stolonifer (Zhang i sur., 2010).

Vrsta Penicillium expansum je psihrofilna plava plijesan koja je uobicajena diljem svijeta.
lako je prvenstveno poznata kao bolest jabuka, ovaj biljni patogen moze zaraziti Sirok
raspon domacina, ukljucuju¢i kruske, jagode, raj¢icu, kukuruz i rizu. P. expansum
proizvodi patulin karcinogenog metabolita, neurotoksin koji je Stetan kad se konzumira.
Patulin proizvodi gljivica kao ¢imbenik virulencije jer inficira domacina. Razina patulina u
hrani je zakonski regulirana u mnogim razvijenim zemljama, a posebno stoga jer su
proizvodi od jabuka znacajna djecja hrana. Gljivica takoder moze proizvesti mikotoksin

citrinin.

Razli¢itim ispitivanjima spomenutih izolata doslo se do nekih novih saznanja. Prema Limi
I sur. (1999) koji su od dvjesto kvasaca izoliranih sa povrsina razli¢itih plodova pedeset
testirali na kontrolu P. expansum na jabuci, najvise do izrazaja po pitanju antagonizma
spram spomenute gljive imali su izolati Rhodotorula glutinis i Cryptococcus laurentii.
Testiranjem izolata na patogenima utvrdeno je da C. laurentii ispoljava vecu i stabilniju
aktivnost te vecu gustocu koloniziranja od izolata R. glutinis. Buduéi da su dva spomenuta
izolata ispoljila razliite nivoe antagonisticke aktivnostiu kontroli viSe patogena na

uskladiStenim proizvodima, ispitani su i mehanizmi njihova djelovanja.
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Slika 6. Primjer napada plave plijesni Penicillium expansum na plod jabuke (Web 5).

Kompeticija za hranjive tvari imala je najznacajniju ulogu u aktivnosti oba kvasca,
naroCito izolata R. glutinis. Direktna interakcija s hifama patogena utvrdena je samo kod
izolata R. glutinis, dok kod aktivnijeg izolata Cryptococcus laurentii, ovakva pojava nije
zabiljezena. U odnosu na Rhodotorula glutinis, izolat Cryptococcus laurentii je in vitro
producirao znacajno viSe ekstracelularne beta-1,3-glukanaze, kada je uzgajan u prisustvu

hifa patogena P. expansum i B. cinerea antibioza nije bila registrirana.

2.3.4. Antagonisticke bakterije

Od velikog broja bakterija koji pokazuju antagonisticko djelovanje prema biljnim
patogenima za komercijaliziranu primjenu u bioloSkom suzbijanju danas se u svijetu
koriste wvrste rodova: Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Pantoea, Pasteuria,
Pseudomonas i Streptomyces. Najvecu primjenu u praksi imaju vrste i izolati bakterija iz
rodova: Agrobacterium, Bacillus i Streptomyces (kako je navedeno u Mili¢evi¢ i Kaliterna,
2014).

Bakterija Agrobacterium tumefaciens uzrokuje bakterijski rak kod biljaka (Yildiz i sur.,
2016). Bolest je karakterizirana rastom tvari sli¢ne tumoru na inficiranoj biljci, ¢esto na
spoju izmedu korijena i1 izdanka. Tumori poti¢u konjugativni prijenos DNA segmenta (T-
DNA) iz plazmida koji inducira bakterijski tumor (Ti). Usko povezana wvrsta,
Agrobacterium rhizogenes, inducira tumore korijena, i nosi zaseban Ri (korijen-

inducirajuéi) plazmid. Iako je taksonomija Agrobacteriuma trenutno u reviziji, utvrdeno je
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da su vrste A. tumefaciens i A. rhizogenes sposobne zauzeti Ti ili Ri-plazmid, dok su sojevi

vrste A. grobacterium vitis ograni¢eni na vinovu lozu i mogu imati Ti-plazmid.

CoprgM S AP Prass

Slika 7. Napad bakterije Agrobacterium tumefaciens koja uzrokuje rak biljaka (Web 6).

Takoder nosi gene za biosintezu biljnih hormona, auksina i citokinina, te za biosintezu
opina, osiguravaju¢i izvor ugljika 1 duSika za bakterije koje veéina drugih

mikroorganizama ne moze Koristiti, daju¢i Agrobacterium selektivnu prednost.

Mijenjanjem hormonske ravnoteze u biljnoj stanici, biljka se ne moze kontrolirati
podjelom tih stanica, a tumori se stvaraju. Omjer auksina i citokinina koji su proizvedeni
tumorima odreduje morfologiju tumora (korijenski, neorganiziran ili slian). lako
generalno videna iskljué¢ivo kao uzro¢nik infekcije u biljaka, Agrobacterium moze biti
krivac oportunistickih infekcija kod ljudi sa oslabljenim imunoloskimsustavom. Zbog

djelovanja na gene, Agrobacterium se koristi u genetickom inZenjeringu.

Odredeni sojevi A. tumefaciens su osjetljivi na antibiotik agrocin koji proizvodi A.
radiobacter, bakterija iz tla koja ne inficira biljke. Primjer proizvedenog antibiotika je
Agrocin-84, koji je analog agrocinopina A koji se proizvodi u krvnim zilama tumora
induciranim sojevima A. tumefaciens ¢iji je Ti plazmid kodiran za nopalin i agrocinopin A.
Agrocin-84 oponasa agrocinopin A i stoga preuzima isti transportni sustav koji koristi A.
tumefaciens za koriStenje agrocinopina A. U stanici A. tumefaciens, antibiotik Agrocin-84

inhibira replikaciju DNA i stani¢ni rast.
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Agrocin-84 se primjenjuje u zastiti biljaka od patogena uranjanjem korijenskog sustava u
suspenziju A. radiobacter prije sadnje u infestiranim poljima. U mnogim drugim regijama
gdje borave agrocin-neosjetljivi sojevi A. tumefaciens (sojevi koji ne posjeduju

agrocinopin A), ova strategija bioloske kontrole je neuc¢inkovita.

2.3.5. Antagonisticke gljive

U svijetu se koristi velik broj gljiva koje pokazuju antagonisticko djelovanje na biljne
patogene. Za komercijalnu primjenu je do sada istrazeno i iskoriSteno 12 wvrsta
antagonistickih gljiva, kao npr. Pythium oligandrum, Candida oleophila, Trichoderma
harzianum, Trichoderma viride, Gliocladiumvirens,Fusarium oxysporium, Coniothyrium
minitans, Ampelomyces quisqualis i druge. Najvecu primjenu u zastiti bilja od bolesti za

sada imaju antagonisti¢ke vrste iz rodova Trichodrema, Coniothyrium i Ampelomyces.

Sclerotinia minor je biljni patogen koji najcesce inficira mrkvu, suncokret, krumpir,
kikiriki i salatu. Micelij napada nize grane i brzo ulazi u stani¢no tkivo uzrokujuci kolaps
stanica. Micelij tada razvije bijelu, pahuljastu masu na povrSini tkiva dok istovremeno
ulazi u jos vise biljnog tkiva. Biljka je na kraju ubijena i sklerocij se proizvodi u izobilju na
mrtvom tkivu. Neki sklerociji padaju s biljnog tkiva u tlo ili se mogu zadrzati na mrtvom
biljnom tkivu kao zimzelen u inokulumu. Kada su uvjeti pogodni, sklerocij klija u bilo
micelija (seksualni stupanj gljive). U micelijalnoj fazi gljiva inficira novu biljku i ciklus
pocinje ponovo. Ako sklerocij dovede do apotecije (Sto je vrlo rijetka pojava kod S.
minor), formiraju se askusi s askosporama (seksualne spore). Kada su askospore zrele,
ispustaju se i nastane biljku, klijaju i ponovno zapocinju ciklus bolesti. Za njegovo

suzbijanje koristi se Coniothyrium minitans.
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Slika 8. Kikiriki zarazen gljivicom Sclerotinia minor (Web 7).

Moguci agensi biokontrole koji su predmet istrazivanja su antagonisticki organizmi kao
Trichoderma spp., Gliocladium spp., Penicillium spp., Talaromyces spp., i Sporodesmium
spp. Ovi organizmi proizvode komponente kao stu su beta-1,3-glukanazu i hitinaza,
enzime Koji mogu probiti stani¢nu stijenku uzrokujuci smrt te napadaju sklerocij mnogih
gljiviénih patogena. Geni ovih enzima su izolirani, klonirani i primjenjuju se na biljkama u

svrhu zastite od gljiviénih patogena (Jabnoun-Khiareddine i sur., 2009).
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3. ZAKLJUCAK

Agensi biokontrole se namecu kao alternativha metoda u suzbijanju biljnih bolesti s
obzirom na sve veCe zahtjeve za zaStitom okoliSa 1 ljudi. Upotreba korisnih
mikroorganizama ili njihovih metabolickih produkata je intervencija u okoliSu koja ako se

koristi na pravilan nacin nije Stetna po okolis i ljude.

Zastita biljke postize se uz pomo¢ produkata metabolizma bioloskog agensa koji djeluju
antagonisticki na parazite, odnosno patogene. Mikroorganizmi proizvode enzime, vitamine
te biljne hormone ¢ime utjecu na imunitet biljke povecavajuci joj otpornost. Upravo zbog
svojih antagonistickih i kompeticijskih odnosa spram Stetnih mikroorganizama, igraju

glavnu ulogu u ekoloskoj poljoprivredi.
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