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1. UVOD

Poljoprivredna proizvodnja ¢e se u narednim desetljeCima susresti s brojnim izazovima
poput potrebe za proizvodnjom 70% vise hrane za brzo rastu¢u svjetsku populaciju i
prilagodbe klimatskim promjenama (FAO, 2009.) Sve navedeno zahtjeva ucinkovitije
kori$tenje prirodnih resursa uz §to manju primjenu kemijskih sredstava za zastitu bilja i

gnojiva.

Sinteticki kemijski insekticidi ve¢ godinama predstavljaju glavni nacin suzbijanja Stetnih
kukaca. Medutim, sve je ¢eS¢a pojava rezistentnosti kukaca na insekticide, kao i njihov
negativan utjecaj na okolis. Sredstva za zaStitu bilja uzrokuju onecisc¢enje poljoprivrednih
povrsina te negativno utje¢u na korisnu faunu tla i korijenov sustav biljke. Shodno tome,
uporaba bioloskih agensa kao §to su gljive i bakterije sve viSe dobiva na vaznosti jer se

bioloskom zastitom ne oneciS¢uje okoli$ niti narusava zdravlje ljudiizivotinja.

Biolosko suzbijanje je mjera zastite koja podrazumijeva primjenu mikroorganizama koji
smanjuju populaciju patogena i Stetnika te na taj nadin kontroliraju razvoj bolesti.
KoriStenjem bioloskih agensa kao glavnog nacina suzbijanja Stetnih kukaca ne samo da bi
se obnovili prirodni ekosustavi i zastitila bioloska raznolikost, ve¢ bi se i trajno smanjili

troskovi samog suzbijanja.

Cilj ovograda je utvrditiinsekticidnu iantifungalnu u¢inkovitost pojedinaéneikombinirane

primjene entomopatogene gljive Beauveria bassiana i korisne bakterije Bacillus subtilis.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Entomopatogenegljive

Entomopatogene gljive sunajrasireniji mikroorganizmikojise koriste za suzbijanje Stetnih
kukaca. lako su uglavnom izolirani iz tijela ¢lankonoZaca, njihovo prirodno staniste je tlo
(Behie i Bidochka, 2014). Te su gljive razvrstane u Sest koljena: Oomycota,
Chytridiomycota, Microsporidiomycota, Entomophtoromycota, Basidiomycota, a najceséije
Ascomycota. Pregledni znanstveni radovi izvrsno prikazuju patogenost ovih gljiva i njihove

druge osobine (Skinnerisur. 2014; Lacey isur. 2015; Mascarin i Jaronski 2016).

Prema Ivezi¢ (2008.) infekcije stetnih kukaca vrse se putem spora entomopatogenih gljiva
koje kada dodu u kontakts kukcem, Klijaju te hifama probijaju kutikulu kukcai stvaraju
toksine koji izazivaju njihovu smrt. Cimbenici koji odreduju uéinkovitost procesa infekcije
ukljucuju liticke enzime, sekundarne metabolite 1 adhezine koje proizvode entomopatogene
gljive. Optimalnatemperatura zarasti klijanje entomopatogenih gljiva je izmedu 20130 °C.
Spore mogu klijati i na temperaturama izvan ovog raspona, §to je karakteristicno za neke
vrste gljiva (Skinnerisur.2014.)

Najcescirodovi entomopatogenih gljiva su: Beauveria, Entomophthora, Hirsutella, Isaria,
Lecanicillium, Nomuraea, Metarhizium i Verticillium. Entomopatogene gljive su heterogeni
organizmi koji imaju razli¢ite ekoloske uloge. Primjerice, vrste iz rodova Metarhizium i
Beauveria, koje se obi¢no nalaze u tlu, ne kontroliraju samo prirodnu populaciju kukaca
nego i slozene odnose s biljkama. Ovi organizmi javljaju se kao prirodni endofiti korijena,
stabljike i lista biljaka. Na taj nac¢in omogucuju biljkama veéu otpornost na kukce, kao i
Stetne mikroorganizme suzbijanjem uzro¢nika bolesti. Takoder, biljci omoguéuju dodatne
pogodnosti poput brzeg razvitka sadnica i poboljSanog rasta biljaka. Slicno, rod
Lecanicillium takoder sprjecava razvoj gljiviénih uzro¢nika bolesti biljaka razvijajuci se na
povrsini lista i ograniCavajuéi raspoloZzive hranjive tvari te stvara antimikrobne spojeve
(Litwin isur.,2020.). Medu entomopatogenim gljivama, vrsta Isaria fumosorosea ne stvara
snazne interakcije s biljkama. To je vjerojatno zbog ¢injenice da su Isaria spp. osjetljive na
kemijske tvari koje izlu¢uju biljke te na pripadajuci sustav obrane protiv biljnih patogena
(Litwin i sur., 2020.). S druge strane, uoceno je antagonisticko djelovanje izolata Isaria
fumosorosea protiv nematode korijenovih kvrzica Meloidogyne javanica. Takoder,

nedavno je utvrdeno da su endofitne entomopatogene gljive kompatibilne s drugim agensima



za biolosko suzbijanje Stetnika, poput parazitoida (Jarber i Ownely 2017.), stoga se mogu

koristiti kao komplementarni alat u programima integrirane zastite bilja.

Prema Wan (2003.) prednosti upotrebe entomopatogenih gljiva kao bioinsekticida su:

1.

o &~ wDn

Visoka razina specifi¢nosti, odnosno selektivnosti prema stetnicima. Gljive se mogu
koristiti za suzbijanje Stetnih kukaca bez utjecaja na prirodne neprijatelje 1 korisne
parazite.

Nema Stetnog uc¢inka za sisavce i sigurne su za okolis.

Smanjuju problem uzrokovan razvojem rezistentnosti kukaca.

Visok potencijal za daljnji razvoj biotehnoloskih istraZivanja.

Pruza odrzivost uokolisu $to omogucuje dugoro¢niucéinak entomopatogenih gljiva.

Nedostaci upotrebe entomopatogenih gljiva kao bioinsekticida su:

1.

Kako bi kukac uginuo potrebno je vise vremena, usporedujuci s kemijskim
insekticidima kada stetnik ugiba 2-3 sata nakon primjene.

Radi bolje u¢inkovitosti, kod primjene mora biti visoka relativna vlaga, mali broj
Stetnika i u razdoblju bez fungicidnih tretmana.

Zbog visoke specifi¢nosti potrebna su dodatna sredstva za suzbijanje Stetnika.
Njihova je proizvodnja relativno skupa, a zbog kratkog vijeka trajanja spora moraju
se drzati u hladnja¢ama.

Postojanost i djelotvornost entomopatogenih gljiva u populaciji domacina razlikuju
se izmedu razli¢itih vrsta kukaca, stoga tehnike primjene koje su specifi¢ne za kukce

trebaju biti optimizirane kako bi zadrzale dugoroéne ucinke.



2.2. Beauveriabassiana

Klasifikacija vrsta iz roda Beauveria bila je problemati¢na, s obzirom na to da se naziv
Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin koristio za viSe razli¢itih vrsta zbog
nedostatka uocljivih morfoloskih razlika. Beauveria je rod anamorfnih, potencijalno i
teleomorfnih entomopatogenih gljiva (Ascomycota: Hypocreales) koje se javljaju u veéini
svijeta, a prva opisanavrsta bila je B. bassiana, nazvana po Agostinu Bassiju koji je koristio
gljivu i dudovogsvilca (Bombyx mori L.) kao domacina te je 1834. godine demonstrirao
ucinak konidija ove gljive na Stetniku. Nadalje, Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli prvi je
opisao ovu gljivu kao Botrytisbassiana,a Jean Beauverie je 1911. godinenastavio istrazivati
njen mehanizam djelovanja, da bi joj godinu dana kasnije Vuillemin dodijelio naziv roda
Beauveria. Morfoloski je vrlo tesko razlikovati vrste unutar ovog roda. Napredovanjem
tehnologije i razvojem genetskih analiza (rDNA) utvrdeno je da Beauveria pripada
podporodici Cordycipitoideae unutar porodice Clavicipitaceae (Sung i sur., 2001.).
Najznacajnije vrste uz B. bassiana (Slika 1.) su Beauveria alba, Beauveria amorpha,
Beauveria brongniartii, Beauveria caledonica, Beauveriavelata i Beauveria vermiconia. B.
bassiana je fakultativni saprofit koji se razvija u tlu. Patogen je ¢lankonozaca i danas se
Cesto koristi kao biopesticid. Provedena su brojna istrazivanja u kojima su opisani
mehanizmi djelovanja gljive i Sirok raspon domacinana kojima pokazuju entomopatogeno
djelovanje (Adane isur., 1996.; Fancelli i sur., 2013.; Nankinga i Moore, 2000.; Ortiz-
Urquizaisur., 2015 .; Ruiu, 2015).

Slika 1. Beauveria bassiana

(izvor: https://v3.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser _Taxonpage?taxid=91436)



B. bassiana je gljiva, nitastog izgleda koja se sastoji od septiranih hifa, promjera veli¢ine od
2,5 do 25 pum, grupiranih na jednostavnim, simpodijalno razgranatim konidioforima koji se
stvaraju izravno na miceliju (Slika 2.). Spore ove gljive su prozirne, blago ovalnog do
ovalnog oblika, a nazivamo ih blastospore. One se uzgajaju na ¢vrstim podlogama i teku¢im
hranjivim medijima (Holder i Keyhani, 2005). Kao i spore, hife B. bassiana su hijaline,
bijele boje. Takoder, ova gljiva ima dobro razvijen, razgranat i septiran micelij u kojemu se
nalazi vise jezgara. B. bassiana razmnozava se bespolno pomoc¢u konidija. Budu¢i da joj

nedostaje spolni stadij, ona pripada nesavr$enim gljivama ili Fungi imperfecti.

Slika 2. Glavne morfoloske strukture gljive B. bassiana. A. Blago ovalne kuglaste spore. B.
Hife septuma. C. Jednostavni konidiofor. D. Simpodijalna proliferacija konidiofora. E.
Shematski prikaz sazrijevanja konidiofora s konidijama (dolje) i prikaz cjelovitog
konidiofora (gore lijevo).

(izvor: https://repositoriotec.tec.ac.cr/handle/2238/463)

Postoje odredena istrazivanja koja dokazuju da kod ove gljive postoji paraseksulanost,
odnosno fenomen u kojemu nema fuzije izmedu stani¢nih jezgri, a time dolazi do
udvostucenja broja kromosoma, bez stvarnih seksualnih procesa. Nakon toga se stani¢ne
jezgre dijele procesom mitoze, u kojoj dolazi do razmjene genetskog materijalaizmedu dva
odgovarajuc¢a kromosoma, pa na kraju haploidizacije, zatim nastaju dvije nove jezgre, od
kojih svaka ima jedan set kromosoma, ali se geneticki razlikuju od prijasnjih stani¢nih

jezgara (Viaud isur. 2006.).



B. bassiana ima sposobnost Zivjeti na parazitski i saprofitski na¢in, prema tome ona moze
prezivjeti bez prisutnog domacina. Kada se nalazi u tlu njezin micelij stvara veliku mrezu
nitastih konidija. Medutim, u prisutnosti kukca kondije klijaju i kada napokon udu u tijelo

kukca, poc¢inju formirati mrezu spora (blastospore).

Proces infekcije kukacas ovom gljivom odvija se kroz nekoliko koraka: prijanjaje, klijanje,

diferencijacija i prodiranje (Slika 3.).
A B

/oceidius - (appressoriua) Conidium adheres to the cuticle

] '
L?_‘* J epicuticle Cerminatiocn
7 - - *

formation of appressorium

procuticle Penetration of the cuticle

1

Invasion of epidermis and hypodermis

I T :-'-'1: P4 N\

Tissve invasion by Proliferation of hyphal

% % Sencooel noraal hyphae bodies in haemolysph
dypal bodies \ ‘/

Insect death

'

Saprotrophic growth

Slika 3. Proces zaraze s B. bassiana (A.) Grada kutikule kukca. (B.) Na¢in prodiranja u
kutikulu kukca.

(izvor:http://archiv.ub.uni-heidelberg.de/volltextserver/3255/1/Hong_WADissertation.pdf)

Prvi korak nastaje prihvac¢anjem konidije za kutikulu kukca za koje je potrebno
prepoznavanje ikompatibilnostizmedukonidije istanice na povrsinitijela kukca. Nakon $to
se konidija prihvati za povrSinu kukca, zapocinje klijanje koje u najvecoj mjeri ovisi o
domacinu i okolisu (visoka vlaga je potrebna). Tre¢i korak zapocinje Stvaranjem
penetrirajucih struktura gljiva, apresorija, koja pomaze prodiranju u kutikulu djelovanjem
izvanstani¢nih enzima, kao§to su hitinaze, lipaze, eteraze, proteaze te mehanickim pritiskom
koji omogucava invaziju epiderme kukca. Nakon smrti kukca, koja je rezultat mehanickih
ostecenja, pothranjenosti i toksikoze dolazi do razmnozavanja gljive u probavnom trakiu.

Hife luce antibiotik oosporin, koji napada bakterije u crijevima i mumificira kukca, odnosno
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antibiotici sprje¢avaju napad sekundarnih sapriofitskih mikroorganizama. Ovo omogucuje
gljivi nesmetani razvoj.

Tijekom infekcije, B. bassiana uc¢inkovito izbjegava obranu domacina. Zarazeni domacini
proizvode iizlu¢uju obrambene spojeve u hemolimfi, kao $to su antimikrobni peptidi, koji
djeluju inhibitorno na gljivu (Vilcinskas i Wedde, 2002.; Wedde i sur., 2007.; Vertyporokh
i Wojda, 2017.; Treviano i Zaragoza, 2019.). Prezivaljava onaj organizam (kukac ili gljiva)

¢iji Je mehanizmi obrane ili virulentnosti u¢inkovitiji.



2.2.1. Biolosko suzbijanje kukaca s Beauveria bassiana

lako postoji gotovo 700 vrsta u oko 100 rodova entomopatogenih gljiva (Humber, 2008),
vecina komercijalno proizvedenih gljiva pripada rodovima Beauveria, Metarhizium, Isaria
i Lecanicillium. Gljiva B. bassiana pokazuje veliko entomopatogeno djelovanje kod
razli¢itih vrsta kukaca diljem svijeta, najceS¢e iz redova Coleoptera, Lepidoptera,
Homoptera i Arthropoda. Lewis i Cossentine (1986.) istrazivali su moguénosti suzbijanja
kukuruznog moljca Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae) s B.bassiana u
kukuruzu Zea mays L. (Poaceae). Batta (2007.) je suzbijao bademovog potkornjaka
(Scolytus amygdali Guer) ovom gljivom. Takoder, Dembilio i sur. (2010.) ispitivali su
utjecaj B. bassiana na crvenu palminu pipu (Rhynchophorus ferrugineus, Oliver 1709.), a
Zhang i sur. (2020.) kalifornijskog tripsa (Franklinella occidentalis, Pergande 1875.) na
cvije¢u. B. bassiana imaslabiutjecaj namedonosne pcele (ApismelliferaL.), ali je bumbar
(Bombus terrestris L.) dosta osjetljiv. Ramanaidu i Cutler (2012.) navode da se isto¢ni
bumbar (Bombus impatiens L.) koristi kao vektor B. bassiana za suzbijanje kalifornijskog
tripsa i bijele musice (Trialeurodus vaporariorum, Westwood 1856.) u staklenicima. Zbog
sve vece potraznje za usjevima bez kemikalija i pooStravanja mjera 0 ostacima pesticida,
posebno u Europi i Sjevernoj Americi, poti¢e se primjena biopesticida. Entomopatogene
gljive roda Beauveria i Metarhizium ¢ine gotovo 70% svih komercijalnih mikoinsekticida u
svijetu (Faria i Wraight, 2007.). Formulacije ve¢ine proizvoda nabaziove gljive su mociva

prasiva (WP), koncentrirane suspenzije (CS) i emulzije za tretiranje sjemena (ES).

B. bassiana je kompatibilna za mijeSanje s drugim agrokemikalijama, tako i s botanickim
insekticidima (Mascarin i Jaronski, 2016.) Neke tvrtke poput LAM International (Butte, MT,
USA), dodaju botani¢ke spojeve svojim proizvodima na bazi B. bassiana, kao §to je

azadiraktin (neem) sa svrhom postizanjasinergije u u¢inkovitosti protiv Stetnika.



2.3. Korisne bakterije u tlu

Broj bakterija u rizosferi i rizoplani, ve¢i je u odnosu na tla bez biljaka jer takva tla ne
posjeduju mnoge aktivne tvari koje izluGuje korijen, a koje su primarni ili sekundarni izvor
hrane za mikroorganizme. Takoder, 15% povrSine korijena pokriveno je mikrobnim
populacijama kojima pripada nekoliko bakterijskih vrsta (Govindasamy i sur., 2011 .; Jha i
sur. 2010). Vecina rizosfernih bakterija koje doprinose rastu i razvoju biljaka pripadaju
rodovima Actinetobacter, Agrobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum,
Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus, Pseudomonasi
Bacillus (Glick, 1995.; Vessey, 2003.).

Ove bakterije izravnim i neizravnim mehanizmima djelovanja postizu znac¢ajne uc¢inke na
rast biljaka. Razlika izmedu tih mehanizama nije uvijek uocljiva, medutim neizravni
mehanizmi su u pravilu oni koji se dogadaju izvan biljke, dok su izravni oni koji se javljaju
unutar biljke i izravno utje¢u na njezim metabolizam (Glick, 1995; Siddikee i sur., 2010;
Vessey, 2003.). Prema tome, bakterije izravno utje¢u na ravnotezu regulatora rasta biljaka,
iz razloga §to same bakterije oslobadaju regulatore rasta koji se integriraju u biljku ili su
izvor biljnih hormona koji induciraju biljni metabolizam, sto dovodi do poboljSanja
njihovih adaptivnih sposobnosti (Glick, 2014.; Govindasamy i sur., 2011). S druge strane,
neizravni mehanizmi djelovanja omogucuju biljkama sudjelovanje u obrambenim
metaboli¢kim procesima . Ovoj skupini pripadaju dva vazna mehanizma, a to su indukcija
sustavne otpornosti na biljne patogene (bioti¢ki stres) i zastita biljke od negativnih uvjeta
okolisa (abioticki stres) (Aeron isur., 2011.; Glick, 2014.; Jha i sur., 2011.; Ramos-Solano i
sur. 2008.). S obzirom da najvaznije rizobakterije pripadaju rodovima Pseudomonas i
Bacillus, ove bakterije mogle bi se primjeniti u sustavima poljoprivredne proizvodnje u
svrhu ublazavanjabiotickih i abiotickih stesova kao ekoloski prihvatljiva metoda(Grover i
sur., 2010.;Vejan i sur., 2016). Zbog sve vece potraznje za ekoloski prihvatljivim metodama
u poljoprivredi, pomoc¢u kojih su ljudi sposobni proizvesti odgovaraju¢u hranu koja je
potrebna za povecanje ljudske populacije i poboljsanje kvalitete i kvantitete poljoprivrednih
prizvoda, primjenakorisnih mikroorganizama, poputkorisnih bakterija, vaznaje alternativa
poljoprivrednim proizvodnim metodama koje u velikoj mjeri mijenjaju ravnotezu

agroekosustavate imaju negativan uc¢inak na zdravlje ljudi.



2.3.1. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je gram pozitivna Stapicasta bakterija koja se obi¢no nalazi u tlu . Otkrio ju
je 1835. godine njemacki znanstvenik Christian Gottfried Eherenberg, kao Vibrio subtilis
(Rasmussen i sur., 2009.). Ferdinand Julius Chon, preimenovao ju je 1872. godine u B.
subtilis. Nekoliko godina kasnije, Chon je prvi puta dokazao da B. subtilis (Slika 4.) moze
u obliku endospore prezivjeti promjene okolisa koje negativno utjeCu na njen vegetativni
rast (Rasmussen i sur. 2009.). Sobzirom na to da spore ove bakterije nisu patogene za ljude,

pogodne su za aerosolna ispitivanja zbog svoje izrazite sposobnosti prezivljavanja nakon

procesa aerosolizacije.

Slika 4. Bacillus subtilis

(izvor: https://www.americanbiosystems.com/products/direct-fed-microbials/bacillus-

subtilis-fermentation-product/)

B.subtilis se koristi kao model organizam u razli¢itim istrazivanjima zbog velike koli¢ine
prikupljenih fizioloskih i biokemijskih podataka i dostupnosti genomskih komponenti koje
posjeduje. Vegetativne stanice vrste B. subtilis cesto se izoliraju iz rizosfere biljaka. Ova
bakterijska vrstaizluéuje lipopeptidne biosurfaktanteiantibiotike kojidjeluju antifungalno
i antibakterijski (Moyne i sur., 2001.; Bais i sur., 2004.) jer uklanjanjem konkurentskih
mikroorganizama povecavasvoje Sanseza prezivljavanje. Zbogtih svojstava ¢esto se koristi

kao sredstvo za zastitu bilja u okviru bioloSkog suzbijanja patogenih bakterija i gljiva.
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(Bhattacharyyai Jha, 2011.; Bais i sur., 2004.). Takoder, B. subtilis aktivira induciranu

sustavnu otpornost u biljkama i potice rast biljaka.
2.3.2. Biologijaiekologija Bacillus subtilis

Kolonizacija korijena bakterijom B. subtilis korisna je i za bakteriju iza billjku domacina.
Priblizno 30% fiksiranogugljika kojeg proizvede, biljka izlu¢uje putem eskudata korijena.
( Hashem i sur. 2019.). Bakterijama koje koloniziraju korijen, biljke osiguravaju hranjive
tvari. S druge strane, bakterije na korijenu stimuliraju biljni rast i omogucuju zastitu od
stresa. B. subtilis stvara tanak film stanica na korijenu kako bi se odrzala u rizosferi kroz
duzi vremenski period (Slika 5.). Biofilmovi se sastoje od viSestani¢ne bakterijske zajednice
prekrivene matriksom. Vrijeme potrebno kako bi B. subtilis stvorila biofilm na korijenju
biljke domac¢ina takoder ovisi o promotorima gena odgovornih za stvaranje matriksa kada
bakterijadode u kontakts korijenom (Beauregardisur.,2013.). Allardisur. (2016.). navode
dabakterija koristi kemotaktilna osjetila kako bilociralai koloniziralamlado korijenje. Prvo
istrazivanje kemotaksije bakterija provedeno je na medudjelovanju Escherichia coli i
Salmonella enterica sero-var., a kasnije je prosireno na proucavanje gram pozitivnih
bakterija, kao $to je B. subtilis (Hashem, 2019.).
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Slika 5. Stvaranje biofilma B. subtilis na korijenu
(Izvor: https://www.nature.com/articles/s41579-021-00540-9)

Komercijalna proizvodnja poljoprivrednih usjeva zahtijeva upotrebu metoda koje stite
usjeve od biljnih patogena i Stetnika koji smanjuju prinos i kvalitetu usjeva. Pojavom

organske i odrzive poljoprivrede, istrazivanja su bila usmjerena na pronalazak prirodnih
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rjeSenja kako bi se smanjilo intenzivno koriStenje sintetickih kemikalija. Stoga se provode
ekoloski prihvatljive, sigurnije metode biljne zastite, posebice pristupi bioloskog suzbijanja.
Ove bakterije proizvode endospore koje im pomazu da prezive nepovoljne uvjete okolisa.
Endospore omogucéuju klijanje u razli¢itim okoliSnim uvjetima i skladi$tenje bioloSkih
agensa te smanjuju slozenost procesa formulacije (Collins i Jacobsen, 2003.). Korisne
Bacillus vrste koje se apliciraju u rizosferu su biljni endofiti koji stite biljke od patogena.
Ove bakterije proizvode antimikrobne metabolite koji se mogu koristiti kao zamjena za
sintetske pesticide ili kao dodatak biopesticidima i gnojivima za suzbijanje uzro¢nika biljnih
bolesti. Razli¢iti sojevi B. subtilis sintetiziraju mnogo hidrolitickih enzima, (Slika 6.)
ukljucujuéi celulaze, proteaze i b-glukanaze, te antibiotske lipopeptide ukljuéujuci fengicin,
surfaktin i iturin (Hashem, 2019.). Oni razgraduju stani¢nu stijenku i razne metabolite koji

mogu ograniciti rast ili aktivnost

Induction of acquired systemic Production of Bacteriocins
resistance ™ .
N W Production of lipopeptide
Amend the activities of ROS- \{f antibiotic compounds
quenching 7
SN Production of cell wall
Stimulate the antioxidative A hydrolytic enzvmes
potential ‘ ; a "

Production of Iturin A
Stimulate AM Fungi and P

solubilization

AM Fungi Z

AM Fungi

Bacillus subtilis Bacillus subtilis

Slika 6. Mehanizmi djelovanja B. subtilis u uvjetima biotickog stresa
(Izvor: https://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S)

drugih mikroorganizama. U¢inkovitost B. subtilis ovisi o tri ¢imbenika: osjetljivosti
domacina, virulenciji patogenaiokoliSu. Istrazivanja pokazuju dalipopeptidi pruzajuzastitu
biljkama prije i nakon berbe jer izravno suzbijaju patogene gljive ili izazivaju sistemsku
otpornost biljaka. Ova bakterija takoder proizvodi peptidne antibiotike koji se nazivaju

bakteriocini iimaju vaznu ulogu za otpornost biljke domacina.
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Nastanak korijenovih kvrzica temelji se na razmjeni signala izmedu domacina i bakterije u
rizosferi §to dovodi do uspostavljanja rizobija u tkivu domacina, nodulacije i pospjesSivanja
rasta biljaka pojacanim unosom hranjivih sastojaka iz okolnog tla. Mikrobi koji su povezani
s korijenjem, ukljuc¢ujucislobodno Zivuée, endofite, rizosferne i simbiotske, mogu induc irati
sintezu fitohormona u svojim biljnim domacinimailiu nekim slu¢ajevima izravno proizvode
horomone. B. subtilis pokazuje sinergijski u¢inak na rast kada se primjenjuje u kombinaciji
s arbuskularnim mikoriznim gljivama (Kohler i sur, 2007.). Kombinirana primjena rezultira
povecanom proizvodnjom enzima, antioksidansa, P solubilizacije, nodulacijom korijena i
fiksacijom dusika (Hashem, 2019.). S obzirom na to potrebno je poticati razvoj
komercijalnih formulacija B. subtilis.
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3. MATERIJAL I METODE

U centralnom laboratoriju za fitomedicinu Fakulteta agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek

provedeni su pokusi u kojima je ispitan biopesticidni utjecaj entomopatogene gljive iz roda

Beauveria i korisne bakterije B. subtilis. Proveden je pokus koji je uklju¢ivao pojedinacnu i

kombiniranu primjenu B. bassiana, B. pseudobassiana, B. subtilis i Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici na li¢inke velikog voskovog moljca (Galleria mellonella L.) (Lepidoptera:

Pyralidae). F. oxysporum f. sp. lycopersici je patogena gljiva na biljkama, pa je koriStena

kao model za ispitivanje antifungalnog djelovanja testiranih organizama. Kao pozitivna

kontrola koristen je komercijalni bioinsekticid, a za negativnu kontrolu destilirana voda.

Posljednji stadiji li¢inki velikog voskovog moljca, su prikupljeni iz populacije koja je

uzgojena u centralnom laboratoriju za fitomedicinu Fakulteta agrobiotehnic¢kih znanosti u

Osijeku. Pokusi su provedeni od veljace do svibnja 2021. godine.

Tablica 1. Shema pokusa ispitivanja insekticidnog djelovanja bioagensa

Tretman Koncentracija
1. | Kontrola destilirana voda
2. | Azadiraktin 100% preporuc.
3. | Azadiraktin 0,1% preporuc.
4. | Bacillus subtilis 1x1013
5. | Bacillus subtilis + azadiraktin 1x10%3 +0,1% preporud.
6. | Beauveria bassiana 1x108
7. | Beauveria bassiana 2x108
8. | Beauveria pseudobassiana 1x108
9. | Beauveria pseudobassiana 2x108
10| Beauveria bassiana + azadiraktin 1x108+ 0,1% preporuc.
11| Beauveria pseudobassiana + Bacillus subtilis (1x108) + (1x1013)
12| Beauveria pseudobassiana + Bacillus subtilis (2x108) +(2x1013)
13| Beauveria pseudobassiana + Fusarium lycopersicum | (1x108) +(1x107)
14| Fusarium lycopersicum 1x107
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U prvom pokusukoriStenoje komercijalno sredstvo Naturalis® (Biogard, CBC Europe) koje
sadrzi entomopatogenu gljivu B. bassiana, komercijalno sredstvo Ekstrasol special
(BioGenesis) koje sadrzi korisnu bakteriju B. subtilis te bioinsekticid s djelatnom tvari
azadiraktin (komercijalno sredstvo Ozoneem trishul, Ozone Biotehc). Sredstva su
razblaZzene do potrebne koncentracije prema uputama proizvodaca. B. pseudobassiana je
izolirana s hrastove mrezaste stjenice Corythucha arcuate (Spacva, Hrvatska) (Kovac i sur.,

2020.).

Pokus je obavljen u laboratorijskim uvjetima (Slika 7.) u Petrijevim zdjelicamass 14 tretmana
i 3 ponavljanja, a negativna kontrola provedena je s destiliranom vodom (Chergui i sur.,
2020). U svaku Petrijevu zdjelicu postavljeno je 5 gusjenica velikog voskovog moljca. Pokus
je proveden na sobnoj temperaturi, a sve Petrijeve zdjelice bile su poslozene u kartonsku

kutiju i drzane u mraku.

Slika 7. Postavljanje pokusa i tretiranje gusjenica velikog voskovog moljca s bioagensima
(T. Jeli¢)

Foto: M. Varga, 2021.
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Nakon tretmana pracena je vitalnostimortalitet gusjenica velikogvoskovogmoljca kroz 24,
48, 72196 sati nakon tretiranja. Gusjenice su pregledavane svakog dana, a pregled se viSio
tako da se svaka gusjenica dodirnula s pincetom, kako bi se utvrdilo pomice li se i je li ziva.
Ukoliko se gusjenica nije pomicala smatrana je uginulom, a na ostalim prezivjelim
gusjenicama provjereno je postoji li promjena u boji gusjenica, posebice izmedu koluti¢a i

na nogama, odnosno simptomi patologije radi primijenjenih tretmana.

Osim pokusa provedenogna licinkama velikog voskovogmoljca, u centralnom laboratoriju
za fitomedicinu Fakulteta agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku proveden je drugi pokus u
kojemu je ispitivano medudjelovanje entomopatogene gljive B. bassiana i fitopatogene
gljive F. oxysporum f. sp. lycopersici prema Barra-Bucarei i sur. (2020). Hranjive podloge
(PDA) razlivene su u staklene Petrijeve zdjelice (¢ 9cm) prema standardnim metodama te

¢uvane u hladnjaku na 4°C do upotrebe.

SHOT ON'F@FC
.»4/9

Slika 8. Postavljanje pokusa - antifungalno djelovanje B. bassiana (T. Jeli¢)
Foto: T. Siber, 2021.

Prije provedbe pokusa, obje gljive su uzgojene na hranjivim podlogama, nakon ¢ega su
pomocu sterilnog busacarupauzeti kruzniisje¢ci micelija B. bassianaismjestenipincetom
1,5 cm od ruba Petrijeve zdjelice (Slika 8.). Nakon 2 dana, isje¢ci micelija F. oxysporum f.

sp. lycopersici smjesteni su pincetom suprotno od B. bassiana i inkubirani u mraku na
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temperaturi 25 °C 10 dana. Pokus je ukljucivao 2 tretmana i 8 ponavljanja po jednom

tretmanu, a kontrolni tretman sadrzavao je samo F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Nakon §to je patogen kolonizirao cijelu Petrijevu zdjelicu, postotakradijalne inhibicije rasta
patogena (PRIRP) odreden je formulom PRIRP: [(R1 —R2)/R1] x 100 (1). Svaka Pretijeva
zdjelica pregledana je jedanputdnevno, svakih 2 dana, a radijusi kolonija (R) su mjereni

ukupno 3 puta pomocuravnala.

Rezultati pokusa su obradeni u statistickom programu SAS 9.3. Prije analize varijance
(ANOVA), normalnost distribucije podataka je testirana metodom PROC UNIVARIATE.
Utvrdeno je da je potrebno transformirati podatke (Kolmogorov Smirnov test), a to je
ucinjeno logaritmiranjem podataka mortaliteta (log(n+1)). Nakon toga je uc¢injena analiza
varijance (ANOVA), a razlike izmedu srednjih vrijednosti tretmana su testirane s LSD

testom (P<0,05). U rezultatima su prikazane netransformirane vrijednosti.
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4. REZULTATI

Tablica 2. prikazuje srednje vrijednosti mortaliteta gusjenica velikog voskovog moljca
ovisno o vremenu pregleda po satima nakon tretmana. Prvipregled gusjenica obavljenje ve¢

drugi dan nakon postavljanja pokusa.

Najveéimortalitet gusjenica ostvaren je nakon 24 h. Prvim pregledom nije utvrden mortalitet
gusjenica u negativnoj kontrolii tretmanima s nizom koncentracijom korisne bakterije B.
subtilis te entomopatogenih gljiva B. bassiana i B. pseudobassiana, dok je u tretmanima s
vis§im koncentracijama utvrden mortalitet gusjenica od 26,6 do 100%. Azadiraktin je
djelovao 100% na sve gusjenica, u preporucenoj dozi, dok je u ultra niskoj koncentraciji od
0,1% uzrokovao smrtnost kod 40% gusjenica. U prvih 24 sata, statisticki znacajno nisu se
razlikovali tretmani pozitivne kontrolole, B. bassiana i B. pseudobassiana u dvostrukoj
koncentraciji. Tretmani s B. subtilis i bioagensi u kombiniranoj primjeni su se statisticki

znacajno razlikovali od ostalih tretmana.

Drugi dan nakon postavljanja pokusautvrden je 20% mortalitet gusjenica tretiranihs 0,1%

azadiraktina. U odnosu na druge tretmane, ovaj tretman je bio statisticki znacajan.

Tre¢eg je dana mortalitet gusjenica tretiranih s nizom koncentracijom B. bassiana, te
suspenzijom B. pseudobassiana i B. subtilis iznosio 6,66%. Ali, nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike izmedu tretmana.

Cetvrti dan nakon postavljanja pokusa utvrden je mortalitet 13,33% gusjenica velikog
voskovog moljca tretiranih s 0,1% azadiraktina i 20% mortalitet gusjenica tretiranih sa
suspenzijom nize koncentracije B. pseudobassiana i B. subtilis. Ova dva tretmana su se

statisti¢ki znac¢ajno izdvojila u ovom mjerenju.
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Tablica 2. Srednje vrijednosti mortaliteta gusjenica velikog voskovog moljca (Galleria
mellonella L.) ovisno o vremenu nakon tretmana

Mortalitet gusjenica (%) nakon
Tretman tretmana
24h 48h 72h 96h
1. | Kontrola Oc Ob Oa Ob
2. | Azadiraktin (100% preporuc¢. konc.) 100 a Ob O0a Ob
3. | Azadiraktin (0,1% preporu¢. konc.) 40b 20a O0a 13,33
ab
4. | Bacillus subtilis (1x1013) Oc Ob O0a Ob
5. | Bacillus subtilis (1x1013) + azadiraktin 100 a Ob Oa Ob
(preporuc. konc.)
6. | Beauveria bassiana (1x108) Oc Ob |6,66a| 6,66ab
7. | Beauveria bassiana (2x108) 100 a Ob O0a Ob
8. | Beauveria pseudobassiana (1x108) Oc Ob 0Oa | 6,66ab
9. | Beauveria pseudobassiana (2x108) 93,33a| 0Ob O0a Ob
10.| Beauveria pseudobassiana (1x108) + 45D 0b 5a 0b
azadiraktin (0,1% preporu¢. konc.)
11.| Beauveria pseudobassiana (1x108) + Bacillus Oc Ob |[666a| 20a
subtilis (1x1013)
12.| Beauveria pseudobassiana (2x108) + Bacillus | 26,6 bc | 0b O0a Ob
subtilis (2x1013)
13.| Beauveria pseudobassiana (1x108) + Oc 0b O0a Ob
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(1x107)
14.| Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Oc Ob O0a Ob
(1x107)

Srednje vrijednosti mortaliteta u stupcima oznacene razli¢itim slovimase statisticki zna¢ajno
razlikuju (LSD, P<0,05)
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Ukupnimortalitetgusjenicau kontrolnom tretmanukao i tretmanimaskorisnom bakterijom
B. subtilis, gljivom F. oxysporum f. sp. lycopersici te suspenzijom B. pseudobassiana iF.
oxysporum f. sp. lycopersici iznosio je 0%, dok se u ostalim tretmanima ukupni mortalitet
gusjenicakretaood 13,32do100% (Tablica3). B. bassianaiB. pseudobassiana u dvostruko
od preporuéene koncentracije je jednako ucinkovito djelovala kao i pozitivha kontrola
(azadiraktin, 100% preporuc.), te se nisu statisticki znacajno razlikovali. Kombinirana
primjena bioagensa statisti¢ki znacajno se razlikuje od najucinkovitijih tretmana, ali i od
negativne kontrole. B. pseudobassiana u kombinaciji s fitopatogenom gljivom nije
uzrokovala mortalitet gusjenica kao ni fitopatogena gljiva i B. subtilis u pojedinacnoj

primjeni.

Tablica 3. Srednje vrijednosti ukupnog mortaliteta gusjenica velikog voskovog moljca

Tretman Ukupni
mortalitet (%)

1. | Kontrola Oc
2. | Azadiraktin (100% preporu¢. konc.) 100 a
3. | Azadiraktin (0,1% preporu¢. konc.) 73,33 a
4. | Bacillus subtilis (1*1013) Oc
5. | Bacillus subtilis (1*1013) + azadiraktin (preporuc. konc.) 100 a
6. | Beauveria bassiana (1*108) 13,32 ¢
7. | Beauveria bassiana (2*108) 100 a
8. | Beauveria pseudobassiana (1*108) 6,66 C
9. | Beauveria pseudobassiana (2*108) 93,33a
10.| Beauveria pseudobassiana (1*108) + azadiraktin (0,1% preporu¢. | 50 b

konc.)

11.| Beauveria pseudobassiana (1*108) + Bacillus subtilis (1*1013) | 26,66 b

12.| Beauveria pseudobassiana (2*108) + Bacillus subtilis (2*1013) | 26,66 b

13.| Beauveria pseudobassiana (1*108) + Fusarium oxysporumf.sp. [ Oc

lycopersici (1*107)

14.| Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (1*107) Oc

Srednje vrijednostimortaliteta u stupcima oznacena razlicitim slovimase statisticki znacajno

razlikuju (LSD, P<0,05)

20



U tablici 4. prikazano je pracenje zdravstvenog stanja gusjenica velikog voskovog moljca.
Promjene supracene 24,48, 72196 satinakon tretiranja gusjenica. Prvim pregledom uocene
su promjene na tijelu gusjenica. Takve promjene, uglavnom su se ocitovale u vidu

tamnosmedih to¢ki ili crta natijelu gusjenica.

Primjerice, na tijelu gusjenica tretiranih s 100% azadiraktina pojavile su se smede tocke. S
druge strane, tijelo gusjenica tretiranih s 0,1% azadiraktinabilo je bez promjene boje, ali je
mortalitet gusjenica ve¢ nakon 1 sat bio 100%. Takoder, gusjenice tretirane sa suspenzijom
bakterije B. subtilisi 0,1% azadiraktina promijenile subojuucrnu odglave kasredinitijela.
Nadalje, gusjenice tretirane s nizom koncentracijom entomopatogenih gljiva B. bassiana i
B. pseudobassiana imale su smede crte izmedu koluticasto je upucivalo na prisutnost gljive
kao i gusjenice tretirane suspenzijama B. pseudobassiana i azadiraktina, B. subtilis i F.
oxysporum f. sp. lycopersici koje su na svome tijelu imale su tamnosmede crte izmedu

kolutic¢a.

21



Tablica 4. Pracenje zdravstvenog stanja gusjenica, simptomatologija patoloskih promjena i pojava micelija na gusjenicama velikog voskovog

moljca 24, 48, 72 196 h nakon tretmana

Tretman

24 h

48 h

72h

96 h

Kontrola

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Azadiraktin (100% preporué. konc.)

Smede tocke na tijelu

gusjenica

Smede tocke na tijelu

gusjenica

Smede tocke na

tijelu gusjenica

Smede tocke na

tijelu gusjenica

Azadiraktin (0,1% preporuc. konc.)

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Bacillus subtilis (1x1013)

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

konc.)

Bacillus subtilis (1x1013) +azadiraktin (preporuc.

Crna boja gusjenice
od glave ka sredini

tijela

Crna boja gusjenice
od glave ka sredini

tijela

Crnaboja
gusjenice od
glave ka sredini

tijela

Crna boja gusjenice
od glave ka sredini

tijela
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Beauveria bassiana (1x108)

Smede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Smede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Smede crte na
gusjenicama

izmedu koluti¢a

Smede crte na
gusjenicama

izmedu koluti¢a

Beauveria bassiana (2x108)

Bez promjene

Smede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Gusjenice
tamnosmede
boje i pojava

micelija

Micelij bijele boje,

gust, jasno vidljiv

Beauveria pseudobassiana (1x108)

Smede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Smede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Smede crte na
gusjenicama

izmedu kolutica

Smede crte na
gusjenicama

izmedu kolutica

Beauveria pseudobassiana (2x108)

Bez promjene

Gusjenice smede boje

Pojava micelija

Gusjenicau
potpunosti
prekrivena gustim,

bijelim micelijem
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Beauveria pseudobassiana (1x108) + azadiraktin

(0,1% preporuc. konc.)

Tamnosmede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Tamnosmede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Tamnosmede
crte na
gusjenicama

izmedu kolutica

Tamnosmede crte
na gusjenicama

izmedu koluti¢a

Beauveria pseudobassiana (1x108) + Bacillus
subtilis (1x1013)

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Beauveria pseudobassiana (2x108) + Bacillus
subtilis (2x10%3)

Tamnosmede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Tamnosmede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Tamnosmede
crte na
gusjenicama

izmedu kolutica

Tamnosmede crte
na gusjenicama

izmedu koluti¢a

Beauveria pseudobassiana (1x108) + Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici (1x107)

Tamnosmede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Tamnosmede crte na
gusjenicama izmedu

koluti¢a

Tamnosmede
crte na
gusjenicama

izmedu koluti¢a

Tamnosmede crte
na gusjenicama

izmedu kolutica

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (1x107)

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene

Bez promjene
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Drugim pregledom, uoc¢ene su promjene u vidu smedih crta izmedu koluti¢a gusjenica
tretiranin s B. bassiana. Takoder, gusjenice tretirane s veom koncentracijom B.
pseudobassiana bile su u potpunosti smede boje, dok su gusjenice tretirane sa suspenzijom
B. pseudobassianai B. subtilis, ve¢e koncentracije, imale tamnosmede crte izmedu kolutica.

Gusjenice tretirane ostalim tretmanimabile su bez promjene.

Tre¢im pregledom gusjenica, u tretmanu s ve¢om koncentracijom B. bassiana utvrdena je
promjenaboje gusjenice u smedu inastanak micelija. Mjestimi¢nimicelij na tijelu gusjenica
bio je paucinast, bijele boje. Micelij se takoder pojavioina gusjenicama tretiranim s ve¢om

koncentracijom B. pseudobassiana.

Slika 9. Pojava micelija B. bassiana i simptomi oboljenja na gusjenicama G. mellonella L.
Foto: Jeli¢, T. 2021.

Posljednjim pregledom gusjenica uocen je dobro razvijen, bijeli, gusti micelij na tijelu
gusjenica (Slika 9.) tretiranih s ve¢im koncentracijama B. bassiana i B. pseudobassiana,

dok su ostale gusjenice bile bez promjena.

Drugim pokusom ispitana je interakcija B. bassiana i F. oxysporum f. sp. lycopersici na

hranjivoj podlozi in vitro nakon 10 dana inkubacije na 25 + 1°C (Slika 10.).
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Slika 10. Interakcija B. bassiana i F. lycopersici. (A) B. bassiana na hranjivoj podlozi (B)

F. lycopersici smestenana hranjivu podlogu 2 dana nakon B. bassiana (C) Polumjeri B.
bassiana i F. lycopersici podjednake velic¢ine (D,E) Ubrzan rast i razvoj F. lycopersici
(tretman 2) u odnosu na B. bassiana (tretman 1) (F) B. bassiana inhibira daljnji razvoj F.

lycopersici pokazujuci razliku u gustoc¢i micelija
Foto: T. Jeli¢, 2021.

Tablica 5. prikazuje rezultate mjerenja postotka radijalne inhibicije rasta patogena (PRIRP)
u pokusu broj dva. Rezultati su dobiveni na temelju formule PRIRP (%) : [(R1- R2) / R1] x
100 gdje je R1radiusrasta kontrolnoguzorka, odnosno F. oxysporumf. sp. lycopersici (cm),
aR2 radius kolonije patogena (F. oxysporumf. sp. lycopersici) koja se natjece s B. bassianna
(cm). Kontrolni uzorak fitopatogena je u prvom mjerenju popunio 35,56% Petrijeve

zdjelice, 87,78% u drugom 1 100% u tre¢em.
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U tablici 5 prikazani su rezultati potencijalnog antifungalnog djelovanja B. bassiana na F.
oxysporum f. sp. lycopersici, odnosno postoci radijalne inhibicije rasta patogena (PRIRP)

F. oxysporumf. sp. lycopersici.

Tablica5. Srednje vrijednosti postotka radijalne inhibicije rasta patogena (PRIRP) Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici u interakciji s Beauveria bassiana ovisno o vremenu mjerenja

nakon tretmana

PRIRP (%) ovisno o vremenu
mjerenja
Tretman 1. 2. 3.
Kontrola (F. oxysporum f. sp. lycopersici) 0 0 0
F. oxysporumf. sp. lycopersici + B. bassiana | 1,75 6,32 16,85

Prvo mjerenje polumjera F. oxysporumf. sp. lycopersici u tretmanu s B. bassiana, rezultiralo
je radijalnom inhibicijiom rasta patogena u postotku od 1,56 % izuzev drugog ponavljanja,

u kojem je iznosio 3,12%.

Drugim mjerenjem polumjeraF. oxysporumf. sp. lycopersici, izracunatje postotak radijalne

inhibicije rasta patogena u rasponu od 2,53 do 9,49%.

Tre¢im mjerenjem utvrden je postotak radijale inhibicije patogena F. oxysporum f. sp.

lycopersici u rasponuod 14,44 do 18,8 %.

Srednje vrijednosti postotka radijalne inhibicije rasta patogena Fusarium oxysporum u
interakciji s Beauveria bassiana ovisno o vremenu mjerenja nakon tretmana kretale su se u
rasponu od 1,75do 16,85%.
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Tablica 6. prikazuje antifungalno djelovanje B. bassiana na F. oxysporumf. sp. lycopersici.
Izraunat je ukupni postotak radijalne inhibicije patogena iz sva 3 mjerenja, a rezultati
pokazuju da entomopatogena gljiva B. bassiana inhibira rast patogena F. oxysporum f. sp.
lycopersici od 20, 2 do 28,85 %. Ukupno antifungalno djelovanje B. bassiana na F.

oxysporum f. sp. lycopersici iznosi 24, 80%.

Tablica 6. Antifungalno djelovanje Beauveria bassiana na Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici
Ukupno  PRIRP
Tretman (%)
Kontrola (F. oxysporum f. sp. lycopersici) 0

F. oxysporum f. sp. lycopersici + B. bassiana | 24,80

PRIRP (%) - postotak radijalne inhibicije rasta patogena
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5. RASPRAVA

Quesada — Moraga i sur. (2006.) u svom istrazivanju su utvrdili da je djelovanje
entomopatogenih gljiva B. bassiana u koncentraciji 3,1x102 konidija/ml i Metarhizium
anisopliae u koncentraciji 4.6x103 konidija/ml, zapocelo 48 sati nakon inokulacije te su hife
prodrle u kutikulu G. mellonella kroz traheje, epitelne i epidermalne stanice. Nakon 72 sata,
oSteceno je masno tkivo, a mortalitet je iznosio 100% nakon 96 sati. U nasem istrazivanju,
mortalitet li¢inki tretiranih s koncentracijom entomopatogenih gljiva 1x108, nakon 96 sati
iznosio je 6,66, dok je primjenasduplom koncentracijom ve¢nakon 24 sata rezultirala 100%
mortaltitetom gusjenica. Ovakav rezultat ukazuje na mogucu rezistentnost licinki velikog

voskovog moljca na nizu koncentraciju B. bassiana, ali razlozi nisu utvrdeni.

U svom istrazivanju, Hussein i sur. (2011.) ispitivali su patogenost B. bassiana i M.
anisopliae na lic¢inkama velikog voskovog moljca. Utvdili su da je kutikula gljivama
tretirane licinke postala tamna s crnim toCkama zbog pretjerane melanizacije, Sto je
ukazivalo na izravan napad gljive u obrambenom sustavu kukca. U ovom istrazivanju 24
satanakon tretiranjaentomopatogenim gljivama izmedu koluti¢a na kultikuli gusjenica bilo
je moguce vidjeti tamnosmede crte §to je ukazivalo na prisutnost B. bassiana i B.

pseudobassiana u tijelu gusjenica. Sli¢ni rezultati utvrdeni su i u ovom diplomskom radu.

Mohan i sur. (2009.) ispitivali su kompatiblinosti i sinergizam B. bassiana i bioinsekticida
Neem. U svojem istrazivanju utvrdili su da tretiranje kukaca s izolatom BB1 u kombinaciji
s neemom nije rezultiralo poja¢anim ucinkom, a mortalitet li¢inki je bio nesto nizi u
usporedbi s tretmanom koji je ukljuc¢ivao samo gljivu. U naSem istraZivanju primjena 0,1
azadiraktina na li¢inke rezultirala je smrtnos$¢u od 73,33%, dok je kombinirana primjena 0,1
azadirktina i B. pseudobassiana rezultirala smrtnos¢u li¢inki od 50% S§to nam govori da je
gljiva smanjila djelotvornost bioinsekticida. Rezultati potvrduju nalaze u gore navednoj

studiji.

Pimentel de Barros i sur. (2019.) procijenili su korisne u¢inke B. subtilis i B. atrophaeus na
li¢inke velikog voskovog moljca zarazene s Candida albicans. Analizirali su osjetljivost G.
mellonella navegetativne i sporulativne oblike Bacillus spp. Stopa prezivljavanja bila je
povecana kod li¢inki tretiranih s B. subtilis u usporedbi s kontrolnim li¢inkama koje su bile
zarazene S C. albicans. U ovom diplomskom radu, povecana koncentracija B.

pseudobassiana znatnoje povecala smrtnost li¢inki, a li¢inke tretirane kombinacijom B.
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pseudobassianaiB. subtilis rezultirale su jednakim mortalitetom li¢inki kao i kod dvostruke
primjenjenje koncentracije gljiva. U kombinaciji bakterije i gljive odnosi koncentracija bez
obzira na povecanje doze su jednako patogeni. U oba istrazivanja B. subtilis je djelovao

antagonisti¢ki na gljive.

Culebro-Ricaldi i sur. (2017.) istrazili su postoji li antagonizam izmedu B. bassiana i F.
oxysporum licopersici na raj¢ici (Solanum lycopersicum L.). Rezultati istrazivanja pokazali
su da je soj B. bassiana 1215 inhibirao rast F. oxyspirumf. sp. lycopersici u¢inkovito, i to za
72%. U naSem istrazivanju, takoder je utvrden antagonizam imedu B. bassiana i F.
oxysporum lycopersici, aliu puno manjem postotku. Srednje vrijednosti radijalne inhibicije
rasta patogena kretale su se od 20,2 do 28,85%, dok je prosjek ukupne srednje vrijednosti
radijalne inhibicije rasta patogenaiznosio 24,80%. Medutim, inhibitorno djelovanje ovisi 0

soju B. bassiana koji se u istrazivanju koristi.
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6. ZAKLJUCAK

Dvostruka koncentracija entomopatogenih gljiva B. bassiana i B. pseudobassiana (u
odnosu na preporucenu) pokazala je insekticidno djelovanje na li¢inke velikog
voskovog moljca kroz 24 sata nakon tretiranja.

Bioinsekiticid Neem uzrokuje 100% smrtnost li¢inki kroz 24 sata od tretiranja.

B. pseudobassiana u kombinaciji s azadiraktinom smanjuje smrtnost li¢inki jer
smanjuje njegov ucinak.

U kombinaciji B. subtilis i B. pseudobassiana odnosi koncentracija bez obzira na
povecanje doze ubijaju jednako, shodno tome B. subtilis djeluje antagonisticki na B.
pseudobassiana.

B. subtilis nema insekticidno djelovanje na li¢inke velikog voskovog moljca, ali
posjeduje antifungalnasvojstva.

B. bassiana osim insekticidnog djelovanja, antagonisticki djeluje na F. oxysporum

f. sp. lycopersici, ali ne znatno.
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8. SAZETAK

Sinteticki kemijski pesticidi ve¢ godinama predstavljaju glavni nacin suzbijanja Stetnika i
patogena. Medutm, zbog njihovog Stetnog utjecaja na zdravlje ljudi i1 okoli§, suvremena
poljoprivredna proizvodnja zahtjeva primjenu ekoloski prihvatljivih metoda suzbijanja
kojima pripadaju entomopatogene gljive i korisne bakterije. Cilj ovog rada je utvrditi
insekticidnu 1 antifungalnu ucinkovitost pojedinacne i kombinirane primjene
entomopatogene gljive Beauveria bassiana i korisne bakterije Bacillus subtilis. Istrazivanje
je provedeno u laboratorijskim uvjetima, a svakih 24, 48, 72 1 96 sati od inkubacije, praéen
je utjecaj ovih mikroorganizama na li¢inke velikog voskovog moljca (Galleria mellonella).
Tretmani za ispitivanje insekticidnog djelovanjabioagensa su postavljenis preporu¢enom
(1*108) i dvostrukom koncentracijom (2*108) B. bassiana i B. pseudobassiana, te
preporu¢enom koncentracijom (1*1013) B. subtilis. U laboratorijskim uvjetima takoder je
utvrden postotak radijalne inhibicije rasta fitopatogena (PRIRP) Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici u interakciji s B. bassiana. Dvostruka koncentracija B. bassiana pokazala je
100% insekticidno djelovanje 24 sata nakon primjene, dok za B. subtilis nije utvrdeno
insekticidno djelovanje. B. subtilis u kombiniranoj primjeni s azadiraktinom izaziva 100%
mortalitet li¢inki voskovog moljca, jednako kao i pojedina¢na primjena azadiraktina. Ovim
istrazivanjem potvrdeno je insekticidno i antifungalno djelovanje B. bassiana, ali se
preporucuju dodatna laboratorijska istrazivanja s razli¢itim sojevima B. bassiana kao i
drugim vrstama fitopatogenih gljiva te razli¢ite vrste Stetnika kako bi se potvrdili ovi

rezultati.
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9. SUMMARY

Synthetic chemical pesticides are used as main tool in pest managements programs.
However, due to their negative impact on human health and the environment, modem
agricultural production requires the application of environmentally friendly control methods,
which include entomopathogenic fungi and beneficial bacteria. The aim of this study was to
determine the insecticidal and antifungal efficacy of bioagens in single and combined
application of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana and the beneficial
bacterium Bacillus subtilis. The study was conductedunder laboratory conditions, and every
24,48,72,and 96 hoursafter incubation, the influence of these microorganismson the larvae
of the large wax moth (Galleria mellonella) was monitored. Treatments to test the
insecticidal activity of the bioagent were set with the recommended (1*108) and double
concentration (2*108) of B. bassiana and B. pseudobassiana, and the recommended
concentration (1*1013) of B. subtilis. The percentage of radial growth inhibition of the
phytopathogen (PRIRP) of Fusarium oxysporum f sp. lycopersici by B. bassiana was also
determined under laboratory conditions. Double the concentration of B. bassiana showed
100% insecticidal activity 24 hours after application, while for B. subtilis no insecticidal
activity was found. B. subtilis in combination with azadiractin causes 100% mortality of wax
moth larvae, as well as solely azadiractin treatments. This study confirmed the insecticidal
and antifungal activity of B. bassiana, but additional laboratory studies with different strains
of B. bassiana as well as other species of phytopathogenic fungi and different types of pests
are recommended to confirm these results.

Key words: bioagent, pathogenicity, G. mellonella, inhibition, Fusarium oxysporum f. sp.
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