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1. Uvod

Pored biljaka i1 zivotinja, mikroorganizmi ¢ine dio Zivog svijeta u kojem imaju
neizbjeznu ulogu, te spadaju medu najstarije stanovnike Zemlje. Mikroorganizmi su
vec¢inom jednostani¢ni organizmi Cije stanice obavljaju sve zivotne funkcije potrebne za
odrzavanje i razmnoZzavanje (Suti¢ i Radin, 2001.). Pod mikroorganizme ubrajamo:

bakterije, gljive, pseudogljive, alge, viruse i protozoe.

Mikroorganizmi se nalaze u svim prirodnim sredinama i sudjeluju u kruzenju tvari i
energije u prirodi. Glavna uloga mikroorganizama u tlu je transformacija organske tvari i
stvaranje humusa, odnosno humifikacija, a zatim mineralizacija humusa, odnosno
dehumifikacija, §to dovodi do stvaranja biljnih asimilativa. Na brojnost mikroorganizama u

tlu utjecu ekoloski ¢imbenici, kao §to su vlaga, temperatura, reakcija sredine itd.

Intenzivhom poljoprivredom u tlo se unose sve vece koli¢ine mineralnih gnojiva uz
povecano tretiranje sredstvima za zastitu bilja $to dovodi do zakiseljavanja i degradacije tala.
Navedeni uvjeti u tlu su nepovoljni i za mikrobiolosku aktivnost koja je neizostavan dio
biljne proizvodnje. S obzirom kako se sve veci interes pridaje proizvodnji zdrave hrane uz
istodobnu brigu o okolisu jedno od rjeSenja je upotreba korisnih mikroorganizama u
poljoprivrednoj proizvodnji s ciljem poboljsanja zdravlja biljaka. Naime, odredeni
mikroorganizmi mogu stvarati korisne interakcije s biljkama od kojih proistje¢e obostrana

korist.



2. Uloga mikroorganizama

U prirodi se neprekidno odvija kruzenje tvari koje mijenjaju svoje oblike od
anorganskih do organskih i obrnuto. Tlo je staniSte velikog broja mikroorganizama Koji
imaju veliku ulogu u formiranju plodnosti tla. Kvaliteta zemljista se obi¢no izrazava

koli¢inom mikroorganizama koji se u njemu nalaze (Suti¢ i Radin, 2001.).

Predstavnici rodova Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i
Mesorhizobium fiksiraju slobodni atmosferski dusik i imaju bitnu ulogu u bioloskoj fiksaciji
dusika (Topol i Kanizai Sari¢, 2013.). Ove bakaterije nastanjuju korijenje leguminoza gdje
stvaraju kvrzice, pa se nazivaju jo§ i kvrzi¢ne bakterije. Na ovaj nacin bakterije obogaéuju
zemljiste elementom koji je neophodan za razvoj biljaka, a ¢esto ga nema dovoljno. U
biofertilizaciji zemljista mogu ucestvovati i druge bakterije poput Pseudomonas putida i
Pseudomonas fluorescens koje se pri¢vrséuju uz korijenove dladice i izlucuju

ekstracelularne supstance (siderofore) koje vezu Zeljezo u tlu (Suti¢ i Radin, 2001.).

Takoder biljke mogu biti u zajednici sa gljivama koje im olakSavaju usvajanje vode
I hranjiva iz zemljista §to pogoduje rastu biljaka. Predstavnici Trichoderma sp. inhibiraju
rast Stetnih patogena (Milicevi¢ i Kaliterna, 2014.). Na Slici broj 1. mozemo vidjeti neka

korisna djelovanja mikroorganizama.
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Slika 1. Korisna djelovanja mikroorganizama

(https://www.omicsonline.org/open-access/bacterial-modes-of-action-for-enhancing-of-plant-
growth-2155-952X-1000236.php?aid=80237)



3. Bioloski preparati

U zastiti bilja dominantne su kemijske mjere borbe, odnosno koristenje kemijskih
sredstava ili sredstava za zastitu bilja. Sredstva za zastitu bilja su sintetski spojevi razlicitog
kemijskog sastava, toksikoloskih osobina, perzistentnosti i potencijalni su zagadivaci
zivotne sredine (Pordevi¢, 2008.). Meduprodukti degradacije sredstava za zastitu bilja esto
su perzistentniji od polaznog spoja, ostaju duze vrijeme u tlu Sto moze utjecati i na slijedece
biljke u plodoredu (Pordevic, 2008.).

Rizi¢nost primjene pojedinih insekticida, fungicida i herbicida za rukovatelja,
potrosaca, zivotnu sredinu, te brza pojava rezistentnih jedinki u populaciji nekih Stetnih
vrsta, zabrana primjene sintetskih sredstava za zastitu bilja u vrijeme zrenja i berbe doveli
su do povecanja interesa 1 javnosti i struke za uvodenje alternativnih mjera u zastitu bilja,
gdje zasluzeno mjesto zauzimaju bioloski preparati i druge nepesticidne mjere (Sovljanski i
sur., 2004.). U novije vrijeme tezi se tehnologijama koje stvaraju nepovoljne uvjete za razvoj
bolesti, Stetnika i korova primjenom agrotehni¢kih mjera, bioloskih produkata ili
antagonistickih organizama, uvodenjem kompetitivnih vrsta pojedina¢no, ili zajedno sa
sredstvima za zastitu bilja (Kloko&ar-Smit i sur., 2006.; Grgié¢, 2009.). Biologki preparati za
zaStitu bilja (biopesticidi), najceS¢e su sredstva na bazi mikroorganizama ili njihovih
metabolita namijenjeni za kontrolu ili suzbijanje Stetnika, bolesti i korova (Puki¢ i sur.,
2007.). Osnovu bioloskih preparata protiv Stetnika ¢ine visokospecifi¢ni mikroorganizmi
izazivaéi bolesti kukaca, krpelja ili nematoda (bakterije, gljive, virusi, mikoplazme i
mikrospooridije), protiv biljnih bolesti antagonisti ili hiperparaziti, protiv korova
fitopatogeni (Puki¢ i sur., 2007.; Bazok i sur. 2014.). Produkti metabolizma spomenutih
mikroorganizama su toksini, kristali, spore i antibiotici, koji Stite biljke djelujuci
antagonisticki na uzro€nike bolesti, Stetne insekte, nematode 1 korove, pri ¢emu su bezopasni
za ljude i1 okoli§ (Grahovac, 2009.). Biolosko suzbijanje biljnih patogena obuhvacéa
induciranje ili stimuliranje vlastitih obrambenih mehanizama biljke upotrebom tzv.
obrambenih aktivatora ili elicitora (salicilna kiselina i njezini derivati, jasmonati i dr.) koji
induciraju obrambene mehanizme u biljkama (tvorba proteina povezanih s patogenezom,
fitoaleksina ili formiranje histoloskih barijera i dr.) (Mili¢evi¢ i Kaliterna, 2014.). Nadalje u
biolosko suzbijanje spada 1 koriStenje biljnih ekstrakata razlicitih vrsta biljaka koji imaju

toksi¢no djelovanja na biljne patogene (Milicevi¢ i Kaliterna, 2014.).



Korisni mikroorganizmi se izoliraju iz prirodnog stanista poput tla, dijelova biljaka,
fermentirane hrane i sl. Prirodni sojevi korisnih mikroorganizama se selekcioniraju zbog
izbora najdjelotvornijih, a upotrebljavaju se i rekombinirani sojevi (Puki¢ i sur., 2007.).
Mikroorganizmi se umnozavaju na hranjivim podlogama u tzv. mati¢nim kulturama, zatim
se maticnom kulturom inokulira teku¢a hranjiva podloga u fermentorima odgovaraju¢ih
volumena. Cijeli proces se odvija u optimalnim, kontroliranim, abiotskim uvjetima za
odredeni mikroorganizam. Kako bi se dobio krajnji proizvod potrebno je spremanje u
primjenjivi oblik putem isusivanja, koncentriranja ili granuliranja (Puki¢ i sur., 2007.).
Obligatni patogeni se ne mogu umnazati na opisani nacin vec se za proizvodnju biomase vrsi
uzgoj insekta, njegovo inficiranje, razmnozavanje aktivne komponente biopreparata, te

izdvajanje biomase (Puki¢ i sur., 2007.).

3.1. Mehanizmi djelovanja

Mehanizmi djelovanja bioloskih preparata temelje se na specificnim odnosima
razli¢itih vrsta organizama (Slika 2.). Ti mehanizmi ukljucuju odredene vrste bioloskih
interakcija izmedu mikroorganizama prema biljnim patogenima (Pal i Gardener, 2006.).

Antibioza je bioloSka interakcija antagonistickih mikroorganizama 1 biljnih
patogena. Antagonisticki mikroorganizmi proizvode odredene metabolite koji djeluju
toksi¢no ili inhibiraju¢e na biljne patogene (Milicevi¢ i1 Kaliterna, 2014.). Najveci broj
komercijalnih pripravaka koji sadrZze antagonistiCke mikroorganizme s antibioti¢kim

djelovanjem pripada rodovima Bacillus i Streptomyces (Mili¢evi¢ i Kaliterna, 2014.).
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Slika 2. Mehanizmi djelovanja biopreparata

(nttps://www.researchgate.net/figure/Mechanism-of-actions-implemented-by-biocontrol-agents-for-
management-of-plant-diseases_fig2_267329664)

Kompeticija predstavlja biolosku interakciju nadmetanja za resurse kao §to su hrana,
voda i prostor. Tijekom kompeticije dominiraju antagonisti¢ki mikroorganizmi, pa nezeljene
organizme Kkoji ostaju bez resursa suzbijaju. Ovakav nac¢in djelovanja prisutan je kod vrsta
roda Trichoderma (Milicevi¢ i Kaliterna, 2014.).

Biolosku interakciju kada odredeni organizmi parazitiraju i Zzive na racun svog
domacina nazivamo parazitizam. U ovom slu¢aju koristimo antagonisticke mikroorganizme
u svrhu parazitiranja biljnih patogena. Parazitizam je prisutan kod antagonistickih gljiva kao
npr. predstavnika rodova Trichoderma, Ampelomyces, Coniothyrium, Pythium i dr.
(Milicevi¢ 1 Kaliterna, 2014.).

Takoder mikroorganizmi mogu neposredno preko biljke djelovati na biljne patogene.
Mehanizam djelovanja se sastoji u poticanju i izazivanju odredenih obrambenih reakcija u
biljkama. Inducirana rezistentnost je prisutna kod bakterija roda Erwinia i gljiva roda
Candida (Mili¢evi¢ i Kaliterna, 2014.).



3.2. Primjena biopreparata u zastiti bilja

Biopreparati reguliraju brojnost Stetnih vrsta. Kod odredenog stupnja inficiranosti
brojnost populacije Stetnog organizma Se smanjuje ispod nivoa ekonomskog praga Stetnosti,

a to je ujedno kriterij u¢inkovitosti bioloskog agensa (Puki¢ i sur., 2007.).

Biopreparati u praskastom obliku se razrjeduju s vodom do potrebne koncentracije
te se potom vrsi tretiranje. Preparati na bazi spora i zivih stanica mikroorganizama su
mikroorganizama (Pukic¢ i sur., 2007.). Stoga je biljke pozeljno tretirati u veCernjim satima,
kada nema direktnih suncevih zraka ili za vrijeme dana ako je obla¢no (Pukic i sur., 2007.).
Optimalna temperatura za primjenu je 24 - 28 °C, a djelotvornost preparata se smanjuje pri
temperaturama ispod 13 - 14 °C, nadalje biopreparati su najdjelotvorniji pri niskoj razini

kolonizacije Stetnika ili bolesti (Puki¢ i sur., 2007.).



4. Biopesticidi na bazi bakterija

Zbog povecane zastupljenosti ekoloske poljoprivrede i integrirane zastite bilja sve
¢esce se susrecemo s bioloskim preparatima. U EU se trenutno prodaje oko 60 proizvoda za
razliku od SAD-a, gdje postoji vise od 200 proizvoda na trziStu (Kumar i Singh, 2015.).
Biopesticidi trenutno predstavljaju samo 2 % sredstava za zastitu bilja na globalnoj razini,
medutim primjecuje se njihov rast zadnjih dvadesetak godina (Kumar i Singh, 2015.). Oko
90 % biopesticida proizvdeno je samo iz Bacillus thuringiensis entomopatogene bakterije
(Kumar i Singh, 2015.). Kori$tenje biopreparata neophodno je u ekoloskoj poljoprivredi dok
se u integriranoj zastiti bilja njihovom primjenom nastoji smanjiti upotreba klasi¢nih

zaStitnih kemijskih sredstava.

4.1. Preparati protiv insekata

Biopesticidi na bazi bakterija predstavljaju naj¢eséi i najjeftiniji oblik mikrobnih
pesticida (Usta, 2013.). Bakterijske bolesti su najrasprostranjenije kod insekata, sto je i
razlog primjene bakterijskih preparata za suzbijanje brojnosti ovih Stetnika (Pukic i sur.,
2007.). Entomopatogene bakterije koje se koriste u bioloskoj zastiti bilja pripadaju

porodicama: Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae i Bacillaceae (Puki¢ i sur., 2007.).

Porodica Pseudomonadaceae odlikuje se bakterijama koje su sposobne koristiti
razli¢ite izvore hrane. Neke vrste mogu koristiti mineralne podloge za rast, ali veéina se
razvija na organskim supstratima (Puki¢ 1 sur., 2007.). U insektima je Cesto prisutan rod
Pseudomonas, npr. P. fluorescens kako navodi Puki¢ (2007.) prvi put izdvojena iz gusjenice

usjevne sovice kod Voronjeza 1925. godine.

Enterobacteriaceae obuhvaca 12 rodova medu kojima se nalaze obligatni i
fakultativni patogeni (Pukic i sur., 2007.). Rodu Serratia pripada Serratia marcescens koja
ima osobinu formiranja kolonija crvene boje te je po tome prepoznatljiva, a bolest insekata

koju ona izaziva naziva se crvena bakterioza (Pukic i sur., 2007.).

U porodicu Bacillaceae pripadaju bakterije koje karakterizira sposobnost formiranja
stabilnih endospora, a dva najbitnija roda su Bacillus i Clostridium (Puki¢ i sur., 2007.). Oba

roda bakterija tvore stanice Stapicastg oblika te imaju sposobnost formiranja endospora.



Predstavnici roda Bacillus su entomopatogene vrste Bacillus thuringiensis, Bacillus

sphaericus, Bacillus laterosporus, Bacillus popilliae i Bacillus cereus (Puki¢ i sur., 2007.).

4.1.1. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis je prvo otkrivena u Japanu 1901. Biolog Shigetane Ishiwata nazvao
ju je ,,Sottokin® zbog nagle smrti koju je izazivala na licinkama dudovog svilca (Sansinenea
E., 2012.). Ipak, vaze¢i opis je dao njemacki mikrobiolog Ernst Berliner 1915. kada je
izolirao ovu bakteriju iz mediteranskog brasnog moljca u Thiiringiji nazivajuéi ga B.

thuringiensis (Sansinenea E., 2012.).

B. thuringiensis (Bt) (Slika 3.) je insekticidna bakterija, koja se Sirom svijeta prodaje
za kontrolu mnogih znacajnih biljnih $tetocina u poljoprivredi i Sumarstvu. Primjenjuje se
uglavnom za li¢inke Lepidoptera (leptiri i moljaci), ali i li¢inke komaraca (Usta, 2013.).
Komercijalni Bt proizvodi su prasci koji sadrZze mjeSavinu suhih spora i kristala toksina

(Slika 4.), primjenjuju se na lis¢e ili druga mjesta gdje se li¢inke kukaca hrane (Usta, 2013.).

Slika 3. B. thuringiensis
(nttps://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_thuringiensis#/media/File:Bacillus_thuringiensis.jpg)

Biopreparat koji sadrzi B. thuringiensis se hidrolizira u probavnom sustavu insekata,
pri cemu se stvara aktivni endotoksin koji se veze na mjesta receptora na epitelnim stanicama

9



crijeva i stvara neravnotezu u ionskoj strukturi stanica (Slika 5.), $to se manifestira oticanjem
I pucanjem stanica zbog osmotskog Soka (Usta, 2013.). Naknadni simptomi su paraliza
insektnih usta i crijeva, te je oc€ito da je proces hranjenja inhibiran. Postoje razli¢iti sojevi
Bt, a svaki soj ove bakterije proizvodi razli¢itu mjeSavinu proteina Koji djeluje na jednu

specifi¢nu ili nekoliko srodnih vrsta li¢inki insekata (Usta, 2013.).

. AccV  Spot Magn
20.0kV 52 6400x

Slika 4. B. thuringiensis spore i kristali
(https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_thuringiensis#/media/File:Bt-toxin-crystals.jpg)

Metabolitima Bt pripadaju toksini, enzimi, antibiotici i drugi alelopatici, a
najznacajniji je 6-endotoksin (Puki¢ i sur., 2007.). Geni koji kodiraju kristalne insekticidne
bjelanéevine oznaceni su kao cry (engl. crystall), a toksini kao ,,Cry* (Puki¢ i sur., 2007.).
Osim Cry-bjelancevina kod podvrste Bt subsp. israelensis poznate su i Cyt bjelanc¢evine koje
pokazuju hemoliticko djelovanje (Pukic i sur., 2007.).

Prema tome shema djelovanja Cry-toksina moze se predstaviti na slijedeéi nacin:
1. Vezivanje za receptore stanicnih membrana
2. UlaZenje toksina u membranu stanice uz formiranje pora ili ionskih kanala

3. Osmotski disbalans i dezintegracija stanice (Puki¢ i sur., 2007.).

10



Istrazivanja u kojima je tretiran kupus utvrdila su mortalitet svih licinki bijelog leptira
kupusa djelovanjem B. thuringiensis (Usta, 2013.). Utvdeno je da su toksi¢ni ucinci
primjenom Bt-a nestali nakon nekoliko dana dok je 50% populacije bakterija prezivilo u
obliku spora 120 dana kasnije, a jedna petina i nakon godinu dana (Usta, 2013.). U fazi spora
bakterija ne proizvodi toksine i sposobna je opet germinirati u vegetativnu stanicu ¢ime se
ciklus zaokruzuje (Usta, 2013.).

Bacillus thuringiensis (Bt) Solubilization —_——,
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Slika 5. Nacin djelovanja Bt-a
(http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html)

4.1.2. Nacini proizvodnje bakterijskih bioinsekticida

Bakterijski entomopatogeni preparati se proizvode u bioreaktorima na umjetnim
hranjivim podlogama. Pocetna faza obuhvaca prilagodavanje mikroorganizama na hranjivu
podlogu, druga fazi rasta je najduza i brzina rasta se povecava od nule do maksimuma (Pukié
i sur., 2007.). Maksimalna brzina rasta zapaza se u tre¢oj fazi, u ¢etvrtoj fazi rast usporava,
dok se u petoj fazi zapaza negativan razvoj zbog ubrzanog liziranja tj. izumiranja
bakterijskih stanica tako da se proces zaustavlja u Cetvrtoj fazi (Pukic i sur., 2007.). Kako

navodi Puki¢ (2007.) prema sastavu spora i toksina bakterijski Bt preparati se dijele u tri
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grupe. U prvu grupu ulaze preparati koji sadrze spore i kristale bakterija kao aktivnu
supstancu (najbrojnija grupa). Drugoj grupi pripadaju preparati koji osim spora i kristala
sadrze i termostabilni B-egzotoksin. Tre¢u grupu ¢ine bakterijski preparati koji sadrze Ciste
toksine koje je proizvela bakterija Bt. Kriterij selekcije u proizvodnji bioinsekticida su:
sli¢nost populacije, visoka razina produkcije spora i endotoksina, fagootpornost, virulentni

spektar patogenosti za insekte (Pukic¢ i sur., 2007.).

4.2. Preparati protiv biljnih bolesti

Osnovu bakterijskih preparata protiv biljnih bolesti ¢ini mehanizam antibioze, pri
¢emu dolazi do interakcije korisnih i §tetnih mikroorganizama (Puki¢ i sur., 2007.). Izvor za
dobivanje sojeva antagonistickih bakterija su tla u kojima su smanjeni ili eliminirani
fitopatogeni, a najzastupljeni su predstavnici rodova: Pseudomonas i Bacillus (Puki¢ i sur.,
2007.).

Prirodni rizosferni regulator fitopatogenih mikroorganizama su vrste roda
Pseudomonas: P. fluorescens, P. putida, P. aureofacies i druge vrste (Pukic i sur., 2007.).
Zahvaljujudi prisustvu P. fluorescens u rizosferi biljaka, neutralna i slabo alkalna zemljista
imaju supresivna svojstva (Pukic i sur., 2007.). Ovi predstavnici bakterija dobro usvajaju
razli¢ite organske supstrate, odlikuju se brzim rastom, proizvode antibiotike, bakteriocide,
siderofore i stimulatore rasta biljaka (Puki¢ i sur., 2007.). Od Bacillus vrsta najveci znacaj
kao bioloski agens suzbijanja biljnih bolesti ima Bacillus subtilis koji je prisutan u tlu, vodi

I zraku, a potencijalne su i Bacillus mycoides i Bacillus cereus (Puki¢ i sur., 2007.).

4.2.1. Bacillus subtilis

B. subtilis je gram-pozitivna, Stapicasta, anaerobna bakterija, pronadena u tlu i
probavnom traktu prezivaca i ljudi, proizvodi endospore koje dopustaju prezivljavanje
ekstremnih uvjeta okoline (Hartig i Jahn, 2012.). Smatra se modelnim organizmom za

proucavanje replikacije bakterijskih kromosoma i diferencijacije stanica (Sueoka, 1997.).

12



B 200 il

Slika 6. Mikrografija stanice B. subtilis u popre¢nom presjeku
(https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_subtilis#/media/File:Bacillus_subtilis.jpg)

Pri temperaturi tla oko 0 °C, stvara spore, isto tako i u alkalnim tlima (Puki¢ i sur.,
2007.). Ova bakterija je izolirana iz morske vode i epifitne mikroflore (Puki¢ i sur., 2007.).
B. subtilis je najproduktivniji iz ovoga roda u produkciji antibiotika koji suzbijaju rast

fitopatogenih mikroorganizama (Puki¢ i sur., 2007.).

Mehanizam djelovanja temelji se na kolonizaciji korijena biljke i kompeticiji s
patogenim organizmima (Grahovac i sur., 2009.). 1zolat QST713 proizvodi lipopeptide koji
imaju fungicidni efekat, a primjenjuje se za tretiranje sjemena pamuka, leguminoza i drugih
vrsta u kontroli Rhizoctonia solani, Fusarium sp., Alternaria sp. i Aspergillus sp. (Grahovac
I sur., 2009.). Moze se primjenjivati i folijarno za kontrolu Botrytis cinerea na patlidzanu,
rajéici i jagodama (Grahovac i sur., 2009.). B. subtilis soj GB03 se primjenjuje kao fungicid
na ukrasnim biljkama i sjemenu, kao i na sjemenu pamuka, kikirikija, soje, graska, pSenice
i dr. (Grahovac i sur., 2009.). Uzimajuéi u obzir da ova bakterija ima sposobnost stvaranja
endospora fungicidi na bazi ove bakterije su stabilni i nemaju negativan uticaj na ¢ovjeka ili
na zivotnu sredinu (Grahovac i sur., 2009.). Preparati na bazi ove bakterije mogu se
primjenjivati za tretiranje sjemena: mjesanjem fungicida sa sjemenom neposredno prije
sjetve ili pripremanjem mjesavine preparata i sjemena uz dodatak vode, a takoder je moguce

dodati i insekticide ili druge fungicide (Grahovac i sur., 2009.).
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U Tablici 1. prikazane su antagonisticke bakterije, trgovacki naziv preparata koji ih

sadrzi i fitopatagen na koji djeluju.

Tablica 1. Bioloski pripravci na bazi antagonisti¢kih bakterija (Milievi¢ i Kaliterna,

2014.)
Vrsta bakterije Naziv pripravaka Fitopatogeni
koje suzbijaju
Agrobacterim radiobacter Galltrol, Nogall, Diegall Agrobacterium
idr. tumefaciens pv. tumefaciens
Bacillus subtilis Kodiak, BioYield, | Fusarium spp.,
Companion, Subtilex, | Rhizoctonia spp.,

Serenade i RhizoPlus i dr. | Phytophthora spp., i dr.

Bacillus licheniformis Novoguard, EcoGuard Razni patogeni u tlu na

korijenu biljaka

Bacillus pumilis YieldShield, Sonata AS Patogeni u tlu na

korijenu biljaka

Burkholderia cepacia Deny, Intercept Rhizoctonia solani,
Fusarium spp.

Pythium spp.i dr.

Pseudomonas fluorescens Dagger G Rhizoctonia spp.,

Pythium spp.

Pseudomonas fluorescens BlihgtBan 506, Conquer Erwinia amylovora,

Pseudomonas tolassi

Pseudomonas syringae Bio-save 100, Botrytis cinerea,
Bio-save 1000 i dr. Penicillium spp.,

Mucor pyriformis i dr.

Pseudomonas chlororaphis | Cedomon Fusarium spp. i folijarni

patogeni Zitarica

Pseudomonas aureofaciens | Spot-less, BioJect Sclerotinia homeocarpa,

Pythium spp.,

Microdochium spp.
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Streptomyces lydicus

Actinovate

Pythium, Phytophthora
idr.

Streptomyces griseoviridis

Mycostop i dr.

Fusarium spp.,
Phomopsis spp.,
Alternaria brassicicola,

Pythium spp.

Erwinia amylovora

Messenger

Erwinia amylovora
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5. Biopesticidi na bazi gljiva

Gljive su skupina mikroorganizama koje mogu biti jednostani¢ne ili imati razgranato
tijelo - micelij. Plijesni su karakteristicne po tome §to kao saprofiti kontaminiraju
prehrambene proizvode i ostalu nezivu organsku tvar, a kao paraziti mogu uzrokovati
mikoze kod biljaka, Govijeka i Zivotinja (Sutié¢ i Radin, 2001.). Najéesée entomopatogene
gljive ukljuc¢uju rodove Aspergillus, Beauveria, Culicinomyces, Hirsutella, Metarhizium,
Nomuraea, Paecilomyces, Tolypocladi i Verticillium (Jyoit i Singh, 2016.). Ove gljive nisu
lako proizvodive u velikim koli¢inama za komercijalnu proizvodnju te imaju tendenciju da
budu specifiéne za jednog domacina, ali unato¢ tome imaju veliki utjecaj na Stetnu

populaciju (Jyoit i Singh, 2016.).

5.1. Preparati proiv insekata

Mikoze insekata veoma su rasprostranjene u prirodi i Cesto izazivaju uginucée
domacina, pa se koriste u suzbijanju stetnih ¢lankonosaca (Puki¢ i sur., 2007.). Tijelo insekta
zahvaceno mikozom Se ne razlaze ve¢ se mumificira (Pukic i sur., 2007.). Entomopatogene
gljive mogu parazitirati samo na jednom domacinu ili u odredenom stadiju razvoja, no
vecina gljiva je Siroko specijalizirana, jer napadaju veliki broj insekata razlicitih vrsta,
porodica i redova (Puki¢ i sur., 2007.). Osnovni put zaraze insekata gljivi¢nim infekcijama
je njihovo prodiranje kroz kutikulu domacina, $to je svojstveno veéini entomopatogenih
gljiva (buki¢ i sur., 2007.). Gljivicna infekcija moze prodrijeti u tijelo insekata i kroz usni
otvor (Buki¢ i sur., 2007.). Gljive radi prolaska kroz hitinski pokriva¢ insekata formiraju
apresorije na krajevima hifa koje sluze za pric¢vrséivanje na kutikulu (Puki¢ i sur., 2007.).
Gljive osim apresorija mogu formirati i rizoide - hife, pomocu kojih se gljiva pri¢vr§éuje za
supstrat ili domacina (Puki¢ i sur., 2007.). Prednost gljiva za razliku od ostalih patogena je

to Sto ne zahtijevaju gutanje za infekciju (Moore i Prior, 1993.).

5.1.1. Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae je vrlo potencijalan patogen na insektima (Sandhu i sur.,

1994.). Ova vrsta se koristi za kontrolu skakavaca, zohara i termita (Slika 8.), velikih §tetnika
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u razvijenim i zemljama u razvoju, ukljucujué¢i Ameriku, Australiju i Afriku (Jyoit i Singh,
2016.). Koristeci ulje, spore se Sire na dijelove insekata koji imaju visoku relativnu vlaznost
(tj. gdje je kutikula tanka poput straznjeg dijela vrata ili ispod krila) gdje gljiva moze klijati
i rasti (Slika 7.) (Jyoit i Singh, 2016.). Gljiva je vrlo u¢inkovita, jer moze ubiti 90 %
skakavaca unutar nekoliko tjedana od primjene, ovisno o broju infektivnih spora (Jyoit i
Singh, 2016.).

3.Cuticle and 6.Formation of conidia
epidermis <—producing
penetration by conidiophores

1.Attachment of
a conidium

2.Germination

’ . 5Vegetative fungal growth
4. Propagation of hyphal' ., e  the death of the infected
bodies within the

haemolymph

Slika 7. Mehanizmi djelovanja M. anisopliae
(Sengottayan, 2015.)

Upotreba M. anisopliae protiv odraslih Aedes aegypti i Aedes albopictus takoder je
istrazena (Usta, 2013.). Zivotni vijek zarazenih komaraca obje vrste bio je znatno smanjen u
usporedbi s neinficiranim komarcima, rezultati su pokazali da su obje vrste komaraca vrlo

osjetljive na infekciju s ovom entomopatogenom vrstom (Usta, 2013.).
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Slika 8. Djelovanje M. anisopliae na zoharu
(https://en.wikipedia.org/wiki/Metarhizium_anisopliae#/media/File:Metarhizium_anisopliae_infected_cockro
ach_(PLo0S).jpg)

5.1.2. Beauveria bassiana

Ova gljiva je stanovnik tla i patogen je razli¢itih insekata (Slika 9.) (Sandhu, 2001.).
B. bassiana je anamorfni oblik Cordyceps bassiana (Sandhu, 2001.). Domadéini
poljoprivrednog i Sumskog znacaja ukljucuju: krumpirovu zlaticu (Leptinotarsa
decemlineata), jabu¢nog savijata (Cydia pomonella), pamucnog crva (Helicoverpa

armigera) i neke vrste termita (Jyoit i Singh, 2016.).
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Slika 9. Skakavci tretirani s B. bassiana (https://en.wikipedia.org/wiki/File:Beauveria.jpg)

5.2. Preparati protiv bolesti biljaka

Prema Duki¢ (2007.) preparati na bazi gljivica koji se primjenjuju za zastitu bilja
mogu se podijeliti u dvije skupine: preparati na bazi zivih kultura mikroorganizama i
preparati na bazi antibiotika mikrobnog podrijetla. Gljive se odlikuju Sirokim spektrom

antagonistickih djelovanja: parazitizmom, kompeticijom i antibiozom.
5.2.1. Nacin proizvodnje gljivi¢nih preparata

Gljiviéni preparati se proizvode povrsinskim, dubinskim ili dubinsko-povrSinskim
uzgojem na umjetnim hranjivim podlogama (Puki¢ i sur., 2007.). U zastiti biljaka od
fitopatogena prednost zauzimaju vrste roda Trichoderma: Trichoderma harzianum i
Trichoderma viride (Pukié i sur., 2007.). Suhi preparati su najkoncentriraniji (100 x 10°
spora po 1 g), a dobivaju se uzgojem na tekucoj hranjivoj podlozi nakon Cega se vrsi suSenje
I usitnjavanje biomase (Pukic i sur., 2007.). Teku¢i preparati imaju vecu vitalnost spora,

ne prase se i nemaju troskove susenja (Pukic i sur., 2007.).
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5.2.2. Trichoderma sp.

Gljive roda Trichoderma su stanovnici tla. Detaljno se istrazuju njihova svojstva,
obrambeni mehanizmi, korisne i stetne interakcije s domac¢inima, proizvodnja i izlu¢ivanje
enzima, odgovor na ekoloske uvjete kao Sto su hranjive tvari i svjetlo (Schuster i Schmoll,
2010.). U bioloskoj kontroli primjena ove gljive je ucinkovita protiv biljnih gljiviénih
patogena s kojima se nadmece za prostor i1 hranjive tvari, a takoder djeluje na biljke
stimuliranjem rasta i povec¢anjem otpornosti (Schuster i Schmoll, 2010.). Ove gljive rastu
troficki prema hifama drugih gljiva, razgraduju stani¢nu stijenku ciljanog gljivi¢cnog
organizma izlu¢ivanjem razlicitih litickih enzima (Slika 10.) (Grahovac i sur., 2009.). Ovaj

proces ogranicava rast i aktivnost fitopatogenih gljiva.

Chitinase

Plasma

membrane f
A

Chitin svnthasQ
) e 8

B-glucan symha@
-

Slika 10. Mikoparazitizam Trichoderma sp.
(http://healthyhay.vt.tuwien.ac.at/division/project.php?project_id=6)

Specificni sojevi roda Trichoderma nastanjuju i prodiru u korijen biljaka, te izazivaju
morfoloske i biokemijske promjene u biljci koje se smatraju obrambenim mehanizmom
biljaka i dovode do inducirane sistematske otpornosti ¢itave biljke (Slika 11.) (Grahovac i
sur., 2009.).
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Slika 11. Trichoderma — nacini djelovanja

(https://www.researchgate.net/profile/Rahul_Shelake2/publication/303703234_Trichoderma_A_significant_f
ungus_for_agriculture_and_environment/links/57b2e7b508aeb2cf17c73767/Trichoderma-A-significant-
fungus-for-agriculture-and-environment.pdf)

Rezultati istrazivanja su pokazala kako tretiranje biljaka s T. harzianum povecava
klijavost za 30 % i korjenov sustav za 95 % (Grahovac i sur., 2009.). Biofungicidi na bazi
T. harzianum nisu Stetni za ¢ovjeka i sigurni su za Kkorisne organizme i okolinu (Lucié,
2009.). Utvrdeno je takoder kako su neki sojevi ove gljive vrlo ucinkoviti za specifi¢ne
patogene gljive, dok drugi mogu biti potpuno bez ucinka (Grahovac i sur., 2009.). Novija
otkric¢a su utvrdila kako se vrste Trichoderma sp. mogu Koristiti ne samo za kontrolu gljiva

ve¢ i1 drugih patogena (Grahovac i sur., 2009.).

U Tablici 2. prikazani su komercijalni bioloski preparati (mikofungicidi) na osnovi

antagonistickih gljiva te fitopatogenih gljiva koje suzbijaju (Milicevi¢, 2006).
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Tablica 2. Bioloski pripravci na bazi antagonisti¢kih gljiva (Milicevi¢ i Kaliterna, 2014.)

Vrsta antagonisticke
Gljive

Naziv pripravaka

Biljni patogeni koje
suzbijaju

Ampleomyces quisqualis AQ 10 Vrste iz porodice
Erysiphaceae
Candida oleophila Aspire Vrste rodova Botrytis i

Penicillium

Coniothyrium minitans

Contans, Intercept,
Koni

Sclerotinia minor
Sclerotinia sclerotiorum

Fusarium oxysporum

Fusacalean, Fuspiu,
Biotox C

Rhizoctonia solani,
Fusarium spp., Alternaria

spp.,
Aspergillus spp., i dr.

Gliocladium spp. Gliomyx Razne vrste fitopatogenih
gljiva u tlu
Gliocladium catenulatum PreStop, Pythium spp., Botrytis spp.,
PrimaStop Didymella spp, Rhizoctonia
solani
Gliocladium virens SoilGard Rhizoctonia solani i
Pythium
spp.
Pythium oligandrum Polyganadron, Fitopatogene vrste iz roda
Polyversum Pythium
Phleviopsis gigantea RotStop Heterobasidion annosum
Talaromyces flavus Protus Verticillium spp.,
Rhizoctonia
solani
Trichoderma harzianum Root Pro, Trianum- Pythium spp., Rhizoctonia
P, Trianum-G, spp.,
RootSchield Fusarium spp., Botrytis
Trichodex i dr. cinereaidr.
Trichoderma harzianum i Binab T i dr. Gljive razaraci drva
Trichoderma polysporum
Trichoderma viride Trieco i dr. Rhizoctonia spp., Pythium
spp., Fusarium ssp.
Trichoderma harzianum i Trichopel Armillaria spp.,
Trichoderma viride Trichoject Fusarium spp.,

Trichodowels
Trichopseal i dr.

Phytophthora spp.,
Pythium spp,
Rhizoctonia spp., i dr.

Trichoderma spp.

Trichoderma 2000
Bio-Fungus i dr.

Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Pythium
spp., Fusarium spp.

Trichoderma harzianum i
Gliocladium virens

GlioGard i dr.

Rhizoctonia spp., Pythium
spp. idr.
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6. Biopesticidi na bazi virusa

Virusi su mikroorganizmi jednostavne strukture, a mogu se razmnozavati samo
unutar zivih stanica. Parazitiraju sve skupine zivih organizama. BioloSke osobine virusa,
njihova specificnost, infektivna aktivnost, kratko generacijsko vrijeme i sposobnost brzog
Sirenja odgovaraju zahtjevima bioloSke kontrole brojnosti $tetnih organizama (Pukic¢ i sur.,
2007.).

6.1. Preparati protiv insekata

Preparati na bazi entomopatogenih virusa cesto se koriste protiv $tetoCina U
poljoprivredi i Sumarstvu. Puki¢ (2007.) navodi osnovne osobine patoloskog procesa pri
virusnim oboljenjima insekata: virusna oboljenja su specifi¢na, virusi insekata se prenose,
kako horizontalno, tako i vertikalno preko jaja insekata, infektivni proces odvija se u
dugackom inkubacijskom periodu (od 3 —5 do 40 — 50 dana), virusi su sposobni zadrzati se
u organizmu insekata u skrivenom stanju, a latentni virus se moZe prenositi u procesu

metamorfoze i preko potomstva (Slika 12.).

Infected caterpillar
dies

Virus particles
released; land on
foliage or soil

Caterpillar eats
virus particles

Cycle may continue
with new caterpillars or
virus particles persist in
the soil

Slika 12. Ciklus insektnog virusa
(nhttp://articles.extension.org/pages/18927/viruses-as-biological-control-agents-of-insect-pests)
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6.1.1. Bakulovirusi

Bakulovirusi su dvolancani DNA virusi prisutni kod insekata. Bakulovirusi su obi¢no
visoko patogeni i koriste se u svom prirodnom obliku kao biokontrolni agensi protiv brojnih
ozbiljnih S$tetnika (Moscardi, 1999.). U primarnoj skupini Lepidoptera iz koje su
bakulovirusi izolirani, uzrokuju smrtnost samo u fazi larve (Cory, 2000.). Nakon gutanja
dospijevaju u probavni sistem odakle se Sire po tijelu (Slika 13.) (Sengottayan, 2015.).
Nukleopoliedrovirusi sadrze viSe Cestica, a granulovirusi sadrze samo jednu virusnu ¢esticu
(Cory, 2000.). Zajednicka znacajka baculovirusa jest da su zatvoreni, tj. da su ¢estice virusa
ugradene u matrici proteina, prisutnost zatvorenih tijela igra bitnu ulogu u biologiji

bakulovirusa jer dopusta virusu da prezivi i van domacina (Cory, 2000.).
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Slika 13. Mehanizmi dijelovanja bakulovirusa na Lepidoptera insekte
(Sengottayan, 2015.)
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6.1.2. Nacini proizvodnje virusnih entomopatogenih biopreparata

Proizvodnja entomopatogenih preparata na osnovi ovih virsusa uvjetovana je
njihovim osobinama (Pukic i sur., 2007.). Preparati se mogu proizvoditi na zivim insektima
ili na stani¢nim kulturama u kontroliranim laboratorijskim uvjetima, a tehnologija
proizvodnje se odvija redom od uzgajanja insekata, uzgoja virusa u njima, izdvajanja virusne
biomase te pripremanja gotovog proizvoda (Puki¢ i sur., 2007.). Virusni preparati se
proizvode, uglavnom, na bazi porodice Baculoviridae (Usta, 2013.). Zbog specifi¢nosti

virusa djelovanje je usmjereno na jednu Stetnu vrstu (Bukic i sur., 2007.).

6.2. Preparati protiv bolesti biljka

Primjena virusa u borbi s bakteriozama biljaka prestavlja novi naéin zastite bilja
(Puki¢ i sur., 2007.). Na bazi bakteriofaga Pseudomonas syringae izoliranih iz tla i bolesnih
biljaka proizveden je preparat ,Pentafag* (Puki¢ i sur., 2007.). Ovaj preparat ima
profilakticko i ljekovito djelovanje protiv Sirokog spektra bakterioza vocarskih i povrtlarskih
kultura, a pravilna primjena potpuno sprije¢ava bakterijski rak na drvecu voca, Supljikave

pjegavosti kosti€avog voca i pjegavost krastavca (Puki¢ i sur., 2007.).
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7. Zakljuéak

Mozemo zakljuciti kako je zastita bilja zasigurno jedan od najveéih problema u
poljoprivrednoj proizvodnji. Proizvodac¢i se susreéu s raznim S$tetnicima i uzro¢nicima
bolesti koji utjeCu ne samo na kvantitetu, nego i na kvalitetu proizvoda. Razvojem
tehnologije i povecanjem poljoprivredne proizvodnje pronalazili su se razli¢iti nacini
poboljsanja proizvodnje. Tako sredinom proslog stolje¢a uporaba kemijskih sredstava za
zastitu bilja postaje sve intenzivnija. Takav pristup omogucio je povecanje produktivnosti,
ali sve ve¢om upotrebom i Stetne ucinke na okolis. Posljedice intenzivne primjene kemijskih
sredstava odraZavaju se na zdravlje tla i kvalitetu vode. Takoder poznato je razvijanje

rezistentnosti kod primjene kemijskih pesticida, a zbog toga je Stetnike sve teZe suzbijati.

Kako se u novije vrijeme sve vise govori o zastiti okolisa i zdravoj hrani, tako se i
koristi od biopesticida sve vise prepoznavaju. Poljoprivrednici koji se bave organskim
uzgojem vec su upoznati s metodama bioloske kontrole. Medutim, bioloski preparati ne
nalaze svoje mjesto samo u ekoloskoj poljoprivredi, nego se mogu efikasno Koristiti i U
integriranoj zastiti bilja ili konvencionalnoj proizvodnji. Biopesticidi postaju sve prisutniji
na trzistu, gdje biljeze rastuci trend. Biopesticidi predstavljaju rijeSenje za mnoge probleme
u poljoprivredi proizvodnji. Kao i kemijski pesticidi, biopesticidi imaju svoje prednosti i
nedostatke. Biopesticidi imaju manji raspon Stetnika i sporije djelovanje, a neki i vecu cijenu.
Zbog kraceg roka trajanja potrebno je planirati upotrebu i skladistenje, ali zadnjih godina
zabiljezeni su mnogi napretci i U tom podrucju. Za razliku od kemijskih pesticida specifi¢ni
su za odredene vrste, to jest nisu Stetni za korisne organizme S§to pridonosi ofuvanju
bioraznolikosti u agroekosustavima. Kod tretiranja kemijskim pesticidima proizvodaci se
moraju pridrZavati karence koje traju dosta dugo, a pojava bolesti moze jako smanjiti prihod.
Takvi problemi se mogu rijestiti primjenom biopesticida koji imaju kracu karencu, a hrana

je bez rezidua.

Sve veca potraznja za organskom hranom i proizvodima bez rezidua trebala bi
pridonijeti daljnjem koristenju biopesticida. Ipak jo§ mnoge zemlje moraju promijeniti svoju
politiku kako bi se smanjila upotreba sintetickih sredstava, te promicali i unaprijedili bioloski
preparati. Potrebno je osposobljavanje i ucenje poljoprivrednika. Neophodno je dobro

poznavanje zastite bilja za ucinkovito koristenje biopesticida. Kako su zemlji$ni resursi
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ograniCeni potrebno je oCuvanje ravnoteze, a tome mogu pridonijeti biopesticidi kao i

odrzivosti poljoprivrede globalno.
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9. Sazetak

Biopesticidi dobivaju sve viSe paznje zbog problema vezanih uz koriStenje kemijskih
sredstava u poljoprivrednoj proizvodnji, ali 1 zbog povecane potraznje za zdravom hranom
bez rezidua. Mnogi mikroorganizmi koji su stanovnici tla su se pokazali korisnima.
Biopesticidi se zasnivaju na bioloSkim interakcijama mikroorganizama kao S§to su
parazitizam, kompeticija ili antibioza, te na taj nacin zaustavljaju rast i uniStavaju Stetnike
ili bolesti. Ti mikroorganizmi su specifi¢ni sojevi koji suzbijaju odredene Stetnike ili
patogene i nisu opasni za druge korisne organizme. Postoji niz prednosti biopesticida, a
izdvajaju se sigurnost za okolis, u€inkovitost, kraca karenca, te podobnost za integriranu

zastitu bilja i ekolosku poljoprivredu.

Kljucne rijecdi: zastita bilja, biopesticidi, bakterije, gljive, virusi
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10. Summary

Biopesticides are getting more attention due to problems with the use of chemicals
in agriculture production, but also because of the increased demand for healthy food without
residues. Many microorganisms that are living in the soil have proven to be useful.
Biopesticides are based on the biological interactions of microorganisms such as parasitism,
competition or antibiosis, thus stopping growth and destroying pests or diseases. These
microorganisms are specific strains that suppress certain pests or pathogens and are not
dangerous to other beneficial organisms. There are many advantages of biopesticides, like
environmental safety, efficiency, the waiting period, and the suitability for integrated plant

protection and organic agriculture.

Key words: plant protection, biopesticides, bacteria, fungi, viruses
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