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1. UvOD

Povecanjem broja stanovnika na Zemlji, povecava se i potreba za veCom proizvodnjom

hrane.

Biljke su izvor Zivota na Zemlji te glavni proizvodaci hrane - iskoriStavanjem sunceve
energije, procesom fotosinteze. Svi ostali zivi organizmi, ljudi, Zivotinje, mikroorganizmi,
kroz hranidbeni lanac koriste biljke kao primarni izvor hrane. Osnova prehrane ljudi i
zivotinja jesu Zzitarice. Koriste se za ishranu, ali i kao sirovina za industriju (Znaor, 1996.).
Konzumacijom Zitarica uravnotezuje se prehrana, osigurava se unoSenje niskog udijela
masti te niz drugih prednosti, a prvenstveno ukoliko se zrno koristi neoljusteno (Pleadin i
sur., 2017.). Prema Statistickim informacijama 2019. Drzavnog zavoda za statistiku, u
Republici Hrvatskoj 2018. godine od ukupno zasijanih 803 902 ha, Zitarice su zauzimale
najveée povrSine, 459 703 ha (57,2%). Najzastupljeniji su bili kukuruz (260 706 ha) i
pSenica (138 456 ha) (FAOSTAT). Biljne bolesti uzrokuju smanjenu koli¢inu i kvalitetu
prinosa (Cosi¢ i sur., 2006.). Tijekom uzgoja i skladistenja, Zitarice su osjetljive na

gljivi¢na oboljenja (Ennouari i sur., 2018., cit. Rémésy i sur., 2015.). PSenica i kukuruz

U ovom radu dan je osvrt na gljive iz roda Fusarium te njihovo suzbijanje pomocéu

aktinomiceta.

1.1. ROD FUSARIUM

Prema Cosi¢ i sur. (2006.) gljive roda Fusarium pripadaju razredu Hyphomycetes, redu
Hyphales. Fitoparazitne vrste iz ovog roda pripadaju fakultativnim parazitima. Fakultativni
paraziti provode dio Zivota na biljkama uzrokujuéi bolesti, a ukoliko nemaju pogodnog
domacina ili su okoli$ni uvjeti nepovoljni Zive kao saprofiti (Cosi¢ i sur., 2006.). Ove
gljive imaju gospodarski znacaj jer napadaju mnoge kultivirane i korovne biljne vrste
izazivajuéi bolesti uzrokujuci palez klijanaca, trulez korijena, lukovica, gomolja, stabljike,

klipa, paleZ klasova i uvelost biljaka (Cosié i sur., 2006.).



1.1.1. Fuzarijske bolesti

Prema Tomasovi¢ (1987.) na pSenici se javljaju tri tipa oboljenja pSenice: snjezna plijesan,

trulez korijena i stabljike te fuzarioze klasa.

PaleZ klijanaca nastaje uslijed sjetve ve¢ zarazenog sjemena ili ukoliko u tlu postoji izvor
zaraze. Veliki postotak zarazenog sjemena uopée ne klije. Posljedica ove zaraze je
propadanje klijanaca prije ili neposredno nakon nicanja. No ipak moze do¢i do
neometanog rasta i razvitka biljaka ukoliko je zaraza slabijeg intenziteta, biljka otpornija, a

klimatski uvjeti povoljni za rast penice (Cosi¢ i sur., 2006.).

Izvor zaraze trulezi korijena 1 vlati moZe biti zarazeno tlo ili putem koljenca uzro¢nik
prodire u vlat. Na korijen¢i¢ima se moze uociti crveno-purpurna boja. Biljke mogu u
potpunosti uvenuti ako je do zaraze doSlo do faze busanja. Ukoliko je do zaraze doslo
nakon busanja rjede dolazi do propadanja biljaka. Ipak, posljedice su slabo naliveno i $turo
zrmo (Cosié i sur., 2006.).

Snjezna plijesan je bolest koju uzrokuje Fusarium nivale (Tomasovi¢, 1987.). Prve Stete se
mogu uoditi ve¢ u jesen. Dolazi do slabijeg nicanja, klijanci su uvijeni, a iznikle biljke su
slabo razvijene s donjim dijelom prekrivenim bijelo-ruzi¢astim micelijem. No, zarazu je
najlakse uoditi u proljece nakon $to se snijeg otopi. Tada su biljke odumrle, polegnute na
povrsinutla te prekrivene bijelo-ruzicastom prevlakom. Prevlaka moze nestati ukoliko je
vjetrovito i sun¢ano vrijeme. Prezivjele biljke zaostaju u rastu i daju slabo nalivena zrna
(Cosi¢ i sur., 2006., Tomasovi¢, 1987.).

Fuzarijska palez klasova (engleski Fusarium head blight — FHB) je najznacajnija bolest
pSenice i strnih Zitarica uzrokovana gljivama iz roda Fusarium (Cosi¢ i sur., 2013.).
Najcesce je to Fusarium graminearum. Od ostalih vrsta iz ovog roda su Cesti: Fusarium
culmorum, Fusarium avenaceum, Fusarium nivale, a rjede Fusarium poae (Tomasovic,
1987., cit. Cizmié, 1986.). Ova bolest ima velike posljedice na kakvoéu i prirod. Biljka se
moze zaraziti od cvjetanja pa sve do kraja vegetacije (Cosi¢ i sur., 2006., Cosi¢ i sur.,
2013.). Zarazen moze biti cijeli klas, dio klasa ili pojedini klasi¢i. Ukoliko je do zaraze
dosSlo u vrijeme oplodnje, zrna su sitnija, smeZurana i slabe klijavosti. Sve kasnijom
zarazom, zrno biljaka ima normalniji vanjski izgled, masu, dobru nalivenost te ne gubi
klijavost. U mlije¢noj zriobi se simptomi lako prepoznaju. Zdrave biljke imaju zelene
klasove koji su povijeniji prema tlu zbog tezine zrna. Za razliku od njih, bolesni klasovi ili

dijelovi klasa su slamnato zute boje i uspravni. Zbog visoke relativne vlage zraka moze se



uociti na bazama pojedinih klasi¢a narancaste ili ruziaste prevlake (Cosi¢ i sur., 2006.,

Cosi¢ i sur. 2008., Cosié i sur., 2013.).

Uz pSenicu, kukuruz je jedna od kultura koja se uzgaja na velikim povrSinama. Daje
izuzetno velike prinose zrna i zelene mase. Njegova namjena je viSestruka: koristi se u
ljudskoj prehrani, ishrani stoke, sirovina je u industriji i dr. (Znaor, 1996.). Prema Cosié i
sur. (2008.) kod kukuruza gljive iz roda Fusarium uzrokuju palez klijanaca, trulez korijena,

trulez stabljike te trulez klipa.

Kod trulezi korijena 1 stabljike, bolest se razvija od faze svilanja 1 metli¢anja pa sve do
kraja vegetacije. Dolazi do razgradnje parenhimskog stani¢ja u srzi. Zbog nekroza korijena
te promjena u stabljici, biljka gubi svoju ¢vrstoc¢u, lomi se i polijeze. Klipovi se na takvoj

stabljici slabije razvijaju (Cosié i sur. 2008.).

Trulez klipa mozZe zahvatiti ¢itav klip, dijelove klipa ili pojedinacna zrna. Do zaraze moZe
do¢i preko svile, oSteene komusSine, ubusenja gusjenica kukuruznog moljca i drugo, od

svilanja pa do kraja vegetacije (Cosi¢ i sur. 2008.).

1.1.2. Mikotoksini

Gljive iz rodova Fusarium, Aspergillus, Alternaria, Penicillium i Claviceps su najées¢i
uzrocnici bolesti i proizvode mikotoksine (Ennouari i sur., 2018., cit. Herebian i sur., 2009.).
Mikotoksini predstavljaju sekundarne metabolite koji su Stetni za zdravlje ljudi i Zivotinja.
Uzrokuju bolesti pod nazivom mikotoksikoze (Kanizai Sari¢ i sur., 2011., cit. Kosalec i
sur., 2004.). Hranidbenim lancem povezana je biljna proizvodnja, stoc¢arska proizvodnja te
ishrana ljudi. Ishranom zarazenom hranom, mikotoksini uzrokuju negativne posljedice na

zdravlje ljudi i Zivotinja (Cvjetkovi¢, 2014.).

Najznacéajniji mikotoksini na Zitaricama, produkti roda Fusarium, su fumonizini,

trihoteceni i zearalenon (Kanizai Sari¢ i sur., 2011., cit. Placinta i sur., 1999.).

Fumonizini su mikotoksini, produkti nekoliko vrsta iz roda Fusarium, a prvenstveno su to
Fusarium verticillioides i Fusarium proliferatum (Kanizai Sari¢ i Tkalec, 2011., cit. Krska
i sur., 2007.). Prema istraZivanjima, najée$¢i domacin je kukuruz (Domijan, 2013., cit.
Domijan i sur., 2005.a, Ivi¢ i sur., 2009., Domijan i sur., 2005.b, Sorriano i Draggaci,

2004.). U ispitivanjima razli¢itih zivotinja uoceno je kako izaziva leukoencefalomalaciju



kopitara, kod svinja endem pluca te je vidljiv nefrotoksican, hepatotoksi¢an i kancerogen

uc¢inak fumonizina (Domijan, 2013., cit. NTP, 2001.).

Trihotecene proizvode gljive iz rodova Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrtis,
Trichoderma, Trichothecium i drugi (Kanizai Sarié i sur., 2011., cit. Hussein i sur., 2001.,
Bennett i sur., 2003.). Znacajne vrste iz roda Fusarium za proizvodnju ovih mikotoksina su
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium pseudograminearum, Fusarium
sporotrichioides, Fusarium acuminatum i Fusarium poae (Kanizai Sari¢ i sur., 2011, cit.
Hussein i sur., 2001.). Uzro¢nici su oStecenja bubrega, imunoloskog, probavnog i zivéanog
sustava (Kanizai Sari¢ i Tkalec, 2011, cit. Agag, 2005., Rocha i sur., 2005.).

Zearalenon je sekundarni metabolit gljiva Fusarium culmorum, Fusarium graminearum,
Fusarium equiseti, Fusarium crookwellense (Kanizai Sarié i sur., 2011., cit. Bennett and
Klich, 2003., Glenn, 2007., Fink-Gremmels i Malekinejad, 2007.). Uzrokuje poremecaje u
reproduktivnom sustavu, endokrinom sustavu, a ve¢im koncentracijama djeluje

imunotoksi¢no na humane T-limfocite (Pepeljnjak i sur., 2008., cit. Zinedine i sur., 2007.).

1.2. AKTINOMICETE

Aktinomicete su aerobne, gram-pozitivne bakterije (Saréevi¢-Todosijevi¢ i sur., 2018.,
Arifuzzaman i sur., 2010.). Nitastog su oblika (Saréevi¢-Todosijevié i sur., 2018., cit.
Madigan et al., 1997.). Prema svojim znaCajkama nalaze se izmedu bakterija i gljiva
(Znaor, 1996.).

Aktinomicete predstavljaju jednu od glavnih populacija koje se nalaze u tlu dajuéi tlu
,miris Sumske zemlje“ (Arifuzzaman i sur., 2010., Znaor, 1996., Godena, 2011.).
Razgraduju organsku tvar te teSko razgradive spojeve kao §to su ¢ekinje, dlake, hitin i
drugo (Znaor, 1996.; Godena, 2011.). Takve spojeve ne moze razgraditi niti jedna druga

vrsta organizama (Znaor, 1996.).

Luce enzime ¢ijim djelovanjem pocinje razgradnja celuloze, te djelomi¢no lignina (Znaor,
1996.). Zbog ove sposobnosti, vazne su u tvorbi komposta. Mogu se Cesto vidjeti golim
okom, kao i gljivice, u vidu sivkasto-bijelih vlakana ili praskaste tvari koja prekriva

kompostnu masu (Znaor, 1996.).



Aktinomicete proizvode antibiotike, utjecu na Stetne ucinke u tlu, ne mijenjaju biolosko
puferiranje tla, kao $to to ¢ine kemijske mjere, nemaju negativan utjecaj na okoli§ (Aghigi i
sur., 2004.). Znacajni proizvodaci antibiotika su predstavnici roda Streptomyces
(Arifuzzaman i sur., 2010.).

Broj i vrsta aktinomiceta prisutnih u tlu, pod utjecajem su niz ¢imbenika kao $to su
geografska lokacija, temperatura tla, pH vrijednost, tip tla, vlaznost i aeriranost tla,
organska tvar i drugih (Arifuzzaman i sur., 2010.). Na kiselim tlima prevladava rod
Streptomyces, a na alkalnim Actinoplanes i Streptosporangium (Arifuzzaman i sur., 2010.,
cit. Davies and Williams, 1970.).

Takoder, mnogi organizmi, poput aktinomiceta, ali 1 bakterije, kvasci, plijesni i alge, mogu
potpuno ukloniti ili djelomi¢no smanjiti koli¢ine mikotoksina u hrani (Pleadin 1 sur., 2017.,
cit. Shetty i Jespersen, 2006; Markov i sur., 2010; Patharajan i sur., 2010; Mc Cormick,
2013; Pleadin i sur., 2014). Takvim djelovanjem sprjeCavaju se Stetni ucinci na zdravlje

zivih bica.

1.2.1. Rod Streptomyces

Rod Streptomyces predstavljaju najistrazeniji rod aktinomiceta (Aghigi i sur., 2004.). U
ovaj rod pripadaju brojni mikroorganizmi koji imaju vaznu ulogu u zdravstvu, veterini,
biotehnologiji i ekologiji. Pokazuju obecavajuce karakteristike za poticanje rasta biljaka te
biokontrolu biljnih patogena (Colombo i sur., 2019., cit. Barka i sur., 2016.). Biokontrola
ima sve veéi znaCaj zbog ogranienja koriStenja pojedinih fungicida (Colombo i sur.,
2019.). Rod Streptomyces proizvodi bioaktivne sekundarne metabolite koji imaju
antifungalno, antivirusno, antitumorsko, antihipertenzivno, antibiotsko i imunosupresivno
djelovanje (de Lima Procopio i sur., 2012., cit. Khan i sur., 2011., Omura i sur., 2001.,
Patzer i Braun, 2010.). Takvo djelovanje omogucéava Zivot u simbiozi izmedu biljaka i
bakterija. Rod Streptomyces biljci daje antibiotike koje ju Stite od patogena, a biljka
bakterijama omoguéuje rast i razvoj (de Lima Procopio i sur., 2012.). Raznolikost
proizvodnje sekundarnih metabolita te endofitska obiljezja, ¢ine rod Streptomyces odli¢nog
kandidata za kontrolu i suzbijanje bolesti uzrokovane fitopatogenim gljivama iz roda
Fusarium (Colombo i sur., 2019, cit. Qin i sur., 2011., Zamoum i sur., 2015.). Kako bi se

iskoristile sve raznolikosti ovog roda, potrebno je, u pocetnim fazama istrazivanja, pomno



prouciti ¢cimbenike koji utjeCu na njega, kao $to su starost gljivicne kolonije, temperatura,

ostali okoli$ni uvjeti (Colombo i sur., 2019.).

S obzirom na antifungalna svojstva roda Streptomyces cilj ovog rada je bio utvrditi takvo

djelovanje na najznacajnijim predstavnicima roda Fusarium.



2. MATERIJAL | METODE

U pokusu je koriStena cista kultura Streptomyces sp. iz kolekcije Katedre za

mikrobiologije Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Kulture plijesni koristene
su: Fusarium graminearum 110250 (Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Nizozemska), Fusarium graminearum FRC R-05796 (Fusarium Research Center,
Department of Plant Pathology, Penn State University, SAD), Fusarium verticillioides
M-7075 i Fusarium verticillioides FRC M-1325 (Fusarium Research Center,
Department of Plant Pathology, Penn State University, SAD) (Slika 1.).

Slika 1. Ciste kulture Fusarium spp.
(lzvor: Autor)

Slika 2. Mjerenje pH vrijednosti hranjive podloge

(Izvor: Autor)

Ciste kulture Fusarium spp. su nacijepljene (Slika 3.) na krumpir-dekstrozni agar
(Biolife, Italija), koji je pripremljen na odgovarajuci nacin (Slika 2.) i inkubiran na
temperaturi od 25°C kroz sedam dana.



Slika 3. Nacijepljivanje Fusarium spp.
(Izvor: Autor)

Pokus je postavljen kao dual culture in vitro pokus (Slika 4.) odnosno nacijepljene su
ispitivane Ciste kulture u Petrijevu zdjelicu jedna nasuprot druge. Inokulacija je provedene
micelijskim diskom s rubova kolonije ¢istih kultura (Streptomyces nasuprot Fusarium spp.)
promjera 4 mm.

Slika 4. Nacijepljijvanje F. verticilloides i Streptomyces

(lzvor: Autor)

Tretmani su postavljeni u Cetiri ponavljanja (Slika 5.), a inkubacija je provedena na
25°C+0,2°C u laboratorijskom termostatu (Termo Medicinski aparati, BTS-M).

Kontrola nije sadrzavala patogene gljive.



Slika 5. Kontrola F. graminearum nasuprot tretmana

(lzvor: Autor)

U razdoblju od 13 dana, mjerenjem dva promjera kolonije pod pravim kutom, pracen je
micelijski rast plijesni. Dobiveni rezultati su statisticki analizirani Studentovim t-
testom, a za analizu podataka koristeni su Microsoft Excel (2013.) i Statistica 13.5

(Tibco Software Inc.).



3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Antifungalno djelovanje Streptomyces sp. na F. graminearum 110250 i FRC
R5796

Fitopatogene gljive predstavljaju glavni problem u poljoprivredi, naroCito u uzgoju
ekonomski vaznih biljaka. Zbog njihova suzbijanja, intenzivno se koriste kemijska sredstva
(Prapagdee i sur., 2008.). Uc¢inkovita su i neprocjenjiva (Aghigi i sur., 2004.). Njihova
ucestala upotreba dovela je do niza problema, kao $to je utjecaj na zdravlje ljudi i zivotinja,
oneciS¢enje tla, vode 1 sveukupnoga okoliSa te otpornost biljnih patogena. Uvidajuci
probleme, poljoprivreda se okrefe trazenju alternativnih metoda koje su ekoloski
prihvatljive (Prapagdee i sur., 2008.). U novijim istrazivanjima, razmatra se koriStenje
mikroorganizama protiv biljnih patogena ili kao dodataka agrokemikalijama. Bioloska
kontrola biljnih bolesti je spora, ne daje brzo profit, ali moze biti dugotrajna, jeftinija 1
bezopasna za zivot. Biokontrolni sustavi ne uklanjaju biljne patogene niti bolesti, nego ih
dovode u prirodnu ravnotezu (Aghigi i sur., 2004., cit. Dhingra i Sinclair, 1995.). Jedna od
tih metoda je upotreba Streptomyces kao biofungicida (Prapagdee i sur., 2008.). Posjeduju
svojstva koja su korisna u borbi protiv biljnih patogena. 1z ove bakterije je izolirano preko
50 antibiotika kao S§to su: streptomicin, neomicin, kloramfenikol, tetraciklin (Aghigi i sur.,
2004., cit. Keiser i sur., 2000.).

U ovome istrazivanju nije zabiljezena statisticki opravdano antifungalno djelovanje
(Tablica 1. i 2.) ispitivanog roda Streptomyces na micelijski rast F. garminearum 110250
i F. gramineraum R5796 (Grafikon 1.1 2.).
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Grafikon 1: Rast F. graminearum 110250 uz Streptomyces sp.

Tablica 1. Statisticki prikaz razlike rasta F. graminearum 110250 i kontrole

stopa rasta P
Tretman
(mm/dan)
Kontrola 4,33
F. graminearum 110250 4,38 ns

ns- not significant
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Grafikon 2: Rast F. graminearum FRC-R-05796 uz Streptomyces sp.

Tablica 2: Statisticki prikaz razlike rasta F. graminearum R05796 i kontrole

stopa rasta p
Tretman
(mm/dan)
Kontrola 4,69
F. graminearum R5796 4,79 ns

ns- notsignificant

Rezultati drugih istrazivanja su utvrdili antifungalnu djelotvornost roda Streptomyces.
Colombo i sur. (2019.) su proveli analizu o djelovanju Streptomyces spp. na Fusarium spp.

i njihove toksine. Uoceni su brojni Streptomyces sojevi koji pokazuju antifungalno
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djelovanje. Neki od sojeva su PAL114 koji je inhibirao Fusarium culmorum , soj 6803 koji
je inhibirao rast F. graminearum, soj 201 je inhibirao rast F. moniliforme, LZ35 protiv F.
verticillioides (Colombo i sur., 2019., cit. Aouiche i sur., 2014., Bordoloi i sur., 2001.,
Chen i sur., 2010., Deng i sur., 2014.). Karakteristi¢ni su novi antifungalni proteini,
izolirani iz Streptomyces sp. C/33-6. Pokazali su fungicidno djelovanje u kojem je u
potpunosti inhibirano Klijanje konidija F. graminearum (Colombo i sur., 2019., cit.
Fulgueira i sur., 2004.). Pregled literature pokazuje znatan rast zainteresiranosti za uporabu
Streptomyces spp. kao sredstva za biolosku kontrolu protiv Fusarium spp. zbog
inhibirajuceg rasta te ograni¢avanja nakupljanja toksina. Takoder, klju¢no je razumijevanje
ekoloske uloge, a posebno interakcije izmedu domacina 1 mikroorganizama kako bi se
razvila u¢inkovita i dugotrajna biokontrola (Colombo i sur., 2019.). U Koreji su Jung i sur.
(2013.) istrazivali utjecaj bakterijskog izolata BN1 koji pripada rodu Streptomyces protiv
F. graminearum, uzro¢nika fuzarijske palezi klasova, jedne od najtezih bolesti Zitarica.
Zbog cCestih epidemija ove bolesti u Koreji, koriSteni su kemijski fungicidi ¢ija upotreba je
dovela do otpornih sojeva F. graminearum. Zamijecena je razlika duZine sadnica zarazenih
s F. graminearum i nezaraZenih sjemenki. Sjemenke su natopljene ili prskane suspenzijom
spora F. graminearum. Sjemenke su imale sli¢an postotak klijanja, a razlike medu njima je
uocena nakon rasta. Zarazene biljke su bile manje nego biljke koje nisu zaraZzene.
Ucinkovitost BN1 je ocjenjena in vitro i in vivo metodama. Njihovo istrazivanje je
rezultiralo inhibiranim rastom F. graminearum na glavama pSenice primjenom metode
prskanja ispitivanog izolata u vrijeme cvatnje (Jung i sur. 2013.). Nourozian i sur. (2006.)
su proveli istrazivanje o bioloskoj kontroli F. graminearum na pSenici koriste¢i sojeve
Bacillus subtilis 53 i 71, Pseudomonas fluorescens biovl soj 32 i Streptomyces sp.
Streptomyces je smanjio tezinu bolesti fuzarijske palezi klasova 21 dan nakon inokulacije.
Prinos pSenice tretirane s Streptomyces sp. soj 3 i s F. graminearum je bio veci nego u
kontrolama koje su tretirane samo patogenom. PSenica, tretirana samo izolatima
Streptomyces, je imala znacajno veci prinos. Ispitivani izolati pokazali su zone inhibicije
izmedu patogena i bakterija. Autori navode kako bi razlog tomu mogao biti posljedica
inhibitorne tvari koju luci bakterija te suzbija tako rast patogenih gljiva. Druga moguénost
je da bakterijski izolati troSe hranjive tvari u agaru i na taj nain zaustavljaju rast F.
graminearum. Streptomyces izolati su pokazali svoje djelovanje u pokusima na polju, iako
u laboratorijskim pokusima nisu Sto upucuje na zakljucak kako je pokus na polju
pouzdanija metoda nego in vitro, navode autori. Neki sojevi Streptomyces sp. su dostupni u

pojedinim zemljama kao bioloska kontrola biljnih bolesti (Nourozian i sur., 2006.).
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3.2.Antifungalno djelovanje Streptomyces sp. na F. verticillioides M7075 i M1325

Izostao je i ocekivani antifungalni ucinak roda Streptomyces u inhibiciji rasta F.
verticillioides M7075 i F. verticillioides M1325 (Grafikon 3. i 4.) pri ¢emu nije zabiljezena

statisticki opravdana razlika (Tablica 3 1 4.).
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Grafikon 3: Rast F. verticillioides M7075 uz Streptomyces sp.
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Tablica 3: Statisticki prikaz razlike rasta F. verticillioides M7075 i kontrole

stopa rasta p
Tretman
(mm/dan)
Kontrola 3,86
F. verticillioides M7075 3,94 ns

ns- not significant
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Grafikon 4: Rast F. verticillioides FRC-M-1325 uz Streptomyces sp.
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Tablica 4: Statisticki prikaz razlike rasta F. verticillioides M1325 i kontrole

stopa rasta p
Tretman
(mm/dan)
Kontrola 3,97
F. verticillioides M1325 3,98 ns

ns- notsignificant

Rezultati sli¢nih istrazivanja su pokazala o¢ekovani antifungalni u¢inak roda Streptomyces.
Getha i Vikineswary (2002.) istrazivali su utjecaj Streptomyces violaceusniger soj G10 na
Fusarium oxysporum f.sp. cubense soj 4. F. oxysporum f.sp. cubense (FOC) je jedan od
glavnih uzro¢nika bolesti koje uzrokuju uvenuce banana. Pet izolata (G10, G16, G20, G21
i G27) inhibirali su rast svih ispitivanih gljivica. Soj G10 je pokazao snazan antagonisticki
ucinak protiv 3 od 4 gljivi¢na patogena. Jedini je izolat koji je inhibirao FOC soj 4 te FOC
sojeve 1 i 2. Na ,cross-plug” pokusnim plo¢ama za ispitivanje uoceno je kako nema
direktnog kontakta izmedu soja G10 i inhibirane gljivicne kolonije. Ovo sugerira na
inhibiciju izlu¢enim difuznim antifungalnim metabolitima u agar. Inhibicija rasta micelija
gljivica bila je evidentna nakon 2 dana inkubacije, ali antagonisticki efekt bio je izraZeniji
nakon 4 dana inkubacije. Liti¢ki ucinak, uzrokovan sojem G10, prvi je put otkriven u
gljiviénim hifama nakon 2 dana inkubacije. Ve¢ Cetvrti dan ¢eSce su se opazile izoblicenje
i liza hifa. Uoceni su i drugi morfoloski u¢inci, poput abnormalnog razgranavanja hifa i
stvaranja izbo¢ina na hifama. Takoder, ispitan je i inhibitorni u¢inak soja G10 na klijanje
spora i razvoj FOC rase 4 u tlu. Rezultati su vrlo nalikovali onima opazenim u in Vvitro
pokusu. Ti ucinci ukljuuju inhibiciju klijanja gljiviéne spore, oticanje, izobli¢enje i
pretjerano grananje gljivi¢nih hifa. U svim sluc¢ajevima doslo je do odredenog pada razvoja

FOC u prisutnosti soja G10 (Getha i Vikineswary, 2002.).

Ursan i sur. (2018.) su izolirali nove Streptomyces sojeve, iz vrtnog tla i komposta, za

biolosku kontrolu protiv fitopatogenih gljiva, a posebno F. graminearum i F. culmorum.
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Vise od 78% od ukupnog broja bakterija je pokazalo inhibitorsko djelovanje prema
najmanje 2 testirana fitopatogena, ali samo su 4 soja (SS16, S15, StrS1 i StrS4) odabrana
zbog Sireg antifungalnog djelovanja. Uoceno je inhibitorsko djelovanje sojeva SS16 i Str4
na razvoj dva aflatoksina A. flavus (GE2 i T11), prethodno izoliranih iz zitarica (Ursan i
sur., 2018., cit. Ciobotaru i sur.,2015). Primijenjene metode pokazale su sposobnost veéine
odabranih bakterija da stvaraju hidrolatne enzime poput amilaze, celulaze (CMC-aze),
himinaze, lipaze i proteaze. Rezultati dobiveni ovim eksperimentima sugeriraju da sinteza
hidrolatnih enzima, poput proteaza i hitinaza, moze pridonijeti antifungalnim svojstvima
odabranih Streptomyces spp, navode autori. Nadalje, u istom istrazivanju, HPTLC
analizom kultura ekstrakata, koriste¢i zearalenon kao standard, dokazano je da je nivo
ovog mikotoksina smanjen u prisutnosti Streptomyces sojeva SS16 i Str4, stoga dobiveni
rezultati sugeriraju na smanjenje mikotoksina, barem u slucaju ZEA, tijekom uzgoja
Streptomycetes s fitopatogenim gljivama koje proizvode mikotoksin, najvjerojatnije
posljedica inhibicijskog djelovanja bakterija na rast gljivica. Odabrani prirodni sojevi
Streptomyces spp. imaju jasna antifungalna svojstva i mogu se upotrijebiti u daljnjim
eksperimentima za studije koje uklju¢uju sloZene interakcije s biljkama 1 biljnim

patogenima (Ursan i sur., 2018.).

U Iranu, Aghigi i sur. (2004.) su proveli istrazivanje o antifungalnom djelovanju
aktinomiceta na fitopatogene gljive. Ustanovili su kako od 110 izolata, 14 je pokazalo
antifungalno djelovanje barem prema jednoj od ispitivanih gljiva. To su Frankia sp. soj
103, Streptomyces plicatus soj 101, Streptomyces sp. sojevi 44, 102, 01, N, G, 56, 96, 78,
L, 30, 43 i 95. Autori su primjetili kako koristeni sojevi pokazuju prisutnost potencijalnih
antifungalnih metabolita pri ¢emu je uocen Sirok spektar djelovanja od inhibicije rasta
micelija, stvaranje mikroklerocija, proizvodnju melanina te stvaranja zone inhibicije.
Phytophthora megasperma je bila najosjetljivija, a Saccharomyces cerevisiae i Fusarium

solani su bili najmanje osjetljivi na aktinomicete, navode autori.

Streptomyces sp. soj 5406 se Kkoristi posljednjih 35 godina u Kini za zastitu usjeva pamuka
od patogena koji se prenose u zemlji. Rezultati su pokazali da uporaba Streptomyces
pospjesuje rast usjeva i povréa (Aghigi i sur., 2004., cit. Valois i sur., 1996.). Suspenzije
spora nekih od izolata se koriste u kontroli korijenskih gljiviénih uzro¢nika primjenom

tretmana na sjemenu i sadnicama (Aghigi i sur., 2004.).
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Kanini i sur. (2013.) su proveli istrazivanje bioloske kontrole protiv Fusarium oxysporum.
Ova gljiva dovodi do velikih gubitaka u staklenickoj proizvodnji, proizvodnji na
otvorenom polju te hidroponskom uzgoju. Ispitali su 528 Streptomyces izolata. Od njih
najbolji, s najvec¢im antagonistickim djelovanjem, je bio Streptomyces rochei ACTA1551
te je on dalje koristen u ispitivanju bioloske zastite rajéice. Dokazali su da sjeme zarazeno
sa Streptomyces rochei ACTA1551 moze zastiti biljke od simptoma venuca Koje uzrokuje
F. oxysporum. Takoder su zapazili usporen rast patogena u nesterilnim tlima prirodne
mikroflore. Streptomyces moze zastiti biljku samo jednim premazom sjemena suspenzijom
spora prije sjetve, prednost ove inokulacije je $to sredstvo brzo i obilno prekriva ¢itavu

povrsinu sjemena ¢ineéi ga tako puno efikasnijim (Kanini i sur., 2013.).

El-Shanshoury i sur. (1996.) su utvrdili pozitivna djelovanja kombinacije kemijskih i
bioloskih sredstava protiv uzro¢nika bolesti. Koristili su 2 vrste kemijskih sredstava,
pedimentalin i metribuzin te Streptomyces corchorusii i Streptomyces mutabilis.
Istrazivanja su pokazala kako pendimetallin i metribuzin inhibiraju rat F. oxysporum i
Pseudomonas solanacearum te potiu rast Streptomyces corchorusii i Streptomyces
mutabilis. Inhibicijski ucinak se povecava povecanjem koncentracije testiranih herbicida.
Kontrola patogena se razlikovala ovisno o vrsti, koncentraciji herbicida, antagonistickom
organizmu i vrsti tla, navode autori. Kao najuc¢inkovitiji tretman za kontrolu F. oxysporum
i P. solanacearum se pokazala inokulacija sjemena biljaka natopljenih u pendimentalinu
sa Streptomyces corchorusii i Streptomyces mutabilis. Simptomi bolesti su smanjeni u
nesteriliziranim tlima viSe nego na steriliziranim. Sli¢na zapaZanja su primije¢ena
upotrebom drugih mikroorganizama, kao $to su: Bacillus subtilis, Streptomyces griseus,
Streptomyces pulcher, Streptomyces citreofluorescan, Streptomyces atroolivaceus i
Azotobacter chroococcum. Ovo istrazivanje je primjer uspjeSne upotrebe bioloskih

preparata, a smanjene upotrebe kemijskih sredstava (EI-Shanshoury i sur., 1996.).

Nourozian i sur. (2006.) su proveli istrazivanje o bioloskoj kontroli Fusarium
graminearum na pSenici koriste¢i sojeve Bacillus subtilis 53 i 71, Pseudomonas
fluorescens biovl soj 32 i Streptomyces sp. Streptomyces je smanjio tezinu bolesti FHB 21
dan nakon inokulacije. Prinos pSenice tretirane s Streptomyces sp. soj 3 i s F. graminearum
je bio ve¢i nego u kontrolama koje su tretirane samo sa patogenom. PSenica, tretirana samo
s izolatima Streptomyces, je imala znacajno veci prinos. Ispitivani izolati pokazali su zone
inhibicije izmedu patogena i bakterija. Navode kako bi razlog tomu mogao biti posljedica

inhibitorne tvari koja luc¢i bakterija te suzbija tako rast patogenih gljiva. Druga mogucénost
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je da bakterijski izolati troSe hranjive tvari u agaru i na taj nacin zaustavljaju rast F.
graminearum. Streptomyces izolati su pokazali svoje djelovanje u pokusima na polju, iako
u laboratorijskim pokusima nisu. To upucuje na to da je pokus na polju pouzdanija metoda
nego in vitro. Neki sojevi Streptomyces sp. su dostupni u pojedinim zemljama kao bioloska
kontrola biljnih bolesti (Nourozian i sur., 2006.).

Zbog toksi¢noga djelovanja kemijskih sredstava na zdravlje ljudi i zivotinja, one¢is¢enja
okolisa, poremecaja prirodne ravnoteze, rezidua u hrani, ekoloska poljoprivreda sugerira
na koriStenje preventivnih mjera kao $to su plodored i higijena tla, gnojidba te koristenje

bioloskih sredstava (Znaor, 1996.).

Unato¢ mnogim uspjesima istrazivaca, istrazivanje u svrhu pisanja ovoga rada in vitro
metodom nije pokazalo inhibitorski u¢inak Streptomyces na rast i razvoj gljiva Fusarium
graminearum i Fusarium verticilloides. Patogene gljive su pokazale otpornost prema

antibiotskom djelovanju Streptomyces.

U svijetu se proizvede 100 000 tona antibiotika godiSnje za potrebe zdravstva,
poljoprivrede (de Lima Procopio i sur., 2012., cit. Nikaido, 2009.). Njihova pretjerana
upotreba je rezultirala otpornoS¢u patogena. Otpornost moze biti steCena genetskim
promjenama poput mutacija ili stjecanja otpornih gena horizontalnim prijenosom.
Provedeno istrazivanje sa Streptomyces izoliranim iz gradskog tla je ukazalo na
rezistentnost vecine sojeva na vise antibiotika. Na otpornost moze utjecati fiziolosko stanje
patogena te koncentracija antibiotika (de Lima Procopio i sur., 2012., cit. Aminov, 2009.,
Martinez i sur., 2009.).

U prakti¢noj upotrebi, pesticidni preparati koji su prije par mjeseci bili u upotrebi, viSe nisu
ucinkoviti. Uzroc¢nici biljnih bolesti 1 Stetnici su postali na njihovo djelovanje zbog Ceste
upotrebe. Proizvodnjom novih preparata, proces otpornosti se ubrzava i pojacava te prenosi

na potomstvo (Znaor, 1996.).
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4. ZAKLJUCAK

Proizvodnja zitarica je vazna za ishranu ljudi i1 zivotinja. No, njihov rast i razvoj
ugrozavaju fitopatogene gljive uzrokujuc¢i smanjen rast, propadanje biljke i nize prinose.
Mikotoksini koji proizvode gljive imaju negativne utjecaje na organizam zivih bi¢a. U
mnogim istrazivanjima potvrdena je antifungalna sposobnost aktinomiceta, a medu njima
najpoznatiji i najistrazeniji je rod Streptomyces. U ovom istrazivanju istrazivani rod
Streptomyces nije potvrdio inhibicijski i antifungalni u¢inak na rast F. graminearum
110250, F. graminearum R5796, F. verticilloides M7075 i F. verticilloides M1325. No,
ipak, aktinomicete, a posebice rod Streptomyces, zasluZzuju punu paznju istrazivaca.
Slijedeca istrazivanja bi trebala identificirati i druge vrste i sojeve roda Streptomyces kao

potencijalne bioloske izolate za suzbijanje uzro¢nika biljnih bolesti.
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