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1. UVOD

Opce je poznato i dokazano kako je konvencionalna proizvodnja povrca i ostalog
bilja, uz industriju i promet najveéi onecis¢iva¢ okoliSa. Proizvodaci naj¢e$¢e mineralna
gnojiva i pesticide koriste po vlastitoj pretpostavci, ne razmisljajuci o Stetnim posljedicama
koje nose poput erozije tla, ispustanja staklenickih plinova uzrokujuéi oneciséenje,
zakiseljavanje tla i voda, gubitka genetske raznolikosti dr. (Poveda i Eugui, 2022.). Prema
dokazima mnogih znanstvenika, kemijska zastita dovodi do degradacije i salinizacije tla,
gubitka plodnosti, eutrofikacije voda, oneciS¢enja tla i okoliSa pesticidima, njihovim
derivatima 1 teSkim metalima, smanjenja humusa, smanjenja bioloske raznolikosti,
fitotoksi¢nosti, ostataka rezidua pesticida u biljkama i tlu, promjene strukture tla (Srpak i
Zeman, 2018.), dok mineralna gnojiva uzrokuju zakiseljavanje tla, onecis¢enja podzemnih
i drugih voda ispiranjem nitrata i nitrita (Vinkovic¢ i sur., 2019.), §to sve skupa dovodi do
opasnih ekoloskih posljedica i iscrpljivanja neobnovljivih prirodnih resursa. Kemijski
pesticidi su teSko razgradivi, toksi¢ni, djeluju Stetno na pcele, korisne Kkukce,
mikroorganizme u tlu, dok $tetni kukci i patogeni mikroorganizmi razvijaju rezistentnost

pa je njihova djelotvornost smanjena (Srpak i Zeman, 2018.).

Kako bi se smanjio negativan utjecaj konvencionalne proizvodnje, poljoprivrednici
bi se trebali okrenuti alternativnoj odrzivoj i okolisno prihvatljivoj proizvodnji koja za cilj
ima smanjenje oneci$éenja okolisa, Cuvanje i poticanje bioloske raznolikosti kao i ¢uvanje
I obnavljanje plodnosti tla putem prirodnih mehanizama regulacije, zatim ekonomsku
odrZivost sustava proizvodnje te minimalnu uporabu agrokemikalija (Vinkovi¢ 1 sur.,
2019.). Na jednom hektaru plodnog tla nalazi se oko 20 tona zivih organizama Koji su
zasluzni za opskrbu biljke hranivim tvarima. Milijarde mikroorganizama razgraduju
organske tvari i spojeve u tlu te tako omoguéuju da ih biljka iskoristi (Sakota, 2016.).
Jedan od mnostva tih korisnih mikroorganizama je i benefitna gljiva Trichoderma
harzianum spp. koja se nalazi u tlu kao slobodno zivuci rizosferni organizam koji
kolonizira povrsinu korijena biljke kao oportunisti¢ki biljni simbiont. Diljem svijeta se
izolira iz tla, umnaza i spravlja za zastitu patogenih gljiva u vidu biofungicida, zatim kao
biognojivo i opcenito kao biljni inokulant u vidu biostimulatora i ojacivaca bilja. Biljni
inokulanti nisu svrstani u kategoriju biofungicida, ali imaju jednak ucinak na biljne

patogene mikroorganizme. lako se na deklaraciji biognojiva i biostimulatora na bazi T.



harzianum spp. ne navode tvrdnje o kontroli mnogih bolesti povréa, njihove dobrobiti i

ucinkovitost su vrlo dobro istrazene i priznate (Topolovec — Pintari¢, 2019.).

T. harzianum spp. u interakciji sa drugim patogenim mikroorganizmima razvija
mehanizme djelovanja (parazitizam, kompeticija, antibioza, inducirana rezistentnost)
kojima nadjaca i usmrti biljne patogene, dok u interakciji sa biljkom, aktivira obrambeni
sustav biljke kako bi se obranila od patogena (Btaszczyk i sur., 2014.). Trichoderma vrlo
brzo endofitski naseli biljku, gdje zivi simbiotski, pruzaju¢i dugu ucinkovitost,
omogucavajuéi biljci da bude otpornija na bolesti, Stetne kukce, fitoparazitne nematode,
abiotske 1 biotske stresove, stvarajuci joj povoljne uvijete za zdrav rast i razvoj, $to u

konacnici proizvoda¢ima osigurava visok prinos (Topolovec — Pintari¢, 2019.).

Rezultatima istrazivanja potvrduje se ucinkovitost T. harzianum u zastiti
najznacajnijih biljnih patogena koji se Sire tlom (Paradikovi¢ i sur., 2007., Balicevi¢ i sur.,
2008., Thambugala i sur., 2019., Geng i sur., 2022., EI-Zahaby i Belal, 2008., Elad, 2000.).
Razvija se i inovativna strategija kontrole virusne bolesti CMV-a (virus mozaika
krastavca) u kontroli raj¢ica primjenom bioloSkog agensa T. harzianum budué¢i da su
rezultati istrazivanja pokazali smanjenje pojave bolesti (Vitti i sur., 2015., 2016., Al-
Jaddawi i sur., 2019.). Nafady i sur. (2022.), Yan i sur. (2021.), Shebani i Havadi (2008.),
Gogoi i Mahanta (2013.) potvrduju djelotvornost i uéinkovitost T. harzianum u ekoloski
prihvatljivoj bioloskoj kontroli fitonematoda. Zadnjih nekoliko godina, velika paZznja daje
se proucavanju mogucénosti suzbijanja i Stetnih insekata primjenom biopreparata na bazi T.
harzianum budu¢i da su rezultati istrazivanja pokazali uspje$no smanjenje populacije
Stetnika (Alvarez-Garcia i sur., 2022., Rodriguez-Gonzélez i sur., 2018., 2019., Jafarbeigi i
sur. 2020., Coppola i sur. 2019., Kottb, 2017., Zahran i sur. 2017., Vinkovi¢ i sur., 2019.,
Poveda, 2021.).

Biopreparati koji sadrze T. harzianum osim zastite patogenih mikroorganizama
obavljaju i mineralizaciju humusa, tesko topljive spojeve prevode u biljkama pristupacne
oblike te tako mogu reducirati gnojidbu (Vinkovi¢ i sur., 2019.). Trichoderma stimulira
rast i razvoj biljaka, povecava otpornost biljke na stres, ubrzava kompostiranje, popravlja
strukturu tla, povecava plodnost, odrzava pH tla, pa izravno i neizravno sudjeluje u boljoj
apsorpciji mineralnih hraniva biljke (Btaszczyk i sur., 2014.). Primjena benefitne gljive T.
harzianum kao alternativna zamjena kemijskim pesticidima i mineralnim gnojivima u
proizvodnji povréa je moguca i sigurna za okoliS. Primjenom T. harzianum ¢uva se i

poboljsava bonitet tla, eutrofikacija podzemnih voda ili ¢e se reducirati ili ¢e potpuno



izostati, pcele kao vazni opraSivaci i korisna mikrofauna ostat ¢e neoSteceni, uzrocnici
bolesti i Stetnici reducirat ¢e se prirodnim putem (Vinkovi¢ i sur., 2019.) jer se uspostavlja
prirodna ravnoteza bez koje nije mogué zivot na zemlji. Povrée koje se proizvede uz
ovakvog bio agensa biti ¢e zdravije, nutritivno bogatije, Sto znac¢i da ¢e ujedno i ljudska

populacija biti zdravija konzumirajuéi takvu ,,zivu* hranu.

1.1 Cilj istrazivanja

Ovaj rad prikazati ¢e uéinkovitost, znacaj i korist benefitne gljive Trichoderme
harzianum kao bioloskog agensa u odrzivoj proizvodnji povrcéa. Naglasak ¢e biti na zastitu
fitopatogenih gljiva, virusa, Stetnih kukaca, fitoparazitnih nematoda koji u proizvodnji
povréa nanose velike gubitke kako kvantitativne tako i kvalitativne. Cilj istrazivanja je
prikazati mogucéu zamjenu kemijskih preparata alternativnim bioloskim metodama kontrole
Stetnih mikroorganizama uporabom mikrobioloskih pripravaka na bazi spora gljive

Trichoderma harzianum spp.



2. ODRZIVA PROIZVODNIJA POVRCA

Pod pojmom odrziv krije se podizanje standarda i kvalitete proizvodnje uz uvjet da
se ne narusava globalni ekoloski sustav. Odrzivom proizvodnjom, kako bi se prehranila
svjetska populacija i poveéala produktivnost usjeva, mora se rijeSiti problem opskrbe
biljaka hranivim tvarima, povecati tolerancija biljaka na abiotske stresove i moraju se
smanjiti gubitci uzrokovanih $tetnicima i patogenima (Poveda i Eugui, 2022.). Prvi korak
koji proizvodac¢ mora napraviti kako bi zapoceo oCuvanje ekosustava jest postupni prelazak
sa konvencionalnog nacina uzgoja na odrziv tj. integrirani ili ekoloski sustav proizvodnje.
Sveopée je poznato da je zelena revolucija znacajno utjecala na promjenu nacina
proizvodnje iz razloga kako bi se zadovoljila potraznja hrane za sve vecu populaciju ljudi
na zemlji. Povecala se potroSnja sintetskih kemijskih pesticida i gnojiva sto je dovelo do
negativnih i vrlo opasnih posljedica na tlo i okoli§ (Pani i sur., 2021.). Upravo su sredstva
za zastitu bilja i gnojiva najée$éi Gimbenici zagadenja tla i voda (Barié i Paja¢ Zivkovié,
2020.). Povrsinski sloj tla je sve vise iscrpljen, dolazi do kontaminacije podzemnih voda,
povecan je troSak proizvodnje, smanjen broj malih obiteljskih gospodarstava. Zakonom o
odrzivoj uporabi pesticida (NN 14/14) u Clanku 4. odreden je Nacionalni akcijski plan za
postizanje odrzive uporabe pesticida sa ciljem smanjenja rizika od Stetnog ucinka pesticida
na okoli$, bioloSku raznolikost, zdravlje ljudi. Njime se poti¢e integrirana zastita bilja u
praksi, Sto je temelj suvremene zaStite bilja. Kako bi se odrZivi sustav uspostavio,
proizvodaci ¢e se morati koristiti metodama (agrotehnickim, mehanickim, fizikalnim,
bioloSkim, biotehnickim) koje su prvenstveno ekonomski opravdane, koje poticu
obnavljanje 1 Cuvanje plodnosti tla, smanjuju oneciS¢enje tla, vode i zraka, koje poticu
ocuvanje bioloSke raznolikosti uz minimalnu uporabu agrokemikalija (Vinkovi¢ 1 sur.,
2019.). Mikroorganizmi koji se koriste u poljoprivredi, poput benefitne gljive T.

harzianum, dijele se na biopesticide i biostimulatore (Poveda i Eugui, 2022.).

Sve viSe znanstvenika potvrduje kako se negativan utjecaj kemijske gnojidbe i
uporaba pesticida moze znatno smanyjiti i izbje¢i primjenom bio-agenasa poput biognojiva,
biofungicida, bioinsekticida, bioherbicida i biostimulatora. To su neke od moguénosti
uspostavljanja odrzivog sustava u proizvodnji povréa koje utjecu pozitivno na tlo, okolis,
biolosku raznolikost i dr. Benefitna gljiva Trichoderma harzianum pridonosi odrzivom
nacinu proizvodnje povrca jer se moze koristiti kao sredstvo za biolosku kontrolu biljnih

bolesti, kao sredstvo za poticanje rasta biljaka, kao prirodni agens razgradnje organskih



tvari pospjesujuci brzinu procesa razgradnje, kao biolosko sredstvo remedijacije (Zin i sur.,
2020.), a po novijim znanstvenim istrazivanjima ucinkovita je u borbi protiv virusnih
oboljenja biljaka te zbog svojstva parazitizma i repelentnosti, mogla bi se Koristiti i u
bioloskoj kontroli Stetnih kukaca i fitonematoda. U svijetu se ve¢ doprinosi kvalitetnim
na¢inom biolo§kog suzbijanju patogena koji izazivaju bolesti povréa. Vrlo je pogodno za
koristenje u kontroliranim uvjetima biljne proizvodnje koja ukljucuje proizvodnju povréa u
zaSti¢enim prostorima te hidroponski uzgoj (Mili¢evi¢ 1 Kaliterna, 2014.).

Upravo Pani i sur. (2021.) kao i mnogi drugi znanstvenici potvrduju kako je
benefitna gljiva Trichoderma harzianum najkoristeniji bio agens u kontroli biljnih bolesti
jer se vecina poljoprivrednika koristi bioloskim fungicidima pripremljenih od ove gljive
zbog pozitivnih strategija antagonistickih mehanizama (Slika 1.) mikoparazitizma,
antibioze, kompeticije za hranive tvari i prostor, induciranog otpora biljke i tolerancije na
stres (Silva i sur., 2019.). Upravo zbog svih navedenih benefita gljive T. harzianum,
odrziva proizvodnja bila bi 100% odrZiva primjenom komercijaliziranih preparata u vidu

mikofungicida, biognojiva i biostimulatora kojima proizvodaci trebaju dati priliku.
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Slika 1. Strategije biokontrole Trichoderme harzianum
Izvor: https://www.fampfaculdade.com.br/wp-content/
uploads/2019/08/Silva-et-al-2019-Trichoderma-

pathogen-plant-interaction.pdf



2.1. Agrotehnicke metode

Uporaba certificiranog sjemena i presadnica, sjetva i uzgoj otpornih sorata i hibrida,
vrijeme sjetve, sadnje, obrada tla, plodored i uravnoteZzena gnojidba predstavljaju
najvaznije agrotehnicke metode u proizvodnji povrca koje utjecu na pojavu vecine Stetnih
organizama (Vinkovi¢ i sur., 2019.). Pravilnim agrotehnickim metodama omogucuje se
sinergizam 1 bolja interakcija mikroorganizam - tlo — biljka, ¢ine¢i meduodnos

uravnoteZenim i simbiotskim.

2.1.1. Plodored

Plodored je jedna od metoda odrzive proizvodnje povréa koja ukljuuje izmjenu
(prostornu — poljosmjena i vremensku — plodosmjena) kultura prema botani¢kim
porodicama, prekrivanje tla meduusjevima kojima se sprjeCava erozija i ispiranje nitrata,
sprjecava Sirenje Stetnih patogenih mikroorganizama, Stetnih kukaca i fitonematoda.
Pretkulture iznosenjem velikih koli¢ina biogenih elemenata iz tla utjeCu na bilancu hraniva,
stoga se u plodored uvode djetelinsko-travne smjese, leguminozne, drvenaste i zeljaste
biljke kojima se povecava sadrzaj hraniva u tlu. U proizvodnji povréa, ovisno da li je na
otvorenome polju ili u zastiCenom prostoru, izmjena usjeva moze biti ista ili razliCita,

ovisno o tipu proizvodnje, tj. 0 opremi kojom se raspolaze.

Kao primjer plodoreda na otvorenome polju u intenzivnoj ekoloskoj proizvodnji
povréa se u prvoj fazi povecava plodnost tla koja traje jednu do dvije godine te se tada
uzgaja grahorica, lucerna ili djetelina jer usvajaju dusik iz atmosfere. U drugoj fazi se
uzgaja povrée koje ima velike potrebe za dusikom i to u prvoj godini (kupusnjace, salata,
krumpir), u drugoj godini (luk, mrkva, celer, poriluk), a u tre¢oj godini (grah, kukuruz
Secerac). U plodored se moze nadodati i sjetva jedne ili viSe ratarskih kultura, najéesce
Zitarica, sa ciljem odmora usjeva iliti prekida proizvodnje. Pravilna izmjena usjeva u jednoj
ili tijekom viSe godina, ovisno o modelu proizvodnje, treba i¢i odredenim redoslijedom i
to, korjenasto povrée, zatim lisnato, plodovito te na kraju zrnato povrée (Vinkovié i sur.,
2019.).

Metoda izmjene usjeva ukljucuje i sjetvu alelopatskih usjeva koji poboljsavaju
prinose, kvalitetu tla te ispuStaju kemikalije zvane alelokemikalije kojima se reducira

brojnosti napada biljnih patogena i brojnosti korova, a primjenjuje se u obliku zelene



gnojidbe, malca, pokrivaca tla, pokrovnih usjeva (Vinkovi¢ i sur., 2019.). Biljke s
alelopatskim djelovanjem u vidu bioherbicida, insekticida, regulatora rasta i antimikrobne
zaStite usjeva obecavaju odrzivu proizvodnju povréa i ostalih kultura budué¢i da pokazuju
uc¢inkovitost (Aci i sur., 2022.).

Zimzelena ili vazdazelena poljoprivreda u rotaciju usjeva ukljucuje pojedine
drvenaste vrste koje opskrbljuju tlo hranivim tvarima, pozitivno utjeCu na biolosku
fiksaciju dusika, osiguravaju trajni zeleni pokriva¢, povecavaju koli¢inu organske tvari u
tlu, povecavaju udio humusa te se njihovom primjenom ostvaruju visi prinosi uz
minimalna ulaganja. Upravo biljke i stabla koja usvajaju dusik iz atmosfere postaju
izvrstan model kojim se povecava plodnost tla. Vrste stabala poput Gliricidia, Sesbania,
Tephrosia i Faidherbia albida mogu usvojiti i vise od 600 kg N/ha godisnje te se zbog tako
visokog usvajanja dusika mogu upotrijebiti u intercropping modelu koji ukljuéuje
meduredno usijavanje drvenastih i zeljastih biljaka. Tim modelom mogu se smanjiti
potrebe za gnojidbom duSika 1 do 75% S§to je od velike vaznosti u odrzivoj proizvodnji
povrca koja zahtjeva velike koli¢ine dusika u tlu jer su to kulture koje crpe najvise hraniva

1 daju najvece prinose po jedinici povrsine (Vinkovi¢ i sur., 2019.).

2.1.2. Gnojidba

Jedan od bitnijih modela odrzive proizvodnje povréa jest gnojidba kojom ne samo
da se postizu stabilni i visoki prinosi, ve¢ je njena glavna vaznost Kvaliteta proizvoda, veca
plodnost tla, ocuvan okolis. Cilj gnojidbe je planski i sustavno posti¢i optimalnu
raspolozivost hraniva u tlu koja je izravna ili posredna posljedica svojstava tla. Najveci
utjecaj na raspolozivost hraniva u tlu imaju tekstura i struktura tla, vlaznost, humoznost i
pH-reakcija tla (Vinkovi¢ i sur., 2019.).

Dobra struktura tla vazan je element za prevenciju uzro¢nika biljnih bolesti iz tla
poput Pythium spp. ili Sclerotinia spp. (Bari¢ i Pajaé Zivkovi¢, 2020.). Kako bi se
raspolozivost hraniva ocuvala, nuzno je odrzavati plodnost mjerama popravaka ili
kondicioniranja tala te gnojidbom. Njima se postizu efikasni u¢inci vece plodnosti a samim
time 1 vece elastiCnosti tla §to osigurava sposobnost neutralizacije stresnih uvjeta okoliSa
kao na primjer bolje podnosenje sezonskih susnih razdoblja 1 nepovoljnih ucinaka suvisne
ili nedovoljne gnojidbe. Uslijed prekomjerne raspolozivosti hraniva u tlu gnojidbom se

negativno utjeCe na kvalitetu proizvoda i smanjenje prinosa zbog bujnosti biljaka,



intenzivnog napada uzrocnika bolesti, a pojavom kloroze i nekroze mogudéi je toksican
uc¢inak na biljku (Vinkovi¢ i sur., 2019.). Odrzavanje optimalne neutralne pH-reakcije tla
smatra se vrlo vaznim okoli$nim ¢imbenikom u rizosferi buduc¢i da pH-reakcija tla utjece
na ucinkovitost bio agensa T. harzianum kojem za optimalan rasti i razvoj micelija
odgovara pH7 (Grafikon 1.) (El-Zahaby i Belal, 2008.).
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Grafikon 1. Utjecaj pH-reakcije tla na rast micelija T. harzianum
Izvor: https://lwww.researchgate.net/publication/267029639 _biocontrol_of cantaloupe
_white_mould_disease_sclerotinia_sclerotiorum_lib_de_bary by trichoderma_

harzianum_el-zahaby 1

Model primjene zelene gnojidbe ili sideracije jest unoSenje nadzemne mase
pojedinih kultura u tlo uzgojenih isklju¢ivo za tu namjenu sa ciljem ocuvanja optimalnih
fizikalnih svojstava tla i povecanja plodnosti tla. Djeluje povoljno na tlo tako $to
poboljsava biolosku aktivnost tla, obogacuje ga organskom tvari, omogucuje bolje
koristenje teze pristupacnih hraniva, a na tezim tlima utjeCe na biolosku drenazu. Na
lakSim tlima sideracijom se povecava kapacitet tla za vodu, utjeCe na pedohigijenu tla, te se
osigurava opskrba tla organskom tvari i bolja pristupacnost hranivih elemenata. Takoder se
smanjuje ispiranje hraniva, ispiranje nitrata, isparavanje vode iz tla i negativan utjecaj suse
koja je sve viSe izraZenija. Uz sve navedeno, sideracijom se neizravno smanjuje potreba za
dodavanjem gnojiva, smanjuje se korovna populacija, zasjenjuje se tlo u ljetnome
razdoblju i time se zadrzava vlagu u tlu i §titi od erozije. Za sjetvu siderata mogu se
koristiti leguminoze i to crvena (Trifolium pratense) i bijela djetelina (Trifolium repens),
lupina (Lupinus albus — bijela, L. luteus — zuta, L. angustifolius — plava), grahorica (Vicia
villosa — maljava, Vicia sativa — obi¢na grahori), grahor (Lathyrus pratensis), kokotac

(Melilotus albus), bob konjski (Vicia faba) itd. ili neleguminozne vrste (repice Brassica

8



napus, ogrstica Brassica rapa oleifera, gorusica Sinapis alba, uljna rotkva Raphanus

sativus, facelija Phacelia tanacetifolia, heljda Fagopyrum esculentum) (Bogovi¢, 2012.).

2.1.3. Trichoderma harzianum spp. — biognojivo

Trichoderma harzianum moze se primjenjivati i kao biognojivo. Budu¢i da T.
harzianum sudjeluje u transformaciji i razgradnji organskih tvari u tlu, smanjuje se potreba
za konvencionalnim NPK gnojivima. T. harzianum pomaze u topivosti fosfata u tlu ¢ineéi
th dostupnim biljkama, a poboljSava 1 apsorpciju mikro i makro elemenata bitnih za
ostvarenje maksimalnog prinosa. Moze detoksicirati toksi¢ne spojeve U tlu. Pretvara
nepokretni oblik zeljeza u pokretni oblik otpustanjem siderofora, pa sav pokretni oblik
zeljeza biljke mogu apsorbirati. Trichoderma poveéava dostupnost vlage u tlu, pa se
upotrebom proizvoda na bazi Trichoderme povecava masa korijena bilo u navodnjavanim
ili u suhim uvjetima budu¢i da uspostavlja dobre uvjete za zdrav razvoj biljaka (Pani i sur.,
2021.). Trichoderma ubrzava klijanje sjemena proizvodeci spojeve zeaksantin i giberelin.
Povecéava topljivost hranivih tvari u tlu koji inae nisu dostupni biljkama uz pomo¢
enzima. Proizvodi kiseline poput limunske, kumarinske 1 glukonske, uzrokujuéi
oslobadanje iona fosfora i mikroelemenata koji kasnije postaju dostupni biljkama. Povoljni
ucinci vidljivi su 1 u proizvodnji vitamina, mobilizaciji organskih 1 hranivih tvari iz tla,
povecanoj dostupnosti biogenih elemenata dusika i fosfora, te pojacanog intenziteta unosa 1
transporta minerala. Trichoderma stimulira i pospjesuje rast i razvoj biljaka, povecava
njihovu otpornost na stres, ubrzava kompostiranje (Btaszczyk i sur., 2014.). Trichoderma
stimulira dublje ukorjenjivanje te tako povecava volumen tla koje je koloniziralo korijenje
biljaka Sto dovodi do povecane ucinkovitosti koristenja dusika u biljkama. Od ukupne
koli¢ine primijenjenog dusi¢nog gnojiva biljke otprilike uzimaju samo 33%. U nekoliko
razli¢itih usjeva, podaci iz terenskih ispitivanja tretmana s Trichodermom ukazuju na
mogucnost smanjenja koli¢ine primijenjenog dusika za 30 — 50 % bez smanjenja prinosa.
Usteda u primjeni dusSika iznosila bi viSe od milijardu kilograma duSika godisnje kada bi se
0VO0 Smanjenje primijenilo na 30 milijuna hektara pSenice u SAD-u (Topolovec — Pintari¢,
2019.). T. harzianum kao mikrobni biostimulator moze izravno opskrbiti biljku hranivim
tvarima, poboljSati im pristup i povecati toleranciju biljke na abiotske stresove (Poveda i

Eugui, 2022.).



2.2. Bioloske metode

Koristenje prirodnih agenasa za suzbijanje 1 smanjivanje gusto¢e populacije Stetnih
organizama i uzro¢nika biljnih bolesti putem parazitizma, kompeticije za prostor i hranive
tvari, antibioze i dr. predstavlja biolosku zastitu bilja (Pandit i sur., 2022.). Makrobioloski
agensi ukljucuju korisne kukce (predatore i parazitoide), grinje rodova Amblyseius,
Phytoseiulus, Typhlodromus 1 dr., entomopatogene nematode (vrste iz porodica
Heterorhabitidae, Rhabditidae, Mermithidae i Steinernematidae), ptice, pauke i sisavce,
dok mikrobioloski agensi uklju¢uju mikroorganizme koji su uzroc€nici bolesti Stetnih
organizama, a to su bakterije rodova Baccilus, Agrobacterium, Pantoea, Burkholderia,
Pasteuria, Streptomyces i Pseudomonas, gljive rodova Trichoderma, Gliocladium,
Ampelomyces, Coniothyrium, Pythium, zatim pseudogljive, virusi (citoplazmatske
poliedrije CPV, granuloze GV, entomopox virusi EPV), mikosporidije i mikoplazme.
Takoder, u agense bioloskog suzbijanja Stetnih organizama ubrajaju se derivati (metaboliti)
nekih organizama (derivat abamektina dobiven iz mikroorganizma tla Streptomyces
avermitilis i derivat aktinomiceta Saccharoployspora spinosa) te prirodni pesticidi
dobiveni iz raznih biljaka. Poznati prirodni spojevi od kojih se pripravljaju prirodni
pesticidi su azadirahtin sintetiziran iz indijske biljke neem (Azadirachta indica), piretrin
sintentiziran iz biljke dalmatiskog buhac¢a (Tanacetum cinerariifolium) i nikotin

sintentiziran iz biljke duhana (Nicotiana tabacum) (Bari¢ i Paja¢ Zivkovié, 2020.).

Stetni organizmi kulturnog bilja u prirodi imaju svoje antagoniste. Upravo su to
prirodni neprijatelji, a nazivaju se i korisna fauna. Njihova uloga vrlo je bitna i od velike
vaznosti. Odrzavaju ravnotezu i stabilnost agroekosustava, te reguliraju populaciju svih
Stetnih organizama ispod kritiénog praga. Prirodnu ravnoteZu uspostavljaju tako S$to
napadaju, vrSe zarazu ili se hrane Stetnim organizmima ne dopustajué¢i im pojacano
razmnozavanje 1 ujedno ih odrzavaju na prihvatljivoj pojavnoj razini (Franin i Bari¢,
2011.). U svijetu se aktivno primjenjuju i komercijalno proizvode prirodni neprijatelji
(Bari¢ i Paja¢ Zivkovi¢, 2020.) te razni bioloski pripravci tzv. biopreparati na bazi korisnih
mikroorganizama (gljiva, virusa, bakterija, nekih algi i nematoda) za biolosko suzbijanje
Stetnih kukaca, biljnih parazita (uzroc¢nika bolesti) i korova pokazuju¢i odli¢ne rezultate
ucinkovitosti (Igrc Bar€i¢ 1 Maceljski, 2001.). Prema marketinSkim izvje$¢ima, Sjeverna
Amerika zauzima najvece trZiSte biopesticida, nakon cega slijedi Europa. Rast sintetskih

pesticida na trzistu ocekuje se izmedu 5 % i 6 %, dok se za biolosku zastitu pokazalo vise,
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cak i od 15 % viSe po godini. Veéina poljoprivrednika izvjescuje kako koriStenjem

bioloske zastite dobivaju bolje prinose i imaju zdravije usjeve (Lenteren i sur., 2017.).

Na djelovanje bioloskih agenasa utjeCe niz faktora poput klimatskih okolnosti,
fiziolosko 1 genetsko stanje domadina, te razni drugi Cimbenici koji poveéavaju
promjenjivost zeljenih utjecaja bioloskih agenasa. Iz tih razloga, bioloska zastita je
najces¢e ograniCena na primjenu u kontroliranim stakleniCkim i plastenickim uvjetima
proizvodnje povréa (Pandit i sur., 2022.). Bioloske metode sigurne su za okoli$ i uvelike

pridonose odrzivoj proizvodnji povrca i ostalog bilja.

2.2.1. Trichoderma harzianum spp. — biofungicid

Biopreparati koji sadrze zive organizme gljive Trichoderme harzianum spp. tzv.
biofungicidi, komercijalizirani su bioloski preparati Koji se Koriste u bioloSkim metodama
zastite povréa od patogenih gljiva. Registrirani su kao mikrobni fungicidi koji u sastavu
sadrze jednu ili kombinaciju vise antagonistickih gljiva vidljivih u tablici (Tablica 1.) kao i

koje patogene suzbijaju (Mili¢evi¢ i Kaliterna, 2014.).

Tablica 1. Antagonisticke gljive i patogeni koje suzbijaju

Vrste antagonistickih gljiva Biljni patogeni koje suzbijaju

. ] Pythium spp., Rhizoctonia spp.,
Trichoderma harzianum ) L .
Fusarium spp., Botrytis cinerea i dr.

) ] ] Armillaria spp., Fusarium spp.,
Trichoderma harzianum i )
) o Phytophthora spp., Pythium spp,
Trichoderma viride ) ) )
Rhizoctonia spp., i dr.

Trichoderma harzianum i ] . . .
] . ) Rhizoctonia spp., Pythium spp. i dr.
Gliocladium virens

) Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Trichoderma spp. ) )
Pythium spp., Fusarium spp.
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U mnogim zemljama proizvodi za biolosku zastitu temelje se na gljivama iz roda
Trichoderma. Oko 60 % svih registriranih proizvoda medunarodnog trzista biofungicida
proizvode se na bazi Trichoderma spp., a do danas ih je predstavljeno vise od 250
dostupnih diljem svijeta. U veéini proizvoda na bazi Trichoderma spp., T. harzianum je
prevladavajuéa vrsta 83 %, od ¢ega je 55 % njih u kombinaciji s T. viride, a 28 % u
kombinaciji s T. koningii. Indija je vodeca zemlja u smislu enormne upotrebe Trichoderma
proizvoda i obuhvaca 90 % azijskog trzista. Slijedi Brazil s najve¢om proizvodnjom u
Juznoj 1 Srednjoj Americi gdje u Venezueli i Kubi vlada podrzava i sluzbeno preporucuje
razvoj 1 koriStenje proizvoda na bazi gljive Trichoderma spp. (Topolovec — Pintaric,
2019.).

Procjenjuje se da 90 % svih antagonistickih gljiva koje se koriste u zastiti bilja
pripadaju rodu Trichoderma (Btaszczyk i sur., 2014.), a da se najvise pripravaka proizvodi
na bazi spora Trichoderme harzianum (Harman, 2000.). Biljni inokulanti kao
biostimulatori i ojac¢ivaci bilja, nisu svrstani u kategoriju biofungicida, ali imaju jednak
ucinak na biljne patogene mikroorganizme. lako se na deklaraciji biognojiva i
biostimulatora na bazi T. harzianum ne navode tvrdnje o kontroli mnogih bolesti povréa,
njihove dobrobiti 1 u€inkovitost su vrlo dobro istrazene i priznate. To daje prednost trziStu
proizvodnje jer su izbjegnuta toksikoloska ispitivanja, ispitivanja u€inkovitosti za gotovo
svaku kombinaciju usjeva i patogena, usto je i financijski neisplativo §to sve skupa

ogranicava i onemogucuje registraciju biofungicida (Topolovec — Pintari¢, 2019.).

Mikofungicidi se mogu aplicirati na viSe nacina i ovisno o potrebi. Moguca je
primjena prije sadnje na sjeme ili materijal za razmnozavanje, zatim tokom sjetve ili
presadivanja u tlo te zalijevanjem prilikom navodnjavanja ili primjenu kao potapanje ili
umakanje korijena. Izravnom primjenom na sjeme i korijenje osigurava najveci uspjeh
kolonizacije (Topolovec — Pintari¢, 2019.). Sirom svijeta prodaje se niz bioloskih
proizvoda za kontrolu gljivi¢nih biljnih patogena i opCenito se proizvode u obliku granula,
vlazivih praskova, praSine 1 tekucih proizvoda na bazi vode ili ulja koriste¢i razlicite
mineralne i organske nosace. Kako bi proizvodnja bila okrenuta prema odrzivom sustavu,
primjena biopreparata na bazi spora T. harzianum igra kljuénu ulogu u zastiti povréa.
Moze se koristiti kao mikoparazit na velikom broju biljnih patogena i u svim granama

proizvodnje.
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3. BENEFITNA GLJIVA TRICHODERMA HARZIANUM Rifai

Benefitna gljiva Trichoderma harzianum Rifai je anamorfni stadij roda
Trichoderma koji prema statistickoj Kklasifikaciji pripada koljenu Ascomycota, razredu
Sordariomycetes, redu Hypocreales i porodici Hypocreaceae (Blaszczyk i sur., 2014.).
Teleomorfni stadij gljive je Hypocrea lixii Pat. Morfoloska vrsta Trichoderma harzianum,
izvedena je iz askospora Hypocrea lixii i to H. nigricans, H. lentiformis u cistoj kulturi
(Chaverri i Samuels, 2002.). Karakterizira je brz rast micelija, obilna proizvodnja kuglastih
konidija raznolike pigmentacije i to od bezbojnih do razli¢itih nijansi zelenih pa sve do

sivih ili ponekad smeckastih nijansi (Slika 2.) (Pani i sur., 2021.).

Slika 2. Proizvodnja konidija T. harzianum razne pigmentacije
Izvor: https://hr.thpanorama.com/articles/biologa/trichoderma

-harzianum- caractersticas-morfologa-reproduccin.html

Gledaju¢i mikroskopski, T. harzianum se sastoji od septiranih hifa, granastih
konidiofora, fialida u obliku tikvice i loptastih zelenih konidija (Slika 3.) (Suriyagamon i
sur., 2018.). Prisutna je u gotovo svim tipovima tala kao slobodno zivuci avirulentni
rizosferni organizam. Kolonizira povrsinu zdravog korijenja biljaka (Topolovec — Pintari¢,
2019.). Vazna je u poljoprivrednoj proizvodnji zbog svojih korisnih ucinaka na rast i
razvoj biljaka, mikoparazitskih svojstava, moguénosti opskrbe biljaka hranivim tvarima,
sposobnosti induciranja obrambenih reakcija biljaka protiv patogena, sprjecavanja
oStecenja izazvanih kukcima (Vitti i sur., 2015.), povecanja otpornosti na stres (Alfiky i

Weisskopf, 2021.). Tretiranjem tla, T. harzianum i T. viride se uglavnom primjenjuju u oko
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87 razlicitih usjeva protiv 70 patogena koji se prenose tlom i 18 folijarno prenosivih

patogena, uglavnom gljiva (Topolovec — Pintari¢, 2019.).

Slika 3. Septirane hife, granasti konidiofori, fialide u obliku

tikvice i loptaste zelene konidije T. harzianum

Izvor: https://ph02.tci-thaijo.org/index.php/ennrj/article/view/117514/98166

Utvrdeno je da je T. harzianum povezana s poveéanjem ucinkovitosti fotosintetskih
i respiratornih aktivnosti koje neizravno pomazu biljci u rastu i razvoju. Kada se unese u
tlo, koloniziraju¢i korijenje biljke, T. harzianum se natjeCe sa mikrobima rizosfere.
Kolonizira povrSinu korijena, prodire u epidermu korijenskog tkiva i nekoliko slojeva
stanica te tako uspostavlja pseudomikorizni odnos s biljkom domacinom uz dobrobit
zdravlja i kondicije biljke, smatrajuci se oportunisti¢kim biljnim simbiontom. Lokaliziranu
I sustavnu otpornost biljaka na napad patogena aktivira upravo taj intiman odnos izmedu
benefitne gljive i biljke (Topolovec — Pintari¢, 2019.). T. harzianum oslobada molekule
elicitora koje poticu rast biljaka, korijenja, povecavaju dostupnost hranivih tvari, te
induciraju obrambene mehanizme biljke i time zna¢ajno povecavaju otpornost biljaka na
nepovoljne abiotske i biotske ¢imbenike koji ograniavaju rast i razvoj biljaka (Pani i sur.,
2021.).

U konkurenciji s biljnim nametnicima za ostatke korijena biljaka T. harzianum
djeluje obrambeno. Proizvodi hidroliticke enzime zasluzne za otapanje hitina koji je

ukljucen u strukturu stani¢ne stjenke mnogih gljiva. T. harzianum mozZe se uspje$no
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razvijati u raznim tipovima tala pod optimalnim uvjetima pH 4 — 8 i temperature u rasponu
od 15 — 32°C sto pojednostavljuje razvoj komercijalnih biofungicida i sposobnost zastite
korijenskog sustava mnogih povrtnih (krumpir, rajcica, paprika, grah, krastavci 1 dr.),
ratarskih (kukuruz, soja i dr.), ukrasnih i drugih kultura od fitopatogenih gljiva tla
(Bali¢evié i sur., 2007.).

Rod Trichoderma je nazvao i po prvi put opisao mikolog C. H. Persoon 1794.
godine prema pojavljivanju micelija, poput dlakavog (gr¢. thrix, genitiv trikhos) koji se
skuplja na raspadajucoj truloj povrsini drveca (gré. derma). Znanstvenik Weindling izdao
je ¢lanake nakon kojih je rod Trichoderma dosao u fokus. Clanak o Trichodermi lingorum
kao parazitu gljiva tla, zatim 1934. ¢lanak o parazitizmu na Rhizoctonia solani
potpomognutom nekom vrstom toksi¢nog spoja, objasnivsi ga kroz proces antibioze kao
mehanizmu koji se temelji na proizvodnji sekundarnih metabolita s antimikrobnim
ucinkom, nazvavsi ga gliotoksin. Daljnji Weindlingovi radovi definirali su biokontrolu
biljnih patogena kroz sojeve Trichoderma definiraju¢i mehanizme djelovanja (Topolovec —
Pintari¢, 2019.). Rod Trichoderma sastoji se od anamorfnih gljiva, uglavnom izoliranih iz
tla koje razgraduju organske tvari (Barman i sur., 2021.). Znanstvenici su se ukljucili u
istrazivanje antifungalne sposobnosti raznih vrsta Trichoderma kada je od ranih 1930-ih
znanstvenik R. Weindling izvijestio da Trichoderma lignorum proizvodi i izluCuje tzv.
smrtonosni princip u okolinu, a T. harzianum je izdvojena kao najistaknutija vrsta

(Topolovec — Pintari¢, 2019.).

Yedidija i sur. (2001.) su nakon nanoSenja T. harzianum u uzgoju krastavca izvijestili o
povecanju mase korijena i nadzemne mase biljaka kao 1 visi sadrZzaj mikroelementa.
Takoder, u ovom radu zakljuceno je da biljka koja je inokulirana s Trichoderma spp. sadrzi
visoku razinu Zeljeza u izdancima 1 korijenu. Ovi nalazi su pokazali da su takoder
poboljSani mehanizmi transporta ovog elementa od korijena do izdanaka. Rezultatima
istrazivanja potvrden je pozitivan utjecaj T. harzianum na pojacani rast buduci da dobiveni
rezultati ukazuju na povecanje nicanja klijanaca za 30% do 8 dana nakon sjetve, povecanje
povrsine korijena od 95%, znacajno povecanje suhe tezine od 80 %, duljine izboja od 45
%, povrsine lista od 80 %, povecanje koncentracije P od 90%, Fe od 30%, povecane

koncentracije Zn od 25%, P od 30% i Mn od 70%.

Ozbay i sur. (2004.) izvijestili su da primjena T. harzianum u staklenickim uvjetima ima
pozitivan ucinak na rast presadnica raj¢ice, kao i svojstvo odrZavanja u novoj okolini te

koloniziranje korijena biljaka za kontrolu biljnih patogena.
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Vinalea i sur. (2013.) otkrili su harcijansku kiselinu koju sintetiziraju Trichoderma spp., a
pokazuje antifungalne aktivnosti i regulira rast biljaka zahvaljujuéi svojoj aktivnosti
vezanja esencijalnih metala kao $to je Fe3*. Dostupnost hranivih tvari u tlu za druge
mikroorganizme i biljku domadina znacajno mijenja ova tetraminska Kkiselina koja

predstavlja mehanizam topivosti Zeljeza.

Yedidia i sur. (1999.) izjavili su da je inokulacija korijena krastavaca sporama T.
harzianum inducirala reakcije rezistencije biljaka, $to je bilo povezano s poveéanom

aktivno$cu peroksidaze i hitinaze.

Thambugala i sur. (2019.) iz dobivenih rezultata istrazivanja, u usporedbi sa istrazivanjima
drugih znanstvenika koji navode da sadnice tretirane s T. harzianum povecavaju broj

pravih listova, svjezu i suhu masu korijena biljaka raj¢ice, potvrduju navedene zakljucke.

Mastouri i sur. (2010). su u istrazivanju tretirali sjeme rajéice s T. harzianum soj T-22 i

zakljucili kako se ublazio niz abiotickih 1 biotickih stresova.

Tucci i sur. (2011.) su zaklju¢ili kako u interakciji T. harzianum soj T-22 s biljkama rajcice

korisni ucinci ovise najvise o genotipu tretirane biljke.

Nafady i sur. (2022.) su koriStenjem dvostrukih bio agenasa, i to, u kombinaciji T.
harzianum i arbuskularnim mikoriznim gljivama, potvrdili kako se poboljsalo usvajanje
hranivih tvari i rast biljaka raj¢ice, da se znacajno povecao sadrzaj hranivih tvari N, P, K i
Ca u izdancima biljaka rajcice, posebice sadrzaj K koji je njthovom primjenom zabiljezio
najvecu vrijednost. Poboljsala se duljina izdanaka i suha tezina korijena. T. harzianum i
mikorizne gljive poboljsale su nutritivni status biljke jer u¢inkovito preuzimaju posjed
rizosfere 1 inhibiraju populacije nematoda unutar fitobioma, ¢ime se povecao svaki aspekt

rasta rajcice.

Vitti i sur. (2016.) su potvrdili korisne u¢inke T. harzianum soj T-22 na rast i razvoj biljke
te na povecanje stope fotosinteze buduci da su u rezultatima istraZivanja istaknuli kako je
primjenom T-22 poboljsana fotosinteza i ukupan sadrzaj klorofila u svim biljkama koje su

tretirane s T-22 i inokulirane s CMV bez obzira na starost biljke.

Prema rezultatima istrazivanja mnogih znanstvenika, benefitna gljiva Trichoderma

harzianum Rifai vrlo je vaZan i koristan bio agens u proizvodnji povr¢a.
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3.1. Interakcija Trichoderma harzianum spp. — patogen

Trichoderma harzianum u interakciji sa drugim patogenim mikroorganizmima
razvija izravne mehanizme djelovanja i to kompeticiju (za prostor i/ili hranive tvari),
mikoparazitizam, proizvodnju hidrolitickih enzima i antibiozu (Slika 4.), a neizravnim
mehanizmom djelovanja inducira prirodnu obranu biljaka od patogena (Poveda i Eugui,
2022.).

Pathogen infection

Induced
resistance
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space and i .:°.. -
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nutrients
extracellular ;
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Slika 4. Mehanizmi djelovanja Trichoderme harzianum

Izvor: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.604923/full

Kompeticija predstavlja interakciju nadmetanja antagonistickih mikroorganizama
sa biljnim patogenima za ogranic¢ene resurse kao §to su hrana, voda, prostor i dr. Tijekom
kompeticije dominiraju antagonisticki mikroorganizmi, nadjac¢avaju biljne patogene koji
ostaju bez resursa te ugibaju. Ovakav nacin djelovanja prisutan je kod vrsta roda
Trichoderma i dr.

Antibioza je specifi¢an mehanizam antagonisti¢ke interakcije izmedu Trichoderma
spp. 1 drugih patogenih gljiva. Toksi¢ni produkti metabolizma antagonisti¢kih
mikroorganizma su razni antibiotici (mikrobni toksini) koji djeluju toksi¢no ili inhibitorno

na biljne patogene (Milicevi¢ i1 Kaliterna, 2014.). Temelji se na stvaranju sekundarnih
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metabolita, koji pokazuju smrtonosni ucinak na parazitske gljive. Kod gljivi¢nih vrsta iz
roda Trichoderma, ima preko 180 sekundarnih metabolita, predstavljajuci razli¢ite klase
kemijskih spojeva podijeljenih na spojeve topljive u vodi, hlapljive antibiotike i peptaibole
(Btaszczyk i sur., 2014.). Sekundarni metaboliti imaju vaznu ulogu tijekom biokontrole
zbog svojih antimikrobnih aktivnosti (Alfiky i Weisskopf, 2021.) budu¢i da imaju
antifungalno, antivirusno, antibakterijsko, herbicidno, nematocidno 1 insekticidno
djelovanje (Al-Ani, 2019.), te potiCu rast i izazivaju otpornost biljaka (Alfiky i Weisskopf,
2021.), a T. harzianum je izdvojena kao najbolja vrsta po djelotvornosti sekundarnih

metabolita protiv neprijatelja od svih Trichoderma vrsta (Al-Ani, 2019.).

Mikoparazitizam je jedan je od najvaznijih mehanizama biokontrole Trichoderma
spp. koji se smatra najsvestranijim medu svim biokontrolnim agensima i zbog toga se dugo
koristi za suzbijanje biljno patogenih gljiva (Vitti i sur., 2015.). U procesu mikoparazitizma
prvi korak je otkrivanje patogenih gljiva domacina, a kasnije Trichoderma spp. oslobadaju
niz hidrolitickih enzima i mikotoksi¢nih sekundarnih metabolita. Trichoderma spp.
aktiviraju mehanizme biokontrole (liticke enzime i antimikrobne sekundarne metabolite
potaknute prisutno$éu neprijatelja) primivsi vanjske signale kao $to su izluceni metaboliti
patogena, komponente stani¢ne stjenke domacina ili putem fiziCke interakcije s ligandima
koji se nalaze na povrSini patogena. Takvi signali za prepoznavanje patogena na daljinu
mogu biti i hlapljivi organski spojevi (VOC) niske molekularne tezine koji sadrze
aromatske ugljikovoike, ketone, estere, aldehide, alkohole, terpene i dr., a utjeCu na
izlu¢ivanje antifungalnih i antibakterijskih molekula kod Trichoderma spp. (Alfiky i
Weisskopf, 2021.).

Kljuénu ulogu u razgradnji stani¢nih stjenki drugih biljnih patogenih gljiva
sastavljenih od hitina i polisaharida glukana imaju najvazniji liticki enzimi tzv. hitinaze.
Trichoderma harzianum proizvodi ekstracelularne hidroliticke enzime ukljucujuci B-N-
acetilglukozamidazu, endohitinazu, B-1,3-glukanazu, hitobiozidazu (Btaszczyk i sur.,
2014.), proteazu, lipazu, glukanazu (Alfiky i Weisskopf, 2021.) ksilanazu, amilazu,
celulazu, pektinazu i dr. (Topolovec — Pintari¢, 2019.). Izlu¢ivanjem egzocelularnog
enzima, Trichoderma spp. utjeCu na enzimsku aktivnost patogenih gljiva kao $to su
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum i druge. U istrazivanju autora
dokazano je da antibiotici ¢esto djeluju u kombinaciji s litiCkim enzimima pa takav
meduodnos kod Trichoderme osigurava visu razinu antagonizma u usporedbi s aktivno$éu

samih enzima ili antibiotika (Btaszczyk i sur., 2014.).
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3.2. Interakcija Trichoderma harzianum spp. — biljka

Interakcija se odvija putem kemijske signalizacije gdje Trichoderma spp. izlu¢uju
razne efektore koji imaju pozitivan utjecaj na njen rast i bolji imunitet. Dokazano je da
razli¢ite klase sekundarnih metabolita (SM), male RNA, hlapljivi organski spojevi (VOC) i

proteini imaju vaznu ulogu u medusobnoj interakciji (Alfiky i Weisskopf, 2021.).

Kao odgovor na infekciju Trichoderma spp., biljke proizvode otrovne spojeve
fitoaleksine, flavonoide, terpenoide i fenole koji sprje¢avaju kolonizaciju korijena na koje
su Trichoderma spp. otporne pa mogu intenzivno kolonizirati biljku u zoni korijena
(Btaszczyk i sur., 2014.). Kolonizacijom korijena protok elektrona znatno je povecan, a
transport elektrona snazno poboljsan. Trichoderma spp. prodiru u korijenski korteks,

epidermu i nekoliko slojeva stanice.

Na povrsini hifa Trichoderma spp. proizvodi se mali protein iz skupine hidrofobina
koji olakSava pri¢vrséivanje hifa za korijen. Pomoc¢u apresorija koji se omotaju oko
korijenskih dlacica Trichoderma spp. prodiru u epidermu korijena. Sli¢ne apresorije
uocene su kod mikoparazitizma. Uz pomo¢ malog proteina tzv. ,,swollenin TasSwo* koji
prepoznaje celulozu i modificira strukturu biljne stanice, Trichoderma spp. omogucuje
daljnji ulazak u stanice. Ulaskom u stanice, Trichoderma spp. imaju pristup biljnim
hranivim tvarima, §to im omogucéuje razmnozavanje. Kemijsku komunikaciju s biljkom i
interakciju na molekularnoj razini Trichoderma spp. uspostavljaju nakon prodiranja u tkivo
korijena. Da bi aktivirale imunoloski sustav biljke, Trichoderma spp. modificiraju
ekspresiju gena unutar stanica korijena. Prvotno se inducira lokalizirani mehanizam
otpornosti na Trichoderma spp. U podruéju infekcije Trichoderma spp., biljka formira
zadebljale stani¢ne stjenke i proizvodi fenolne naslage kako bi sprijecila daljnju
kolonizaciju biljke. Budu¢i da ne dolazi do razvoja bolesti biljke, infekcija Trichoderma

spp. naziva se asimptomatska. Tada se ujedno aktivira i obrambeni sustav biljke.

Biljke na infekciju Trichodermom odgovaraju antipatogenom aktivnosti
peroksidaze i povec¢anjem razine jasmonske (JA od eng. Jasmonic Acid) i salicilne kiseline
(SA od eng. Salicylic Acid). Tada se aktivira inducirana sistemska otpornost u biljkama
(ISR, od engl. Induced Systemic Resistance), aktivirana receptorima za prepoznavanje
uzoraka lokaliziranim u plazma membrani biljne stanice. Biljka prepoznaje Trichodermu
zbog prisutnosti hitina induciranih jasmonskom kiselinom i etilenom (ET od eng.

Ethylene) kroz signale rana, koje prenose iz korijena u druge dijelove biljke (Topolovec —
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Pintari¢, 2019.). Putovi interakcije Trichoderma spp. — biljka — patogen (Slika 5.) teku vrlo
kompleksno.
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Slika 5. Putovi interakcije Trichoderma spp. — biljka — patogen

Izvor: https://www.mdpi.com/2309-608X/7/1/61/htm

Trichoderma spp. proizvode molekule za prepoznavanje tzv. molekularne obrasce
povezane s mikrobima (MAMP od eng. Microbe-Associated Molecular Patterns) i efektore
koji sluZe za prepoznavanje napada patogena otkrivanjem molekularnih uzoraka povezanih
s patogenima (PAMP od eng. Pathogen-Associated Molecular Patterns) nastalih kao
odgovor zaraZene biljne stanice, a vezu se za receptore za prepoznavanje uzoraka (PRR od
eng. Pattern Recognition Receptors) patogena na povrsini stanice biljaka, Sto dovodi do
nekoliko biljnih putova povezanih s obranom. PAMP-ovi se ne nalaze u biljci, a PAMP-
ovi prema kojima biljka moze identificirati Trichoderma spp. su celulaza, hitinaza, endo-
poligalakturonaza, peptaiboli i 6-pentil-a-piron (Topolovec — Pintari¢, 2019.) Dolazi do
ometanja hormonske ravnoteze biljaka i proizvodnje biljnih hormona (etilena (ET),
apscizinske kiseline (ABA), salicinske (SA) i jasmonske (JA) kiseline) te se inducira

sistemska otpornost biljke (ISR), sustavno steCena otpornost biljke (SAR od eng. Systemic
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Acquired Resistance) i preosjetljivi odgovor (HR od eng. Hypersensitive Response) kao
temeljna obrana biljke. Trichoderma spp. sintetiziraju fitohormone (etilen, apscisinsku
kiselinu, citokinine, auksine 1 gibereline) koji mogu pomoc¢i biljkama da izdrze abioticke 1
bioticke stresne uvjete. Klju¢ni mehanizam kojim Trichoderma spp. mogu utjecati na
fiziologiju biljke i poboljSati njenu otpornost jest upravo ta promjena hormonske ravnoteze
biljke proizvodnjom biljnih hormona u medusobnoj interakciji sa Trichoderma spp.
Interakcije Trichoderma spp. i patogena teku kroz nekoliko oblika i to djelovanjem
hlapljivih organskih spojeva (VOC), formiranjem reaktivnim oblicima kisika (ROS),
enzima koji razgraduju stani¢ne stjenke (CWDE) i antimikrobnih sekundarnih metabolita
(SM) (Alfiky i Weisskopf, 2021.).

Zarazena biljna stanica prepoznaje patogena preko toksina koji se smatraju efektorima, a to
pokre¢e imunitet izazvan efektorom biljke (ETI od eng. Effector-Triggered Immunity).
Trichoderma spp. se mogu suprotstaviti toksinima, tzv. efektorima patogena, na dva nac¢ina
i to, inhibirajuci faktore patogenosti i utjecu¢i na $irenje i prehranu patogena, pri ¢emu se
inducira ETI. Trichoderma spp. mogu poboljsati ETI otpustanjem spojeva koje ¢e biljni
receptori prepoznati kao efektore patogena. Trichoderma spp. ispustaju spojeve
biokontrole i to butenolide, ceratoplatanine, proteine, poligalakturonaze, peptaibole,
piridine, pirone, proteine domene vezanja celuloze i neaktivna ksilanaza, te sekundarne
metabolite koji poti¢u obranu biljaka i povezani su s korisnim ucincima na biljke

(Topolovec — Pintari¢, 2019.).

Kao odgovor biljaka na stres uzrokovan uglavnom abiotskim uvjetima okoliSa,
nastaju reaktivni oblici kisika (ROS, od engl. Reactive Oxigen Species) kojima se razine
mogu drastiéno povecati u takvim stresnim uvjetima (Topolovec — Pintari¢, 2019.).
Povecanjem ROS-a dolazi do oSte¢enja biljnih tkiva, mutacije DNA, poremecaja stani¢nih
organela, propadanja lipida, proteina i fotosintetskog aparata (Nafady i sur., 2022.). Biljke
tretirane Trichoderma spp. bolje se nose sa stresom uzrokovanim susom ili slano¢om jer
Trichoderma spp. uklanjaju ROS (Topolovec — Pintari¢, 2019.). Sekundarni metaboliti
(SM) zbog svojih antimikrobnih aktivnosti utjecu na uspjes$nu kontrolu biljnih patogena a u
isto vrijeme izazivaju otpornost biljaka i poti¢u njen rast. Na sve navedene interakcije
utjeCu abiotski ¢imbenici poput temperature, suSe, kemijskih ostataka, vlaznosti, plodnost
tla i dr. Molekule koje Iuc¢i T. harzianum (trihodien, harcijanolid, celulaza, 6-pentil-a-piron
(6PP), harcijasnka kiselina i dr.) reguliraju rast, fiziologiju i obranu biljaka. Kao primjer,

dokazano je da hlapljivi organski spoj 6PP potice rast biljaka i regulira strukturu korijena
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Sto potvrduje da i VOC-ovi koje proizvode Trichoderma spp. mogu promijeniti rast i
razvoj biljke (Alfiky i Weisskopf, 2021.).

Kemikalije koje ispusta korijenje biljaka jako privla¢e T. harzianum (Pani i sur.,
2021.), a saharoza poti¢e rast micelija i dovodi do interakcije s biljkom (Topolovec —
Pintari¢, 2019.). T. harzianum ima koristi od saharoze iz biljaka, a zauzvrat ima mnoge
korisne ucinke na biljku povezanih s prodiranjem korijena u dubinu, poti¢uéi proizvodnju
siderofora i odrzavanja pH tla, pa izravno i neizravno sudjeluje u boljoj apsorpciji
mineralnih hraniva biljke (Btaszczyk i sur., 2014.). Trichoderma je razvila brojne
mehanizme kako bi stimulirala biljku da osigura viSe saharoze. Aktivacijom otpornosti U
liS¢u, dolazi do povecane fotosinteze i disanja. Bolja fotosinteza omogucuje da se vise
saharoze translocira u korijenje i tako Trichoderma dobiva saharozu da i dalje moze
pozitivno djelovati na biljku. Simbiotski odnos Trichoderma — biljka izravno utjece na
poboljsanu fiziologiju biljke uspostavljaju¢i pseudomikorizni odnos. Trichoderma vrlo
brzo endofitski naseli biljku, gdje zivi simbiotski, pruzajué¢i dugu uéinkovitost,
omogucavaju¢i biljci da bude otpornija na abiotske i biotske stresove, stvarajuci joj
povoljne uvijete zdrav rast i razvoj, $to u konacnici proizvoda¢ima osigurava visok prinos

(Topolovec — Pintari¢, 2019.).

4. FITOPATOGENE GLIJIVE U PROIZVODNIJI POVRCA

Fitopatogene gljive uzrokuju velika oSte¢enja u proizvodnji povréa. Smanjujuci
prinose, povecavaju troskove proizvodnje, a ponekad uzrokuju 1 nemoguénost proizvodnje
uopée. Alternaria, Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia, Penicillium,
Phytophthora, Sclerotinia i Verticillium identificirani su kao uobicajeni i najzastupljeniji
biljni patogeni rodovi, a u njihovoj kontroli se primjenjuju bioloski agensi (Thambugala i
sur., 2020.). Zemljisni patogeni poput Pythium debarianum i Rhizoctonia solani uzrokuju
velike Stete u proizvodnji povréa, osobito u proizvodnji presadnica u vidu gljiviénih bolesti
koje uzrokuju palezi klijanaca ili polijeganje nasada (Balicevi¢ i sur., 2007.). Kod uzgoja
paprike, glavni problem predstavlja gljivicna bolest koju uzrokuje fitopatogena polifagna
gljiva Pythium debarianum. Ona izaziva suSenje mladih sadnica. U razvojnom stadiju
kotiledona se najcesc¢e pojavljuju simptomi. Presadnice u zoni korijenovog vrata postaju
tanje, a zbog gubitka turgora se lome i polijezu (Paradikovi¢ i sur. (2007.). Osim paprike,

P. debarianum napada razno povrée osobito u klijalistu (Cosi¢ i sur., 2006.). Najéesée
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znacajne gubitke u proizvodnji raj¢ice uzrokuju bolesti biljaka, posebice bolesti korijena.
Biljni patogeni koji se prenose tlom uzrokuju truljenje sjemena, vlaZenje, truljenje
korijena, uvenuée i trulez plodova (Ozbay i sur., 2004.). Uzgoj rajéice vrlo je izazovan
zbog gljivicne bolesti tzv. fuzarioznog venuca uzrokovano fitopatogenom gljivom
Fusarium oxysporum (Thambugala i sur., 2019.). Botrytis cinerea kao i Verticillium
dahliae uzrokuju bolesti na paprici, rajcici, patlidzanu, krumpiru, salati, krastavcima i dr.
Urocystis cepulae zarazava sve Allium vrste. Phytophtora infestans uzrokuje plamenjacu
krumpira koja je ujedno i najraSirenija i najstetnija mikoza krumpira. Uzrokuje znacajnu 1
vrlo destruktivnu bolesti na rajcici gdje za kratko vrijeme moze unistiti cijelu biljku. Moze
se pojaviti na patlidzanu, paprici te raznim korovima iz porodice Slanaceae (S. dulcamara,
S. nigrum). Sclerotinia sclerotiorum uzro¢nik je bijele trulezi na salati, grahu, kupusu,
krastavcima, luku, paprici, krumpiru, mrkvi (Cosi¢ i sur., 2006.). Veliki problem stvaraju
sklerociji koji u tlu mogu ostati vitalni dugi niz godina i predstavljati opasnost od pojave
bolesti u narednim godinama.

Klimatske promijene, kao posljedica globalnog zagrijavanja, osjete se diljem svijeta
u vidu elementarnih nepogoda, a najceS¢e je proizvodnja ugrozena zbog povecanja
temperature zraka 1/ili smanjenja koli¢ine oborina §to dovodi do suSa. Klimatske promjene
utjeCu na interakciju izmedu domacina 1 patogena kao 1 na obrambene mehanizme biljaka.
Dogadaju se fizioloske promjene biljke domacina uslijed ¢ega se povecava rizik od bolesti
(Vitti i sur., 2015.).

4.1. Trichoderma harzianum spp. u zastiti biljnih bolesti povrca

Trichoderma harzianum moze se smatrati najc¢e$¢im i komercijalno razvijenim
bioloskim agensom koji se koristi za Sirok raspon biljnih gljivicnih bolesti (Thambugala i
sur., 2020.). Izravnim (kompeticija, mikoparazitizam, proizvodnja litickih enzima,
antibioza) i neizravnim (indukcija obrane biljke) mehanizmima djelovanja, T. harzianum
kontrolira patogene — uzro¢nike bolesti biljaka (Poveda i Eugui, 2022.). T. harzianum
proizvodi hlapljive metabolite 6PAP (6-pentil-a-piron) koji igraju vaznu ulogu u
biokontroli patogena poput B. cinerea, R. solani, Fusarium oxysporum i dr. (Blaszczyk i
sur., 2014.). Luce¢i vrlo jake toksine, inhibira enzime fitopatogenih gljiva (Bali¢evic i sur.,
2007.) poput Pythium spp., Rhizoctonia spp. i Fusarium spp., koristeéi ih za suzbijanje i

sprjeCavanje njihovog razvoja (Paradikovi¢ i sur., 2012.).
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Paradikovi¢ i1 sur. (2007.) su prilikom istrazivanja zaStite gljivicnih bolesti
uzro¢nika polijeganja presadnica rajc¢ice u plasteni¢koj proizvodnji koristili biofungicid
koji sadrzi spore Trichoderma harzianum (T-22 izolat) 1 x 108 po gramu suhe tvari te su
zakljucili da se T.harzianum moze smatrati vrlo dobrim mikoparazitom, antagonisom pa

¢ak 1 promotorom rasta.

Geng i sur. (2022.) su u stakleni¢kim uvjetima istrazili u¢inke T. harzianum pri
zastiti biljaka rajéice od patogene gljive Botrytis cinerea koja uzrokuje sivu plijesan.
Primjenom T. harzianum putevi obrane u zastiti biljaka raj¢ice od patogene gljive Botrytis
cinerea (Slika 6.) utjecali su na smanjene koncentracije H2O2 i malondialdehida (MDA)
izazvanih B. cinereom u listovima, na poboljSanje fotosinteze, na ublazeno kretanje tj.
zatvaranje puci, na poveéanu aktivnost enzima RuBisCO (Ribuloza-1,5-bisfosfat
karboksilaza/oksigenaza) i otpornost na B. cinereu, na poveéan sadrzaj sekundarnih
metabolita (fenola, flavonoida, lignina) te na znacajno inhibiran rast patogene gljive krutim

inokulantima sa kontrolnim u¢inkom od 69,44 %, a suspenzijom spora od 33,66 %.
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Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1049964422001840

Thambugala i sur. (2019.) su u Nepalu istrazivali moguénost smanjenja fuzariozne
bolesti rajCice uzrokovane Fusarium spp. primjenom bioloskog agensa Trichoderma
harzianum te su zakljucili da se T. harzianum moze smatrati kao obecavajuéi agens u

kontroli biljnog patogena Fusarium oxysporum.
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Thambugala i sur. (2019.) navode kako su neki znanstvenici dobili rezultat
znacajnog smanjenja fuzarioznog venuca rajcice sa 69 % manje biljaka s vaskularnom
diskoloracijom uz primjenu dva izolata Trichoderme, te kako je objavljeno nekoliko
istrazivanja u kojem se zakljucuje ucinkovitost T. harzianum pri suzbijanju bolesti rajcice
uzrokovane Fusarium oxysporum kao i poboljSanje rasta i u konacnici sami prinos.

El-Zahaby i Belal (2008.) su u in vivo i in vitro uvjetima proveli ispitivanja na
sjemenkama dinje (Cucumis melo) glede uc¢inkovitosti T. harzianum i moguénosti zaraze
sklerocija u bioloskoj kontroli fitopatogene gljive Sclerotinia sclerotiorum koja uzrokuje
bijelu trulez na dinji. Rezultati su pokazali kako je sposobnost suzbijanja bijele trulezi s T.
harzianum najvec¢a pri temperaturi od 30°C i pH tla 7 bez uocene razlike izmedu
suzbijanja S. sclerotiorum na vlaznom pjeskovitom tlu ili na vodenom agaru. Temperatura
i pH tla su vazni ¢imbenici koji utjeCu na razvoj micelija T. harzianum. Optimalna
temperatura od 30°C utjecala je povoljno na rast micelija, dok pri temperaturama od 40°C

micelij T. harzianum nije rastao (Grafikon 2.).
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Grafikon 2. Utjecaj temperature na rast micelija T. harzianum
Izvor: https://lwww.researchgate.net/publication/267029639_biocontrol_of
_cantaloupe_white_mould_disease_sclerotinia_sclerotiorum_lib_de

_bary by trichoderma_harzianum_el-zahaby 1

Rezultati potvrduju mogucu biolosku zastitu fitopatogene gljive S. sclerotiorum primjenom
T. harzianum u vrijeme sadnje kao tretmana sjemena buduc¢i da se tretiranjem sjemenki
dinje s T. harzianum povecao postotak prezivjelih a smanjio postotak bolesnih biljaka
uzgojenih u tlu umjetno inficiranom S. sclerotiorum te da su dobiveni rezultati sli¢ni
onima dobivenih primijenjenim fungicidom $to ukazuje da se T. harzianum moze smatrati

adekvatnom alternativom kemijskim fungicidima.
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Balicevi¢ i sur. (2008.) su u znanstvenom radu istrazili u¢inkovitost T. harzianum
pri suzbijanju zemljiSnih parazira Pythium debaryanum 1 Rhizoctonia solani na
presadnicama rajcice u stakleniku pokazavs$i vrlo visok i znaajan utjecaj na smanjenje

pojave bolesti i brojnost presadnica rajcice.

Paradikovi¢ 1 sur. (2007.) proveli su istrazivanje u kojem su primijenili nekoliko

vrsta bioloSke zastite Stetnika 1 bolesti pri hidroponskom uzgoju paprike te su zakljucili da
se biljni parazit Pythium debarianum moze uspjesno kontrolirati pomoc¢u bioloskog
pripravka koji sadrzi Trichoderma spp. Rezultati istrazivanja pokazali su da se uz prakti¢ne
primjene bioloSkih metoda mogu ostvariti zadovoljavajuéi prinosi. Paradikovi¢ i sur.
(2007.) zakljucili su da je moguc¢ hidroponski uzgoj paprike bez uporabe kemikalija i da se
hidroponski uzgoj uz primjenu bioloskih metoda zaStite moze smatrati glavnom
tehnologijom proizvodnje povréa i cvijeca u zasticenom prostoru.
Elad (2000.) proveo je istrazivanje u staklenickoj proizvodnji krastavaca (Cucumis sativus)
koriste¢i T. harzianum soj T-39 za kontrolu patogene gljive Sclerotinia sclerotiorum koja
uzrokuje bijelu trulez biljaka, te je utvrdio kako su se simptomi na plodu smanjili za 64 %,
a na peteljkama krastavaca za 30 — 35 %. Elad (2000.) potvrduje kako je bioloska kontrola
alternativan nacin zastite biljaka od patogena buduéi da se pokazala uspjesno u kontroli
patogena poput Botrytis cinerea, Pseuperonospora cubensis, Sclerotinia sclerotiorum i
Sphaerotheca fusca (sin. S. fuliginea) u staklenic¢koj proizvodnji krastavaca.

El-Zahaby i Belal (2008.) navode kako su neki znanstvenici radili istrazivanja o moguénosti
kori$tenja antagonista poput T. harzianum pri suzbijanju gljivi¢nih patogena na grasku

(Pisum sativum) koji se prenose tlom, te da su rezultati bili uspjesni.

5. FITOPATOGENI VIRUSI U PROIZVODNIJI POVRCA

Osim patogenih gljivica, virusi takoder uzrokuju velike ekonomske gubitke
uniStavajuci usjeve 1 smanjujuc¢i agronomsku produktivnost. Virusi su obligatni paraziti
koji za razmnoZzavanje i Sirenje zahtijevaju zivo tkivo. Kako bi to ostvarili, natje¢u se za
resurse biljke domacina ometajuci fizioloske procese biljke. Biljka na prisutnost virusa
reagira nizom simptoma poput izoblienja, iskrivljenja tkiva, smanjenog rasta i
produktivnosti (Vitti i sur., 2015.). Gljiva Synchytrium endobioticum mozZe prenositi X

virus krumpira tzv. rak krumpira. Nije prisutan u Hrvatskoj, ali je karantenska bolest pa su
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na snazi karantenske mjere zastite (Ivi¢ 1 Cvjetkovi¢, 2013.) Najces¢i prenosioci virusa su
Stetni kukci (tripsi, cikade, grinje, lisne uSi, Stitaste uSi, stjenice) nematode (rodovi
Longidorus i Xiphinema) a mogu se prenositi i mehani¢kim putem (ozljedama na koje
dospije npr. sok iz bolesne biljke itd.), sjemenom, tlom, cvjetnicama. Preko rana virusi
prodiru u domacina, umnazaju se i izazivaju bolest. Biljka kada se zarazi ostaje bolesna
cijeli zivot. Simptomi se ocituju kroz slabiji rast, slabiji urod loSije kvalitete proizvoda.
(Cosi¢ i sur., 2006.). U borbi protiv virusnih oboljenja jo§ nema adekvatne zatite.
Znanstvena dostignu¢a ukazuju na pozitivne rezultate primjene Trichoderme harzianum u

zastiti od viroza biljaka $to bi moglo biti od velike vaznosti u proizvodnji povréa.

Virus mozaika krastavca (CMV od eng. Cucumber Mosaic Virus) ima najveci
raspon domacina od svih RNA virusa. Inficira viSe od 1200 biljnih vrsta u 100 porodica.
Vrlo je opasan u uzgoju povréa jer znacajno Smanjuje rast i produktivnost biljaka
ometajuci fizioloske procese u vidu izoblicenja i zaostajanja biljaka u rastu, zute pjegavosti
i dr. dovode¢i do ozbiljnih ekonomskih gubitaka (Vitti i sur., 2016.). U mediteranskom
podrucju i u juznoj Italiji od 1970.-ih je prekinuta sadnja raj¢ica uzrokovana ozbiljnim
epidemijama CMV-a i drugih virusa (Vitti i sur., 2015.).

Vitti i sur. (2015.) opisuju kako brojni znanstvenici svjedoce posljedicama virusnih
bolesti. Virus Zutog uvijanja lis¢a rajc¢ice (TYLCV od eng. Tomato Yellow Leaf Curl Virus)
je na Mediteranu Italije 1970.-ih izazvao ozbiljne ekonomske probleme i jo$ uvijek je
velika prijetnja usjevima. U isto¢nom obalnom podrugju Spanjolske se kasnih 1980.-ih i
ranih 1990.-ih pojavila epidemija nekroze rajcice. Tijekom tog razdoblja, u juznoj Italiji
(regije Puglia, Basilicata i Campania), neke visokokvalitetne sorte rajCice, npr. San
Marzano, bile su ozbiljno pogodene snaznom epidemijom CMV-a. Vise od 30 ha raj¢ica u
Grékim staklenicima bilo je zarazeno TYLCV-om u kasno ljeto 2000., a u 2001. godini
ucestalost bolesti TYLCV-om vecinom je bila 80-90% ili ¢ak 100%. Zbog infekcije
virusom pjegavosti venuca rajéice (TSWV od eng. Tomato Spotted Wilt Virus), usjevi u
Grékoj, Spanjolskoj, Italiji i Portugalu su u velikoj opasnosti.

Upravo zbog takvih scenarija, znanstvenici su potaknuti istraZivati moguénost
upotrebe rizosfernog mikroorganizma Trichoderma harzianum kao antagonistickog
bioloSkog agensa u kontroli biljnih patogena 1 parazita kako bi osigurali i omogucili

odrzivu proizvodnju.

27



5.1. Trichoderma harzianum spp. u zastiti virusnih bolesti povrca

U borbi protiv fitopatogenih virusa glavni neizravni mehanizam djelovanja T.

harzianum je aktivacija obrambenih snaga biljaka kojom uc¢inkovito djeluje u smanjenju

viroza povrca (Poveda i Eugui, 2022.).

Vitti 1 sur. (2015.) su proveli istrazivanje o razvoju strategije protiv infekcije virusa

mozaika krastavca (CMV) u biljkama raj¢ice koriste¢i bioloski agens T. harzianum (soj T-

22). Biljke raj¢ice, kao $to je shematski prikazano na slici (Slika 7.), Vitti i sur. (2015.) su

tretirali s T22 i/ili inokulirali s virusom mozaika krastavca Fny (CMV-Fny) svrstanih u Sest

tretmana:

© o~ w DD -

kontrolne biljke netretirane i zdrave (PA);

biljke tretirane samo s T-22 (PB);

biljke inokulirane samo s CMV-om (PC);

biljke prvo tretirane s T-22 i nakon 7 dana inokulirane s CMV-om (PD);
biljke istovremeno tretirane i inokulirane s T-22 i CMV-om (PE);

biljke prvo inokulirane s CMV-om i nakon 1 tjedna tretirane s T-22 (PF).
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Slika 7. Shema eksperimentalnog pokusa

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/figl 277717853
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Vitti i sur. (2015.) su ubirali su plodove raj¢ica sa donjih grana kada su biljke bile
tri mjeseca starosti (otkako su pocele proizvoditi cvjetove i plodove) te su usporedili razvoj

korijenovog sustava i veli¢inu ploda ovisno o primijenjenim tretmanima (Slika 8.).

Slika 8. Prikaz razvoja korijena i plodova Cherry raj¢ica ubranih sa biljaka starih tri mjeseca

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/fig2_277717853

» Biljke rajCice tretirane samo s T. harzianum (T-22) imale su najbolje
razvijen korijenov sustav i najveci plod (Tretman PB)

> Kontrolne biljke netretirane i zdrave (Tretman PA) imale su podjednake
plodove i podjednak razvoj korijena kao biljke tretirane s T-22 i inokulirane
s CMV-om (Tretmani PF, PE i PD)

> Biljke inokulirane samo s CMV-om imale su najlosije razvijen korijenov
sustav, zakaSnjelo sazrijevanje plodova koji su bili najsitniji i popraceni

kloroti¢nim/nekroti¢nim mrljama kada su bili zreli (Tretman PC)

Vitti 1 sur. (2015.) dokazali su kako u interakciji izmedu CMV-a i biljaka Cherry rajcice
dolazi do povecane proizvodnje ROS-a §to postaje toksi¢no za biljke. Primjenom T.
harzianum T-22, interakcija izmedu CMV-a, biljaka Cherry raj¢ice i T. harzianum
rezultirala je uklju¢ivanjem ROS-a biljke domaéina u obrambenu reakciju protiv virusnog
patogena. Da bi se ostvarila najbolja kontrola protiv CMV-a, Vitti i sur. (2015.) su
pretpostavili da se biljke prvo trebaju inokulirati CMV-om, a tek onda tretirati s T-22, te su
zakljuc¢ili da je bioloski agens T. harzianum soj T-22 sposoban inhibirati prisutnost CMV-a
u biljkama Cherry rajice starim pet mjeseci, te da je sposoban modulirati virusne
simptome tijekom cijelog razvoj biljaka. Iz rezultata istrazivanja vidljivo je da se

primjenom T. harzianum T-22 moze kontrolirati infekcija virusa mozaika krastavca
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(CMV-Fny) na biljkama Cherry rajc¢ice (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) uz

povecanje korijenovog sustava i u konac¢nici povecanja prinosa.

Vitti i sur. (2016.) su istrazili sustavnu otpornost u rajé¢icama zarazenim CMV-om,
te su dosli su do zakljuc¢ka da T. harzianum u interakciji s biljnim hormonima (apscizinska
kiselina, jasmonska i salicinska kiselina, etilen) moze inducirati sustavno ste¢enu otpornost

biljaka u zastiti od CMV-a kako bi se razvile nize razine bolesti.

Al-Jaddawi i sur. (2019.) su primjenom T. harzianum i T. viride pri zastiti
presadnica raj¢ice zarazenim CMV-0m postigli znac¢ajno smanjenje bolesti i do 98,20% sto
upucuje na potencijal Trichoderme u zastiti sadnica raj¢ice od CMV-a budu¢i da u
interakciji s biljkama stimulira biljke da proizvedu proteine povezane s patogenezom i
aktiviraju induciranu sistemsku otpornost protiv virusne infekcije nakupljanjem

sekundarnih metabolita ukljucujuci fenole, terpenoide i alkaloide.

6. STETNI KUKCI U PROIZVODNIJI POVRCA

U poljoprivrednoj proizvodnji Stetni kukci mogu uzrokovati gubitke produktivnosti
izmedu 18 % i 25 %, a uskladistenih proizvoda i do 70 % (Poveda, 2021.). Stetnici koji
zive u tlu poput zi¢njaka (Elateridae), rovaca (Gryllotalpidae), gréica hrusta (Melolontha
melolontha) ¢ine velike Stete povréarskim kulturama u tlu. Preostali klju¢ni $tetni kukci u
proizvodnji povréa su lisne usi (Aphidiae), sovice (Noctuiae; sovice pozemljuse — Agrotis
spp., lisne sovice), crveni pauk (Tetranychus urticae), resicari/tripsi (Thysanoptera;
kalifornijski — Frankliniella occidentalis, duhanov — Thrips tabaci), muhe (red
Cyclorrhapha; mrkvina, lukova, kupusna, ¢e$njakova, Sparogina), muhe - lisni mineri
(Agromyzidae), stjenice (Heteroptera; zelena - Nezara viridula), pipe (Curculionidae),
moljci (Microfrenatae; krumpirov, kupusni, kukuruzni), stitasti moljci (Aleirodina;
duhanski — Bemisia tabacci, cvjetni — Trialeuroes vaporariorum), a od nemtoda cistolike
nematode (Globodera spp., Heterodera spp., Meloidogyne spp.) te lezijske nematode
(Pratylenchus spp.) (Maceljski, 2002.). Lisne usi napadaju gotovo sve povrtne kulture i
prenosioci su virusa §to predstavlja dodatni problem pri njihovoj pojavi na biljkama. Osim
lisnih usi, tripsi takoder prenose opasne viroze povréa, poput TSWV-a, CMV-a, TYLCV-a
i dr. U ljudskoj prehrani mahunarke igraju klju¢nu ulogu osobito u pogledu unosa proteina.
Znacajnu prijetnju sigurnosti hrane predstavlja zizak graha Acanthoscelides obtectus
(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchidae). Jedan je od Stetnika s ve¢im svjetskim utjecajem

na uskladiSteno sjeme mahunarki, rasiren po cijelom svijetu. Najvece Stete graha nastaju u
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skladistu iako zizak oSte¢uje sjeme ve¢ u polju. Odrasle zenke polazu jajaSca medu
sjemenke, a li¢inke busSe rupe kako bi prodrle u njih, gdje se hrane i razvijaju dok se ne
pojavi nova generacija. Ostecenje sjemena smanjuje kvalitetu proizvoda, moze ¢ak utjecati
na sposobnost klijanja, ¢ime se ugrozava daljnja produktivnost usjeva. Proizvodac¢ kao

posljedicu ima znacajan gubitak dobiti (Alvarez-Garcia i sur., 2022.).

Kemijska zastita dovela je do pojave rezistentnosti kod kukaca $to uvelike oteZava
njihovu zaStitu kemijskim pesticidima. Alternativne metode zastite ve¢ postoje 1 to
primjenom benefitne gljive Beauveria bassiana koja ima veoma jako insekticidno
djelovanje na vecinu Stetnih kukaca (Vinkovi¢ i sur., 2019.). U buduénosti bi se ovoj
benefitnoj gljivi mogle prikljuciti i vrste roda Trichoderma izmedu ostalog i T. harzianum

buduéi da znanstvenici ve¢ rade na tom polju i dobivaju pozitivne rezultate ucinka.

6.1. Trichoderma harzianum spp. u zastiti $tetnih kukaca povrca

Mnogi znanstvenici provode znanstvena istrazivanja koja se temelje na
moguénostima koriStenja Trichoderma spp. izmedu ostalog i vrste T. harzianum kao
potencijalnog agensa u izravnoj i neizravnoj biolo§koj kontroli Stetnih kukaca. Posljednjih
godina razvijeno je nekoliko znanstvenih radova o koristenju Trichoderma spp. kao
bioloS§kog sredstva za kontrolu Stetnih kukaca, izvjeStavaju¢i o rezultatima do 100 %
smrtnosti, kako u laboratoriju tako i na terenu. Dokazano je kako izravnim putem
Trichoderma spp. mogu kontrolirati Stetne kukce parazitiranjem, proizvodnjom
sekundarnih insekticidnih metabolita, spojeva koji odbijaju hranjenje kukaca i
proizvodnjom repelentnih metabolita. Neizravnim putem Trichoderma spp. mogu
kontrolirati Stetne kukce aktivacijom sustavno steéene otpornosti biljke, privlaéenjem
prirodnih neprijatelja kao i moguéem parazitizmu kukaca simbiotskim mikroorganizmima.
Proizvodnjom metabolita kao §to su peptaiboli, T. harzianum moze uzrokovati stopu
smrtnosti i do 100 %. Dokazano je kako kolonizacijom korijena biljke s Trichoderma spp.
dolazi do aktivacije sustavnih obrambenih odgovora u biljci Sto uzrokuje nakupljanje

sekundarnih obrambenih metabolita u biljnim tkivima (Poveda, 2021.).

Neki od tih metabolita mogu biti hlapljivi organski spojevi (VOC od eng., Volatile
Organic Compound) s repelentnim djelovanjem, kao $to su terpeni (1-okten-3-ol i 6-pentil-
a-piron) koji smanjuju konzumaciju lis¢a i do 75 % kod nekih kukaca. Kako je odrziva
proizvodnja povréa neophodna, zahvaljujuci brojnim znanstvenim istrazivanjima, primjena
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Trichoderma spp. predstavlja mogucu alternativu u zamjeni kemijskih insekticida.
Utvrdeno je kako Trichoderma spp. uzrokuju proizodnju VOC-a posredovanu jasmonskom

kiselinom koji privlace korisne parazitoidne osice iz porodice Mymaridae (Poveda, 2021.).

Biogeni hlapljivi organski spojevi (BVOC od eng. Biogenic Volatile Organic
Compounds) su male molekule hlapljive prirode koje proizvode Zivi organizmi. Sudjeluju
u interakcijama izmedu mikroorganizama, biljaka i Zivotinja, ukljucujuéi 1 Stetne kukce.
Uspostavljaju medusobne odnose izmedu organizama kroz prepoznavanje, kompeticiju,
odbijanje ili stimulaciju. Uloga biogenih hlapivih organskih spojeva i njihove mogucnosti
biokontrole proucavaju se desetlje¢ima. Mnogi znanstvenici potvrduju ucinkovitost
izoliranih biogenih hlapljivih organskih spojeva gljivica, osobito roda Trichoderma u vidu

insekticidnih svojstava pri kontroli Stetnih kukaca (Alvarez-Garcia i sur., 2022.).

Alvarez-Garcia i sur. (2022.) su u pokusima sa grahom zakljuéili kako hlapljive tvari T.
harzianum smanjuju nastanak populacije i poveéavaju smrtnost odraslih oblika
Acanthoscelides obtectus, te da smanjuju o$teéenja graha u otvorenim okruZenjima iako su

ucinci bili jaci u kontroliranim uvjetima.

Alvarez-Garcia i sur. (2022.) zakljucili su kako trihodien nema insekticidna svojstva u
ispitivanim uvjetima jer sojevi Trichoderme s prekomjernom proizvodnjom trihodiena nisu
pokazali povecanu aktivnost zaStite, te predlazu daljnja istrazivanja u vezi s ucincima
biogenih hlapljivih organskih spojeva (BVOC-a) na druge stetne kukce kako bi se odredili
pojedinac¢ni BVOC-i ili hlapljive smjese za prikaz boljeg opisa njihovih svojstava i nacina
djelovanja. To bi moglo dovesti do razvoja novih strategija kontrole zaraze A. obtectus u

skladiStima zitarica.

Rodriguez-Gonzalez i sur., (2018., 2019.) rezultatima istrazivanja zakljucili su kako soj T.
harzianum E-20 koji prekomjerno proizvodi skvalen u interakciji mikrob — insekt, odbija
odrasle jedinke A. obtectus oba spola i stoga smanjuje Stetu koju proizvode na grahu,
nadalje, potvrdili su da je trihodien nefitotoksican hlapivi organski spoj ¢ija prisutnost

smanjuje obrambenu reakciju graha protiv A. obtectus.

Jafarbeigi i sur. (2020.) ispitivali su induciranu otpornosti rajéice na $tetnog duhanovog
Stitastog moljaca (Bemissia Tabaci) izazivanu salicinskom kiselinom, p-aminomasla¢nom
kiselinom te su zakljucili da je aktivacija salicinske kiseline izazvana posrednom obranom
u biljkama raj¢ice uslijed T. harzianum kolonizacije korijena rajc¢ice uzrokovala stope
smrtnosti do 35 %.
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Coppola i sur. (2019.) su u istrazivanju proucavali promjene transkriptoma povezanih s
metabolickim procesima u biljkama rajice izazvane kolonizacijom T. harzianum soja T-
22 i naknadnom infestacijom krumpirovom lisnom usi Macrosiphum euphorbiae te su
zakljuc¢ili da T. harzianum T-22 poti¢e izravne i neizravne obrane raj¢ice od M.

Euphorbiae te da negativno utjece na stopu prezivljavanja lisnih usi (Slika 9.).
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Slika 9. U¢inak T. harzianum T-22 na prezivljavanje lisnih usi

Izvor: https://www.frontiersin.org/files/

Coppola i sur. (2019.) su sazeli transkriptomic¢ke i metabolomicke promjene na biljkama
rajCice tretiranim T. harzianum T-22 odgovornim za izravne i neizravne obrambene

reakcije u zastiti lisnih usi (Slika 10.).
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Slika 10. Sazetak transkriptomickih i metabolomickih promjena na biljkama rajcice tretiranim T.
harzianum T-22 odgovornim za izravne i neizravne obrambene reakcije u zastiti lisnih usi

Izvor: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00745/full
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U induciranoj obrani biljaka izazvane od strane T. harzianum T-22, fenilpropanoidni
putevi (PAL od eng. phenylpropanoid pathway) i putevi salicinske kiseline imaju sredi$nju
ulogu na transkripcijskoj i metabolickoj razini. PAL i SA putevi su izvor metil-salicilata
(MeSA od eng. Methyl Salicylate), hlapljivog spoja odgovornog za povecanu privlac¢nost
parazitske osice Aphidius ervi.

Trichoderma takoder moze proizvesti sekundarne metabolite hlapljive prirode, kao $to je
6-pentil-o-piron, koji moze uzrokovati 100 % smrtnost u 48 h kod crvenog pauka
Tetranychus urticae (Kottb, 2017.).

T. harzianum parazitiraju na odraslim jedinkama tropske stjenice (Cimex hemipterus)

uzrokujuci stope smrtnosti od 90 % u 14 dana (Zahran i sur. 2017.).

T. harzianum djeluje insekticidno na zi¢njake (Elateridae) u tlu te je poZeljno presadnice

ili sjeme tretirati biopreparatom koji sadrzava spore T. harzianum (Vinkovi¢ i sur., 2019.).

Velika veéina studija provedena s Trichodermom kao mikopesticidom nalaze se u
kontroliranim staklenic¢kim ili laboratorijskim uvjetima, $to zahtijeva veci broj istraZivanja

na terenu kako bi se potvrdili dobiveni rezultati (Poveda, 2021.).

7. FITOPARAZITNE NEMATODE U PROIZVODNII POVRCA

U proizvodnji povréa, fitoparazitne nematode uzrokuju oSteéenja biljaka siSuci
biljne sokove. Takve biljke zaostaju u rastu i razvoju, smanjena im je kakvoca, a ovisno o
jacini napada, mogu biti potpuno neupotrebljive ili moze do¢i do propadanja biljaka jasno
vidljivom pojavom tzv. pljesina (Maceljski, 2002.). Uslijed kretanja kroz biljno tkivo
domacina ili uslijed hranjenja fitoparazitnih nematoda, dolazi do abnormalnog rasta biljke
u vidu zaostajanja u rastu, pojave smede pjegavosti korijena, kvrzica na korijenu, Zu¢enja
nadzemnih biljnih dijelova, smanjenja prinosa i dr. Znacajne fitonematode koje u
proizvodnji povréa nanose Stete Su Korijenove cistolike nematode roda Globodera
(napadaju krumpir, patlidan, raj¢icu i dr.), Heterodera (napadaju $pinat, brokulu, kupus,
karfiol, rotkvicu i dr) zatim nematode korijenovih kvrzica roda Meloidogyne
(najznacajnije Stetne nematode povréa buducéi da su polifagne), te nematode smede
pjegavosti korijena roda Pratylenchus takoder polifagne (Ivezi¢, 2014.). Nematode se

zanemaruju od strane proizvodaca u pogledu postojanosti, budu¢i da su simptomi
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nespecifi¢ni i vizualno pripisani drugim utjecajima, pa proizvodaci Cesto nisu svjesni

prisutnosti nematoda u tlu.

Procjenjuje se da Stete na usjevima zasadenim diljem svijeta uzrokuju biljne
parazitske nematode sa gubitkom od oko 173 milijarde USD godisnje. Nematode vidljivo
smanjuju prinose dok kod mladih biljaka infekcija moze biti smrtonosna. Kvaliteta
kona¢nog proizvoda takoder je smanjena sa naj¢eS$¢e vidljivim morfoloSkim promjenama
povezanih sa simptomima infekcije. Budu¢i da se dosadasnjim nacinom suzbijanja zaraze
nematoda u poljoprivredi provodilo koriStenjem kemijskih nematocida koji imaju izrazito
Stetne 1 toksi¢ne ucinke na biofloru, Zivotinje, zdravlje ljudi, kontaminiraju¢i okolis,
dobrodosle su nove ekoloski prihvatljive strategije u koje bi se mogla ukljuditi i primjena

benefitne gljive T. harzianum (Nafady i sur., 2022.).

7.1. Trichoderma harzianum spp. u zastiti fitoparazitnih nematoda povréa

Smanjenje infekcije nematoda i/ili regulacija njihove populacije moguée je ostvariti
primjenom antagonisticke gljive T. harzianum koja u interakciji s nematodama djeluje
izravno putem kompeticije, paralize, antibioze, parazitizma, proizvodnje litickih enzima ili
moze neizravno inducirati sustavnu otpornost biljke koja se moZe naslijediti sjemenom
(Poveda i Eugui, 2022.). T. harzianum ubraja se u gljive koje poticu rast biljaka poput
mikoriznih gljiva. Upravo takve gljive mogu djelovati u¢inkovito i ekoloski prihvatljivo u

bioloskoj kontroli fitonematoda (Nafady i sur., 2022.).

Nafady i sur. (2022.) su u plasteniku proveli pokus s ciljem procjene potencijalne moguce
primjene koriStenja mikrobioloskog agensa T. harzianum kao biolosko sredstvo zastite za
suzbijanje nematoda korijenovih guka raj¢ice (Meloidogyne javanica) te kao biognojivo u
proizvodnji rajéice (Solanum lycopersicum L.). Nafady i sur. (2022.) u rezultatima
istrazivanja, zakljucili su kako je istovremena inokulacija korijena rajc¢ice s T. harzianum i
mikoriznim gljivama znacajno smanjila stope prodora nematoda i populacije, Sto ukazuje
na neizravnu i izravnu biokontrolnu aktivnost protiv nematoda. Moguce je da se
migracijom nematoda prema korijenju pojacalo djelovanje bio agenasa jer su oni zauzeli
rizosferu i1 uzrokovali poteskoce nematodama u pronalazenju prostora za hranjenje, pa je

doslo do smanjenja razvoja stadija nematoda i stvaranja gala.
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Yan i sur. (2021.) su dokazali kako T. harzianum moze ucinkovito smanjiti zarazu
nematoda korijenovih guka (Meloidogyne incognita) od 61,88 % u biljkama rajcice
(Solanum lycopersicum L.). Kolonizacijom korijena rajcice s T. harzianum znacajno su se
povecale razine salicinske i1 jasmonske kiseline (SA i1 JA) te se inducirala sistemska
otpornost (ISR) u bljkama. Povecala se i aktivnost proteina povezanih s patogenezom kao
Sto su B-1,3-glukanaza, kitinaza, proteaza i amilaza. Smanjenje razine reaktivnih oblika
kisika (ROS-a), malondialdehida i istjecanja eclektrolita bilo je povezano s povecanim
nakupljanjem viSestrukih sekundarnih metabolita flavonoida, fenola, lignina i celuloze.
Putovi obrane T. harzianum u zastiti biljaka raj¢ice od nematode Meloidogyne incognita
(Slika 11.) teku kroz povecanu aktivaciju hidroliti¢kih enzima (hitinaze, 3-1,3-glukanaze,
amilaze i proteaze), poveéanu koncentraciju sekundarnih metabolita (flavonoida, fenola,
lignina 1 celuloze) te kroz povecanu razinu JA i SA kojima se aktivira ISR biljaka (Yan i

sur., 2021.).
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Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1049964421000797

Sehebani 1 Hadavi (2008.) su u istrazivanju bioloSke kontrole nematode korijenovih
kvrzica (Meloidogyne javanica) uz pomo¢ gljive T. harzianum u stakleni¢kim i
laboratorijskim pokusima ostvarili znacajno smanjenje populacije nematoda prodiranjem

gljivicnih hifa T. harzianum u matricu mase jaja nematoda. Takoder, rezultati su pokazali
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kako T. harzianum povecanjem aktivnosti izvanstani¢ne hitinaze vr$i izravnu parazitaciju
jaja nematoda te inducira obrambeni mehanizam biljaka koji dovodi do sustavne

otpornosti.

Gogoi i Mahanta (2013.) su ispitali uc¢inkovitost T. harzianum i pesticida djelatne tvari
karbofuran i karbendazim u zastiti graha (Phaseolus vulgaris). Svi tretmani pokazali su
u¢inkovitost i znacajno smanjili populaciju nematoda (Meloidogyne incognita i
Rhizoctonia solani) u tlu osim tretmana s karbendazimom. Takoder se pokazalo kako se

primjenom T. harzianum i karbofuranom povecao rast biljaka i prinos.

Prema pozitivnim rezultatima mnogih znanstvenih istrazivanja, T. harzianum se pokazala

kao veliki potencijalni bio agens u zastiti fitonematoda.

8. VAZNOST BIOLOSKE ZASTITE U ODNOSU NA KEMIJSKU

Bioloska zastita Stetnih organizama ima mnoge prednosti u odnosu na kemijsku
zastitu. Primjenom ekoloskih metoda bioloske zastite ne oneciS¢uje se okoli§ niti se
narusava zdravlje ljudi 1 Zivotinja $to je u konacnici 1 najvaznija prednosti u usporedbi sa
kemijskom zaStitom. Primjenom bioloskih metoda zaSticena je bioloska raznolikost,
obnavlja se prirodni ekosustav te se potencira trajno smanjenje Stetnih organizama (Bari¢ i
Paja¢ Zivkovi¢, 2020.). Izostaje akumulacija kemijskih tvari u tlu, vodi, zraku, nema
rezidua u biljnim i zivotinjskim proizvodima, nema §teta za korisne organizme, zivotinje,
covjeka, ne uzrokuju fitotoksicna oStecenja biljaka, te se iskljucuje problem rezistentnosti
Stetnika, moZe pridonijeti zna¢ajnom smanjenju emisije staklenickih plinova (Igrc Bar¢i¢ i
Maceljski, 2001.). Prema Btaszczyk i sur. (2014.) gljive iz roda Trichoderma su
mikroorganizmi koji se najce$ce ispituju i primjenjuju u bioloskoj zastiti bilja. Mogu
uzrokovati znatno ogranicenje uporabe kemijskih fungicida u poljoprivredi.

Kod kemijske zastite postoji opasnost od zagadenja okolisa, podzemnih voda, tla,
ugibanja korisnih organizama i smanjenja njihove brojnosti, opasnost od pojave
rezistentnosti Stetnih vrsta i time neudinkovitost sredstava, fitotoksi¢nosti, oOstataka
pesticida u biljkama. Smanjuje se bioloska raznolikost flore i faune tla a samim time
naruSava se struktura i plodnost. Postoji opasnost od trovanja opraSivaca, divljaci, riba,
ptica, domacih Zivotinja, Covjeka jer su sva kemijska sredstva za zastitu bilja svrstana u
otrove (Igrc Barci¢ i Maceljski, 2001.).
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Sve veca upotreba pesticida rezultirala je ozbiljnim gubitkom bioloske raznolikosti.
Vrlo bitan problem kod kemijske zastite jest u tome Sto ostaci sredstva u tlu mogu ostetiti
idudi usjev zbog nedopustenih ostataka u njemu te $to pri svakoj zastiti dio sredstva dolazi
u atmosferu i1 tako postaje dionik uzrokovanja globalnog oneciS¢enja (Igrc BarcCi¢ i
Maceljski, 2001.) dok bioloska kontrola moze pridonijeti znacajnom smanjenju emisije
stakleni¢kih plinova (Lenteren i sur., 2017.). Takoder, primjena pesticida ima izrazeno
Stetno djelovanje na mnoge korisne organizme u tlu, pa tako 1 na prirodne gljivicne
antagoniste Stetnih organizama koji se koriste u bioloskoj kontroli (El-Zahaby i Belal,
2008.). Tako su El-Zahaby i Belal (2008.) ispitali utjecaj nekih pesticida primijenjenih u
preporuc¢enim dozama na rast T. harzianum uzgojenih na PDA plo¢ama i dobili rezultate
kako je rast T. harzianum inhibiran sa ve¢inom testiranih pesticida klasificiranih u snazno,
umjereno i slabo inhibitornu kategoriju.

Jedan od najvaznijih problema Zemlje postaje Cista voda za pice, a koriStenjem
sredstava za zastitu postoji opasnost od oneciS¢enja nadzemnih i podzemnih voda, §to nije
slucaj sa bioloskim nacinima zastite koja je u globalu jako vazna za odrzivu, kvalitetnu i
zdravu poljoprivredu koja hrani cijeli svijet. Zbog sve veéeg nedostatka vode raspolozive
za navodnjavanje, prema njoj se takoder treba pristupati odrzivo, a postoji 1 popularan
termin vise prinosa po kapi (engl. more crop per drop) (Vinkovi¢ i sur., 2019.). U pokusu s
jeémom izloZzenim nedostatku vode, T. harzianum znaajno povecava toleranciju na
nedostatak vode 1 posljedicno smanjuje ucinke na fotosintetske sustave ¢ak i kada su biljke
bile na trajnoj tocki venuéa ili joj se priblizavale nakon dva tjedna obustave navodnjavanja.

(Topolovec — Pintari¢, 2019.).
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9. ZAKLJUCAK

Na osnovu provedenih istrazivanja mnogih znanstvenika koji su dobili pozitivne i
uspjeSne rezultate bioloSke kontrole biljnih bolesti primjenom bioloskog agensa
Trichoderma harzianum, moze se zakljuciti kako je benefitna gljiva T. harzianum spp.
adekvatna alternativna zamjena kemijske zastite fitopatogenih gljiva uporabom
komercijaliziranih biofungicida, biognojiva i prirodnih inokulanata kao biostimulatora i
ojac¢ivaca bilja, koji, iako nisu svrstani u istu kategoriju, imaju jednak uc¢inak na biljne
patogene mikroorganizme. Benefitna gljiva T. harzianum ne samo da sprjecava mikoze,
nego djeluje na cijeli jedan splet molekularnih dogadanja u tlu pocevsi od stvaranja
simbiotskog odnosa s biljkom (Topolovec — Pintari¢, 2019.), ubrzanja razgradnje organske
tvari, remedijacije (Zin i sur., 2020.), sto sve skupa osigurava biljci plodno, zdravo,
strukturno tlo (Btaszczyk i sur., 2014.). U takvim uvjetima tla, znanstvenici su dokazali da
sjeme brze proklija, dostupne makro i mikro elemente potrebne za rast i razvoj biljka moze
maksimalno iskoristiti, da je povecana dostupnost vlage, da je biljka tolerantna na
nedostatak vode i ostale abiotske i biotske stresove (Btaszczyk i sur., 2014.). Upravo iz
svih tih pozitivnih u¢inaka dobivenih znanstvenim istrazivanjima, moze se zakljuciti kako
se T. harzianum moze Koristiti i kao biognojivo budu¢i da osigurava optimalne uvjete i
stimulira rast i razvoj biljaka, smanjujuci potrebe za konvencionalnim NPK gnojivima te
povecavajuci prinos (Pani i sur., 2021.). Znanstvenici su dokazali kako T. harzianum moze
inhibirati prisutnost virusa mozaika krastavca, modulirati virusne simptome tijekom cijelog
razvoja biljaka i znacajno smanjiti pojavu bolesti (Vitti i sur., 2015., 2016., Al-Jaddawi i
sur., 2019.) sto bi moglo dovesti do inovativne zaStite povrca fitopatogenih virura
primjenom biopreparata na bazi gljive T. harzianum. Nafady i sur. (2022.), Yan i sur.
(2021.), Shebani i Havadi (2008.), Gogoi i Mahanta (2013.) potvrduju djelotvornost i
ucinkovitost T. harzianum u ekoloski prihvatljivoj bioloskoj kontroli fitonematoda $to bi
moglo dovesti do razvoja novih nac¢ina bioloSke zastite fitonematoda primjenom gljive T.
harzianum. Zadnjih nekoliko godina znanstvenici proucavaju mogucnosti suzbijanja i
Stetnih kukaca primjenom T. harzianum buduci da djeluje mikrobicidno (Vinkovi¢ i sur.,
2019.), parazitno i repelentno (Mili¢evi¢ i Kaliterna, 2014.) ukazujuc¢i na mogucu primjenu
ovog bio agensa i u zastiti Stetnih kukaca. Proizvodnja povréa primjenom benefitne gljive
T. harzianum je odrziva buduc¢i da u medusobnoj interakciji sa patogenom razvija
mehanizme djelovanja kojima ih nadjaca i usmrti, dok u interakciji sa biljkom inducira

njenu sistemsku otpornost kojom se neizravno reduciraju uzro¢nici bolesti i Stetnici
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prirodnim putem (Btaszczyk i sur., 2014.). U konacnici, izravna i neizravna u¢inkovitost
benefitne gljive T. harzianum samostalno ili u kombinaciji sa drugim bio agensima,
predstavlja obecavaju¢u i uspjeSnu biolosku mjeru zastite u kontroli patogenih
mikroorganizama, S$tetnih kukaca i fitoparazitnih nematoda povréa. Takva zastita je
dugorocna, ekonomski isplativa i sigurna. Patogeni mikroorganizmi, Stetni kukci i
fitonematode ne mogu razviti rezistentnost. Ekosustav je osiguran, Cist, nezagaden |
uravnotezen buduci da gljiva T. harzianum nema Stetne posljedice na okoli§. Povecana je
bioloSka raznolikost, poboljSana su svojstva i plodnost tla, prirodni neprijatelji sigurni,
pcele 1 ptice sigurne. Troskovi proizvodnje smanjeni, prinosi poveéani. Okoli§ ocuvan.

Hrana zdrava. Zdrav ¢ovjek!
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11. SAZETAK

Benefitna gljiva Trichoderma harzianum spp. ucinkovito djeluje u zastiti
fitopatogenih gljiva u proizvodnji povréa, a prema mnogim znanstvenim istraZzivanjima
moze se uspjesno koristiti i u zastiti fitopatogenih virusa, Stetnih kukaca i fitonematoda kao
adekvatna alternativa kemijskim pesticidima. Moze se koristiti i kao alternativa
mineralnim gnojivima bududi da je prirodni agens razgradnje organskih tvari, posrednik
izvora hranivih tvari i odlican promotor rasta biljaka. Diljem svijeta, T. harzianum izolira
se iz tla, umnaza i na njenoj bazi ili u kombinaciji s viSe antagonistickih bio agenasa
proizvode se biofungicidi, biognojiva i biljni inokulanti kao sredstva za jacanje biljaka.
Biljni inokulanti nisu svrstani u kategoriju biofungicida, ali imaju jednak ucinak na biljne
patogene mikroorganizme, $tetne kukce i fitonematode. T. harzianum u interakciji sa
patogenim mikroorganizmima razvija mehanizme djelovanja (parazitizam, kompeticiju,
antibiozu i induciranu rezistentnost) kojima nadjacava i izravno suzbija biljne patogene,
dok u interakciji sa biljkom uspostavlja simbiotski odnos te inducira i aktivira obrambeni
sustav biljke kako bi biljka neizravno reducirala uzrocnike bolesti i Stetnike prirodnim
putem. Stetne kukce, T. harzianum kontrolira parazitiranjem, proizvodnjom sekundarnih
insekticidnih metabolita, spojeva koji odbijaju hranjenje kukaca i proizvodnjom
repelentnih metabolita, dok fitonematode kontrolira izravno putem kompeticije, paralize,
antibioze, parazitizma, proizvodnjom litickih enzima ili moZe neizravno inducirati
sustavno steCenu otpornost biljke koja se moze naslijediti sjemenom. Primjena
biopreparata na bazi T. harzianum ima mnoge prednosti u odnosu na kemijsku zastitu jer
izostaje akumulacija kemijskih tvari u tlu, vodi, zraku, nema rezidua u biljnim i
zivotinjskim proizvodima, nema Steta za korisne organizme, Zivotinje, covjeka. Ne
uzrokuju fitotoksi¢na oStecenja biljaka. Patogeni mikroorganizmi i $tetnici ne mogu razviti
rezistentnost, a mogu pridonijeti 1 znacajnom smanjenju emisije staklenic¢kih plinova te

uspostaviti odrzivu proizvodnju povrca.

Kljuéne rijeci: Trichoderma harzianum, biofungicidi, biognojiva, biljni inokulanti,

mehanizmi djelovanja, sustavno steCena otpornost, odrziva proizvodnja
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12. SUMMARY

The beneficial fungus Trichoderma harzianum spp. works effectively in the
protection of phytopathogenic fungi in vegetable production, and according to many
scientific studies, it can be successfully used in the protection of phytopathogenic viruses,
harmful insects and phytonematodes as an adequate alternative to chemical pesticides. It
can also be used as an alternative to mineral fertilizers since it is a natural agent for the
decomposition of organic substances, an intermediary source of nutrients and an excellent
promoter of plant growth. All over the world, T. harzianum is isolated from the soil,
propagated and on its basis or in combination with several antagonistic bio agents,
biofungicides, biofertilizers and plant inoculants are produced as plant strengthening
agents. Plant inoculants are not classified as biofungicides, but they have the same effect
on plant pathogenic microorganisms, harmful insects and phytonematodes. In interaction
with pathogenic microorganisms, T. harzianum develops mechanisms of action
(parasitism, competition, antibiosis and induced resistance) by which it overcomes and
directly suppresses plant pathogens, while in interaction with the plant it establishes a
symbiotic relationship and induces and activates the plant's defense system so that the plant
indirectly reduces pathogens diseases and pests naturally. Injurious insects, T. harzianum
controls by parasitism, production of secondary insecticidal metabolites, compounds that
repel insect feeding and production of repellent metabolites, while phytonematodes are
controlled directly through competition, paralysis, antibiosis, parasitism, production of
lytic enzymes or can indirectly induce systemically acquired resistance of the plant that is
can inherit by seed. The use of biopreparations based on T. harzianum has many
advantages compared to chemical protection because there is no accumulation of chemical
substances in the soil, water, air, there are no residues in plant and animal products and
there is no damage to beneficial organisms, animals, humans. They don’t cause phytotoxic
damage to plants. Pathogenic microorganisms and pests can’t develop resistance, and can
contribute to a significant reduction of greenhouse gas emissions and establish sustainable

vegetable production.

Key words: Trichoderma harzianum, biofungicides, biofertilizers, plant inoculants,

mechanisms of action, systemic acquired resistance, sustainable production
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