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1. UVOD

Gljive iz roda Trichoderma pripadaju redu Hypocreales te porodici Hypocreaceae koje se
obicno nalaze u velikom broju razli¢itih ekosustava, a ponajvise u Sumskim i
poljoprivrednim tlima. Radi se o aseksualnoj saprofitskoj gljivici s termofilnim stadijem.
Iako su gljive iz ovog roda opisane 1794. godine kao zelena plijesan koja raste na
ostecenim granama i drugim supstratima, njihova sposobnost da djeluju kao biokontrolni

agensi protiv biljnih patogena uocena je tek 1920-ih.

Naime, vrlo vazni ucinci Trichoderme spp. na biljke su inducirana sustavna ili lokalizirana
otpornost i mehanizmi kontrole koji prvenstveno djeluju na patogene koji ukljucuju
antibiozu, mikroparazitizam te natjecanje za prostor i resurse. Ove gljive dovode do
povecanog rasta biljaka i unosa hranjivih tvari kao posljedica koloniziranja epidermisa
korijena 1 vanjskih kortikalnih slojeva, te otpuStanja bioaktivne molekule koje uzrokuju
odvajanje zidova biljke od talusa vrsta gljive Trichoderme. Uz to dolazi do promijene
transkripcije biljnih proteina. Zbog toga Trichoderma dobiva sve vecu ulogu u
poljoprivredi gdje se koristi u relativno velikim koli¢inama radi povecanja prinosa i

kontrole bolesti.

Unutar roda Trichoderma postoje mnoge vrste, a neke od najznacajnijih u poljoprivredi su
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii 1 Trichoderma viride. Svaka od ovih vrsta
ima karakteristike koje ih ¢ine korisnima u kontroli biljnih patogena i poboljSanju zdravlja

biljaka.

U vecini tala su vrste Trichoderma spp. autohtoni mikroorganizmi, a razne aktivnosti
covjeka kao Sto su upotreba pesticida, gnojiva i drugih kemikalija te intenzivna obrada
zemlje smanjuju mikrofloru tla, ukljucujuéi i vrste roda Trichoderma. U tim slucajevima,
primjena komercijalnih pripravaka koji sadrze vrste roda Trichoderma moze pomoéi u
obnovi zdravlja tla i1 povecanju kvalitete tla te usporiti mobilnost patogenih

mikroorganizama.

Trichoderma spp. se moze razmnozavati spolno i nespolno. Spolno razmnoZzavanje se

dogada kada se formira plodno tijelo koje proizvodi spore. Ovakvo razmnozavanje je vrlo



rijetko kod ove gljive, 1 nije dobro prouceno. Nespolno razmnozavanje se dogada u obliku
konidija (aseksualnih spora). Konidije se formiraju u posebnim strukturama poznatim kao
konidiogene zone. Konidije se oslobadaju u okoli§ i mogu se koristiti za daljnju

reprodukciju.

Nasuprot toga, Trichoderma spp. se moze isto tako razmnoZavati i vegetativno, Sto se
dogada kada se hife (vlakna) podijele i razviju u nove hife. Ovaj proces se odvija
kontinuirano u prirodnom okoliSu, jer se hife Sire po tlu. U uzgojnim uvjetima, vrste roda
Trichoderma se mogu razmnozavati pomocu agitacije tekuce kulture s korisnim hifama i
konidijama, S$to se koristi u proizvodnji komercijalnih pripravaka za primjenu u

poljoprivredi.

Trichoderma spp. je sposobna inhibirati rast i razvoj drugih mikroorganizama, ukljucujuci

1 druge gljivice. Njeno djelovanje se zasniva na nekoliko mehanizama:

1. Konkurencija za nutrijente: Kada je rije¢ o iskoriStavanju hranjivih tvari Trichoderma
spp. je dobar konkurent drugim mikroorganizmima, te oduzima hranjive tvari koje su

drugima potrebne za rast i razvo;j.

2. Produkcija enzima: Trichoderma spp. proizvodi razliite enzime koji mogu razgraditi

stani¢ne zidove drugih mikroorganizama te im otezavati rast i razvoj.

3. Proizvodnja antimikrobnih tvari: Trichoderma spp. proizvodi razli¢ite tvari koje mogu

inhibirati rast drugih mikroorganizama.

Sposobnost Trichoderme spp. da inhibira rast drugih mikroorganizama ¢ini ju korisnom u
kontroli patogenih gljivica i bakterija u tlu te u zastiti biljaka od bolesti. Osim toga, moze

se koristiti za poboljsanje kvalitete tla i stimuliranje rasta biljaka.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Odnos izmedu mikroorganizama

2.1.1. Simbioza

Vrste roda Trichoderma pripadaju gljivama koje su sposobne uspostavljati simbiozu s
razli¢itim vrstama biljaka. Ova simbioza moze biti u obliku endofitne kolonizacije, kada
gljiva uspostavlja stabilan zivot unutar biljke, a moZze biti i u obliku vanjske kolonizacije

kada se kolonizira i razvija na povrsini korijena biljaka (Shoresh i sur., 2010.).

Simbioza s biljkama omogucuje vrstama roda Trichoderma da aktiviraju rast i
poboljsavaju otpornost biljaka na razli¢ite stresne uvjete, ukljuCujuéi one uzrokovane
gljivicnim ili bakterijskim infekcijama, suSom, bolestima, te drugim nepovoljnim uvjetima

(Harman i sur., 2004.).

Trichoderma spp. interakciju s biljkom ostvaruje kroz mnogobrojne mehanizme,
ukljucujuci poveéanje dostupnosti hranjivih tvari, poboljSanu apsorpciju vode, razgradnju
organskih tvari u tlu, proizvodnju enzima za razgradnju patogenih organizama te stvaranje

korisnih mikroorganizama u tlu (Singh 1 Sirohi, 2019.).

Simbioza gljive Trichoderma spp. s biljkama takoder moze imati pozitivan ucinak na
okoli§ jer smanjuje potrebu za upotrebom pesticida i umjetnih gnojiva, povecavajuéi tako

plodnost tla i o¢uvanje bioloSke raznolikosti u tlu (Lobato i sur., 2018.).

2.1.2. Konkurencija za hranu, vodu i infektivho mjesto

Trichoderma spp. je u stanju konkurirati drugim mikroorganizmima za hranu, vodu i
infektivno mjesto u tlu. Kada se ona naseli na mjestu rasta biljke, ona oslobada razlicite
enzime i1 sekundarne metabolite koji joj omogucéuju da razgradi organske tvari u tlu 1 dobije
hranjive tvari. Uz to, ima sposobnost da iskoristi neiskoriStene resurse u tlu, $to joj

omogucuje da konkurira drugim mikroorganizmima za hranu (Harman i sur., 2004.).



Uz konkurenciju za hranu, vrste roda Trichoderma takoder konkuriraju za vodu s drugim
mikroorganizmima u tlu. Medutim, zbog njene sposobnosti da se probija kroz guste slojeve
tla i sposobnosti da rastu na niskoj vlaznosti, Trichoderma spp. je u mogucnosti osigurati

sebi dovoljno vode za svoj rast i razvoj (Shores i sur., 2010.).

Sto se ti¢e infektivnog mjesta, ova gljiva se oslanja na sposobnost brzeg koloniziranja
biljke od patogenih mikroorganizama. Ona stvara prepreke za rast i Sirenje patogenih
mikroorganizama $to smanjuje konkurenciju za infektivna mjesta i ucinkovito sprje¢ava

njihovu infekciju.

Kao opéenito pravilo, Trichoderma spp. lako se kolonizira u okruzenjima u kojima nema
mnogo konkurenata za hranu, vodu ili infektivno mjesto. Stoga, kada se koristi u biljnoj
proizvodnji, vazno je stvoriti uvjete koji ¢e omoguciti ovoj gljivi da se lakSe naseli 1 ostvari
svoje prednosti u borbi protiv patogenih gljivica te poboljsa rast i razvoj biljaka (Inglis i

sur., 1991.).

2.1.3. Antagonizam

Trichoderma spp., kao antagonisticki mikroorganizam, koristi se u bioloSkoj kontroli
biljnih bolesti, posebice onih koje uzrokuju gljive i neke bakterije. Antagonizam vrsta roda
Trichoderma je posljedica razli¢itih mehanizama djelovanja, koji ukljucuju fizicke,

kemijske 1 bioloSke interakcije (Harman i sur., 2004.).

Jedan od klju¢nih mehanizama antagonizma Trichoderme je proizvodnja antibiotika i
antifungalnih spojeva koji se odupiru rastu i razvoju patogene mikroflore. Ti spojevi koji
Trichoderma spp. proizvodi ukljucuju eniatine, gliotoxin, trichotetronines, trichokonine i

druge (Benitez i sur., 2004.).

Pored toga, Trichoderma spp. proizvodi enzime koji imaju sposobnost probijanja ili
uniStavanja stani¢nih zidova patogena, $to omogucuje laksi pristup biljnim stanicama.

Postoje tri glavne grupe ovih enzima koje ukljucuju glukanaze, hemicelulaze i proteaze.



Drugi mehanizam djelovanja ove gljive ukljucuje stimulaciju biljnih obrambenih
mehanizama, kao $to je proizvodnja fitoaleksina, inhibitora patogene aktivnosti i upalnih
odgovora. Trichoderma spp., Sto takoder inducira otpornost biljaka na patogene i stresne

uvjete, aktiviraju¢i nekoliko vaznih signalnih puteva u biljnim stanicama (Chet, 1987.).

U konacnici, ona se takoder bori protiv patogenih mikroorganizama za prostor i hranjive

tvari, $to potice razvoj odrzivih populacija korisnih mikroba u tlu (Shoresh i sur., 2010.).

Dakle, antagonizam vrsta Trichoderma predstavlja ucinkovitu strategiju u bioloskoj
kontroli biljnih patogena, a brojna istrazivanja pokazuju da se ona moZze uspjesno koristiti
u kombinaciji s drugim metodama za odrzavanje zdravog biljnog stanja (Shoresh i sur.,

2010.).

2.1.4. Mikrobiocidno djelovanje vrste roda Trichoderma

Trichoderma spp. je gljivica koja se koristi u bioloskoj kontroli biljnih bolesti zbog svog
mikrobiocidnog djelovanja. Njezini metaboliti 1 enzimi djeluju na patogene

mikroorganizme na nekoliko razli¢itih na¢ina (Chet, 1990.).

Jedan od nacina djelovanja je proizvodnja antibiotika i antifungalnih spojeva koji
sprijeCavaju rast i razvoj patogene mikroflore. Ti spojevi ukljucuju, izmedu ostalog,
gliotoxin, trihotetronine, trihokonine, eniatini. Ovi spojevi mogu inhibirati razliCite
metabolicke procese u patogenim stanicama, kao $to su sinteza proteina, nukleinskih
kiselina ili razaranje stani¢nih stjenki. Drugim rijeCima, Trichoderma spp. proizvodi

kemijske spojeve koji ubijaju ili sprecavaju rast patogenih gljiva i bakterija (Chet, 1990.).

Drugi nac¢in mikrobiocidnog djelovanja ove gljive je probijanje ili uniStavanje stani¢nih
stjenki patogena pomocu enzima, kao Sto su glukanaze, hemicelulaze i proteaze. Ovi
enzimi djeluju poput "Skara", kojima Trichoderma spp. moze izravno probiti kroz stani¢ni

zid patogenih mikroorganizama (Vinale i sur., 2008.).

Osim toga, ova gljiva moze stimulirati otpornost biljaka na patogene mikroorganizme i

stresne uvjete. Na primjer; ona moze aktivirati nekoliko vaznih signalnih puteva u biljnim



stanicama, kao S$to su putevi za fitoaleksine, inhibitori patogene aktivnosti i upalni

odgovori (Mendes i sur., 2013.).

U konacnici, mikrobiocidno djelovanje vrsti roda Trichoderme omogucuje ucinkovitu
kontrolu biljnih patogena, S§to ith ¢ini vrlo korisnim u poljoprivrednoj proizvodnji

(Contreras-Cornejo i sur., 2009.).

2.2. Benefiti antagonistickog djelovanja vrsta Trichoderma na biljne patogene

Trichoderma spp. su cijenjene kao jedne od najboljih biljnih probiotika za kontrolu biljnih
bolesti. Glavni nacin kontrola je antagonisticko djelovanje ove gljive na patogene
uzrocnike bolesti biljaka. Kada Trichoderma ulazi u interakciju sa patogenim
mikroorganizmima, ova korisna gljivica stvara nekoliko mehanizama koji neutraliziraju
njihovo Stetno djelovanje. Trichoderma spp. proizvodi enzime, to jest proteaze, lipaze,
hitinaze i1 hidrolaze otrovne za patogene, $to dovodi do oStecenja njihovih stani¢nih stijenki

(Vinale 1 sur., 2008.).

Primjena ove gljive kao bioloskog agensa za kontrolu Stetnika omoguéava redukciju
upotrebe kemijskih pesticida u poljoprivrednoj proizvodnji. Kemijski pesticidi imaju Sirok
spektar djelovanja, ali njihova dugotrajna uporaba moze imati ozbiljne negativne uc¢inke na
zivotnu sredinu i ljudsko zdravlje. Uporaba vrste roda Trichoderma kao alternativne
metode za kontrolu Stetnih organizama omogucava smanjenje ili ¢ak eliminaciju kemijskih

pesticida (Harman, 2006.).

Takoder, Trichoderma se natjece s patogenim mikroorganizmima za hranjive tvari i neke
specificne metabolite. Ova taktika je posebno korisna u zaSti¢enim uzgojima. Ona daje
biljkama direktne bioticke 1 abiotic¢ke poticaje, koji pomazu biljci da izdrzi Stete od
patogenih mikroorganizama 1 stresne uvjete okoliSa. Posebno se piSe o ucincima
Trichoderme na jaCanje biljne imunosti, proliferaciju korijenskog sustava, uporabu

hranjiva i vode, stimuliranje rasta i razvoja, itd. (Contreras-Cornejo i sur., 2009.).

Postoji nekoliko razloga zbog kojih Trichoderma spp. obi¢no nema negativan utjecaj na tlo:



1. Bioloska svojstva Trichoderma spp., poput vecine biljnih patogena, obi¢no preferira rast
na mrtvim biljnim tkivima ili u blizini korijena biljaka. Stoga, umjesto da Steti tlu, ova

gljiva moze pomod¢i u razgradnji organske tvari i recikliranju nutrijenata.

2. Trichoderma spp. se Cesto smatra mutualisticCkom gljivom koja ima koristi i od biljke 1
od tla. Ona moze poboljsati rast biljaka tako Sto potie rast korijena, povecavajuci

apsorpciju hranjiva te otpornost biljaka na stresne uvjete.

Iako je ova gljiva sigurna za tlo, vazno je imati na umu da mogu postojati odredeni
¢imbenici koji mogu utjecati na njezino ponasanje. Na primjer, neke vrste roda
Trichoderma mogu biti agresivne prema drugim mikroorganizmima u tlu ili mogu
preferirati specifiéne uvjete rasta. Stoga je vazno provesti dodatna istrazivanja o
specifi¢noj vrsti roda Trichoderma koja se koristi 1 njenoj interakciji s tlima u kojima ¢e se

primjenjivati (Karigar i sur., 2006).

Trichoderma spp. obi¢no ne stvara rezistenciju kod ciljanih organizama, kao $to su biljni

patogeni ili Stetnici. Neki od razloga su;

1. Vrste roda Trichoderma djeluju protiv patogena i Stetnika biljaka putem razlicitih
mehanizama. Ovi mehanizmi uklju¢uju kompetitivnu izolaciju, proizvodnju antibiotika i
enzima, aktivaciju obrambenih mehanizama biljke te indukciju sistemskog otpora.
Raznolikost ovih mehanizama oteZava razvoj rezistencije jer patogeni ili Stetnici trebaju
razviti viSestruke promjene u svojim genetskim svojstvima kako bi uspjesno izbjegli

djelovanje ove gljive.

2. Trichoderma spp. ima brzu reprodukciju i1 Zivotni ciklus, $to znaci da se populacija ovih
gljiva moze brzo prilagoditi promjenama u okoliSu. Ova sposobnost prilagodbe sprje¢ava
razvoj stabilne rezistencije jer se populacija ove gljive moze prilagoditi na promjene i

nastaviti djelovati uc¢inkovito protiv patogena ili Stetnika.

3.Tlo je sloZzeno okruZzenje u kojem se odvijaju brojne interakcije izmedu
mikroorganizama 1 biljaka. Kompleksnost okoliSa moze pridonijeti odrzavanju
ucinkovitosti ove gljive jer se razliciti mikroorganizmi i biljke mogu sprijeciti da razviju

rezistenciju na vrste roda Trichoderma.



Iako je malo vjerojatno da ¢e se razviti rezistencija na ovu gljivu, vazno je ipak redovito
pratiti i evaluirati uc¢inkovitost ove gljive u bioloskoj kontroli Stetnika i bolesti biljaka. To
omogucava ranu detekciju bilo kakvih znakova smanjene ucinkovitosti i potrebu za

prilagodbom strategija upravljanja u poljoprivrednoj praksi (Zeilinger i sur., 2016.).

2.3. Trichoderma kao biolosko sredstvo u zastiti bilja

Trichoderma spp. korisne su gljive koje se sve ¢esce koriste kao biolosko sredstvo u zastiti
biljaka. Ova gljiva je prirodni izolat iz tla i prisutna je u mnogim razli¢itim ekosustavima,
gdje se koristi u bio-kontrolama raznih mikroorganizama Stetnih za biljke (Vinale i sur.,

2008.).

Trichoderma spp. ima niz prednosti kao biolosko sredstvo u zastiti biljaka. Prije svega, ova
gljivica je sigurna za okoli$ 1 ne uzrokuje Stete na okoliSu, za razliku od mnogih kemijskih

pesticida koji su Stetni za okolis 1 krajnje korisnike (Harman i Kubicek, 1998.).

Drugi poticajni faktor u koristenju ove gljive kao bioloskog sredstva je to §to ona proizvodi
prirodne antibiotike i druge sekundarne metabolite koji se mogu koristiti protiv raznih vrsta
patogenih mikroorganizama, ukljuujuéi viruse, bakterije, gljivice 1 alge. Neki od
antibiotika koje ona proizvodi su trichomozini A i B, trichokonini A i B, harzijelin,

gliotoxin, trihoketide i glioviridin (Harman i Kubicek, 1998.).
Trichoderma proizvodi razli¢ite sekundarne metabolite, a neki od najvaznijih su:
1. Seskviterpenski laktoni molekule su koje cesto pokazuju antifungalne i
antibakterijske aktivnosti i pomazu vrstama roda Trichoderma u borbi protiv drugih

organizama.

2. Peptidi, molekule koje se Cesto koriste u kozmetici zbog svojih svojstava zastite i

hidratacije koze.



3. Polisaharid koji se primjenjuju u razli¢itim industrijama, kao $to su kozmetika,
prehrambena industija 1 farmaceutski sektor.

4. Alkaloidi se Cesto koriste u medicini i pokazuju razne bioloske aktivnosti.

5. Fenolne kiseline imaju antioksidativna svojstva i Cesto se koriste u kozmetici i
prehrambenoj industriji.

6. Glikolipidi se koriste u prehrambenoj industriji zbog svojih stabilizacijskih 1

emulgacijskih svojstava. (Vinale i sur., 2008.).

Od najznacajnijih bioloskih aktivnosti koje Trichoderma spp. ima na biljke su znacajni
faktori: fiksacija duSika, stimulacija rasta korijena, promicanje cvatnje, pojacavanje
otpornosti na stresne uvjete okruzenja, razvitak i sazrijevanje plodova, pomaze imunitetu

biljaka, poboljsava kvalitetu i koli¢inu prinosa biljaka (Vinale i sur., 2008.).

Koristenje ove benefitne gljive kao bioloskog sredstva za zaStitu biljaka ima dobre izglede
za daljnju primjenu zbog sigurnosti za ljudsko zdravlje i okolis, visok stupanj ucinkovitosti

i raznovrsnost bioloskih aktivnosti koje ima na biljke (Gajera i Golakiya, 2013.).

U mnogim primjerima, na kojima su provedena istraZivanja o djelovanju vrsta roda
Trichoderma na uzro¢nike bolesti biljaka, utvrdeno je da ova gljivica smanjuje brojnost
patogena uzro¢nika bolesti, poboljsava kvalitetu biljaka, utjeCe na razvoj korijenovog
sustava te povecava otpornost biljaka na vanjske Stetne ¢imbenike okoliSa (Harman i

Kubicek, 1998.).

Kao takva, Trichoderma je danas univerzalno rjesenje sigurne i u¢inkovite zastite biljaka u

poljoprivredi 1 razli¢itim ekoloSkim sustavima.



3. MATERIJAL I METODE RADA

U laboratorijskim uvjetima istraZivali smo odnose izmedu mikroorganizama koristeci se
metodom izrade antibiograma (Slika 1.).

Cilj je bio dokazati antagonisticko djelovanje benefitne gljive Trichoderma spp. na
bakteriju Pseudomonas syringae, te gljive Cercospora beticola, Alternaria alternata 1

Rhizoctonia solani.

Da bi se vidjela razlika izmedu antagonisti¢ih i konkurentskih odnosa, koje se Cesto u
prirodi mjesa, istovremeno smo zasijali mikroorganizme koji su u konkurentskom odnosu s
obzirom na konkurenciju za infektivno mjesto Azospirillum brasilense — Beauveria
bassiana, endomikorizne gljive roda Glomus - Beauveria bassiana, te endomikorizne
gljive roda Glomus - Bacillus thuringiensis.

Za svaki mikroorganizam koristili smo za njih selektivne hranjive podloge.

Slika 1. Izlijevanje selektivne hranjive

podloge na polovicu Petrijeve zdjelice

Izvor: Lovri¢, M., 2024.
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Slika 2. Nacjepljivanje bakterija na polovicu Petrijeve zdjelice

Izvor: Lovri¢, M., 2024.

Trichoderma spp. i Beauveria bassiana zasijane su na Potato dextrose agaru, Bacillus
thuringiensis na podlozi Nutrient agaru, Azotobacter chroocooccum, na podlozi Ashby
agar, Azospirillum spp. na podlozi Azospirillum podloga (glukoza: 10 g/L, amonijev sulfat:
0,2 g/L, kalij dihidrogen fosfat: 0,1 g/L, magnezijev sulfat: 0,05 g/L, natrijev glutamat: 0,5
g/L, agar: 15 g/L), Pseudomonas spp., na podlozi Pseudomonas agar F (kazeinpepton: 10
g/L, bakterioloski agar: 10 g/L, magnezijev heksaklorat: 1 g/L, kalijev fosfat: 1 g/L, natrij
dihidrogenfosfat: 1 g/L, glicerin: 10 g/L). Alternaria alternata 1 Cercospora beticola na V-

8 juice agar, te Rhizoctonia solani na Oat flake medium.

Nakon pripravki selektivnih hranjivih podloga te njihove sterilizacije u autoklavu, podloge
su razlivene u Petrijeve zdjelice sa pregradom u sterilnim uvjetima (Slika 1.). Nakon
hladenja i skrué¢ivanja podloga, zasijani su mikroorganizmi u sterilnoj komori (Slika 2.).
Nakon zasijavanja Petrijeve zdjelice stavili smo na inkubaciju u termostat na optimalnu
temperaturu za njihov razvoj (Slika 3.). Petrijeve zdjelice su polozene na poklopac da ne bi
doSlo do kondenzacije vlage na samim podlogama, Sto bi onemogucilo rast zasijanih

mikroorganizama.
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Nakon 48 sati inkubacije, provjerili smo porast kultura. Od tada smo provjeravali svakih
24 sata, s obzirom da je porast mikroorganizama razli¢it, posebno zato S§to se radi o
razli¢itim vrstama. Temperatura je prilagodena, koliko se moglo, optimalnom dijapazanu
za svaku kulturu. RazliCite vrste bakterija i gljiva treba razliito vrijeme inkubacije i
razli¢ita im je brzina rasta. Tako ih se vecina razvila za 3 — 5 dana. Izuzetak su gljiva
Beauveria bassiana kojoj je trebalo 6 — 8 dana, te Cercospora beticola kojoj je trebalo
gotovo tri tjedna da pocCne razvijati koloniju. Kako bi se taj antagonizam izmedu
primjenjenih mikroorganizama dobro uocio i kako bi razlika izmedu antagonistickih i
konkurentskih odnosa bila vidljivija, fotografirali smo kulture pred kraj njihove trece faze
razvoja, faza mirovanja, kada su morfoloski i1 fizioloski zrele ali su pred ulazak faze

opadanja (4. faza).

Slika 3. Petrijeve zdjelice u termostatu

Izvor: Lovri¢, M., 2024.
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4. REZULTATI RADA

U laboratorijskim pokusima dokazano je antagonisticko djelovanje benefitne gljive
Trichoderma spp. na sve vrste mikroorganizama s kojima je raden antibiogram: bakterija
Pseudomonas syringae, te gljiva Cercospora beticola, Alternaria alternata i Rhizoctonia

solani.

4.1. ANTAGONISTICKI ODNOSI Trichoderma spp.

Trichoderma spp. — Pseudomonas syringae

Slika 4. Trichoderma spp. i P. syringae Slika 5. Trichoderma spp. i P. syringae
(prednja strana petrijevke) (zadnja strana petrijevke)
Izvor: Lovri¢, M., 2024. Izvor: Lovrié, M., 2024.

Na slikama 4. 1 5., a posebno na prednjoj strani pertijevke, vidi se Sirenje hifa benefitne
gljive Trichoderma spp. po selektivnoj podlozi na dijelu gdje je zasijana bakterija P.
syringae, $to nam govori o antagonistickom — baktericidnom djelovanju - na navedenu
bakteriju. Pseudomonas syringae vidljiva je zadnjoj strani petrijevke. Vidljivo je da je

gljiva potpuno prerasla bakteriju.
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Slika 6. Simptomi infekcije patogene bakterije P. syringae na listu krastavca.

Izvor: www.invasive.org/browse/detail.cfim?imgnum=1578263, 2021.

Trichoderma spp. — Cercospora beticola

Slika 7. Trichoderma spp. i C. beticola Slika 8. Trichoderma spp. i C. beticola
(prednja strana petrijevke) (zadnja strana petrijevke)

Izvor: Lovrié, M., 2024. Izvor: Lovri¢, M., 2024.

Na patogenu gljivu Cercospora beticola, vrste roda Trichoderma djelovale su
antagonisticki (Slika 6. 1 7.). Vrlo brzo su prerasle dio petrijevke na kojoj je cerkospora
zasijana. Ovdje je Trichoderma spp. imala 1 odredenu prednost, jer se pocela razvijati 15 —
16 dana prije cerkospore. Medutim, cerkospora se uspjela djelomicno razviti Sto je
vidljivo na prednjoj, iako puno bolje na zadnjoj strani petrijevke, $to dokazuje da je vrlo

agresivna i patogena. Na slici 9. vidljiv je napad cerkospore na lis¢u Secerne repe.
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Slika 9. Simptomi infekcije patogene gljive C. beticola na liS¢éu Secerne repe.
Izvor: www.vegetables.cornell.edu/pest-management/disease-factsheets/cercospora-leaf-

spot-of-table-beet/, 2017.

Trichoderma spp. — Alternaria alternata

U laboratorijskim uvjetima, uoceno je antagonisticko djelovanje vrste roda Trichoderma na
patogenu gljivu Alternaria alternata. Alternaria alternata je gljivica koja uzrokuje
pjegavost lis¢a i trulez korijena na vise od 380 vrsta biljaka domacina. I kod ove gljive,
uzro¢nika bolesti biljaka, dokazano je da Trichoderma spp. djeluje mikrobicidno (Slika 10.,
11). Na slici 12. prikazan je napad ovog patogena na liS¢e jabuke, dok je na slici 13.

vidljiva trulez rajCice kao posljedica napada 4. alternata.
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Slika 10. Trichoderma spp. 1 A. alternata Slika 11. Trichoderma spp. 1 A. alternata
(prednja strana petrijevke) (zadnja strana petrijevke)
Izvor: Lovri¢, M., 2024. Izvor: Lovrié, M., 2024.

Slika 12. Simptomi napada patogene gljive A. alternata na lisée jabuke.

Izvor: https://agronomija.rs/2014/alternarijska-lisna-pegavost-jabuke-alternaria-mali/, 2014.
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Slika 13. Trulez korijena raj¢ice uzrokovan patogenom gljivom 4. alternata.

www.omafra.gov.on.ca/IPM/english/tomatoes/diseases-and-disorders/damping-off.html

Trichoderma spp. — Rhizoctonia solani

o e ST LHAY ] et -

Slika 14. Trichoderma spp. i R. solani Slika 15. Trichoderma spp. 1 R.solani
(prednja strana petrijevke) (zadnja strana petrijevke)

Izvor: Lovri¢, M., 2024. Izvor: Lovrié, M., 2024.
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Rhizoctonia solani (Slika 15. 1 Slika 16.) je vrlo agresivan patogen koji izaziva trulez
korijena Seferne repe, gomolja krumpira, te se javlja na brojnim kulturama. Jedan od
svojstava ovog patogena je njegovo tesko suzbijanje. Uglavnom se koriste otporni hibridi i
sorte, medutim otpornost nije dovoljno razvijena, pa svake godine $tete na kulturama budu
u manjoj ili ve¢oj mjeri.

U laboratorijskim uvjetima dokazan je antagonizam, odnosno fungicidno djelovanje
Trichoderme spp. na navedenog patogena.

Na slici 17. vidljiva je trulez korijena Secerne repe uzrokovana patogenom gljivom

Rhizoctonia solani.

Slika 16. Trulez korijena Se¢erne repe uzrokovana gljivom R. solani.

Izvor: https://blog-crop-news.extension.umn.edu/2018/04/sugarbeet-rhizoctonia-

management-plan.html, 2018.
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Na slikama 17. 1 18. moze se vidjeti intenzitet djelovanja gljive Trichoderma spp. na
navedenu bakteriju 1 gljive. Trichoderma spp. najviSe se razvila u petrijevki gdje je
istovremeno zasijana bakterija Pseudomonas syringae, dok je slabiji razvoj u petrijevkama

gdje su zasijane gljive, iako je antagonizam neupitan.

Slika 17. Antagonisticko djelovanje benefitne gljive

Trichoderma spp. prema patogenim mikroorganizmima
(prednja strana petrijevke)

Izvor: Lovri¢, M., 2024.
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Slika 18. Antagonisticko djelovanje benefitne gljive
Trichoderma spp. prema patogenim mikroorganizmima
(zadnja strana petrijevke)

Izvor: Lovri¢, M., 2024.
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4.2. KONKURENTSKO - KOMPETITIVNI ODNOSI izmedu mikroorganizama

Azospirillum brasilense — Beauveria bassiana

Slika 19. A. brasilense 1 B.bassiana Slika 20. A. brasilense 1 B. bassiana
(prednja strana petrijevke) (zadnja strana petrijevke)
Izvor: Lovri¢, M., 2024. Izvor: Lovri¢, M., 2024.

Izmedu asocijativne duSi¢ne bakterije 4. brasilense 1 benefitne gljive B. bassiana koja
pokazuje izraziti bioinsekticidni u¢inak na Stetnike kulturnih biljaka, ali je i fakultativni
patogen, antibiogramskim testom nije bilo antagonisti¢kog / mikrobicidnog odnosa (Slika
19., 20.). Postoji konkurencija za infektivno mjesto, hranjive tvari i zrak. S obzirom da je
benefitna gljiva B. bassiana fakultativni patogen, na zadnjoj strani petrijevke mozemo

vidjeti Sirenje hifa po dijelu podloge gdje je zasijana bakterija A. brasilense.
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Endomikorizne gljive — Beauveria bassiana

Slika 21. Endomikor. gljive i B. bassiana Slika 22. Endomikor. gljive 1 B. bassiana
(prednja strana petrijevke) (zadnja strana petrijevke)
Izvor: Lovri¢, M., 2024. Izvor: Lovri¢, M., 2024.

Endomikorizne gljive su posebne vrste gljiva koje tvore simbiozu sa korijenjem biljaka.
Ove gljive pomazu biljkama u apsorpciji hranjivih tvari iz tla u zamjenu za organske
spojeve koje biljke proizvode. Endomikorizne gljive su klju¢ni ¢imbenik za zdrav rast
biljaka i poboljSanje njihovog imunoloskog sustava. Kada je rije¢ o interakciji izmedu
gljive Beauveria bassiana i endomikoriznih gljiva, moze do¢i do potencijalne konkurencije
izmedu ove dvije vrste gljiva (Slika 21., 22.). Buduéi da obje vrste gljiva koloniziraju

korijenje biljaka, mogu se medusobno natjecati za resurse koji su dostupni u tlu.
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Endomikorizne gljive —  Bacillus thuringiensis

Slika 23. Endomikorizne gljive i Slika 24. Endomikorizne gljive i

B. thuringiensis (prednja strana petrijevke)  B. thuringiensis (zadnja strana petrijevke)
Izvor: Lovrié, M., 2024. Izvor: Lovri¢, M., 2024.

Bacillus thuringiensis se smatra efikasnim bioloskim insekticidom koji se koristi za
suzbijanje Stetnika u poljoprivredi. Endomikorizne gljive, sa druge strane, su simbiotski
organizmi koji Zive u simbiozi s korijenjem biljaka 1 mogu poboljsati apsorpciju hranjivih
tvari 1 otpornost biljaka na stres. Izmedu ova dva mikroorganizma nema antagonizma

(Slika 23., 24.), ali konkurencija za infektivno mjesto, hranjive tvari, vodu i zrak postoji.
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5. RASPRAVA

Gailite 1 sur. (2005.) navode da su sojevi benefitne gljive Trichoderma u€inkoviti agensi za
biokontrolu protiv Sirokog spektra biljnih patogena. Sadasnja saznanja pokazuju da, osim
mikrobnog antagonizma, povoljan ucinak Trichoderma spp. odnosi se na aktivaciju

obrambenih reakcija biljaka.

Cilj ovog istrazivanja bio je proucavanje ucinka gljive Trichoderma harzianum na
aktivnosti oksidativnih enzima i otpornost na Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
biljaka graha (Phaseolus vulgaris L.). Tretiranje gljivom Trichoderma harzianum
rezultiralo je blokiranjem simptoma bolesti koji izaziva patogena bakterija P. syringae.

Yao i sur. (2023.) navode znacaj benefitne gljive Trichoderma spp. u suzbijanju bolesti
koje se prenose tlom, kao i nekih bolesti li§¢a i metlice raznih biljaka. Trichoderma spp. ne
samo da moze sprijeciti bolesti, ve¢ takoder potice rast biljaka, poboljsava ucinkovitost
iskoriStavanja hranjivih tvari, povecava otpornost biljaka i poboljSava okoli§ od
agrokemijskog oneciS¢enja. U svojoj studiji predstavili su biolo§ki mehanizam kontrole
gljive Trichoderma spp. u biljnim gljivicnim 1 nematodnim bolestima, ukljucujuci
kompeticiju, antibiozu, antagonizam i mikoparazitizam, kao i mehanizam poticanja rasta

biljaka i induciranja sistemske otpornosti biljaka izmedu Trichoderma spp. i biljaka.

Cercospora beticola pripada najvaznijim patogenima Seéerne repe. lako su
oplemenjivanjem i selekcijom dobiveni tolerantni hibridi Se€erne repe, rijetke su godine
kada se folijarna zastita vrS§i manje 3 - 4 puta. U rezultatima istraZivanja brojnih autora
navodi se antagonistiCko djelovanje gljive Trichoderma spp. na navedenog patogena.
Medutim, u polju to djelovanje ovisi o agroklimatskim uvjetima i rezultati nekada nisu
onakvi kakvi se dobivaju u laboratoriju (Galletti i sur., 2008.). Hamden i sur., (2023.)
dobili su vrlo dobre rezultate u poljskim pokusima u kulturi Sec¢erne repe, gdje su koristili
gljivu Trichoderma spp. u suzbijanju ovog patogena. Ova studija izvjeStava o nekoliko
izolata Trichoderme kao sredstava za biokontrolu navedenog patogena. Preliminarni in
vitro i in vivo testovi doveli su do odabira dva izolata Trichoderma karakteriziranih
njihovom sposobno$éu da smanje sporulaciju patogena. Ponovljena folijarna primjena
teku¢eg homogenata kulture kojoj je prethodio jedan tretman difenokonazolom u 2-

godiS$njim ispitivanjima pod prirodnim inokulumom u polju smanjila je ucestalost bolesti i
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sporulaciju patogena iz nekroti¢nih mrlja. Povecanje prinosa Secera takoder je postignuto
tretmanima na bazi izolata Bal2/86, najvjerojatnije zbog induciranih uc¢inaka otpornosti za
koji je zasluzna gljiva Trichoderma spp.

S obzirom da Cercospora beticola pravi velike Stete na kulturi Secerne repe, a konstantno
se zabranjuju u Europskoj Uniji aktivne tvari fungicida, brzo se razvija rezistentnost na
dozvoljene fungicide. Tako da je primjena benefitne bakterije 7Trichoderma spp. vrlo vazna

alternativa kemijskim fungicidima.

Arzanlou 1 sur. (2013.) su u laboratorijskim uvjetima utvrdili inhibitorni u¢inak benefitne
gljive Trichoderma spp. na uzrocnika bolesti, patogenu gljivu Alternaria alternata u
kulturi suncokreta.

Shazia and Iftikhar (2004.) izolirali su gljivu Alternaria alternata iz korijena, lis¢a i tla
usjeva pSenice 1 rize, a njithova je agresivnost proucavana pomocu analize agresivnosti.
Izolati Alternaria alternata genetski su karakterizirani pomo¢u RAPD-a. Istrazivanja su se
temeljila na pregledima usjeva psenice i rize u podrucjima usjeva rize i pSenice u Pakistanu.
Studija je pokazala da je Alternaria alternata gljiva koja uzrokuje trulez korijena i tijekom
analize agresivnosti trulezi korijena izolati su pokazali vecu agresivnost na sortama rize
nego na pSenici, ali u folijarnoj agresivnosti ukupni broj agresivnih izolata bio je veéi na
sortama psenice nego na rizi.

Gveroska 1 Ziberoski (2012.) u rezultatima svojih istrazivanja navode da su gljive roda
Trichoderma najucinkovitiji mikroorganizmi koji se koriste u bioloskoj kontroli. In vitro
analize su napravljene u nekoliko varijanti kako bi se proucavao ucinak difuzibilnih i
hlapljivih metabolita. Postojao je snazan redukcijski u€inak na razvoj A. alternata
razli¢itim mehanizmima antagonistickog utjecaja. Hlapljivi metaboliti takoder su pokazali
reducirajuci ucinak patogena. Uocene su neke abnormalnosti u morfologiji patogena i kod
difuznih 1 hlapljivih metabolita. SnaZan redukcijski uéinak 7. harzianum prema A.
alternata dokazuje da benefitna gljiva 7. harzianum moze biti primijenjena u bioloskoj

kontroli ovog patogena.

Abbas 1 sur. (2017.) navode da vrste roda Trichoderma spp. u tlu sprjecavaju biljku od
zaraznih bolesti uzrokovanih od patogena iz tla. Jedan od patogena je i gljiva Rhizoctonia
solani koja uzrokuje ozbiljne Stete na gospodarski znacajnim usjevima. Strategije
kontrole kao §to su uzgoj otpornih kultivara, plodoredi i primjena fungicida nisu dovoljni

za suzbijanje bolesti koje uzrokuje R. solani jer ostaje u tlu stvarajuci sklerocije koji su
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izrazito otporne strukture. Nadalje, fungicidi su iz ekoloSkih razloga sve manje prihvatljivi.
Trichoderma spp. predstavljaju potencijal kao biokontrolni agensi koji inhibiraju R.
solani kroz mikrobicidno djelovanje.

Durman i sur. (1999.) koristili su pet izolata gljive Trichoderma spp., usporedujuci
njihovu sposobnost kontrole napada patogene gljive Rhizoctonia solani na biljke rajéice u
stakleniku. Cetiri od pet izolata pokazala su sposobnost biokontrole i smanjeni rast
patogena 1 prezivljavanje njegovih sklerocija u tlu. Navode da rezultati antibiograma i
testovi mikoparazitizma protiv sklerocija bakterije R. solani mogu biti korisni za otkrivanje

izolata koji su u€inkoviti kao agensi bioloSke kontrole protiv ovog patogena.

Brojni autori u svojim radovima dobili su identi¢ne rezultate istrazivanja. Glick (1995.) o
mikroorganizmima koji imaju razli¢itu ulogu u zastiti biljaka od Stetnika uz istovjetnu

redukciju mineralnog dusSika koriste¢i nesimbiotske duSi¢ne bakterije.

Bhattacharyya and Jha (2011.) u rezultatima svojih istrazivanja navode benefite
medusobnog djelovanja biopesticida i Plant growth promotion bacteria. Jeli¢ (2021.) u
svom diplomskom radu pod naslovom “Insekticidno i antifungalno djelovanje
etnomopatogene gljive Beauveria bassiana 1 korisne bakterije Bacillus subtilis” detaljno
obraduje kombiniranje ova dva korisna mikroorganizma, te iznosi rezultate istrazivanja
gdje je ociti benefit kombinacije navedene gljive i bakterije.

Medutim, istrazivanja su pokazala da neki sojevi endomikoriznih gljiva mogu povecati

djelovanje benefitne gljive Beauveria bassiana. (Rababet i sur., 2022.).

Pokazalo se da endomikorizne gljive mogu poboljsati djelovanje Bacillus thuringiensis na
biljke, povecavajuéi otpornost biljaka na Stetnike. Ovo se mozZe dogoditi zbog stimulacije
biljaka koje uzrokuju endomikorizne gljive, §to rezultira boljom obrambenom reakcijom

biljaka protiv insekata (Amallia i sur., 2023.).

Takoder se smatra da endomikorizne gljive mogu poboljSati biodostupnost Bacillus
thuringiensis u tlu, $to zauzvrat dovodi do bolje kontrole insekata Stetnika. Ova
kombinacija endomikoriznih gljiva 1 Bacillus thuringiensis moze predstavljati efikasnu
strategiju zastite biljaka od Stetnih insekata u poljoprivredi, ali potrebna su daljnja

istrazivanja kako bi se razumjeli detalji ove interakcije i optimalni nacini primjene.
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6. ZAKLJUCAK

Trichoderma spp. je antagonisticki mikroorganizam koji se koristi u bioloSkoj kontroli
biljnih bolesti zbog svojih razli¢itih mehanizama djelovanja, ukljucuju¢i proizvodnju
antibiotika i1 antifungalnih spojeva, enzima za probijanje stani¢nih zidova patogena te
stimulaciju biljnih obrambenih mehanizama. Ova gljiva takoder poti¢e razvoj odrZivih
populacija korisnih mikroorganizama u tlu. S obzirom na sve navedeno, Trichoderma spp.
predstavlja ucinkovitu strategiju u borbi protiv biljnih patogena te se moze uspjesno

kombinirati s drugim metodama za odrzavanje zdravlja biljaka.

U ovom istrazivanju dokazano je antagonisticko djelovanje benefitne gljive Trichoderma
spp. na mikroorganizme s kojima je raden antibiogram: Pseudomonas syringae,
Cercospora beticola, Alternaria alternata 1 Rhizoctonia solani.

Takoder, dokazani su i konkurentsko - kompetetivni odnosi izmedu mikroorganizama
Azospirillum brasilense 1 Beauveria bassiana, te endomikoriznih gljiva 1 Beauveria

bassiana i Bacillus thuringiensis.

Trichoderma spp. predstavlja vazan biopreparat za kontrolu biljnih bolesti i Stetnika, ¢ime
se smanjuje potreba za kemijskim pesticidima i S§titi okoli§ i1 ljudsko zdravlje. Njena
sposobnost antagonistickog djelovanja na patogene mikroorganizme, kao i pozitivan
utjecaj na biljke i tlo, €ini je izuzetno vrijednom u poljoprivrednoj proizvodnji. Daljnja
istrazivanja 1 implementacija ove korisne gljive mogu doprinijeti odrzivom i ekoloski

prihvatljivom poljoprivrednom sustavu.
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9. SAZETAK

Cilj diplomskog rada bio je dokazati antagonizam izmedu biopreparata koji sadrzi 4 vrste
benefitne bakterije Trichoderma spp. 1 patogenih gljivica i bakterija u laboratorijskim
uvjetima. Ispitivano je antagonisticko djelovanje benefitne gljive Trichoderma spp. na
sljede¢e mikroorganizme: Pseudomonas syringae, Cercospora beticola, Alternaria
alternata 1 Rhizoctonia solani.

Takoder, ispitani su i konkurentsko - kompetetivni odnosi izmedu mikroorganizama
Azospirillum brasilense 1 Beauveria bassiana, te endomikoriznih gljiva izmedu Beauveria
bassiana 1 Bacillus thuringiensis.

Nakon provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da 7Trichoderma spp. ima antagonisti¢ko
djelovanje na sve vrste s kojima je raden antibiogram.

Gljive roda Trichoderma imaju znacajnu ulogu u poljoprivredi kao biokontrolni agensi
protiv biljnih patogena. Njihove sposobnosti inducirane sustavne otpornosti, kontrola
patogena i povecanje prinosa biljaka ¢ine ih klju¢nim za odrzavanje zdravlja tla i biljaka.
Primjena komercijalnih pripravaka koji sadrze vrste Trichoderma moze pomo¢i u obnovi
zdravlja tla, smanjenju mobilnosti patogenih mikroorganizama te poboljSanju kvalitete tla.
Njihova sposobnost inhibicije rasta i razvoja drugih mikroorganizama putem konkurencije
za nutrijente, produkciju enzima i proizvodnju antimikrobnih tvari ¢ini ih korisnima za

kontrolu bolesti u tlu te za poticanje rasta biljaka.

Kljucne rije€i: antagonizam, Trichoderma spp., bakterije, biokontrolni agensi
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10. SUMMARY

The aim of this thesis was to prove the antagonism between a bio-preparation containing 4
subspecies of beneficial bacteria Trichoderma spp. and pathogenic fungi and bacteria in
laboratory conditions. The antagonistic effect of the beneficial fungus Trichoderma spp.
was examined on the following microorganisms: Pseudomonas syringae, Cercospora
beticola, Alternaria alternata i1 Rhizoctonia solani.

Additionally, the competitive relationships between microorganisms Azospirillum
brasilense and Beauveria bassiana, as well as between endomycorrhizal fungi between
Beauveria bassiana and Bacillus thuringiensis were also investigated. After the research, it
can be concluded that Trichoderma spp. has an antagonistic effect on all microorganisms
species tested in the antibiogram study.

Trichoderma fungi play a significant role in agriculture as biocontrol agents against plant
pathogens. Their abilities in inducing systemic resistance, controlling pathogens, and
increasing plant yields make them crucial for maintaining soil and plant health. The
application of commercial preparations containing 7richoderma species can help in
restoring soil health, reducing the mobility of pathogenic microorganisms, and improving
soil quality. Their ability to inhibit the growth and development of other microorganisms

through competition for nutrients, enzyme production, and antimicrobial substance

production make them useful for disease control in soil and for promoting plant growth.

Key words: antagonism, 7richoderma spp., bacteria, biocontrol agents
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