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BIOLOSKA KONTROLA SKLADISNIH FITOPATOGENIH GLJIVA

Svetlana Zivkovié!

Izvod: Intenzivna primena fungicida dovela je do nagomilavanja toksi¢nih jedinjenja,
potencijalno opasnih po zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu, i razvoja rezistentnosti patogena.
Razvoj i primena bioloskih agenasa je jedna od alternativnih mera. Skrining je kritiCan
korak u razvoju bioloskih agenasa. Uspeh u svim kasnijim fazama zavisi od postupka
skrininga i identifikacije odgovarajuceg antagoniste. U toku poslednje dve decenije
mnogobrojna istrazivanja su pokazala da bioloSki agensi iz roda Trichoderma,
Gliocladium, Bacillus 1 Streptomyces imaju sposobnost redukcije skladiSnih
fitopatogenih gljiva.

Kljuéne reéi: fitopatogene gljive, Trichoderma spp., Gliocladium spp., Bacillus
spp., Streptomyces spp.

Uvod

Ekspanzija trgovackih multinacionalnih kompanija, transport poljoprivrednih
proizvoda iz najudaljenijih delova sveta, kao i rastuée potrebe savremenog potrosaca za
kontinuiranim snabdevanjem i konzumiranjem svezeg voca i povréa podstakle su praksu
njihovog intenzivnog skladiStenja i cuvanja nakon berbe. Primarni faktori koji tokom
transporta i za vreme skladiStenja mogu uticati na pojavu trulezi i propadanje plodova
voca i povrtarskih kultura su:

e neotporan sortiment, nepovoljne vremenske prilike i latentne infekcije plodova u

toku vegetacije;

e neodgovarajuci stepen zrelosti i neadekvatna manipulacija prilikom branja i
pakovanja plodova;

e povecana temperatura i vlaznost vazduha tokom transporta, nepostojanje
kontrolisane atmosfere u rashladnim komorama, kao i duzina skladistenja
plodova (Snowdon, 1991).

Prema literaturnim navodima (Barkai-Golan, 2001) ekonomski najznacajnije

skladisne fitopatogene gljive su:

o Alternaria: A. alternata (Fr.) Keisser, prouzrokovac trulezi i crne pegavosti;
Aspergillus: A. niger Tieghem i A. flavus Link, prouzrokovaci crne trulezi;
Botrytis: B. cinerea Pers., prouzrokovac sive plesni;

Botryosphaeria: B. obtusa (Schwein.) Shoemmaker, prouzrokovac crne trulezi;
Cladosporium: C. herbarum (Pers.) Link, prouzrokovaé¢ ¢adave plesni;
Colletotrichum: C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. i C. acutatum
Simmonds ex Simmonds, prouzrokovaci antraknoza;

o Geotrichum: G. candidum Link, prouzrokovac kisele trulezi;

"Institut za zadtitu bilja i Zivotnu sredinu, Teodora Drajzera 9, 11000 Beograd, Srbija,
(zivkovicsvetla@gmail.com).

327



“XXI SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGLI” Zbornik radova, Vol. 21.(23), 2016.

o Fusarium: F. oxysporum Schlecht 1 F. solani (Martius) Sacc., prouzrokovaci
trulezi,

o Monilinia : M. fructigena (Aderh. & Ruhl.) Honey i M. fructicola (Wint) Honey,
prouzrokovaci mrke trulezi;

o Mucor: M. hiemalis Wehmer i M. piriformis A. Fisch., prouzrokovaci vlazne
trulezi,

o Penicillium: P. expansum Link, prouzrokova¢ plave plesnavosti i P. digitatum
(Pers.) Sacc., prouzrokovac¢ zelene plesnavosti;

o Rhizopus: R. stolonifer (Ehrenb. ex Fr.) Vuill., prouzrokovac vlazne trulezi.

Intenzivna primena sintetickih fungicida u cilju suzbijanja fitopatogenih gljiva
izaziva sve vecCu zabrinutost, pre svega zbog prisustva toksi¢nih hemijskih ostataka u
prehrambenim proizvodima, uéestalog zagadivanja zivotne sredine i razvoja rezistentnih
sojeva patogena.

Moguénost primene mikroorganizama - antagonista u bioloskoj kontroli invazivnih
organizama, narocito fitopatogenih gljiva, danas predstavlja jedan od prioiriteta u okviru
biotehnoloskih istrazivanja. Na osnovu eksperimenata in vitro i in planta, utvrdeno je da
u medusobnom kontaktu sa biljnim patogenom, mikroorganizmi - antagonisti mogu
ispoljiti razli¢ite mehanizme delovanja (Pal and Gardener, 2006):

e direktni antagonizam, koji podrazumeva hiperparazitizam biljnog patogena
(mikovirusi, Ampelomyces quisqualis, Lysobacter enzymogenes, Pasteuria
penetrans, Trichoderma spp.);

e kombinovani antagonizam, koji se manifestije sekrecijom antibiotika (2,4-
diacetilfloroglucinol, fenazini, cikli¢ni lipopeptidi), litickih enzima (hitinaze,
glukonaze, proteaze), hemijskih produkata razgradnje (amonijak, ugljendioksid,
vodonikcijanid) i primenom razli¢itih oblika fizicko-hemijske interferencije;

¢ indirektni antagonizam, koji podrazumeva kompeticiju za prostor i raspolozive
izvore energije 1 hrane, produkciju siderofora - specifi¢cnih mikromolekula sa
sposobno$¢u vezivanja rastvorljivih jona gvozda — Fe*" i indukovanu otpornost
biljke domacina stimulisanu fitohormonima.

Bioloski agensi — gljive roda Trichoderma i Gliocladium

Vrste iz rodova Trichoderma 1 Gliocladium, zahvaljujuéi Sirokoj rasprostranjenosti,
saprofitnoj prirodi i velikom bioloskom potencijalu su danas veoma zastupljene u
bioloskoj kontroli fitopatogenih gljiva.

Prva istrazivanja vrsta Trichoderma (teleomorf Hypocrea) zabeleZena su krajem
XIX veka, a taksonomiju i revizija roda obavio je Rifai (1969). Nakon toga nastupa faza
intenzivnog prouCavanja antimikrobne aktivnosti ovih saprofitnih gljiva i njihove
primene u poljoprivrednoj proizvodnji. Najznacajniji bioloski agensi roda Trichoderma
su: T. atroviride, T. harzianum, T. viridae, T. virens, T. hamatum 1 T. koningii.
Navedene vrste su deo mikoflore zemljista i mogu se izolovati iz rizosfere nekih
ekonomski vaznih poljoprivrednih kultura, ali su kao polifagni i kosmopolitski
organizmi prisutni i u drugim ekosistemima (vodi, vazduhu, Sumi, nekrotiranom
biljnom materijalu), (Monte and Llobell, 2003). Brz porast na organskim supstratima
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omogucuje gljivama ovog roda prevlast u borbi za izvore hrane i energije, a sposobnost
masovne produkcije spora i antibiotika Sirokog spektra dejstva govori o njihovom
snaznom bioloSkom potencijalu (Woo et al., 2006). Mnogobrojni eksperimenti su
potvrdili da gljive Trichoderma spp. u interakciji sa patogenim mikroorganizmima
manifestuju mikoparazitizam i antibiozu, kao dva najefikasnija mehanizma supresije.
Mikoparazitski proces je zasnovan na direktnom kontaktu micelije antagonista i
patogena, a nakon toga sekreciji enzima koji obavljaju degradaciju c¢elijskog zida
domacina (Kubicek et al., 2001). Vrste roda Trichoderma imaju sposobnost lucenja
snaznog hidrolitickog multi-enzimskog kompleksa koji sacinjavaju: hitinaze (de la Cruz
et al., 1992), B-1,3-glukonaze (Noronha and Ulhoa, 1996), B-1,6-glukonaze (de la Cruz
and Llobell, 1999), a-1,3 glukonaze (Ait-Lahsen et al., 2001), proteaze (Geremia et al.,
1993) i celulaze (Monte and Llobell, 2003). Antibiotska aktivnost Trichoderma spp. je
posledica produkcije sekundarnih metabolita: acetildehida (gliotoksin i viridin), alfa-
pirona, terpena, poliketida, derivata izocijanida i piperazina (Sivasithamparam and
Ghisalberti, 1998). Sve navedene komponente imaju sinergisticki efekat i u kombinaciji
sa kompleksom hidrolitickih enzima mogu ispoljiti snaznu inhibitornu aktivnost prema
velikom broju fitopatogenih gljiva iz roda: Alternaria, Botrytis, Colletotrichum,
Diaporthae, Monilia 1 Fusarium (Bell et al., 1982; Balaz i sar., 2000; Monte, 2001;
Freeman et al., 2004; Soytong et al., 2005; Imtiaj and Lee, 2008; Zivkovié i sar. 2010;
2012). Kolonizacijom korenovog sistema i lucenjem specifi¢nih enzima, Trichoderma
spp. mogu podstac¢i odbrambene mehanizme biljke domacina i na taj nain indirektno
povecati otpornost prema fitopatogenim gljivama. Iz navedenih razloga vrste ovog roda
su danas veoma zastupljene u poljoprivredi i industriji, a zvanicno je registrovano preko
50 razlictih formulacija biopesticida, bioprotektanata, biostimulansa i biofertilizatora na
bazi gljiva Trichoderma spp. (Woo et al.,, 2006). Sirok spektar antibiotika tipa:
trichodermina, trichodermola, trichotoxina, harzianuma A 1 harzianolida, koje
produkuju sojevi T. harzianum pokazuju visoku efikasnost u in vitro testovima sa
skladi$nim patogenima. Na mestu kontakta sa patogenom, hife mikroorganizma —
antagoniste se namotavaju oko micelije domacina, formiraju¢i strukture slice apresoriji
(Gupta et al., 1995; Zivkovi¢, 2011). Nakon toga nastupa sekrecija snaznog enzimskog
kompleksa koji dovodi do ¢elijske razgradnje i nekroze patogena.

Vrste Gliocladium spp. (teleomorf Nectria) su vazni bioloski agensi, Sirokog spektra
delovanja i znacajne efikasnosti prema velikom broju ekonomski Stetnih patogena. G.
roseum (teleomorf N. ochroleuca Schwein.) je najznacajnija vrsta ovog roda, a njeno
prisustvo je zabelezeno u svim klimatskim regionima sveta, na razliCitim staniStima i
supstratima (semenu poljoprivrednih kultura, Sumskom i ukrasnom bilju, li§éu i
plodovima voca), (Sutton et al., 1997). Identi¢no vrstama Trichoderma, kompeticija za
izvore hranljivih materija i mikoparazitizam su osnovni mehanizmi bioloske aktivnosti
gljiva roda Gliocladium. Inhibicija klijanja spora, direktan mehanicki pritisak na isklijale
konidije i miceliju patogena-domacina jedan je od oblika antimikrobne aktivnosti
Gliocladium spp. prema B. cinerea, B. allii i F. oxysporum (Yu and Sutton, 1997).
Antibiotska aktivnost se manifestuje sekrecijom hidrolitickog enzimskog kompleksa
(hitinaze, glukonaze i proteaze) i antibiotika, koji obavljaju degradaciju celijskog zida
patogena. U veéini sluCajeva antibioza predstavlja samo jednu komponentu zdruzenog
antagonistiCkog efekta gljiva Gliocladium spp. S obzirom na ispoljenu efikasnost i
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neskodljivost na ljudsko zdravlje, na trzistu je danas prisutno viSe registrovanih
biopreparata na bazi vrsta Gliocladium (Verma et al., 2006). U eksperimentima gde su
testirane kombinacije patogena C. acutatum i C. gloeosporioides, 1 antagonista G. roseum,
konstatovana je inhibiciona zona (Sirine 2-5 mm), odnosno pojava antibioze. Svi ispitivani
izolati zaustavljaju svoj rast usled prisustva inhibitornih materija (enzima i antibiotika),
koje lu¢i G. roseum (Zivkovi¢, 2011).

Biolo$ki agensi — bakterije roda Bacillus i aktinomicete roda Streptomyces

Antagonisticko dejstvo prema fitopatogenim gljivama ispoljavaju bakterije roda
Bacillus i aktinomicete roda Streptomyces. Antibioza je osnovni mehanizam njihovog
delovanja, a supresija patogena se ostvaruje sekrecijom antibiotika i degradacionih
enzima.

Bacillus spp. su gram-pozitivne, Stapicaste, aerobne ili fakultativno anaerobne vrste,
rasprostranjene Sirom sveta: prisutne su u zemljistu, vodi i vazduhu, ali i kao endofiti na
povrsini biljnih organa. Sposobnost formiranja spora svrstava ih u grupu komercijalno
isplativih antagonista. U biopreparatima su kao aktivne komponente najzastupljenije
vrste B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. polymyxa i B.
amyloliquefaciens. Bakterije roda Bacillus produkuju snazna antifungalna jedinjenja, od
kojih su najznacajnija: bacilomicin (Chevanet et al., 1986), iturin (Yu et al., 2002),
bacilizin, fengimizin, lipopetidi (Loeffler et al., 1986), 2,3-dihidroksibenzoilglicin (2,3-
DHBQG) i subtilizin (Valbuzzi et al., 1999). Vrsta B. subtilis (Ehrenberg) Cohn je sa
ekotoksikoloskog stanovista veoma pouzdana i omogucava bezbednu zastitu biljaka
protiv nekih znacajnih patogena u vocarstvu i povrtarstvu. Medu fitopatogenim
gljivama za Cije suzbijanje se B. subtilis i B. amyloliquefaciens uspesno primenjuju su
vrste: B. cinerea (Walker et al., 1998), C. musae (Mahadtanapuk et al., 2007), A.
alternata, A. flavus, C. acutatum, C. gloeosporioides, F. oxysporum, F. solani, P.
expansum (Dimki¢ et al, 2013; Zivkovié et al., 2013), M. fructicola (Pusey and Wilson,
1984), M. fructigena (Puri¢ 1 Stanci¢, 2004).

Streptomyces spp., su gram-pozitivne, filamentozne, sporogene bakterije, i kao
saprofiti su najprisutnije u zemljiStu. Pocetkom druge polovine XX veka izolovan je
veliki broj vrsta ovog roda i intenzivirana su istrazivanja vezana za njihovu antibiotsku
aktivnost. Eksperimenti su ukazali na Citav spektar antibiotika koje Streptomyces spp.
produkuju, a koji osim u humanoj i veterinarskoj medicini, prakti¢nu primenu mogu
naci i u poljoprivrednoj proizvodnji (Wan et al., 2008; Lu et al., 2008). Utvrdeno je da
antibiotska jedinjenja propadaju grupi aminoglikozida, makrolida, B-laktama, peptida,
poliena, polietra i tetraciklina (Recio et al., 2006).

Najznacajniji bioloski agensi roda Streptomyces koris¢eni u kontroli fitopatogenih
gljiva su: S. hygroscopicus, S. griseoviridis, S. griseus, S. lydicus, S. natalensis 1 S.
platensis. Streptomyces spp. u ogledima in vitro 1 in vivo manifestuju snaznu inhibiciju
patogena roda Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Gauemannomyces,
Fusarium, Monilinia, Mucor, Penicillium (Rizk et al., 2007; Propagdee et al., 2008;
Milisavljevi¢ et al., 2015). S. natalensis produkuje antibiotik natamicin koji je
komercijalizovan i primenjuje se u veterini i prehrambenoj industriji, ali je ispitan i kao
potencijalni bioloSki agens za suzbijanje vrsta F. oxysporum, B. cinerea i M. laxa (Lu et
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al., 2008). Mikroskopskim pregledom utvrdeno je da hife svih ispitivanih patogena u
prisustvu antagonista ovog roda, u pocetnom stadijumu bubre, postaju razgranate,
zadebljale i poprimaju crveni pigment. Crvena boja potom iS¢ezava, u zidovima hifa se
nagomilava melanin. Nakon dve nedelje micelije patogena se deformiSu i nekrotiraju
(Zivkovié et al., 2010; Dimki¢ et al, 2013; Milisavljevi¢ et al., 2015).

Bakterije roda Bacillus i aktinomicete, antagonisticki efekat manifestuju sekrecijom
antibiotika i kompleksa degradacionih enzima, Sirokom spektra dejstva (Compant et al.,
2005). Poslednjih godina registrovani su biopreparati koji kao aktivne materije sadrze
spore ili antibiotske metabolite navedenih bioloSkih agenasa.

Zakljucak

Prema izvestaju americkog Nacionalnog istrazivackog udruzenja (NRC) fungicidi
predstavljaju 60% onkogenog rizika u odnosu na sve ostale pesticide, koriS¢ene u
poljoprivrednoj proizvodnji (Wilson, 1991). 1z navedenih razloga u toku poslednje dve
decenije dolazi do intenzivnog razvoja alternativnih, nepesticidnih mera u kontroli
biljnih patogena. Skrining je prvi i najvazniji korak u razvoju i implementaciji
mikroorganizama — antagonista u kontroli skladi$nih i drugih fitopatogenih gljiva.
Pravilan odabir najbezbednijih i najefikasnijih bioloskih agensa od neprocenjivog je
znacaja za ouvanje ekosistema i zdravlja ljudi.

Napomena

Istrazivanja u ovom radu deo su projekata TR 31018: “Razrada integrisanog
upravljanja i primene savremenih principa suzbijanja Stetnih organizama” i OI 173026:
”"Molekularna karakterizacija bakterija iz rodova Bacillus i Pseudomonas kao
potencijalnih agenasa za biolosku kontrolu”, koje finansira Ministarstvo prosvete, nauke
i tehnoloskog razvoja Republike Srbije.
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BIOLOGICAL CONTROL OF POSTHARVEST PATHOGENIC FUNGI

Svetlana Zivkovié!
Abstract

The intensive use of fungicides has resulted in accumulation of toxic compounds
potentially hazardous to humans and environment, and also in the build up of resistance
of the pathogens. The development and application of biological agents is one of the
alternative measures. Screening is a critical step in the development of biological
control agents. The success of all subsequent stages depends on the ability of a
screening procedure to identify an appropriate candidat. In the last two decades a large
number of studies have shown that antagonistic migroorganisms from the genus
Trichoderma, Gliocladium, Bacillus and Streptomyces able to reduce the activity of
postharvest fungal pathogens.

Key words: pathogenic fungi, Trichoderma spp., Gliocladium spp., Bacillus spp.,
Streptomyces spp.
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