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Sazetak

Diplomskog rada studentice Tena Suto, naslova

Antagonizam Trichoderma koningiopsis prema Fulvia fulva uzroéniku barSunaste plijesni
rajcice

Posljednjih godina sve je vise istrazivana problematika gljive Fulvia fulva koja uzrokuje
barsunastu plijesan rajcice, Sto je sve ¢es¢i problem kod nasih proizvodaca tog povréa. U radu
je istrazivan antagonisticki utjecaj autohtonog izolata T. koningiopsis tj. antibiotska supresija i
mikoparazitacija micelarne kulture Fulvia fulva vrste. Pokus je postavljen u laboratoriju Zavoda
za fitopatologiju Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Pokus se provodio in vitro
metodom dvojnih kultura za utvrdivanje antibioze tj. hlapljivih metabolita i testiranjem
mikoparazitacije. Koristile su se Cetiri dana stare gljivicne kulture te je provedeno suceljavanje
T. koningiopsis i F. fulva kroz testiranje antagonizma i testiranje antibioze. Pokus je postavljen
po slu¢ajnom bloknom rasporedu.

U metodi dvojnih kultura i inkubaciji na 25 °C u vremenskom intervalu od sedam dana, izolat
Trichoderma koningiopsis signifikantno je inhibirao rast patogena Fulvia fulva (1=90,367%). U
testu volatila i inkubaciji na 25 °C, izolat T. koningiopsis pokazao je dobro inicijalno djelovanje
hlapivih metabolita, suprotstavljenom patogena F. fulva (1=62,4%).

Kljucne rije€i: mikoparazitacija, antibioza, dvojne kulture



Summary

Of the master’s thesis — student Tena Suto, entitled

Antagonism of Trichoderma koningiopsis against Fulvia fulva causal agent of tomato leaf
mold

The problematics of the fungus Fulvia fulva, which causes tomato leaf mold and is an
increasingly common problem among our producers of this vegetable, has been increasingly
studied in recent years. In this paper, antagonistic influence of the autochthonous isolate T.
koningiopsis, ie. antibiotic suppression and mycoparasitization of Fulvia fulva micellar culture
is researched. The experiment was set up in the laboratory of the Department of
Phytopathology, Faculty of Agriculture, University of Zagreb. The experiment was performed
in vitro by dual culture method to determine antibiosis, ie. by volatile metabolites and
mycoparasitic testing. Four-day-old fungal cultures were used and T. koningiopsis and F. fulva
were were confronted through antagonism and antibiosis testing. The experimental design
was a randomized block design.

In the dual culture method and incubation at 25 °C for a time interval of 7 days, the isolate of
Trichoderma koningiopsis significantly inhibited the growth of the pathogen Fulvia fulva (I =
90.367%). In the volatile testing and incubation at 25 °C, the isolate of T. koningiopsis showed
a satisfactory initial activity of volatile metabolites, as opposed to the pathogen F. fulva (I =
62.4%).

Keywords: mycoparasitism, antibiosis, dual cultures



1. Uvod

U uvjetima visoko proizvodne, trziSno konkurentne poljoprivrede, tehnoloski napredne
i intenzivne poljoprivrede, velik broj poljoprivrednih proizvodada nastoji odrzati ili povecati
kakvocu i koli¢inu prinosa, tezedi pritom smanjenju rizika ili osiguranju od svih rizika koji prate
samu poljoprivrednu proizvodnju. Medu vazne rizike u poljoprivrednoj proizvodnji ubrajaju se
gubici i Stete uzrokovani biljnim bolestima. Suzbijanje biljnih bolesti je nuzino zbog
osiguravanja uroda i postizanja kvalitetnih i visokih prinosa (lvi¢, 2014).

Povedanju kvalitete i kvantitete uroda i usjeva uvelike je pomogla primjena kemijskih
sredstava za zastitu bilja, fungicida no, prate ju i vazni nedostaci. Uporabu sintetickih fungicida
Cesto prati razvoj otpornih (rezistentnih) biotipova organizama (Naher i sur.,2014).
Problematika primjene kemijskih sredstava je takoder u vidu Stetnih tvari (rezidua) koje ostaju
na poljima u tlu i ulaze u biljku iz razlic¢itih izvora poput: apsorpcije rezidua iz vode i tla, iz
atmosferskog taloZenja i direktnom aplikacijom. Zbog Stetnog djelovanja rezidua na okolis, ali
i zdravlje ljudi, sve se viSe primjenjuje biolosko suzbijanje biljnih bolesti. Biofungicidi su
bioloski pripravci na bazi antagonistickih mikroorganizama (gljiva, bakterija i dr.) Ciji se
antagonizam s biljnim patogenima temelji na interakcijama kompeticije, parazitizma
(mikoparazitizma i hiperparazitizma), antibioze i inducirane biljne rezistentnosti (Topolovec-
Pintaric i sur. 2004; Milicevi¢ i Kaliterna, 2014).

U 90 % slucajeva razliciti sojevi gljiva iz roda Trichoderma koriste se u bioloSkom
suzbijanju biljnih bolesti u razli¢itim formulacijama u vidu biofungicida (Benitez i sur., 2004).
Klju¢ uspjeha roda Trichoderma u suzbijanju biljnih bolesti lezi u njihovom brzom rastu, visokoj
reproduktivnoj sposobnosti, ucinkovitosti u uzimanju hranjivih tvari, no najviSe u
mikoparazitaciji i antibiozi prema gljivama (Topolovec-Pintari¢, 2019; Benitez i sur., 2004). Rod
Trichoderma je prisutan Sirom svijeta s velikim utjecajem na sadasnju poljoprivredu i o¢uvanje
zdravlja ljudi i okolisa. Vrste roda Trichoderma karakteristicni su stanovnici rizosfere, a u
modernoj poljoprivredi koriste se kao antagonisti zemljiSnih uzrocnika biljnih bolesti
(biofungicidi), ali i kao promotori biljnog rasta (biognojiva) (Topolovec-Pintarié¢ i sur., 2012).
Primjenom Trichoderma-pripravaka smanjuje se negativan utjecaj kemijskih preparata na
okoli$ i odrzavanje bioraznolikosti u agroekosustavima (Milic¢evic¢ i Kaliterna, 2014).

Gljiva Fulvia fulva je uzrocnik barSunaste plijesni lista rajéice, sve vise problema s
navedenom gljivom pojavljuje se prilikom uzgoja rajice na otvorenom i u zasticenim
prostorima. U Hrvatskoj je prvi puta potvrdena prije nesto visSe od 35 godina, ali tada nije
predstavljala problem prilikom same proizvodnje rajcice. Povoljni uvjeti za pojavu bolesti su u
vrijeme kiSnih razdoblja proljeéa i zime. Simptomi na biljkama pojavljuju se prvotno na donjim,
najstarijim listovima, a zatim se Siri prema vrhu biljke. Listovi se najéeS¢e osuse i pocnu



otpadati, kod rane zaraze prilikom zahvacene velike lisne povrSine moze dodi i do susenja
samog ploda (Cvjetkovi¢, 2004).

Suzbijanje F. fulva najprakticnije je sadnjom hibrida rajcice koji su otporni na
patotipove gljive u kombinaciji s preventivnim agrotehni¢kim mjerama, dezinfekcijom
zaSticenih prostora prije sadnje rajcice i uporabom fungicida koji su dopusteni u Hrvatskoj
(Novak i Milicevi¢, 2010). Od sredine 1990-tih godina detektirani su rezistentni biotipovi F.
fulva na najcesce primjenjivane fungicidne tvari: flusilazol, klortalonil, azoksistrobin,
fenheksamid, itd. U RH je nedovoljna ucinkovitost navedenih djelatnih tvari u zastiti rajcice
dokazana jo$ 2001. (Novak, 2012). Biofungicidi na osnovu Trichoderma vrsta u svijetu se
primjenjuju i u bio-suzbijanju F. fulva, no u Hrvatskoj je trenutno registriran samo
Trichoderma-pripravak Vintec (BI-PA NV, Belgija) (lvi¢, 2021).

Obzirom na navedeno, provedeno laboratorijsko istrazivanje imalo je za cilj vrednovati
moguénost inhibiranja patogene vrste F. fulva pomocu autohtonog izolata STP1 vrste T.
koningiopsis, temeljem istraZzivanja antagonizma (kompeticija za hranjiva, mikoparazitizam) i
antibioze. U istraZivanje se uslo uz pretpostavke:

1. Izolat T. koningiopsis STP1 ¢e inhibirati rast i razvoj F. fulva.
2. lzolat T. koningiopsis STP1 ¢e djelovati antibiotski na F. fulva.



2. Pregled literature

2.1. Biolosko suzbijanje bolesti kao dio integrirane zastite bilja

Integrirana zastita bilja kao dio integrirane biljne proizvodnje obuhvaca primjenu svih
raspolozivih metoda zastite bilja kojima se sprjecava razvoj populacije Stetnih organizama.
Suzbijanje mora biti ekoloski i ekonomski opravdano, na nacin da se rizik za zdravlje ljudi i za
okoli$ svode na najmanju mogucu mjeru. (Milicevi¢ i Kaliterna, 2014).

Biolosko suzbijanje bolesti obuhvaca primjenu komercijaliziranih bioloSki pripravaka
(biofungicidi) na bazi antagonisti¢kih mikroorganizama (bakterija, gljiva i dr.). Biofungicidi su
pripravci na osnovi gljiva bakterija i Actinomyceta koji su antagonisti fitopatogenih gljiva. To
su korisni organizmi koji su sastavni dio prirode, dio mikro svijeta (microbiota) rizosfere i
filosfere u kojem vlada kompeticija za staniste i hranjive tvari s njima konkurentnim Stetnim
mikroorganizmima (Cvjetkovic¢ i Topolovec-Pintari¢, 2004). Biljni patogeni i uzrocnici biljnih
bolesti temelje se na interakcijama antibioze, kompeticije, parazitizma (hiperparazitizam i
mikoparazitizam) te inducirane biljne rezistentnosti (Milicevi¢ i Kaliterna, 2014.)

2.1.1. Antibioza

Antibioza je Stetno djelovanje antagonistickih mikroorganizama na biljne patogene
putem toksi¢nih produkata njihovog metabolizma, gdje spadaju i razni antibiotici, koji su
toksi¢ni za biljne patogene. Ona je jedan od najvaznijih mehanizama prezivljavanja
mikroorganizama kroz eliminaciju konkurencije za izvor hrane koja je Cesto limitirana na
zemljistu (Ellis i sur., 2000). Antibioza se zbiva tijekom interakcije dva organizama pri ¢emu
nastaju metaboliti niske molekularne mase, koji se mogu podijeliti na viSe kategorija:
isparljive/nepolarne, neisparljive/polarne i antibiotike topljive u vodi (Junaid i sur., 2013).
Prvi opis antibioze kao sposobnosti roda Trichoderma dao je Weindling (1934), a njegova
definicija glasi da je to supresivni mehanizam bioloske borbe koji se olituje u proizvodniji
sekundarnih metabolita s antimikrobnim ucinkom (Howell, 1998). Nakon istrazivanja
mikoparazitizma u bioloskoj borbi, Weindling je 1934. godine istraZio da je vrsta T. lingorum
proizvela smrtonosne metabolite te ih je izlucila u okolni medij. Otkrivenu supstancu nazvao
je ,glitoksin“ za koju navodi da je toksicna za oba testirana patogena Rhizoctonia solani i
Sclerotinia americana. Novi antibiotik ,gliovirin“ izolirali su Howell i Stipanovi¢ 1983. godine
od vrste Gliocladium (ex.sistematika roda Trichoderma) virens koji snazno inhibira patogenu
vrstu Pythium ultimum i Phytophthora spp. (Kumar i Pundhir, 2009) Navedeni toksini zbog
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jakog sinergistickog efekta u kombinaciji s kompleksom hidroliti¢kih enzima mogu izazvati
snaznu inhibiciju velikog broja fitopatogenih gljiva iz rodova: Alternaria, Botrytis,
Colletotrichum, Diaporthae, Monilia i Fusarium, (Zivkovié, 2016). Predstavnici roda
Trichoderma producirajui viridin, triholin, glizoprenine, heptelidinsku kiselinu, pirone, terpene
i peptaibole koji imaju moguénost inhibicije rasta fitopatogenih gljiva (Hjeljord i Tronsmo,
1998; Sharma, 2012).

Rod Trichoderma pripada odjelu Ascomycota gdje pripadaju vrste gljiva koje imaju
moguénost proizvodnje sekundarnih metabolita. Vecéina sekunadrnih metabolita su volatilne
supstance koje su bioaktivne te uklju¢uju antibiotike kao S$to su: penicilin, cephalosporin,
imunosupresant, ciklosporin i kontaminante hrane kao $to su mikotoksini (Mukherjee i sur.,
2012).

2.1.2. Kompeticija za supstrat i hranjiva

Kompeticija je vrlo zna¢ajan mehanizam kod antagonista, kojim antagonisti mogu su
inhibirati razvoj organizama u svojoj okolini time $to se nasele prije i prije pocnu usvajati
hranjiva (Kaliterna i Mili¢evi¢, 2014). Tako Trichoderma vrste mogu u rizosferi uz korijen
biljaka istisnuti patogene gljive (Howell, 2003; Hoitink i Changa, 2004). Jedan je od najvaznijih
mehanizama preZivljavanja u svim ekosustavima te je stoga kompeticija vazan antagonisticki
mehanizam protiv patogena koji se razvijaju u tlu, poput predstavnika rodova Fusarium i
Phythium. (Stone i sur., 2004).

Najpoznatiji agensi, Trichoderma vrste kompeticijom se sluZe u suzbijanju patogena
Botrytis cinerea, uzrocnika sive plijesni, na nacin da su osjetljivi na nedostatak hranjiva (Jovici¢-
Petrovi¢, 2014; Latorre i sur, 2001). Posebnost je da imaju sposobnost naseliti neku biljnu
povrsinu brze od fitopatogenih konkurenata Ciji je rast i razvoj tada onemogucen zbog
nedostatka prostora i hranjiva koji su im potrebni za Zivot, na taj nacin se ne suzbija potpuno
fitopatogena vrsta, ve¢ postane malobrojnija te ne Cini vise probleme. U agrikulturnim i
prirodnim tlima svijeta sveprisutne su vrste roda Trichoderma, time su dobile obiljezja vrlo
dobrog kompetitora. Konidije B. cinerea zahtijevaju hranjiva za klijanje i infekciju, a kada su
konidije vrste T. harzianum T-39 aplicirane na listove biljke, klijanje patogena je usporeno, a
uspjesnost ovisi o kompeticiji antagonista (Elad i Kapat, 1999; Elad, 2000; Mukherjee i sur.,
2012).

Vazinost mehanizma kompeticije Trichoderma vrsta potvrdio je Howell (2003). U svom
istrazivanju je izloZio koloniju vrste T. virens ultraljubi¢astim zrakama, kako bi dobio mutanti
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izolat smanjene sposobnosti za antibiozu i mikoparazitizam. Usprkos tome izolat je
antagonisticki djelovao protiv patogenih vrsta, P. ultimum i R. solani. Time je potvrdena
dominantna uloga kompeticija za prostor i hranjiva (Mukherjee i sur., 2012). Mehanizam
kompeticije najéesce je sinergisticki udruzen s produkcijom toksi¢nih metabolita i djelovanjem
hidrolitickih enzima (Howell, 2003).

2.1.3. Mikoparazitizam

Mikoparazit je organizam koji parazitira gljive. Premda su Trichoderma vrste takoder
gljive, sposobne su parazitirati svoje srodnike sli¢no kao Sto fitopatogene gljive parazitiraju
biljno tkivo. Dakle, svojim hifama prodiru u hife patogene gljive te apsorbiraju hranjiva. U
procesu apsorpcije proizvode i izlu€uju enzime hidroliticke enzime hitinaze i beta-1,3
glukanaze, koji uzrokuju degradaciju stani¢ne stijenke patogena (Harman i sur., 2004). Bioloski
¢imbenik mora biti prisutan prije napada patogena (Grahovac i sur., 2009). Na slici 2.1.3.1.
prikazan je shematski prikaz mikoparazitizma Trichoderma sp.

hitinaza N

stankna sthjenka G‘ /

Trichoderma spp.

staniCna
membrans

fitopatogena gliva -
dgomadin (Fusanium spp )

Slika 2.1.3.1. Shematski prikaz mikoparazitizma Trichoderma sp.

NajviSe istrazivani antifungalni proteini su hitinaze i beta-1,3- glukanaze, a geni koji ih
kodiraju daju mogucénost proizvodnje transgenih biljaka otpornih na gljive uzroénike bolesti
(Sharma, 2012). Do sada je potvrden mikoparazitizam Trichoderma vrsta u zastiti
poljoprivrednih kultura protiv uzro¢nika bolesti iz rodova. Rhizoctonia, Phytium, Sclerotinia,
Fusarium, itd. (Sharma, 2012).

Mikoparazitizam ima veliku vaznost u antagonistickom djelovanju roda Trichoderma u
borbi protiv Sirokog raspona fitopatogenih vrsta gljiva, zbog toga se vrste navedenog
antagonisti¢kog roda smatraju iznimno ucinkovitim



2.2. Rod Trichoderma

Godine 1794. znanstvenik Persoon uvodi rod Trichoderma za filemantoznee gljive koje
je uocio kao zelenu plijesan na oste¢enim granama (Persoon, 1974; Schuster i Schmoll, 2010;
Kubicek i Penttilda, 1998). Prvotno je rod brojio samo jednu vrsta, T. viride Pers.. U pred-
molekularnoj eri, Persoon je determinirao 11 Trichoderma vrsta. Prva opseZnija istraZzivanja
raznolikosti roda Trichoderma s ciljem uredenja taksonomije roda provodio je Rifai (1969).
Godine 1969. je Rifai opisao Sest agregatnih vrsta roda Trichoderma s obzirom na sistem
grananja konidiofora, karakteristike fijalospora, raspored fijalida i morfologiju (Druzhinina i
sur., 2006). Odredivsi 6 vrsta, Rifai je zbog problema identifikacije vrste prema morfoloskim
karakteristikama, uveo koncept "agregati vrsta", istaknuvsi da 9 takvih Trichoderma agregata,
koje je opisao, mogu ukljucivati vise vrsta tesko morfoloski razlucivih. Problem u identifikaciji
vrste u ovom rodu je morfologija jer je gotovo nemogucée morfoloski razlikovati i tocno
identificirati zbog neizmjerne sli¢nosti morfoloskih obiljezja. U kasnijim taksonomskim
revizijama od strane Bissett-a brojnost roda vrstama se povecala no, i nadalje se temeljila na
morfoloskim razlikama (Bissett, 1984; Bissett, 1991a,b,c). Na pocetku molekularne ere i DNA
barkodiranja Bissett je determinacijom 24 vrste dao izniman doprinos uredenju Trichoderma
roda (Bissett, 1992; Gams i Bissett, 1998; Bissett i sur. 2015). Zahvaljujuéi razvoju molekularnih
filogenetskih markera specifi¢nih za Trichoderma spp., od prvog opseznijeg kronoloSkog
pregleda 83 vrste od strane Samuelsa (2006), taksonomija i filogenija roda Trichoderma je
pregledana i prociséena. Do lipnja 2020. rod Trichoderma broji 375 vrsta to¢no identificiranih
DNA barkodiranjem, a od toga je 361 vrsta i kultivirana in vitro (Cai i Druzhinina, 2021).

Najcesée zauzimaju svoje mjesto u primjeni u razli¢itim biotehnoloskim procesima, zbog
¢ega su najcesce uzgajane kao mikromicete. Jako im je razvijen antagonisticki efekt prema
velikom broju fitopatogenih organizama, mikoparazitizmu, antibiozi, stimulativnom efektu na
klijanje sjemena i rast biljaka te indukciji obrambenih mehanizama (Papavizas, 1985;
Sivasthamparam i Gisalberti, 1998).

Vrste roda Trichoderma su kozmopoliti najvise izolirani iz rizosfere tla i listinca, a rjede
iz filosfere biljke. Zahvaljujuéi metaboli¢koj sposobnosti i agresivnoj kompetitivnosti, najéesée
su dominantni dio mikrobionta tla u raznim stanistima, ali su veoma rijetko vrste patogene za
samu biljku (Bissett, 1991; Kredics i sur., 2010). Imaju pozitivno djelovanje na ukorjenjivanje,
rast i razvoj biljke obzirom da makro- i mikroelemente u tlu iz nepristupacnog provode u
pristupacan oblik za biljku te stimuliraju apsorpciju od strane biljke, Sto se u konacnici ogleda
i u povecanju prinosa. takoder se primjenjuje i kao direktna sistemi¢na obrana biljke, kao
antagonisti u bioloskom suzbijanju biljnih bolesti i razgradnji ksenobiotskih pesticida (Harman,
2006).



Vrste roda Trichoderma okarakterizirane su brzorastu¢im micelarnim kolonijama na
hranjivoj podlozi. Kolonije su karakteristicne smaragdno zelene boje zbog ¢ega ih je vizualno
moze jako brzo prepoznati. U pofetnom stadiju razvoja na hranjivoj podlozi kolonije su glatke
i prozirne ili vodenasto bijele, a s vremenom poprimaju smaragdno zelene boje s izrazenim
koncentri¢nim prstenovima, koji se proSiruju od sredista. Koncentri¢ni prstenovi su mjesta
sporulacije i nastanka konidiofora s nespolnim sporama, konidijama tipa fijalospora, koje daju
kolonijama zelenu boju (Kumar i Pundhir, 2009). Pogledom kroz mikroskop mogu se vidjeti
fijalide koje imaju oblik boce i izdizu se od konidiofora, zra¢nih ogranaka hifa, koji su u
kompaktnim ili rastresitim i jako razgranatim snopovima, pa je poprilicno tesko izdvojiti ili
izmjeriti pojedinacni konidiofor (Bissett, 1991). Karakteristi¢an tip grananja konidiofora je tzv.
,dendritik” jer su najdulje grane poloZzene uz osnovu centralne osi konidiofora, a prema vrhu
se skracuju te su nalik piramidi odnosno drvetu. VrSne konidiogene stanice konidiofora,
fijalide, ¢esto dolaze u prsljenovima i kruskolikog su oblika s vrSnim suzenjem u subcilindri¢ni
vrat te produciraju konidije (Kumar i Pundhir, 2009).

Ovisno o vrsti veli¢ina konidija se razlikuje ali ve¢inom su to dimenzije 3—-5x2 -4 um
te oblika elipse. Njihova membrana moZe biti razli¢ita, od glatkih stijenki do lagano
ornamentiranih, a boja im varira od bijele, smede, sive, a najéesée su u zelenim nijansama.
Proizvodnja konidija inducirana je brojnim faktorima povezanim sa stresom uzrokovanim
visokom temperaturom, troSenjem hranjiva u supstratu, nedostatkom vlage ili dodatkom
glutamata u mediju (Mukherjee i sur., 2012). One daju koloniji pigmentaciju te sadrze
antibiotske tvari (Anderson i Smith, 1971; Yin i sur., 1996; Lapaire i Dunkle, 2003).

Mogu se formirati i hlamidospore, koje premda su nespolne spore funkcioniraju kao
trajne spore i sluze za odrzavanje u nepovoljnim uvjetima. Hlamidospore su jednostani¢ne
okrugle ili elipsoidnog oblika, bezbojne i imaju glatke stijenke i prisutne su na krajevima kratkih
hifa (Kumar i Pundhir, 2009; Samson, 1989). Filamentozne Trichoderma vrste razvile su
sposobnost da proizvedu hlamidospore. Hlamidospore su pronadene u tlu, a takoder se
formiraju i u umjetnom uzgoju u sterilnom tlu i ekstraktima tla (Lewis i Papavizas, 1983). Njihov
nastanak ovisi o okolinskim uvjetima rasta, pH reakciji i sastavu supstrata na kojoj se kolonija
razvija. U laboratorijskom uzgoju je primije¢eno da se vedi se broj hlamidospora proizvede u
tekué¢em nego u krutom mediju (Mukherjee i sur., 2012).

Teleomorfni ili spolni stadij kod nekih vrsta roda Trichoderma je determiniran i ve¢inom
se svrstava u rod Hypocrea, a kod ostalih vrsta joS uvijek nije determiniran ili se vjeruje da ¢ak
ne postoji (Samuels i sur., 2006). Sukladno opéem mikoloskom nastojanju “Jedna gljiva—jedno
ime” (Taylor, 2011) sva prijasnja imena teleomorfa Hypocrea su prebacena u rod Trichoderma
te se ime Hypocrea vise ne koristi (Cai i Druzhinina, 2021).



Vrste roda Trichoderma su antagonisti, rizosferni kolonizatori, indikatori obrambenih
mehanizama u biljkama, neutralizatori enzima koje izlu¢uju patogeni organizmi te promotori
biljnog rasta (Kumar i Pundhir, 2009).

Vrste roda Trichoderma se primjenjuje u mnogim sferama industrije, poput
izbjeljivanja traper tkanina tzv. ,,stone wash” stil. Primjenjuje se i u farmaceutskoj i kemijskoj
industriji (Harman, 2006). Najvedi znacaj imaju u poljoprivredi gdje se koriste kao biofungicidi
i bio-gnojivo za razvoj, rast i otpornost biljaka na bolesti (Kumar i Pundhir, 2009). Najpoznatija
industrijski eksploatirana vrsta je T. reesei jer je jako dobar proizvodac enzima za razgradnju
celuloze te se zbog tog razloga koristi u biotehnoloskoj industriji (Kubicek i Panttila, 1998).

Promocija rasta i razvoja biljaka

Predstavnici roda Trichoderma mogu biti korisni i kao promotori biljnog rasta
(biognojiva) (Topolovec-Pintaric i sur., 2012). Vrste roda Trichoderma su sposobne penetrirati
u epidermu i stanice ispod nje, na nacin da se ni na koji nac¢in ne narusava rast i razvoj biljke,
vec ta sposobnost djeluje povoljno na biljku uzrokujuéi pojacani rast i razvoj korijena, pojacanu
apsorpciju hranjiva, viSe prinose i rezistentnost na razne abiotske stresove (Saba i sur., 2014).
Gljive roda Trichoderma kao kolonizatori korijena ubrzanom sintezom proteina svolenina
dovode do ubrzane proliferacije korijena, intenzivnijeg rasta i vece zastite korijena biljke od
toksi¢nih supstanci koje dospijevaju u zemljiSte (Raci¢, 2017). Razli¢iti mehanizmi vrsta ovog
roda su rezultati promocija biljnog rasta koji se dijele na indirektne i direktne. Direktni
ukljuéuju izluc€ivanje supstanci koje su regulatori biljnog rasta, zatim moguénost otapanja
fosfata, mikrohraniva i minerala koji imaju vazne uloge u biljnom rastu kao i sekrecija molekula
poput siderota, ekstrastani¢nih enzima i vitamina. Indirektni faktori podrazumijevaju indukciju
otpornosti prema patogenima, ¢ime se utjeCe na promociju biljnog rasta. Takoder imaju i
mogucnost induciranja otpornosti biljaka koje su izloZzene abiotickom ili biotickom
stresu).Primjena gljiva roda Trichoderma u rizosferi povecava vigor korijena i poboljSava
otpornost prema susi, jednom od najznacajnijih abiotskih stresova. Primjenjuju se i u zastiti
biljaka i koje su izloZzene i drugim abiotskim stresovima uzrokovani: vlagom, salinitetom,
ekstremnim temperaturama i/ili pove¢anom koncentracijom hranjivih tvari (Raci¢, 2017).



2.3. Trichoderma koningiopsis Samuels, Carm. Suarez & H.C. Evans

Kozmopolitska vrsta Trichoderma koningiopsis je ¢esta vrsta, uobiéajenija u tropskim
podrucjima (Samuels i sur., 2006). Chen i sur. (2016) u istraZivanju izolata T. koningiopsis
YIMPH3002 zakljucili su da je mogao rasti na supstratima razli¢itih koncentracija zasoljenosti,
od 0 do 30 % koncentracije NaCl u supstratu. Izolati vrste T. koningiopsis imaju potencijal za
biolosko suzbijanje patogene vrste. U tablici 2.3.1. nalazi se klasifikacija vrste Trichoderma
koningiopsis.

Tablica 2.3.1. Klasifikacija vrste Trichoderma koningiopsis

CARSTVO FUNGI
Razdjel Ascomycota
Podrazdjel Pezizomycotina
Razred Sordariomycetes
Podrazred Hypocreomycetidae
Red Hypocreales
Porodica Hypocreaceae
Rod Trichoderma
Vrsta Trichoderma koningiopsis
Stadij Anamorf

o lzgled micelarne kolonije

Kolonija T. koningiopsis uzgajana na PDA supstratu na 25 °C u vremenu od 72 sata
proizvodi radijus od 48 do 67 mm karakteristicne maslinasto zelene boje, dok pri temperaturi
od 35 °C micelarni radijus iznosi u rasponu od 2 do 12 mm. Istrazivana vrsta T. koningiopsis
pripada diuralnim vrstama, zbog izmjene svjetla i tame formiraju karakteristi¢ne koncentri¢ne
krugove zelene boje, koji su jasan znak sporulacije. U tami se formira bijeli micelij na povrSini
agara koji je bez konidija, tj. formira se tzv. vegetativni micelij, dok se na rubovima
koncentri¢nim krugova formiraju jastucic¢i konidija (Samuels i sur., 2006).

o lzgled anamorfa

Nespolni organi su konidiofori s konidijama. Sterilne hife ili duge fertilizirane ekstenzije
konidiofora su odsutne kod vrste T. koningiopsis. Konidiofori imaju grananje nalik na piramidu
s kratkim glavnim ogrankom, a lateralnim ograncima duzim, Sto je karakteristicno za rod
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Trichoderma. Fijalide, vrSne konidiogene stanice konidiofora, rastu u grupi ili pojedinacno, a
blasticnim nacinom proizvode konidije. Na slici 2.3.1. vidljive su fijalide koje se nalaze na vrhu
konidiofora. Konidije sadrze pigment koji u kada su u masi daje koloniji karakteristi¢nu zelenu
boju. Konidije su elipsoidnog oblika, veli¢ine 2,5-3 x 3,5-4 um, a stijenka im je glatka.

Nespolnim, tali¢nim nacinom, stvaraju se i hlamidospore koje nastaju interkalarno u
hifama ili terminalno (Samuels i sur., 2006).

Slika 2.3.1. Fotografija M. Mariji¢a iz 2019. prikazuje fijalide na vrhu konidiofora
Trichoderma koningiopsis (u sredini)

o lzgled teleomorfa Hypocrea koningiopsis Samuels

Spolno tijelo je peritecij koji nastaje u stromi. Stroma vrste H. koningiopsis je smede boje,
okruglog oblika i promjera od 1,5 do 2,5 mm. Peritecionalna uzdignuéa nisu vidljiva, ako se
pojave, onda su kao niske jastucaste protuberance (tuberkule). Peritecijski otvori, ostiole, su
jedva vidljivi kao blage tamnie areole. Spolni organi askusi su cilindri¢ni s blago zadebljanim
vrhom, a askospore su u askusu poredane u jednom redu no, kako su dimorfne, dio askospora
je proziran. Peritecij je subglozni, visok u pravilu od 150 do 250 um, ali moze biti i od 130 do
275 um, Sirok je u pravilu od 90 do— 150 um, ali moze bitii od 60 do 150 um (Mycobank, 2021).
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2.4. Fulvia fulva (Cooke) Ciferri R., 1954.

Uzro¢nik barSunaste plijesni lista rajCice je Fulvia fulva, sin. Passalora fulva, sin.
Cladosporium fulvum, sin. Mycovellosiella fulva. U tablici 2.4.1. nalazi se klasifikacija vrste
Fulvia fulva. Pretpostavlja se da potjece iz Juzne Amerike koja je domovina kultivarima rajcice
(Solanum lycopersicum L.) te njezinih divljih srodnika. U svijetu se sve cesSc¢e pojavljuju
problemi s navedenom gljivom u uzgoju rajéice na otvorenom, ali ima i sve vise slucajeva
zaraze u hidroponskom uzgoju i zasti¢enim prostorima zbog osjetljivosti same biljke na zarazu
navedenim patogenom. Bolest je sve raSirenija u drzavama velikim proizvodacdima rajcice,
poput: SAD-a, ltalije, Francuske, Spanjolske, Rumunjske i Gre¢ke (Gleason i sur., 1995). U
Hrvatskoj je prvi puta potvrdena prije viSe od 35 godina, tad nije predstavljala problem u
proizvodniji rajCice. Godine 2006. pocelo je detaljnije istrazivanje F. fulva u Hrvatskoj, gdje se
pokazalo da je bolest zabiljezena u 10 Zupanija od 2006. godine do 2014. godine. Osim
utvrdenih Steta kojima narusava gospodarsku vrijednost rajcice, F. fulva moZze pogodovati
razvoju alergijskog bronbhitisa, tako da je tijekom viSekratne berbe utvrdeno da moZe narusiti
zdravstveno stanje proizvodaca rajcice (Guba i sur., 1938.; Cvjetkovi¢, 1977.; Subi¢, 2005,.
Crous i sur., 2007).

Tablica 2.4.1 Klasifikiacija vrste Fulvia fulva

CARSTVO FUNGI
Razdjel Ascomycota
Podrazdjel Pezizomycotina
Razred Dothideomycetes
Podrazred Dothideomycetidae
Red Mycosphaerellales
Porodica Mycosphaerellaceae
Rod Fulvia
Vrsta Fulvia fulva

2.4.1. Morfologija

F. fulva je gljiva koje se moze uzgajati na razli¢itim hranjivim podlogama: Oatmeal agar,
Czapek's agar, PDA (Potato Dexstroza Agar), Malt agar, Cherry agar, V8 agar, Lupinus agar,
agar od lista rajcice te ostali (Gardner, 1925; De Vries, 1952; Mijatovi¢, 1964; Anonymus, 1968,
Ellis, 1971).
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Boja micelija ovisno o starosti kulture, tipu hranjive podloge, pH podloge i dr., u
pocetku je Zuta i ide do svijetlozelenkasto-maslinaste, a kasnije je tamnoljubicasta (Mijatovic,
1964; Guba i sur., 1938; de Vries, 1952; Ellis, 1971; Cvjetkovié, 1977).

Konidiofori izlaze iz strome i obi¢no su nerazgranati, na bazi su uZi, na vrhu se Sire
(Holiday i Mulder, 1976). DuZina konidija je od 57 do 120 um, ali je poznato da je u nekim
izvanrednim slu¢ajevima duZina bila i do 200 um. Pri bazi je debljina konidija 2 do 4 um, a na
proSirenju 5 do 8 um (Ellis, 1971; Holiday i Mulder, 1976; Jones i sur., 1993).

Konidije su ve¢inom dvostani¢ne i septirane, imaju od 2 do 4 septe. Velic¢ine konidija
variraju od 12-47x4-10 pum, 9-28x4-8 um, 12-27x6 um te starost kulture ne utjece na veli¢inu
samih konidija (de Vries, 1952; Ellis, 1971; Jones i sur., 1993; Satou i sur., 2005; Cvjetkovi¢,
1977). Oblik konidija je cilindri¢an ili elipti¢an, ravan ili blago zakrivljen i raste u lancima. Boja
im je svijetlo do tamnosmede boje (de Vries, 1952; Ellis 1972; Cvjetkovi¢, 1977). VrSne konidije
su krace i jednostanicne ili dvostani¢ne, dok su konidije blizu konidioforu duze i dvostani¢ne
(Spangler, 1924; Mijatovi¢, 1964).

2.4.2. Epidemiologija barSunaste pjegavosti rajcice

Povoljni uvjeti za razvoj bolesti pojavljuju se u kiSnim razdobljima proljec¢a i zime, kad
je tesko regulirati vlagu zraka, posebice u zasticenom prostoru (Novak, 2016). Za pojavu bolesti
potrebni su: visoka relativna vlaga zraka 85 do 100 % te temperatura od 10 do 32 °C. Razvoj
bolesti pocinje od donjih najstarijih listova i Siri se prema vrhu biljke (Maceljski i sur., 2004).
Najcesce se listovi suse i otpadaju, a kod rane zaraze i ako je zahvaéena velika lisna povrsina,
Stete od te bolesti mogu biti jako velike (Cvjetkovi¢, 2004). Gusti sklop biljaka i pojava rose u
jutarnjim satima pogoduju razvoju bolesti, a uobicajeno je da se bolest pojavljuje u drugom
dijelu vegetacije, zbog obilne lisne mase i razlike izmedu dnevnih i noénih vrijednosti
temperatura zraka.

Konidije su otporne na nepovoljne uvjete suse te pri nedostatku domadina mogu
zadrzati vijabilnost najmanje godinu dana. Na taj nacin predstavljaju primarni inokulum i u
vrijeme povoljnih uvjeta zaraze biljku. Velik broj konidija koje se Sire vijetrom nastaje na nalic¢ju
lista, ali i prskajuc¢i vodom, orudem, odjeéom radnika, a pretpostavlja se i kukcima. U kapljici
vode zapocinje klijanje konidija na nali¢ju lista ili pri relativnoj vlazi ve¢oj od 85 % i temperaturi
od 10 do 32 °C (optimalno od 22 do 24 °C). Konidija stvara nepravilnu tanku i usku hifu koja
nepravilno raste na lisnoj povrsini, a nakon otprilike tri dana hife ulaze u list rajéice kroz
otvorene pudi. Hife se Sire i rastu u intercelularnom (medustani¢cnom) prostoru mezofilnih

stanica (apoplasta) formirajuci duge, razgranate strukture. U periodu od 10 do 15 dana nakon
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penetracije, konidiofori se izdizu iz pudi i stvaraju veliki broj jednostanicnih ili viSestani¢nih
konidija koje se oslobadaju putem vjetra ili vodom te su sposobne ostvariti sekundarne zaraze
lista. Prvi simptomi pojavljuju se 15 dana nakon ulaska gljive u biljno tkivo (Novak, 2016).

Simptomi se najce$ée ostvaruju na listovima rajéice, a nesto rjede mogu biti zarazeni
plodovi, cvjetovi, stabljika i peteljke. Simptomi na drugim dijelovima biljke se pojavljuju 10 do
15 dana nakon pojave na donjim listovima (starijim listovima) te se tad Sire na mlade listove,
Sto je jedan od razloga zasto se bolest ne uocava na vrijeme. Na licu lista pojavljuju se
svijetlozelene do Zute pjege koje su nepravilnog oblika i veli¢ina. Na istom mjestu ali na nali¢ju
lista pojavljuje se maslinasto-zelena barSunasta prevlaka koja je nastala od brojnih
sporonosnih organa (konidiofora i konidija). Ako se zaraza ostvari u kratkom vremenu i zbog
obilne sporulacije, listovi se pocinju susiti, a epifitocija zavrSava defolijacijom biljaka. Kod
izrazito jakih zaraza simptomi se uocavaju na cvjetovima, peteljkama i plodovima. Cvijet se
zarazi preko tucka ili prasnika te se suse i otpadaju. Zaraza zelenih i zrelih plodova moguca je
uz peteljkovinu i na mjestima gdje je dosSlo do oStecenja ploda. Nakon ostvarene zaraze ploda,
patogen prodire u unutrasnjost ploda gdje dolazi do sjemena (Novak, 2016).

2.4.3. Suzbijanje

Osnovna i najprakti¢nija mjera sprjeavanja zaraze gljivom F. fulva je sadnja hibrida
rajéice otpornih na patotipove gljive. Osim uzgojem otpornih kultivara, uspjesno se suzbijanje
moze postiéi kombinacijom preventivnih mjera zastite, dezinfekcijom zastiéenog prostora
prije sadnje rajCice i pravovremenom uporabom fungicida. Osnovne agrotehni¢ke mjere u
kontroli su uklanjanje zaraZzenih biljnih ostataka i plodored. Zbog razvijanja bolesti pod
visokom relativnom vlagom zraka, potrebno je smanijiti relativnu vlagu zraka prozracivanjem
zastic¢enih prostora, izbjegavanjem prskanja biljaka vodom da bi se izbjegla vlaznost listova.
Uocavanje simptoma na vrijeme i stalna kontrola nasada sprijecit ¢e daljnje Sirenje bolesti.
Pocetni stadiji zaraze Cesto produ neopazeno i fungicidi se ne upotrijebe na vrijeme zbog toga
$to se prvi simptomi pojavljuju na nali¢ju lista. Vazna mjera zastite je i uklanjanje zarazenog
bilinog materijala iz proizvodnog nasada da se smanji infekcijski potencijal. Prilikom
sakupljanja zarazenih dijelova biljke obavezno je koristiti rukavice i zastitnu masku (Novak i
Mili¢evi¢, 2010).

Pri pojavi simptoma, vaino je da se prije uklanjanja zarazenih dijelova biljke, biljku
tretira fungicidom. Kod visokih hibrida rajéice provodi se visekratna berba, a prvi simptomi se
pojavljuju ve¢ kod plodonosenija ili tijekom same berbe, Sto je otezavajuce za izbor fungicida
zbog karence. Karenca je vrlo bitna, jer najja¢i napad bolesti dolazi u vrijeme berbe (Novak,
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2016). U Tablici 2.4.3.1. prikazana su registrirana sredstva za suzbijanje barSunaste plijesni lista
rajcCice.

Tablica 2.4.3.1. Registrirani fungicidi za suzbijanje barSunaste plijesni lista rajcice

. Trgovacki naziv Proizvodac
Aktivna tvar . Karenca
fungicida
. Sharda Cropchem
Difenkonazol ARGO 7 dana o
Limited
. Globalchem
Difenkonazol DIFCOR 7 dana
Isagro S.p.a.
Tetrakonazol DOMARK 40 ME 4 dana
Syngenta Agro
Azoksistrobin ORTIVA 3 dana yne &
d.o.o.
. . Nisso Schemical
Tiofanat-metil TOPSIN 3 dana
. . Syngenta Agro
Azoksistrobin ZAKEO 250 SC 3 dana
d.o.o.
. . Syngenta Agro
Azoksistrobin ZAFTRA AZT 250 SC 3 dana q
.0.0.
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3. Materijali i metode

Laboratorijsko istraZivanje provedeno je akademske godine 2020./2021. u mikoloskom
laboratoriju Zavoda za fitopatologiju, Agronomskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. U
provedenom istraZivanju testiran je antagonisticki i antibiotski utjecaj autohtonog izolata
Trichoderma koningiopsis STP1 na patogenu vrstu Fulvia fulva. Istrazivanje antagonizma
provedeno je metodom ,dvojnih kultura® (eng. dual cultures), a antibioze ,testom volatilnih
metabolita®. Pokus je postavljen u shemi slu¢ajnog bloknog rasporeda s tri varijante u tri
repeticije u oba testa. Na taj nacin je ukupno iskoristeno 18 petrijevki s PDA (engl. potato
dextrose agar; Biolife Italiana Srl., Italija) supstratom. Varijante te njihove Sifre navedene su u
tablici 3.1.

Koristeni su izolati gljiva zbirke izv. prof. dr. sc. Topolovec-Pintarié. Autohtoni izolat
STP1 vrste T. koningiopsis izoliran je iz rizosfernog sloja oranice, a izolat patogene vrste F. fulva
iz zarazene rajcice, sorte Belle u hidroponskom uzgoju na lokalitetu Donja Lomnica. Za potrebe
pokusa svi izolati su umnaZani uzgojem u petrijevim zdjelicama promjera 10 cm na PDA
supstratu uz inkubaciju u klima komori bez prisutnosti svijetlaina 25 °C. U tablici 3.1. prikazane
su varijante koje su koriStene u istrazivanju antagnizma i antibioze Trichoderma koningiopsis
prema Fulvia fulva.

Tablica 3. 1. Varijante istraZivanja antagonizma i antibioze Trichoderma koningiopsis prema

Fulvia fulva
Br. Varijanta Sifra
Trichoderma koningiopsis + Fulvia fulva STP1 + FF
Kontrola: Fulvia fulva + PDA disk K-STP1
Trichoderma koningiopsis + PDA disk K—FF

3.1. Testiranje antagonizma

Istrazivanje je provedeno testom ,,dvojnih kultura“ (eng. dual cultures) prema Porras i
sur. (2002). Test dvojnih kultura namijenjen je utvrdivanju antagonizma izmedu gljivicnih
vrsta. Utvrduje se kompeticija za hranjivi supstrat te mikoparazitacija micelarnih kultura.

Sukladno protokolu metode koristene su kulture stare 4 dana T. koningiopsis i F. fulva
bile su uzgojene u Cistoj kulturi PDA supstrata u petrijevim zdjelicama promjera 10 cm u klima-
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komori pri temperaturi od 25 °C u mraku, a za potrebe istrazivanja. IstraZzivanje je provedeno
u sterilnim uvjetima komore za sterilan rad, tzv. laminaru. Sterilnim kruznim sjekacem izrezani
su micelarno-agarski diskovi promjera 1 cm u kulturama obje gljivicne vrste. Diskovi su ezom
prenijeti na PDA supstrat petrijevke, na nacin da se strana s micelijem polaze na supstrat. Uz
lijevi rub petrijevke polagan je micelarni disk T. koningiopsis, a s desne strane micelarni disk F.
fulva. U kontrolnim petrijevim zdjelicama umjesto antagonista T. koningiopsis u varijanti K-FF
ili F. fulvum u varijanti K-STP1 postavljani su sterilni agarski diskovi (PDA) (Slika 3.1.1.). Na slici
3.1.2. prikazani su fotografirane petrijevke antagonizma Trichoderma koningiopsis i Fulvia
fulva i kontrola Fulvia fulva.

N N

T. koningiopsis F. fulva F. fulva PDA supstrat
@10 cm @10 cm

i

T. koningiopsis PDA supstrat

SN

@10 cm

Slika 3.1.1. Shematski prikaz izvedbe testiranja antagonizma
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Slika. 3.1.2. Antagonizam Trichoderma koningiopsis na Fulvia fulva (lijevo) i
kontrola Fulvia fulva (desno)

3.2. Testiranje antibioze

IstraZivanje je provedeno testom ,,dvojnih kultura® za utvrdivanje hlapivih metabolita
(eng. volatile production) prema Dennis i Webster (1971). U ovom testu su takoder koristene
Cetiri dana stare kulture T. koningiopsis i F. fulva. U istu petrijevku promjera 10 cm polazu se
diskovi obje gljivicne kulture, antagonista T. koningiopsis i odabrane fitopatogene vrste F.
fulva. Disk antagonista polagan je na PDA supstrat izliven na poklopac petrijeve posude, a disk
odabranog patogena na PDA supstrat u zdjelici. U kontrolnim petrijevkama, ovisno o varijanti
K-STP1 ili K-FF, su umjesto jedne gljivicne vrste postavljeni sterilni agarski disk, vidljivo na slici
3.2.1. na kojoj je prikazan shematski prikaz antibioze.

Inokulirane petrijeve zdjelice zatvorene su parafinskom trakom (Parafilm, Brand

GMBH+CO KG, Njemacka) radi sprjeCavanja otvaranja i time kontaminacije inokuliranih
petrijevih zdjelica. Zatvorene petrijeve zdjelice inkubirane su u klima-komori 7 dana u mraku,
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na temperaturi od 25 °C. Naslici 3.2.2. prikazano je testiranje antibioze, odnosno porast Fulvia
fulva u prisutnosti Trichoderma koningiopsis.

o Prikupljanje rezultata

Sedmog dana pokusa prikupljani su rezultati mjerenjem minimalnog i maksimalnog
promjera izraslih micelarnih kolonija u svim petrijevkama kojih je izraCunata srednja vrijednost
rasta kolonije. Dobivene srednje vrijednosti radijalnog porasta kolonija uvrstene su u formulu
za izracun indeksa inhibicije-prema Roys i Ries (1978) :

(%) = @ x 100

I= Indeks inhibicije
a = srednja vrijednost radijalnog porasta patogena u kontroli
b = srednja vrijednost radijalnog prostora patogena u prisutnosti antagonista

Indeks inhibicije vrednuje visinu antagonistickog ucinka antagonista temeljem rasta
fitopatogene vrste u njegovoj prisutnosti. Signifikantnim i zadovoljavaju¢im antagonisti¢ckim
djelovanjem prema autorima metode smatra se vrijednost indeksa inhibicije u vrijednosti od
50 % i vise.

T. koningiopsis
| F. fulva

[ = )
/

PDA supstrat ﬂ
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T. koningiopsis

C

S——

F. fulva

= /
i

Slika 3.2.1. Shematski prikaz izvedbe testiranja antibioze

Slika. 3.2.2. Testiranje antibioze: porast Fulvia fulva u prisutnosti Trichoderma koningiopsis
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4. Rezultati i rasprava

Antagonisticki ucinak autohtonog izolata Trichoderma koningiopsis na fitopatogenu
vrstu Fulvia fulva je vrednovan kroz antagonizam tj. mehanizme kompeticije za prostor i
hranjiva te mikoparazitacije i antibiozu tj.-antifungalni utjecaj hlapljivih metabolita.

4.1. Testiranje antagonizma

Porast micelarne kolonije izolata F. fulva u prisutnosti antagonista Trichoderma koningiopsis
bio je u rasponu od najmanjeg promjera koji je iznosio 1 mm pa do najveceg koji je iznosio 16
mm. Srednja vrijednost radijalnog porasta iznosila je 8,67 mm. U kontrolnoj varijanti K-FF
srednja vrijednost radijalnog porasta patogena F. fulva iznosila je 90 mm. Micelarna kolonija
T. koningiopsis je i u dvojnim kulturama s F. fulva, kao i u kontroli, maksimalno u sedam dana
prerasla petrijevu zdjelicu tj. izmjeren je porast 100 mm. Takav rast potvrda je
mikoparazitiranja T. koningiopsis STP1 na koloniji F. fulva. Jak antagonistic¢ki utjecaj izolata
STP1 potvrden je visokim indeks inhibicije patogena F. fulva od 90,36 %. Rezultati su prikazani
u tablici 4.1.1., dok je na slici 4.1.1. prikazano testiranje antagonizma.

Tablica 4.1.1. Porast micelarnih kolonija Trichoderma koningiopsis i Fulvia fulva u
dvojnim kulturama u testiranju antagonizma.

Promjer kolonije Fulvia fulva (mm)

Varijanta STP1+FF K - FF K-STP1
MIN MAX MIN | MAX | MIN MAX
1. 7 13 85 95 100 100
2. 12 16 86 94 100 100
3. 1 3 85 95 100 100
X 8,67 90 100
| (%) 90,367 / /
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Slika 4.1.1. Testiranje antagonizma : kontrolne petrijevke F. fulva (lijevo) i test petrijevke (desno)

4.2. Testiranje antibioze

Brzi rast T. koningiopsis STP1 je bio izrazen i u ovom testu. Porast micelarne kolonije
izolata F. fulva u prisutnosti T. koningiopsis iznosio je izmedu 14 i 33 mm. Srednja vrijednost
radijalnog porasta patogena iznosila je 21,6 mm. U kontrolnoj varijanti K-FF srednja vrijednost
radijalnog porasta patogena F. fulva iznosila je 84 mm, dok je u kontrolnoj varijanti K-STP1
srednja vrijednost radijalnog porasta T. koningiopsis iznosila 100 mm.

Indeks inhibicije patogena F. fulva iznosio je 62,4 % Cime je potvrdena prisutnost
hlapljivih metabolita T. koningiopsis, kao i jaki antifungalni ucinak na F. fulva. Rezultati su
prikazani u tablici 4.2.1., a na slikama 4.2.1. i 4.2.2. prikazana je antibioza s kontrolnim
petrijevkama Fulvia fulva i antibioza Trichoderma koningiopsis i Fulvia fulva.
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Tablica 4.2.1.

Promjer kolonije Fulvia fulva (mm)

Rezultati antibiotskog utjecaja Trichoderma koningiopsis na Fulvia fulva.

Varijanta STP1+FF K - FF K-STP1
MIN MAX MIN | MAX | MIN MAX
1. 21 33 59 81 100 100
2. 16 21 82 90 100 100
3. 14 22 92 100 100 100
X 21,6 84 100
| (%) 62,4 / /

Slika 4.2.1. Testiranje antibioze: kontrolne petrijevke Fulvia fulva

Slika 4.2.2. Testiranje antibioze: dvojne kulture Fulvia fulva (gornji red, poklopac petrijevki) i Trichoderma
koningiopsis (donji red, zdjelica petrijevke)
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Na temelju provedenog laboratorijskog testiranja antagonistickog uc¢inka autohtonog
izolata vrste Trichoderma koningiopsis, utvrdeno je da je izolat T. koningiopsis inhibirao rast i
razvoj izolata patogena u klasi¢énoj metodi dvojnih kultura za proucavanje antagonizma te
antibioze.

Bududi da je optimalna temperatura za rast i razvoj micelarne kolonije antagonisticke
vrste T. koningiopsis 25 do 35 °C, za oclekivati je kako ¢e T. koningiopsis pokazati dobra
anatgonisticka svojstva pri temperaturi inkubacije od 25 °C. U klasi¢noj metodi dvojnih kultura
pri 25 °C, antagonist T. koningiopsis je ostvarila je zadovoljavajuéi postotak indeks inhibicije
od 90,367 % patogenog izolata F. fulva putem mehanizama mikoparazitizma i antagonizma,
dok je prisutnost volatila provedena kroz test za utvrdivanje produkcije volatila.

U testu antibioze, provedenom za utvrdivanje produkcije volatila utvrdeno je
antibiotsko djelovanje izolata T. koningiopsis u kojem inhibira rast i razvoj izolata F. fulva.
Indeks inhibicije patogena u testu za utvrdivanje produkcije volatila iznosio zadovoljavajucih
62,4 %.

Fitopatogena gljivicna vrsta F. fulva ekonomski je znacajan uzrocnik bolesti porodice
Solanaceae, posebice rajice, stoga je potrebna stalna zaStita usjeva. Klasi¢na upotreba
fungicida dovodi do rezistentnosti te nemogucnosti koristenja istih u ekoloskoj proizvodniji,
zato se teZi bioloSkom suzbijanju bolesti. Bududéi da je autohtoni izolat T. koningiopsis ostvario
dobre rezultate u istraZivanju, postoji mogucnost da se u iduéim istraZivanjima dokaze
postojanost i spektar njegovog djelovanja kako u laboratoriju tako i u zastiti usjeva u polju,
kao i u samim zasti¢enim prostorima.

Jargalsaikhan i sur. (2020) su u istrazivanju Trichoderma citrinoviride i Cladosporium
fulvum metodom dvojnih kultura za testiranje antagonizma u 4 repeticije, pri temperaturi od
25 °C u 7 dana, utvrdili indeks inhibicije patogena u vrijednosti visoj od 60 % Sto znadi da je T.
citrinoviride signifikantno inhibirao rast Cladosporium fulvum mikoparazitacijom i
kompeticijom.

Godine 2010. Elad je istrazivao biokontrolu gljivicnih bolesti Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum i Cladosporium fulvum pomocu Trichoderma harzianum T39.
Cladosporium fulvum je bio tretiran u zastiCenom prostoru gdje se uzgajala rajcica, a
Trichoderma harzianum se koristila kao biokontrolni pripravak (TRICHODEX). Istrazivanje je
provedeno uz suzbijanje fungicidima, gdje su razli¢ite doze aktivnih tvari biokontrolnog
pripravka TRICHODEX (0,2g/l, 0,4g/l) pokazale vrlo slichu djelotvornost na istrazivane
patogene. Utvrdeno je znatno smanjenje rasta triju istrazivanih gljivicnih vrsta, Sto omogucuje
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da se biokontrolni pripravak jo$ dodatno istrazi u uvjetima in vivo te in vitro, kako bi se dobili
kvalitetniji dokazi o dozaciji i utjecaju fungicida na sam biokontrolni pripravak.

Daljnjim istrazivanjima u laboratorijskim uvjetima in vitro trebala bi se ispitati
postojanost i spektar djelovanja T. koningiopsis, a u uvjetima in vivo reakcije u prirodnim
uvjetima u zivoj biljci i tijekom umjetnih inokulacija u zasticenim prostorima. Iz ostvarenih
rezultata istraZzivanja moze se utvrditi da je T. koningiopsis potencijalni kandidat za biolosko
suzbijanje.
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5. Zakljucak

Temeljem provedenog istrazivanja u kojem je testiran antagonisticki u¢inak autohtonog
izolata STP1, vrste Trichoderma koningiopsis na fitopatogenu gljivu Fulvia fulva metodom
dvojnih kultura te testom volatila, moze se zakljuciti slijedede:

1. Izolat T. koningiopsis signifikantno je inhibirao rast i razvoj patogena F. fulva u metodi
dvojnih kultura i inkubaciji na 25 °C (1=90,367 %).

2. Metodom dvojnih kultura potvrdena je antibioza i mikoparazitizam, izolata T.
koningiopsis naspram patogena F. fulva.

3. Istrazivanjem je prihvaéena postavljena hipoteza kako ¢e izolat T. koningiopsis potisnuti
i antibiotski djelovati na suprotstavljenog patogena F. fulva.

4. Antagonisticki izolat T. koningiopsis pokazao je vrlo dobro djelovanje hlapljivih tvari na
patogenu vrstu F. fulva (I =62,4 %). Tim istrazivanjem je dokazana antibiotska sposobnost
suprotstavljenih izolata bez direktnog kontakta micelija.

5. Metoda dvojnih kultura pogodna je za istrazivanje obostranog odnosa dviju istrazivanih
vrsta koje se dovode u odnos antagonist — patogen.

6. Testom volatila utvrdeno je djelovanje hlapljivih tvari na patogenu vrstu F. fulva te se

takoder ¢ini pogodnim za istrazivanje kao i za dopunu i provjeru dobivenih rezultata metodom
dvojnih kultura.
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Zivotopis

Tena Suto rodena je 1. svibnja 1997. godine u Zagrebu. Djetinjstvo provodi u Kumrovcu gdje i
zavrSava osnovnu Skolu. Aktivno se bavila treniranjem plivanja u Tuheljskim Toplicama i
natjecanjima u plivanju na podrucju cijele Europe i Republike Hrvatske. Srednju Skolu upisuje
2012. godine u Zaboku, Opéu gimnaziju Antuna Gustava Matosa u Zaboku koju zavrsava 2016.
godine. Iste godine upisuje Preddiplomski studij Zastite bilja, a 2019. upisuje Diplomski studij
Fitomedicine.

Tecno u govoru i pismu koristi se engleskim jezikom, njemackim jezikom se koristi vrlo dobro
u govoru i pismu, dok se slovenskim koristi vrlo dobro u govoru. Ima razvijene IT vjeStine poput
koriStenja Microsoft Office programa.

Tijekom studiranja efikasno uskladuje vrijeme za studiranje sa studentskim radom i
volontiranjem. Tijekom 2017., 2018., i 2019. radi na Godisnjem BozZicnom adventu u Zagrebu.
Tokom 2018. radi u lancu trgovina Spar Hrvatska d.o.o0., Zagreb i u 2021. godini radi studenstki
posao u Call centru u Al Hrvatska gdje stjece komunikacijske i marketinske sposobnosti.

Slobodno vrijeme oboZava provoditi s obitelji i kuénim ljubimcima, Ccitajuéi knjigu,

volontirajuéi, pomazudi starijima i djeci, gljivarenjem, istrazujuci prirodne ljepote uz duge
Setnje i dobro drustvo.
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