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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Patricija Petrini¢, naslova

Znacaj primjene askomicetne gljive Trichoderma harzianum u poljoprivredi

Kroz godine neprestanog koristenja kemijskih sredstava u zastiti bilja, doslo je do ozbiljnog
zagadenja tla i nepovoljnih utjecaja na okolisa te se kemijska sredstva sve vise zamjenjuju
razliitim nacinima bioloskog suzbijanja, a izmedu ostalog i primjenom bioloskih pripravaka.
Bio-fungicidi na osnovu Trichoderma vrsti dominantni su na svjetskom trzistu s udjelom od
60 % i danas broje oko 250 bio-pripravaka. Prvi bio-pripravak na osnovu Trichoderma vrste
bio je Trichodex na osnovu vrste T. harzianum T39, a koristio se kao kontaktni antibiotski
fungicid enzimatske aktivnosti namjenjen suzbijanju uzrocnika sive plijesni vinove loze i
jagoda (Botrytis cinerea). Vrsta T. harzianum Rifai je stanovnik tla i ubikvist te je s
agronomskog aspekta poznati bio-Cimbenik protiv, ne samo fitopatogenih gljiva, vec i
nematoda i bakterija. Danas, samo bio-pripravci na osnovu vrste T. harzianum cCine 83 %
svjetske proizvodnje. NajceSce su to formulacije za aplikaciju u tlo, a koriste se u proizvodnji
87 poljoprivrednih kultura i to protiv 70 fitopatogenih vrsta gljiva koje naseljavaju rizosferu
ali i 18 vrsta koje obitavaju u filosferi. U novije vrijeme sve je viSe bio-fungicida koji nisu
isklju¢ivo na osnovu T. harzianum ve¢ njenom kombinacija s s jednom ili viSe drugih
Trichoderma vrsta.Ovaj rad uz mikoloSku deskripciju T. harzianumprezentira podatke o
zastupljenosti bio-pripravaka na osnovu ove vrste na svjetskom trzistu bio-fungicida i
obrazlaze mehanizme djelovanja temeljene na metabolickoj aktivnosti.

Klju€ne rijeci: antagonizam, bioloSko suzbijanje, Trichoderma harzianum, bio-pripravci, bio-
C¢imbenici



Summary

Of the master’sthesis — student Patricija Petrini¢, entitled

The significance of ascomycete Trichoderma harzianum fungus application in agriculture

Through the years of continuous use of chemical agents in plant protection, came to serious
soil contamination and adverse environmental impacts and chemical agents are increasingly
being replaced by various biological control methods and inter all, by application bio
preparations. Bio-fungicides based on Trichoderma species are dominant in the world
market whit the share of 60% and today number 250 bio-preparations. Firs bio-preparation
based on Trichodema species was Trichodex which is based on species Trichoderma
harzianum T-39 and was used as contact antibiotic fungicide enzymatic activities intended to
control the causative agents grey mold of vines and strawberies (Botrytis cinerea).
Trichoderma harzianum Rifai species is a resident of the soil and a ubiquist and from an
agronomic point of view is a well known bio-factor against, not only phytopathogenic fungi,
but also nematodes and bacteria. Nowdays, only bio-preparations based on T.harzianum
make up 83%of world production. These are the most common formulations for application
into the soil, and are used against 70 phytopathogenic species of fungi that inhabit the
rizosphere, but also against 18 species of fungi, that inhabit philosphere. More recently,
there are more and more bio-fungicides that are not exclusively based on T.harzianum, but it
is also combination whit one or more Trichoderma species. This work whit mycological
description of T.harzianum presents data on the presence of bio-preparations based on this
species in the world market of bio-fungicides and explains the mechanisms of action based
on metabolic activity.

Keywords: antagonism, biological combat, Trichoderma harzianum, bio-preparations, bio-
agents



1. Uvod

U danasnjem, sve naprednijem svijetu i sa sve ve¢om proizvodnjom i osvrtom na
poljoprivredu, veliki broj proizvodaca Zeli postici Sto bolju kvalitetu i koli¢inu poljoprivrednih
proizvoda te pritom smanijiti rizik od svih nedaca koje prate poljoprivrednu proizvodnju. Sve
viSe proizvodaca odluCuje se na uvodenje alternativnih mjera u zastiti bilja, gdje zasluzeno
mjesto nalaze kako bioloski preparati tako i ostale nepesticidne mjere zastite (Grahovac,
2009).

Uporabom korisnih mikroorganizama sve se bazira na njihovim produktima metabolizma
kao Sto su spore, toksini, kristali i antibiotici. Mikroorganizmi imaju antagonisti¢ko djelovanje
na pojedine uzrocnike bolesti kao Sto su korovi, Stetni kukci i nematode. Korisni produkti
mikroorganizama poput enzima i vitamina imaju pozitivan uc¢inak na povecanje otpornosti
tretiranih biljaka. Bezopasni su za ljude i korisne organizme te su ekoloski privatljivi. Podjela
biopesticida izvrSena je prema vrsti organizama koje suzbijaju, i to na: bioinsekticide,
biofungicide i bioherbicide. U Hrvatskoj je ta podjela takoder prihvacena (lgrc-Barcic i
Maceljski, 2001).

U zastiti bilja dominiraju kemijske mjere suzbijanja, odnosno koristenje kemijskih
sredstava iz nekoliko skupina pesticida. Kao sintetski spojevi, pesticidi su razli¢itog kemijskog
sastava, toksikoloskih osobina, perzistetnosti i potencijalni su zagadivaci Zivotne sredine.
Meduprodukti degradacije Cesto su perzistentniji od polaznog soja, ostaju duze vrijeme u tlu
ili vodi (podzemne vode), Sto mozZeimati posljedice i za sljedeée biljke u plodoredu
(Grahovac, 2009).

Carstvo Gjiva (Mycota, Fungi) bogato je vrstama koje je moguce koristiti u bioloSkoj borbi
protiv njihovih srodnika, gljiva koje su uzrocnici bolesti, insekata, nematoda i korova. Medu
poznatije vrste koje se koriste u svrhu suzbijanja fitopatognih gljiva svakako treba ubrojiti
filamentozne askomicetne gljive roda Trichoderma. Vrste roda Trichoderma stanovnici su
razliCitih vrsta tala,Sumskih i poljoprivrednih, u kojima su vaina komponenta ekosistema
biljnih korijena (Topolovec-Pintari¢ i sur., 2004).

Od ranih 1930-ih godina, kada je Weindling izvjestio da Trichoderma lingnorum proizvodi
i izluCuje ,smrtonosni princip“ (lethal principle) u okruZenju, znanstvenici se ukljucuju u
istrazivanja antimikoti¢nih sposobnstiTrichoderma vrsta, te se ispostavlja da je T.harzianum
najistaknutija vrsta ovog roda. Danas njihova poljoprivredna vazinost ima dobre
antagonisticke sposobnosti u tlu gdje se nalaze patogene gljivice zahvaljujuci razli¢itim
mehanizmima kao $to su proizvodnja antimikoti¢nih metabolita (antibiotika), kompeticija za
prostor i hranjive tvari, inducirana tolerantnost biljaka i mikoparazitizam. Zajedno s objavom
razli¢itih antimikoti¢nih mehanizama Trichoderma vrsta, uocena je sposobnost promicanja
rasta biljaka, povecanje lisne mase te mase suhe tvari (Topolovec-Pintari¢, 2019).



Za iskoristavaje potencijala Trichoderma vrsta, porebno je izolirati ju iz tla, i inkapsulirati
u formulaciji koja se moze primjeniti u tlo. No, ponovno uvodenje u tlo, ¢ak i najsnaznije
rizosferne komponente kao Sto je Trichoderma, moze biti poprilicno tesko. Kako bi
Trichoderma ponovo usla u tlo, mora se natjecati a Sirokim spektrom mikroorganizama koji
se nalaze u tlu, sve dok ne kolonizira dostupna mjesta duz biljnih korjena (Topolovec-
Pintari¢, 2019)

Mikorizne gljive roda Trichoderma poznate su kao biofungicidi u bioloSkom suzbijanju, a
kao sporedni efekt primjene biofungicida na osnovi Trichoderma vrsta zamijecen je jaci
porast tretiranih biljaka naspram onih koje nisu tretirane (Topolovec-Pintari¢ i sur., 2013).

Vrste Trichoderma filamentozne su gljive Ciji teleomorfni stadij pripada rodu Hypocrea.
NajceS¢e su uzgajane gljivicne vrste za primjenu u razli¢itim biotehnoloskim procesima
upravo zbog svojih specificnih karakteristika. Imaju mogucnost kompeticije za hraniva i
prostor te su poznate po izrazenom antagonistickom mehanizmu na fitopatogene
organizme. Dokazana je njihova sposobnost izazivanja stimulatinog efekta na klijanje
sjemena i promociju rasta biljke te indukcije obrambenih mehanizama u biljaka (Kubicek i
Penttila, 1998., Papavizas 1985., Sivasithamparam i Ghisalberti, 1998). U danasnje vrijeme
Trichoderma vrste smatraju se oportunistickim biljnim simbiontima jer koloniziraju povrsinu
korijena i ¢ak prodiru u epidermu korijenskog tkiva i nekoliko stani¢nih slojeva ispod ove
razine uspostavljajuéi pseudomikorizni odnos s domadinom biljke.

Ekoloski prihvatljiva zastita bilja od bolesti cilj je danasnje fitomedicine. Nastoji se postici
reduciranjem klasicne kemijske zastite bilja primjenom preventivnih mjera. U ekoloskoj
proizvodnji kada je cilj deklarirati proizvod kao proizveden bez pesticida, prednost pred
kemijskim sredstvima ima primjena bio-pripravaka. Danas se smatra kako su izravni ucinci
ovih vrsta na rast i razvoj biljaka od presudnog znacaja za poljoprivrednu uporabu i za
razumijevanje uloge Trichoderma vrsta u prirodnim i upravljanim ekosustavima (Topolovec-
Pintari¢, 2019).



1.1. Ciljrada

Znacaj pripravaka na osnovu vrste Trichoderma harzianum u suvremenoj
poljoprivrednoj proizvodnjiogleda se u iscrpnoj i bogatoj znanstvenoj literaturi u svijetu.
Od prvog pripravka na osnovu ove vrste proslo je 34 godina, a danas su pripravci na
osnovu T. Harzianumdominantni na svjetskom trziStusa zatupljeno$éu od 83%. Stoga je
za cilj ovog rada odabrano potvrditi pretpostavku o znacaju ove vrste za
poljoprivreduizradomcjelovitog pregledau tipu monografije vrste T. Harzianum temeljem
podataka raznovrsnih literaturnih i internetskih izvora, ukljucujudi i rezultate istrazivanja
provedenih na Zavodu za fitopatologiju. Rad donosi pregled osnova bioloskog suzbijanja
vrstama roda Trichoderma s posebnim naglaskom na T. harzianum, mikolosku
deskripciju ove vrste te podatke o povijesnom razvoju pripravaka na osnovu T.
harzianum, kao i pregled zastupljenosti bio-pripravaka na svjetskom trzistu bio-fungicida.



2. Primjena roda Trichoderma u bioloSkom suzbijanju

Rod Trichoderma prvi put je spomenut 1794. godine kao zelena plijesan koja raste na
potrganim granama i drugim supstratima (Persoon, 1794). Tada se smatralo da rod
predstavlja samo jedna vrsta, T. viride. Do 1969. godine rod je prosiren s jos dvije vrste, T.
viride i T. Koningii, a razlikovanje je napravljeno prema obliku konidija, kuglaste ili ovalne.
Godine 1969. revidirana je taksonomija roda Trichoderma te je opisano ¢ak 9 vrsta s obzirom
na sistem grananja konidiofora, karakteristike fijalospora, raspored fijalida i morfologiju
konidija (Rifai, 1969).

Vrste roda Trichoderma ubrajaju se medu poznatije u svrhu suzbijanja fitopatogenih
gliiva. Vrste ovog roda najcesée su uzgajane mikromicete za primjenu u razli¢itim
biotehnoloskim procesima zahvaljujuéi svojim specificnim karakteristika. Glavne uloge vrsta
roda Trichoderma ocituju se u njihovoj sposobnosti te mogu sluziti kao indikatori
obrambenih mehanizama, neutralizatori enzima koje izluCuju odredeni patogeni,
kolonizatori, antagonisti i promotori biljnog rasta (Kumar i Pundhir, 2009).

Pozitivan ucinak vrsta ovog roda na biljke predmet je brojnih znanstvenih istrazivanja u
kojima je istrazena ucinkovitost ovih gljiva u suzbijanju bolesti brojnih poljoprivrednih i
povrtlarskih kultura, ukrasnog bilja te pri uzgoju voéa (Harman, 2000.; Howell, 2003).
Biolosko suzbijanje temelji se na interspecijskim odnosima antagonistickih mikroorganizama
s biljnim patogenima, koje obuhvacaju interakcije tipa antibioze, kompeticije, parazitizma i
inducirane rezistentnosti (Kaliterna i Mili¢evi¢, 2014).Ucinkovitost vrsta roda Trichoderma
potvrden je i u suzbijanju brojnih gljivicnih patogena. Takoder, mogu se koristiti i u suzbijanju
raznih bakterija i virusa usjeva te je ucinkovitost ¢ak potvrdena i u kontroli korova.

Antibiotsko i antifugalno svojstvo Trichoderma vrsta poznato je jos od 1930-ih godina.
Prema Dennis i Webster (1971.) postojanje hlapljivih organskih spojeva koje proizvode
Trichoderma vrste mogu inhibirati rast gljivica odgovornih za propadanje drva. Od tada, vrste
ovog roda postaju jedan od najées¢e proucavanih mikroba biokontrole te se prodaju kao
aktivni sastojci biopesticida, bio-gnojiva, pojacivaca rasta biljaka i stimulansa prirodne
otpornosti(Toplovec-Pintari¢, 2019.). Neki od najvaznijih pripravaka na osnovi Trichoderma
vrsta su Trichodex, Supresvit, Root Pro, Promote, Trichopel, Trichoject, RootSchield koji
suzbijaju razne vrste fitopatogenih gljivica u tlu kao Sto su Fusarium, Rhizoctonia, Pythium.
Mikrobioloski inokulanti kao bioloski ¢imbenici su antagonisti patogenih organizama, a
obzirom da se radi o organizmima koji su slobodnozivuci u prirodi te njihovu primjenu ne
prate nedostaci karakteristicni za kemijske preparate. NaZalost, nisu brza rjeSenja i nemaju
eradikativno niti kurativno djelovanje no, atraktivni su kao alternativa narocito u organskoj i
ekoloskoj proizvodnji(Topolovec-Pintari¢, interna skripta).Mehanizmi djelovanja antagonista
na fitopatogene gljive ukljucuju: mikoparazitizam, antibiozu, kompeticiju za prostor i hranjiva
i indukciju otpornosti biljaka domadina (Howell 2003; Topolovec-Pintari¢, 2019). U vedini
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slu¢ajeva nije u pitanju samo jedan mehanizam djelovaja vec sinergicko djelovanje (Dianez,
2005.). Cest je slu¢aj da odredeni antagonist razli¢itim mehanizmima djeluje na suzbijanje
razli¢itih uzrocnika biljnih bolesti (Whipps, 2011).

Od navedenih tipova mehanizama, mikoparazitizam i kompeticija za prostor i hranjiva
svrstavaju se u direktan antagonizam, koji je rezultat direktnog kontakta patogena, dok ostali
predstavljaju indirektne mehanizme bioloske borbe (Junaid i sur., 2013).Komercijaliziran je
veliki broj bioloskih priprvaka ili biopesticida, od kojih jedan dio spada u sredstva za
suzbijanje biljnih patogena, te se jednim imenom nazivaju biofungicidi. U svijetu je danas za
komercijalnu primjenu registrirano ¢ak vise od 100 bioloskih pripravaka za suzbijanje biljnih
patogena na bazi 14 vrsta antagonistickih bakterija (bakteriofungicidi i bakteriobaktericidi) i
12 antagonistickih vrsta gljiva (mikofungicidi) (Kaliterna i Milicevi¢, 2014). Pripravci koji su
temeljeni na Trichoderma enzimima ili genima predstavljaju novost u svijetu. Uvrstavaju se u
novu skupinu tzv. ,samo-stitecih” biljaka (engl. Plant-incorporatedpesticides). Predstavljaju
transgene biljke koje su steCene ugradnjom gena koji kodira enzim endohitinazu, a klonirani
su iz vrsta roda Trichoderma. Najbolji rezultati postignuti su sa transgenim biljkama rajcice,
duhanai krumpirakoji su lako postali otporni na napada ekonimski znacajnih patogena kao
Sto su Alternaria solani, A. alternata te Botrytis cinerea (Topolovec-Pintari¢, 2004).

U suvremenoj poljoprivredi, Trichoderma vrste se primjenjuju kao antagonisti
zemljiSnih uzrocnika biljnih bolesti (biofungicidi). Biolosko suzbijanje na osnovi Trichoderma
vrsta koristi stoljetna znanja stecena u poljoprivredi i Sumarstvu o dobrobiti ocuvanja i
uspostave uravnotezenih mikrobioloskih zajednica (Topolovec-Pintari¢, 2004).
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Slika 1. Upotreba roda Trichoderma u bioloSkom suzbijanju

lzvor: (https://www.researchgate.net/figure/Model-for-Trichoderma-induced-resistance-TISR-

against-Botrytis-cinerea-in-tomato-Root figs 242334471- posjeceno 28.6.2020.)
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Predatorstvo ili parazitzam podrazumjeva da organizam koji se koristi za bioloSko
suzbijanje patogenih organizama i njime se u konacnici hrani. Prilikom ovakvog mehanizma
djelovanja, bioloski ¢imbenik mora biti prisutan prije napada patogena (Grahovac, 2009).
Stani¢ne stijenke hifa gljivicnih patogena glavni su cilj mikoparazitizma Trichoderma vrsta.
Istrazivanja su pokazala da prilikom parazitizma Trichoderma vrste otpustaju hidroliticke
enzime hitinaze i beta — 1,3 glukanaze kao primarne produkte metabolizma koji inhibiraju
sintezu hitina beta glukana, tvar koja je bitna za izgradnju stani¢ne stjenke hifa fitopatogenih
gljiva (Harman i sur., 2004). Na koncentraciju hidoliti¢ih enzima znatno utjece dostupan izvor
ugljika u podlozi na kojoj se Trichoderma vrsta razvijaju. Kiseli supstrat, pH 5,5-6 s mnogo
ugljika pospjeSuje ne samo rast micelija gljive, ve¢ pozitivho utje¢e na proizvodnju, a i
aktivaciju hidrolitickih enzima. Cilj napada Trichoderma vrsta na fitopatogene vrste lezi u
tome Sto su same fitopatogene gljive izvor ugljikohidrata (Harman i sur., 2004.; Martinko
2015). Takoder, dokazano je da vrste roda Trichoderma mogu prepoznati svog domacina tj.
drugu gljivicnu vrstu koja se nalazi na odredenoj udaljenosti (Chet i sur., 1981). Direktni rast
antagonista prema kemijskom stimulansu naziva se pozitivni kemotropizam. U istraZivanju iz
1990. dokazano je da micelarni rast Trichoderma vrsta induciraju kemijski stimulansi kao $to
su aminokiseline i Seceri (Kumar i Pundhir, 2009). Prepoznavanje nekih biljnih patogena od
strane Trichoderma vrsta objasnjeno je posredovanjem specificnih lektina, Sto rezultira
parazitacijom patogena od strana antagonistickog roda Trichoderma (Kumar i Pundhir,
2009.).

Mehanizam mikoparazitizma ima znacajnu ulogu u antagonistickom djelovanju roda
Trichoderma protiv Sirokog raspona fitopatogenih vrsta gljiva, a upravo zbog toga se te
antagonisticke vrste smatraju ucinkovitim u zastiti brojnih poljoprivrednih kultura koje
uzrokuju brojni patogeni kao Sto su Rhizoctonia spp., Sclerotinia spp., Fusarium spp., i sl.
(Sharma, 2012).
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Slika 2. Prikaz mikoparazitizma Trichoderma sp.

Izvor: (http://healthyhay.vt.tuwien.ac.at/division/project.php?project id=6- posjeceno
22.6.2020.)



http://healthyhay.vt.tuwien.ac.at/division/project.php?project_id=6-

Antibioza je supresivni mehanizam za prezivljavanje mikroorganizama kroz
eliminaciju konkurencije za izvor hrane koja je ¢esto limitirana u zemljistu pomodu toksina
(Ellis i sur., 2000). Toksini antagonista su sekundarni metaboliti antimikrobnog ucinka na
druge organizme (Topolovec-Pintari¢, 2018). Predstavnici roda Trichoderma produciraju
viridin, triholin, glizoprenine, heptelidinsku kiselinu, terpene, pirone i peptaibole koji mogu
inhibirati rast fitopatogenih gljiva (Sharma, 2012). Sve navedene komponente imaju
sinergisticki efekt i u kombinaciji s kompleksom hidrolitickih enzima mogu stvoriti snaznu
inhibitornu aktivnost prema velikom broju fitopatogenih gljiva iz rodova Alternaria, Botrytis,
Monilia, Fusarium, Colletotrichum i Diaporthae(Bell i sur., 1982; Freeman i sur., 2004; Imtiaj
and Lee, 2008; Zivkovi¢ i sur., 2016).

Proizvodnja sekundarnih metabolita svojstvena je vrstama odjela Ascomycota kojem
sistematski pripadaju i vrste roda Trichoderma. Mnogi od tih metabolita su volatilne
supstanece,koje su bioaktivne te ukljucuju antibiotike kao $to su penicilin, cephalosporium,
imunospresant, ciklosporin i kontaminante hrane kao sto su mikotoksini (Mukherjee i sur.,
2012).

Nastanak sekundarnih metabolita ukazuje na to da te supstance poboljSavaju rast i
razvoj organizma koji ih proizvodi.Sekundarni metaboliti Cesto se koriste kao kemijski signali
izmedu vrsta te kao oruzje kojim inhibiraju rast i razvoj drugih organizama s kojima u
kompeticiji (Mukherjee i sur., 2012). Sekundarni metaboliti mogu biti ,hlapive” (volatile) i
,nehlapive” (non-volatile) supstance. Danas poznato vise od 800 ,hlapivih” supstanci koje
proizvode bakterije i gljive (Mukherjee i sur., 2012). Osim ,hlapivih“ supstanci, vrste roda
Trichoderma, produciraju mnogo ,nehlapivih” supstanci, ukljucujuc¢i neribosomne peptide
(peptaboli i siderofori), poliketide, terpene i prione (Kubicek i sur., 2011; Mukherjee i sur.,
2012).

Najznacajniji sekundarni metaboliti vrsta roda Trichoderma, kojima ove vrste
ostvaruju antibiotski efekt su peptaboli. To su metaboliti iz grupe trihorziana, sadrze alfa-
aminoisobutricnu kiselinu i alkohol. Peptaboli su amfifili Sto znaci da imaju lipofilni i hipofilni
karakter, Sto im omogucava da proizvedu tzv. transmembranske kanale koji se aktiviraju
promjenama u elektricnom potencijalu. lonski kanali uzrokuju perforacije te dolazi do
propusnosti stijenke i istjecanje citoplazme kroz nastale otvore. Rezultat je nepovratno
ostecenje stanicne stijenke hifa te njihovo uginuce zbog istjecanja stani¢nog sadrzaja (Chugh
i Wallace, 2001.; Martinko, 201).Toksi¢ne supstance niske mokelekularne teZine ometaju
kolonizacju i inhibiraj rast i razvoj Stetnih organizama (Ahmed i Pichtel, 2011). Skundarni
metaboliti imaju viSe limitirajuéu proizvodnju i distribuciju u prirodi, iako su primarni
metaboliti sveprisutne esencijalne komponente u prirodi. Proizvodnja sekundarnih
metabolita ovisi o uvjetima okolisa i ¢esto je ogranicena. Sve navedene supstance zajedno
dovode do uspjeSnog antagonizma patogenih vrsta gljiva i Trichoderma vrsta u bioloskoj
zastiti od bolesti ( Mukherjee i sur., 2012).



Kompeticija za prostor i hraniva podrazumjeva nadmetanje izmedu patogenih gljiva i
antagonisi¢kih mikroorganizama, prije svega za izvor hrane , ali u konacnici i za ostale
¢imbenike koji su im potrebni za prezivljavanje. U interakciji kompeticije antagonisticki
mikroorganizmi nadjacavaju bijne patogene pa se na taj nacin uspjesno koriste kao bioloski
agensi ii antagonisti (Kaliterna i Milicevi¢, 2014).

Kompeticija je jedan od vainih mehanizama kojim djeluju najpoznatiji bioloski
Cimbenici, vrste roda Trichoderma, koja je moguéa zahvaljujuc¢i brzom rastu, mogucnosti
prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima i sposobnosti iskoristavanja hranjiva (Benitez i sur.,
2004). Ovaj mehanizam za njih je specifican jer imaju sposobnost naseliti neku biljnu
povrsinu brze od fitopatogenih konkurenata Ciji je rast i razvoj tada sprijeCen zbog
nedostatka hranjiva i prostora. Populacija fitopatogena se ne moze iskorijeniti nego postane
malobrojna te prestaje biti problemom.

Kompeticija za nutrijente, primarno dusik, ugljik i Zeljezo rezultira bioloSkom
,borbom* s mikroorganizmima u tlu. U vecini slu¢ajeva dolazi do natjecanja medu vrstama
za ogranicene resurse, gdje kolicina navedenih nutrijenata postaje ogranicavaju¢a usred
intenzivne mikrobioloske aktivnosti (Sivan i Chet, 1989). Apsorpcija Zeljeza kod vedine
filamentoznih gljiva je esencijalna za viabilnost tih organizama. Vecina gljiva, kada je zZeljezo
nedostupno, izluCuje siderofore kako bi mobilizirale Zeljezo. Siderofori, odnosno Zeljezni
nosaci, su organske molekule s visokim afinitetom za Zeljezo koje stvaraju mikroorganizmi sa
svrhom prijenosa Zeljeza iz okoline u stanicu ( Mukherjee i sur., 2012). U navedenoj
interakciji antagonisticki mikrorganizmi su superiorniji pa se stoga koriste kao bioloski
¢imbenici u suzbijanju patogena (Kaliterna i Mili¢evi¢, 2014).

Ukoliko nema opravdanog dokaza za druge mehanizme bioloSkog suzbijanja u
interakciji Trichoderma-biljni patogen, smatra se da je posrijedi kompeticija za prostori
hranjiva. U svom istrazivanju autor je izloZio kolonije vrste Trichoderma virens
ultraljubicastim zrakama te je na taj nacin proizveo mutiraju¢u koloniju sa smanjenom
sposobnosti za mikoparazitizam i antibiozu (Howell, 2003). No, mutant je svejedno zadrzao
antagonisticki efekt jednak roditeljskom u brobi proiv patogenih vrsta, Pythium ultimum i
Rhizoctonia solani. Ovo istraZivanje pokazalo je da za uspjesnu antagonisticku borbu nisu bili
odgovorni ni parazitizam ni antibioza ve¢ kompeticija za prostor i hraniva kojem je mutantni
izolat vrste T.virens uspjesno inhibirao patogene u pokusu (Muherjee i sur., 2012).



3. Trichoderma harzianum Rifai

Vrsta Trichoderma harzianum Rifai najpoznatija je pripadnica roda Trichoderma
Pers.:Fr (1969.). Rod obuhvaca filamentozne gljive koje se prema teleomorfu klasificiraju
u odjel Ascomycota, razred Sordariomycetes, red Hypocreales i porodicu Hypocreaceae
(https://www.mycobank.org/BioloMICSDetails.aspx?Rec=27600- posje¢eno 31.08.2020.)
(Tablica 1.).

Vrsta Trichoderma harzianum je slobodnozivuéa i u vedini slu¢ajeva dominantna

komponenta mikrobioloSkog svijeta rizosfernog sloja tla. Ubikvist je koji nastanjuje
razliCite tipove tla, a u tlu naseljava biljni korijenov sustav. Korijenje je idealno mjesto
gdje T. harzianum koja je pravi mikoparazit nalazi svoj plijen druge gljive (Tomljanovi¢,
2015).

Takoder, T. harzianum je oportunisticki, avirulentni simbiont biljaka koji stimulira
biljni rast i inducira tolerantnost i obrambeni mehanizam biljaka. Za vecinu fitopatogenih
gljiva mikoparazit i antagonist, Sto je poznato joS od 30-ih godina proslog stoljeca
(Harman, 2003). Navedena svojstva osiguravaju vrsti poziciju najpoznatijeg Cimenika
bioloskog suzbijanja u sferi suvremene zastite poljoprivrednih kultura.

U pocetku se smatralo kako T. harzianum naseljava samo povrsinu korijena bez
kontakta sa ostalim biljnim stanicama, ali je potvrdeno da se radi o obliku infekcije.
Apresorijima vrsta omotava korijenovu dlacicu i direktno penetrira u subkutikularne
slojeve (Yedidia i sur., 2000). Daljnji prodor i Sirenje hifa biljnim tkivom te mogudu
parazitaciju,T. harzianum sama sprjecava izluCivanjem fenola koji poti¢u otvrdnjavanje
bilinih stanicnih stjenki. Istovremeno biljka je primila signal o infekciji te aktivira svoj
obrambeni mehanizam. Razne biokemijske reakcije koje ¢e uslijediti u biljci jacat ce
njezin obrambeni mehanizam, a time biljka postaje sistemicno rezistentna na druge
fitopatogene gljive (Elad i sur., 1980). Takoder, T. harzianum potiée biljnu obranu protiv
same sebe, a time i protiv ostalih fitopatogenih gljiva u rizosferi. Na ovaj nacin
uspostavljen je pocetak interakcije T. harzianum i biljke koji ¢e postepeno izrasti u
simbiotski odnos kao S$to je pseudomikoriza. Pseudomikoriza ¢e, uz opisani pozitivi
utjecaj na aktivaciju obrambenog biljnog sustava na bijku, povecati i rezistentnost na
abioticki stres te promovirati rast biljke i njezinu produktivnost (Chang i sur., 1986).
Korijen koloniziran od strane T.harzianum bujnije raste jer gljiva povecava usvajanje i
koristenje hraniva od strane biljke Sto rezultira ve¢om produktivnosti biljke (Harman,
2009). Uz sve navedeno, T. harzianum proizvodi enzime kojima olakSava raspadanje
odumrle organske tvari, pomaze otapanju fosfata i drugih teSko topivih hraniva, kao i
mikroelemenata u tlu ¢ime ih Cini dostupnijima biljci. Biljke zbog dovoljne kolicine
hranjiva postaju sve bunije i veée te omogucuju sve jacu fotosintezu i u konacnici
plodonosenje (Harman, 2000.).

Smatralo se kak je promocija biljnog rasta popratni efekt koji se javlja zbog
supresiranja fitopatogena i njihovih metabolickih produkata Sto pridonosi boljem
zdravstvenom stanju biljke.


https://www.mycobank.org/BioloMICSDetails.aspx?Rec=27600-

Sojeve T. harzianum uzgojene u laboratoriju mogude je introducirati u rizosferu
(Topolovec-Pintaric i SuSinjak, 2005). Kad jednom dodu u kontakt s korijenom, nastanjuju
njegovu povrsinu. Prespektivni izolati nastanit ¢e povrsinu korijena ¢ak i kad je on metar
ili viSe pod zemljom, a inokulum se moZe odriati i do osamanaest mjeseci nakon
unosenja u tlo.

Tablica 1. Klasifikacija Trichoderma harzianum i Hypocrea lixii
(https://www.mycobank.org/BioloMICSDetails.aspx?Rec=27600- posjeceno 31.08.2020.)

CARSTVO Fungi ANAMORF TELEOMORF
RAZDIJEL Eumycota Trichoderma Hypocrea
PODRAZDIJEL Pezizomycotina Pezizomycotina
RAZRED Sordariomycetes Sordariomycetes
RED Hypocreales Hypocreales
PORODICA Hypocreaceae Hypocreaceae
ROD Trichodrma Hypocrea
VRSTA T. harzianum H. lixii
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4. Morfoloski opis vrste Trichoderma harzianum

Vrsta Trichoderma harzianum pod ovim je nazivom opisao Rifai 1969. No, prije je
prijavljena pod drugim nazivima, koji danas dolaze kao sinonimi: Trichoderma nunbergiite u
Japanu pod sinonimom Sporotrichum narcissi(Rifai, 1969.; Tochinai i Shimada,1930;Szilvinyi.
1932.) Vrsta Trichoderma harzianum kao i vedina vrsta roda Trichodermamoze se vizualno
lako prepoznati po svojem brzom rastu micelarne kolonije na hranjivom mediju. Za rast
kolonije optimalna temperatura je 25-30° C, medutim pri temperaturi od 35° C rast se
usporava (Singh i sur., 2014). Fotoosjetljiva je vrsta te je spremna sporulirati na mnogim
prirodnim i umjetnim podlogama u koncentricnom uzorku kao odgovor na dnevnu izmjenu
svijetla i tame s konidijama koje se proizvode u razdoblju svijetlosti (Kumar i Pundhir, 2009).

Makroskopski, micelarne kolonije su u pocetku glatke i bezbojne, a ve¢ u prvom tjednu
poprimaju smaragdno zelenu boju s izrazenim koncentri¢nim zonama poput prstena. Pojava
zelene boje kolonije odaje da je nastupila sporulacija tj. nastanak nespolnih spora konidija,
koje se javljaju u velikoj praskastoj masi, a sadrze pigment (Kumar i Pundhir, 2009).

Mikroskopski, uocavaju se okrugle konidije na vrhu fijalide u obliku boce. Konidiofori
produciraju nesolne spore, konidije. Grananje konidiofora je dendrik tip nalik na drvo ili
piramidu te su pri osnovi ogranci duZi, a visinom se skracuju, granajuci se na neodreden broj
nivoa (Bisset, 1990). Primarne grane mogu biti u paru, ali i nemoraju te zavrsavaju sa jednom
ili viSe okomito poloZenih stanica, fijalida. One su kruskolikog oblika s vrSnim suzenjem u
subcilindriéni vrat, a Cesto dolaze u prsljenovima (Bisset, 1990). One holoblasti¢no
produciraju nespolne sporekoje su po tipu nastanka fijalospore (Bisset, 1990). Konidije se
javljaju suhe, a rijetko se mogu nalaziti u kapljici zelene ili Zute tekudine.
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4.1. Anamorfni stadij

Vrsta T. harzianum opisana je kao brzorastuca kolonija (vecina izlota 7-9 cm) na hranjivim
podlogama (Slika 3.). Tijekom konidizacije stvaraju se zrnate ili praskaste nakupine koje ¢e u
kratkom vremenu promijeniti boju iz Zuckasto-zelene u tamnozelenu boju i stvoriti pukotine
ili pustule koje su obrubljene sterilnim bijelim micelijem (Kubick, 2002).U pocetku razvoja
glatke je teksture te je prozirne ili vodenesto bijele boje. Kroz samo tjedan dana, kolonija
poprima karakteristicnu smaragdno do maslinasto-zelenu boju. Pojava zelene boje kolonije
odaje fruktifikaciju tj. sporulaciju konidiofora nespolnim sporama- konidija tipa fijalospora
(Bissett, 1991; Kumar i Pundhir, 2009). Optimalna temperatura potrebna za razvoj kolonije je
25-30° C. Dnevni porast na malt agaru moze dostiéi ¢ak 3,3 cm. NajvisSa temperatura na kojoj
gljiva moze rasti i razvijati se iznosi 36° C (Kubick, 2002). Sa samim razvojem, primjecuje se
nastanak vise ili manje sporodohija u razli¢itim nijansama zelene boje, pa sve do Zute ili rjede
bijele boje Sto ovisi o kemijskom sastavu hranjivog supstrata. Sporodohiji predstavljaju
nakupine konidiofora, a ujedno i nespolni stadij, anamorf.

Konidiofori su zracni ogranci hife koji se nalaze na rastresitim ili kompaktnim i jako
razgranatim snopié¢ima te ih je tesko pojedinacno izdvoijiti i izmjeriti (Bissett, 1991). Njihovo
grananje odgovara dendrik tipu grananja , nalik drvetu ili piramidi na nacin da su najdulje
grane poloZene uz osnovu centralne osi konidiofora, a prema vrhu se skracuju. Fijalide tj.
vrsne konidiogene stanice konidiofora koje su kruskolikog oblika s vrSnim suZenjem u
subcilindriéni vrat, ¢esto dolaze u prsljenovima. Holoblasti¢no produciraju nespolne spore
(konidije) koje su po tipu nastanka fijalospore (Kumar i Pundhir, 2009).

Fijalide povremenom mogu biti uparene (3,5-7,5x2,5-3,8 um) dok su terminalne fijalide
dugacke 10 um (Kubick, 2002). Primarne grane se mogu ponovo granati u sekundarne grane
koje su vec¢inom u paru i blizu glavne osi, $to kod primarnih grana nije slucaj. Sve primarne i
sekundarne grane se granaju blizu kuta ili pod kutom od 90° s obzirom na glavnu os.

Konidije (Slika 4.) su elipsoidnog oblika, dimenzija 3-5x2-4 um. Mogu imati glatke stijenke
ili mogu biti lagano ornamentirane. Boja konidija varira od bijele, smede, rjede sive i
najces¢e zelene nijanse (Mukerjee i sur., 2012). Konidije cijeloj koloniji daju pigmentaciju te
sadrze razne antibiotke tvari. Proizvodnja konidija inducirana je brojnim faktorima kao Sto su
stres, temperatura, dostupna hraniva u mediju, nedostatak vlage ili dodatak glutamata u
medij (Anderson i Smith, 1971; Jin i sur., 1996; Lapaire i Dunkle, 2003; Mukherjee i sur.,
2012).
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Slika 3. Kultura Trichoderma harzianum na PDA supstratu

lzvor:(https://www.google.hr/search?g=trichoderma+harzianum&tbm=isch&imgil=pp8gcVngSvaU-
M%253A%253Bhttps%253A%252F%252#imgrc=FS4CcUL-zTuZmM- 18.07.2020.)

."'4-' .
Slika 4. Konidije vrste Trichoderma harzianum

lzvor:(https://www.google.hr/search?q=trichoderma+harzianum&tbm=isch&imgil=pp8gcVngSvaU-
M%253A%253Bhttps%253A%252F%252#imgrc=vSbQJuTXg 8LKM-13.06.2020.)
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4.2. Teleomorfni stadij Hypocrea lixii Pat

Teleomorf vrste Trichodema harzinaumije determiniran i pripada vrsti Hypocrea
lixii.Zabiljezen je i sinonim Trichoderma lixii (Pat.). Teleomorf je prvi puta opisan1891.
godine, a poticao je od kulture izolirane sa basidioma gljive Ganoderma, koji je
najvjerojatnije parazitirala sa lokacije Papua New Guinea (Patouillard,1891.)

Stroma moZze biti samostalna ili se javljati u skupini od nekoliko njih , gotovo kruznog
izgleda, promjera (0,3)1,0-1,1(3,0) mmi visine (440)730-785(1400) um (Chaverii i sur.,
2002). Povrsina joj je glatka te ponekad mogu biti vidljiva lagana peritecijalna izbocenja
tamnosmede ili zelene boje. Boja se moZe promijeniti iz tamno zelene u smedu prilikom
stavljanja u otopinu kalijevog hidroksida (KOH’). Otvori ¢esto uopce nisu vidljivi upravo
zbog tamne boje strome. Povrsina strome debljine je od 17-20 um te je formirana od
uglatih stanica. Stanice su zbijene, pigmentirane smede(KOH) ili tamno zelene (KOH"),
,uglate stranice promjera (2.0)7.0-7.5 (22.0) um, stijenki debljine (0.2)0.5-0.6(1.0) um.
Tkivo neposrednoispod stromatalne povrSine kompaktne je do labave teksture. Bezbojno
je ili blago pigmentrano, promjera (2.0)7.0-7.5(22.0) um i debljine (0.2)0.5-0.6(1.0) um.

Unutarnje tkivo ispod peritecija formirano je od uglatih stanica, takoder je bezbojno
te mu promjer iznosi (5.0)13-14(31) um i debljine (0.4)0.7-0.8(1.5) um.

Spolno plodno tijelo, peritecij u potpunosti je uronjeno u stromu, veéinom uskih
dimenzija i visine (153)231-244(336) um. Prekriven je himenijumo, okruglasog je oblika
te na vrhu ima otvor (ostiola) kroz koju izlaze spore. Ostiolarni kanal, dugacak (44)63-
68(101) um,moze biti prekriven dlakavim strukturama koje se zovu perifize.

Na askgenom miceliju nastaju askusi s askosporama. Askusi se razvijaju u
unutrasnjosti peritecija, cilindricnog su oblika, (44)73-78(138)x(3.0)4.5-4.7(6.5) um, te se
u njima nalaze askospore. Askospore su zelenkaste boje, distalni dio im je okrugli
(3.0)4.3-4.4(5.6)x(2.8)3.9-4.0(5.2) um,a proksimalni dio klinastog do cilindricnog oblika
(3.4)4.5-4.6(6.5) um (Chaverii i sur., 2002). Kada su askospore fizioloski zrele , opna
askusa upija vodu iz okolne sredine. Uslijed toga, na pojedinim mjestima dolazi do
razgradnje opne koja se pretvara u Zelatinoznu masu . Tako na askusu nastaju otvori kroz
koje izlazi sadrzaj akusa zajedno s askosprama.
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Slika 5. (1-9). Hypocrea lixii. Slika 1. Stroma. Slika 2. Odjeljak strome. Slika 3. Peritecij. Slika 4. Vanjsko
tkivo strome. Slika5. Pogled odozgo na povrsinu strome. Slika 6. Tkivo neposredno ispod stromatalne
povrsine. Slika 7. Unutarnje tkivo ispod peritecija. Slika 8. Askus i askospore. Slika 9. Askospore.
Izvor:(Chaverii i sur., 2002)
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5. Primjena Trichoderma harzianum u poljoprivredi

Bio-fungicidi na osnovu Trichoderma vrsti domnantni su na svjetskom trzistu s udjelom
od 60% i danas broje oko 250 bio-pripravaka. Danas samo bio-pripravci na osnovu vrsta
T.harzianum cine 83 % svjetske proizvodnje od cega je 55% njih kombinirano s T.viride, a
28% s T.konigii. NajceSce su to formulacije za aplikaciju u tlo, a koriste se u proizvodnji 87
kultura te protiv 70 tzv. Soil-borne i 18 foliar-borne ugavnom gljivicnih.

Prvi Trichoderma biofungicid komercijaliziran Sirom svijeta bio je Trichodex proizveden
od strane Makhteshim Agan Industries (Beersheba, lIzrael). Trichodex se temelji na
Trichoderma harzianum izolatu T-39 (Slika 6.) koji se koristi kao kontaktni antibiotski
fungicid s enzimatskim djelovanjem protiv Botrytis cinerea na vinovoj lozi i jagodama
(Topolovec-Pintari¢, 2019). Za vrijeme cvatnje ovim pripravkom tretira se vinova loza u
koncentraciji od 0,3-0,4%. Tijekom sezone potrebno je obaviti 4 prskanja. Pripravak
Trichodex je u kontroli sive plijesni u vinogradima primjenjen u vise od 130 pokusa na 34
razliite sorte pod razli¢itim komercijalnim uvjetima. Karenca za grozde je 2 tjedna i to se
odnosi na suzbijanje patogene gljive Botytis cinerea. U Hrvatskoj su mikroploti s
Trichodexom radeni od 1999. godine u vinogradima poznatog vinogradarskog podrucja
Kutjevo, gdje je B.cinerea nanosila Stetu od 50-60%. Pripravak Trichodex je pokazao
djelotvornost u intervalu od 13 do 55%, ovisno o vremenskim uvjetima u godini, Sto je bilo
zadovoljavajuca kontrola te je ponekad bio jednako ucinkovit kao sinteticki fungicid Kidan na
osnovu iprodiona (Topolovec-Pintari¢, 2019).

" __iLl__iaiiL.;sLu t...l_i 1'.J.i1|.-1_‘_

b

Slika 6. Pripravak Trichodex WP
lzvor: (https://www.trichodex.com/en/products/bioestimulants/- posje¢eno 22.06.2020)
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Jos$ jedan najpoznatiji i koristan pripravak T.harzianum soja bio je T-22 (Poznat kao 1295-
22, KRL-AG, i ATCC 20847). Proizveo ga je dr. Harman 1980-ih godina i licenciran je od
Sveucilista Cornell od strane Eastman Kodak Company koja je razvila paket toksi¢nosti i
ucinila registraciju mogu¢om. Oko 1990., Kodak je odlucio napustiti trziSte poljoprivrednih
pesticida i darovao registraciju T-22 i druge podatke koje su generirali dr. Harman i njegovi
kolege u Cornell Research Foundation, koji je osnovao tvrtku Bio Works Inc. Oni su
enkspsulirali T-22 u komercijalnim proizvodima RootShield i T-22 Planter Box. Prodaja tih
proizvoda zapocela je 1993., a 1998., prodaja se povecala za 20% godiSnje. Soj T-22 opcenito
je bio inhibitor rasta biljaka kao i mikofungicid protiv biljnih patogena koji se nalaze u tlu. U
bilikama, soj T-22 pojacava izrazavanja proteina uklju¢enih u fotosintezu i nakupljanje
Skroba.

Sojevi koji su bili osigurani su T.harzianum T-95 i T-12 jer je prvi bio rizosferni
kompetentni mutant proizveden od soja izoliranog iz Rhizoctonia-supresivnog kolumbijskog
tla, a drugi je bio sposobniji za kompeticiju s bakterijama u uvjetima koji ogranic¢avaju
Zeljezo.

RootShield se temelji na dvije Trichoderma vrste i sadrzi soj T.virens G-41 zajedno sa
sojem T.harzianum T-22. Komercijalni naziv proizvoda je RootShield PLUS te ga se
primjenjuje na biljke bez bolesti koje su prethodno bile tretirane fungicididom jer sojevi T-22
i G-41 agresivno rastu izvan korijena i ne ulaze u biljno tkivo (Topolovec-Pintari¢, 2019).

Pripravak PlantShield (Slika 7.) temelji se na T.harzianum soju T-22. Koristi se za
suzbijanje gljvicnih bolesti kao sto su Fusarium spp., Rhizoctonia solani i Pythium. U Virginiji
na kulturama kao $to su kupusnjaée, rajcica, krastavci i u rasadnicima drvenstih biljaka.
Takoder se moze koristiti za suzbijanje korijesnke nematode Meloidogyne incognita.

Slika 7. Pripravak Plantshied

Izvor: (https://www.bioworksinc.com/plantshield-hc/ -posjeéeno27.07.2020.)
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RootShield je organski bioloski fungicid koji se temelji na Trichoderma harzianum izolatu
T-22. Sprjecava Siroki spektar korjenskih bolesti. Oslobada enzime koji otapaju stani¢ne
stijenke mnogih gljivicnih patogena. Omogucava zdraviji sustav korijena te povecava
potencijal mase korijena. Najée$ce se upotrebljava u staklenicima, rasadnicima te prilikom
tretiranja povrtlarskih kultura. Samo jednim tretiranjem mogude je odrzati zastitu i do 12
tjedana (https://www.bioworksinc.com/rootshield-wp/- posje¢eno 14.7.2020.).

RootShield® WP

(&) Bioworks
i ?-\-'u A

Slika 8. Pripravak RootShield
Izvor: (https://www.bioworksinc.com/rootshield-wp/. Posje¢eno 14.7.2020.)

RootShield PLUS je organski bioloski fungicid s dvostrukim aktivnim sastojcima i temelji
se na Trichoderma harzianum soju T-22 i T.virens soju G-41. Sprjecava Siroki spektar bolesti
korijena te svojom aktivno$€u potice na razvoj zdravog korjenovog sustava. Suzbija gljivicne
patoge, pa Cesto izaziva otpor domacina. Ima sposobnost brze prilogadbe razli¢itim tipovima
tala te se razvija u Sirokom rasponu pH. Uporabom ovog pripravka poboljSava se unos
hraniva u tlo, pomaze biljkama prevladati abiotske stresove i transplatacijski Sok i odlicno
pruza otpor prilikom primjene fungicida. Primjenjuje se aplikacijom izravno na sjeme ili
prilikom presadivanja. Osigurava 3 mjeseca preventivne zastite za Phytophtora, Rhizoctonia,
Fusarium, Pythium, Cylindrocladium i Thielaviopsis. RootShield Plus na trziStu je dostupan u
granuliranoj formulaciji  (https://www.bioworksinc.com/rootshield-plus-wp/- posje¢eno
15.7.2020.).
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Tablica 2. Preparati temeljeni na T.harzianum izolatima

IME PREPARATA IZOLAT PRIMJENA DRiAVA/ PROIZVODACL
Trichodex T-39 Botrytis cinerea Italija
PlantShield T-22 Fusarium spp.,

Rhizoctonia solani i Kalifornija
Pythium
RootShield T-22 Pythium sjeverna Europa, SAD
T-22iG-41 Phytophtora,
RootShield Plus Rhizoctonia, Fusarium,
Pythium, SAD
Cylindrocladium i
Thielaviopsis.

Dostupnost i disperzija pripravaka na bazi Trichoderma vrsta rasSirena je te imaju opce
poznatu tendenciju Sirenja zbog lakSe registracije. DopuSteni pripravci za uporabu u
ekoloskom uzgoju u Europi su: RootShield (sjeverna Europa, SAD), Plant Box (sjeverna
Europa, SAD), Bio Trek (sjeverna Europa, SAD), Binap (Svicarska, Svedska, Velika Britanija,
SAD), Supersivit (Ceska), Trichodex (lItalija), Trifender (Madarska) i Trianum (Avantagro,
Spanjolska). Formulacije Trichoderme se ne temelje na jedinsvenoj kulturi jedne vrste ve¢
dolaze kao mijeSavina dvije ili tri vrste ili kao razliCiti sojevi iste vrste (Toplovec-Pintaric,
2019).

Pripravke koji se temelje na sojevima T.harzianum najucinkovitije je aplicirati na samo
sjeme. To je jednostavna i efikasna metoda prilikom koje se sjeme tretira praskastom
formulacijom na osnovu hifa i spora T. harzianum netom prije sjetve (Simanovi¢, 2018).
Djeluje na nacin da konidije T. harzianum kliju na povrsSini sjemena, a nastali micelij ce
kolonizirati korjenci¢ po njegovu nastanku te okolni supstrat. BioloSka metoda premazivanja
sjemena pokazala se uspjesSnom na rajCici, soji i slanutku. Ova metoda ima potencijalne
prednosti u odnosu na obicno tretiranje sjemena, upravo zbog toga Sto rezultira brzim i
ujednacenijim pojavljivanjem sadnica. Konidije gljive kliju na povrsini sjemena i formiraju
zastitni sloj na tretiranom sjemenu, te ovakvo sjeme puno bolje podnosi nepovoljne uvjete.
Osim tretiranja samog sjemena efikasnim se pokazalo i tretiranje korijena. Korijenje sadnica
tretira se kratkim umakanjem u suspenziju spora gljive ili se ona moZe dodati u sustav
navodnjavanja u uzgoju u zasticenim prostorima te hidroponskom uzgoju. Ova metoda
najéedée se koristi kod povrtnih kultura i kod rize na kojoj je obavljen pokus (Simanovi¢,
2018).

Vrste roda Trichoderma od iznimne su vaznosti u poljoprivredi, pa tako i navedena vrsta
Trichoderma harzianum. Zbog brojnih benefita koje posjeduje vrsta T.harzianum, pa i njezini

19




produkti, danasnju poljoprivrednu proizvodnju nemoguée je zamisliti bez nje. Neke od
prednosti ove gljive su to da izlu€uje enzime inhibitornog djelovanja na patogene, povedava
otpornost biljke prilikom pojave bolesti te u konacnici pomaze u ponovnom uspostavljanju
ravnotezZe u tlu koja je narusena prilikom unosenja velikih koli¢ina kemijskih sredstava u tlo.
Takoder, gljiva ima mogucnost promicanja rasta biljke, povecanja visine, povecanja lisne
mase te mase suhe tvari. Gljiva najbolje raste i proliferira u prisutnosti zdravog korijena.
Saharoza koja curi iz korijena potice rast micelija gljive i dovodi do interakcije s biljkom. Kako
bi se biljka potaknula na davanje vece koli¢ine saharoze, Trichoderma razvija brojne
mehanizme za usmjeravanje. Povedanjem metabolizma saharoze, dolazi do pojacanog
intenziteta fotosinteze i disanja jer rast biljaka potaknut Trichoderma vrsta zahtjeva energiju.
Naravno, $to je bolja fotosinteza to Ce se vise saharoze prenositi do korijena i metabolicki
krug se nastavlja. Sa svojim enzimom (arsenal), poboljSava topljivost hranjivih tvari u tlu.
Gljiva takoder poboljSava unos hranjivih tvari te omogucava bolju ishranu bilja koja ¢e
kasnije razultirati povecanje prinosa. Vrsta T.harzianum znatno povecava toleranciju deficita
vode i smanjue ucinke na fotosintetske sustave Cak i kad su biljke u stalnoj toc¢ki uvenuda ili
se tome pribliZzavaju (Topolovec-Pintarié, 2019).

Danas se pozitivan ucinak gljive na rast biljaka smatra neovisnom sposobnosti te ima
jednako vrijedan znacaj kao i njezina antimikoti¢na sposobnost jer je povecanje rasta uoceno
u nedostatku bilo koje bolesti i u sterilnom tlu. Nova genetska istrazivanja pokazala su da je
aktivnost Trichoderma vrsta, kroz njihove sposobnosti stvaranja mehanizma za obranu
biljaka. Tako se, na primjer, antibioza T.virens protiv Rhizoctonia solani na sadnicama
pamuka i mikoparazitizam T.harzianum protiv Pythiumutvrduje kao posljednica iskljucivo
izazavanog otpora.

Sposobnost gljive je prodiranje u koru korijena, epidermu i nekoliko slojeva stanica ispod
ove razine, na temelju dokaza s Trichoderma mutat sojevima koji proizvode zelene
fluorescentne proteine. Nakon prodora u korjensko tkivo, gljiva uspostavlja odnos s biljkom i
komunicira na molekularnoj razini. Unutar korjenskih stanica mozZe izmjeniti gensku
ekspresiju biljke kako bi aktivirala svoj imunoloski sustav. Te posljedice u pocetku rezultiraju
indukcijom mehanizama otpornosti, pa biljka formira zadebljane stanicne stijenke i iziva
talozenje fenola koji presretnu gljivu na podrucju infekcije i sprijeCe daljnu kolonizaciju
biljaka (Topolovec-Pintari¢, 2019).

Aktivnost Trichoderma vrsta protiv fitopatogenih gljiva i nematoda, kao i kompeticija za
hraniva, provode se proizvodnjom izvancelijskih hidrolitickih enzima i/ili proizvodnjom
sekundarnih metabolita s antimikoticnom aktivnoséu. Postulirano je da gljiva ima sposobnost
djelovati kao kolonizator tla, ostvariti pseudomikorizalni odnos s biljkom domacinom s
dobrobiti za zdravlje i kondiciju biljke. Mikoparazit i nematofag treba osigurati Trichoderma
genom. Koevolucija genoma dokazana je u mnogim biljno-patogenim interakcijama. Vrsta
snazne genetske komponente na odgovore kukuruza na T.harzianum T-22 potvrdeni su u
ispitivanjima s nizom INBRED linija kojima je predhodilo veliko ispitivanje provedeno u SAD
kukuruznom pojasu sa 160 hibrida kukuruza i T-22. Danas je poznato nekoliko stotina
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odvojenih biljnih gena ili proteina Ciji izraz mijena kolonizacija korijena, iako su posljedice
izraZenije na izbojcima nego na korijenu (Topolovec-Pintarié¢, 2019).

Osim Sto su Trichoderma vrste zasluzne za suzbijanje patogena one su poznate po
stimulaciji rasta same biljke i korjenovog dijela te povecavaju otpornost biljke (Harman,
2004). Nakon samo nekoliko mjeseci tretiranja sa T. harzianum u pripravku T-22 korijen
biljke je bio gotovo duplo veéi u odnosu na one koje nisu bile tretirane (Harman, 2004). U
drugom istraZivanju dokazalo se da sekundarni metaboliti koje proizvodi T.harzianum (6-
pentil-alfa piron, skraceno 6-PP) djeluje kao regulator rasta biljke (Cutler i sur., 1986).

Ovaj enzim je zasluzan za karakteristicnu kokos aromu T. harzianum te je osim toga Sto
sluzi kao inhibitor rasta odgovoran i za antifungalna svojstva. Sekundarni metabolit (6-PP)
ima karakteristike hlapivih organskih kompnenti (Volatile Organic Compounds-VOCs).
Biosinteza VOCs-a ovisi o uvjetima u kojima biljka obitava, tu se prije svega misli na
dostupnost hraniva, pH supstrata, svijetlost i temperaturu.
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6. Zakljucak

Danas u zastiti bilja dominiraju kemijske mjere zaStite, odnosno primjena pesticida.
Cinjenica je da kemijska sredstva zagaduju okoli$, te imaju $tetan utjeca kako na ¢ovjeka tako
i na cijeli biljni i Zivotinjski svijet. Svi ti razlozi usmjeravaju ka razvoju bezopasnih i novih
strategija u zastiti bilja, odnosno koriStenje bioloskih preparata. Bioloski preparati su
alternativa  kemijskim  sintetiCckimspojevima i podrazumjevaju primjenu korisnih
mikroorganizama ili produkata njihovog metabolizma.

Bioloski preparati nisu kompletna zamjena za kemijska sredstva, ali predstavljaju
znacajnu dopunu i unapredenje cjelokupne zastite bilja. Zbog svojih prednosti i kvaliteta , u
buducnosti, ¢e svakako dobiti svoje zasluzeno mjesto u zastiti bilja od Stetocinja.
Komercijalni proizvodi biofungicida na bazi Trichoderme cini oko 60% trzista, te su
dostupnost i disperzija preparata na bazi Trichoderme rasireniji od ostalih zbog lakse
registarcije.

Vrste roda Trichoderma, pa tako i T.harzianum okarakterizirane su kao vrlo kvalitetne te
predstavljaju potencijal za sve cesSée koristenje u zastit poljoprivrednih kultura te kao
zamjena za brojna kemijska sredstva. Veliku prednost pred kemijskim sredstvima imaju
upravo zato jer su bezopasne za Covjeka i okolis te svojim djelovanjem mogu smanijiti
djelovanje drugih ¢imbenika na biljku. Takoder, velika prednost jeto Sto nakon apliciranja
imaju sposobnost brze kolonizacije.

Vrste roda Trichoderma izuzetno su korisne u zaStiti usjeva od bolesti, jer imaju
sposobnost mjenjanja genetskog materijala tako da biljka postaje otpornija. Gljivice djeluju
kao promotori rasta uz pomo¢ 6-PAP-a. Sekundarni metaboliti Trichoderma spp. imaju
brojne prednosti kao Sto su izuzetna efikasnost u kontroli korova, stvaranje inducirane
otpornosti biljke na odredenog patogena, pa ¢ak imaju moguénost izmjene genetskog
materijala. Stvaranjem enzima Trichoderma spp. efikasne su u rzgradnji stani¢ne stijenke
Stetnika koji napda bijku Sto dovodi do ugibanja Stetnika.

Postoje raliciti nacini borbe ove gljivice za hranjive tvri kako bi osigurala biljci Sto vecéu
koli¢inu te se zbog toga smara kako je ova gljivica zaprava neizostavna u uzgoju bilo koje
kulture. Zbog velikog niza prednosti i sposonosti nje same, sve viSe poljoprivrednika koji
prelaze sa konvencionalnog na integrirani nacin uzgoja uporebljava bas vrste roda
Trichoderma.
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