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Sazetak

Zavrsnog rada studentice Ive Kavain, naslova

INHIBICIJA RASTA FITOPATOGENE GUIVE PENICILLIUM DIGITATUM APLIKACLJOM
AUTOHTONIH IZOLATA BAKTERIJA RODA PSEUDOMONAS

Proizvodadi agruma trpe znacajne gubitke uzrokovane poslijezetvenim bolestima medu
kojima se posebno istice zelena plijesan ¢iji je uzroénik fitopatogena gljiva Penicillium
digitatum. Intenzivna primjena sintetskih fungicida uzrokovala je pojavu rezistentnih
fitopatogena i potencijalno negativne posljedice na okolis. U nastojanju da se njihova primjena
svede na minimum bez umanjenja kvalitete i kvantitete prinosa agruma, proizvodaci se sve
viSe poticu na alternativne pristupe i integrirani sustav suzbijanja poslijezetvenih bolesti.
Bakterije roda Pseudomonas pokazuju veliki potencijal u bioloskoj zastiti poljoprivrednih
proizvoda od fitopatogena. Obzirom da dokazano suzbijaju neke, ekonomski vazne patogene,
odredene vrste i sojevi Pseudomonas sp. komercijano su dostupni kao mikrobioloski preparati.
Cilj ovog istraZzivanja je ispitati antifungalno djelovanje petnaest autohtonih sojeva
Pseudomonas sp. izoliranih iz spilje i rizosfere zelene salate, metodom dualnih testova, na
najvaznijeg poslijezetvenog patogena agruma, Penicillium digitatum. Ukupno 46,7 %
autohtonih sojeva Pseudomonas sp. potpuno (26,7 %) ili izrazeno (20,0 %) inhibira rast gljive
P. digitatum gdje se raspon inhibicije radijalnog rasta kretao od 47,4 + 0,0 % do 100,0 £ 0,0.
Nadalje, 40,0 % sojeva pokazuje slabu inhibiciju (inhibicija radijalnog rasta od 2,9 + 4,2 % do
32,6 + 3,7 %), dok 13,3 % sojeva uopce ne djeluje na rast gljive P. digitatum. Sojevi 2020_W2-
8, 2022_01_SL2-11, 2022_01_SL2-17 i 2022_01_SMS-16 izolirani iz spilje su u potpunosti
inhibirali fungalni rast, odnosno pokazali su se kao najucinkovitiji te su najbolji potencijalni
kandidati za primjenu u obliku bioloskih preparata za kontrolu i suzbijanje fitopatogene gljive
P. digitatum.

Kljucne rijeci: Penicillium digitatum, poslijeZetvene bolesti, autohtoni sojevi Pseudomonas
sp., antifungalno djelovanje, bioloska zastita



Summary

Of the final work - student Iva Kavain, entitled

GROWTH INHIBITION OF THE PHYTOPATHOGENIC FUNGUS PENICILLIUM DIGITATUM BY
APPLICATION OF AUTOCHTONOUS ISOLATES OF BACTERIA OF THE GENUS PSEUDOMONAS

Citrus producers suffer significant losses caused by postharvest diseases, among which green
mold, caused by the phytopathogenic fungus Penicillium digitatum, is particularly prominent.
The intensive use of synthetic fungicides has led to the emergence of resistant
phytopathogens and potentially negative consequences for the environment. In an effort to
minimize their use without compromising the quality and quantity of citrus yields, producers
are increasingly encouraged to adopt alternative approaches and integrated systems for
controlling postharvest diseases. Bacteria of the genus Pseudomonas exhibit great potential
for biological protection of agricultural products against phytopathogens. Given their proven
effectiveness in suppressing some economically important pathogens, certain species and
strains of Pseudomonas sp. are commercially available as microbiological formulations. The
aim of this study is to examine the antifungal activity of fifteen autochthonous strains of
Pseudomonas sp. isolated from a cave and a rhizosphere of lettuce using dual culture method
against the most important postharvest pathogen of citrus fruits, Penicillium digitatum.
Overall, 46.7% of the autochthonous Pseudomonas sp. strains show complete (26.7%) or
pronounced (20.0%) inhibititon of the P. digitatum growth, with radial growth inhibition
ranging from 47.4 £ 0.0% to 100.0 £ 0.0%. Furthermore, 40.0% of the strains exhibited weak
inhibition (radial growth inhibition from 2.9 + 4.2% to 32.6 + 3.7%), while 13.3% of the strains
had no effect at all on the growth of P. digitatum. The strains 2020_W2-8, 2022_01_SL2-11,
2022_01_SL2-17, and 2022_01_SMS-16 isolated from a cave completely inhibited fungal
growth and proved to be the most effective, making them excellent potential candidates for
use in biological formulations for the control and suppression of the phytopathogenic fungus
P. digitatum.

Key words: Penicillium digitatum, postharvest diseases, autochthonous strains of
Pseudomonas sp., antifungal activity, biological control



1. Uvod

Prije izuma pesticida, ¢ovjecanstvo je trpjelo velike gubitke uzrokovane fitopatogenim
mikroorganizmima, korovima i Stetnicima. Uvodenjem sredstava za zastitu bilja omoguéena je
stabilnija i dostatnija proizvodnja hrane, no unato¢ tome pojavili su se odredeni problemi
vezani uz primjenu istih. Intenzivnhom i ¢esto neodgovornom primjenom kemijskih sredstava
u borbi protiv Stetnih organizama, doslo je do pojave i razvoja rezistentnosti kod
mikroorganizama i nakupljanja rezidua pesticida u okoliSu, $to za sobom donosi potencijalne
opasnosti po ljudsko zdravlje, okoli$ i bioraznolikost.

lako su sintetski fungicidi jos uvijek, prvi izbor u suzbijanju uzro¢nika biljnih bolesti kako
za vrijeme proizvodnje, tako i u poslijezetvenom razdoblju, javlja se potreba za
racionalizacijom primjene konvencionalnih sredstava za zaStitu bilja i usmjeravanjem
konvencionalne poljoprivredne proizvodnje prema integriranoj i/ili ekoloskoj proizvodnji koje
daju prednost ostalim metodama zastite bilja (npr. bioloSke mjere) nad kemijskim mjerama.
Primjena antagonisti¢kih mikroorganizama predstavlja alternativu sintetskim fungicidima, iz
razloga Sto mikroorganizmi, promatrani kao djelatna tvar imaju viSe mehanizama djelovanja
istovremeno, ¢ime se opasnost od pojave rezistentnosti svodi na minimum. Nadalje, obzirom
da se radi o Zivim organizmima sa svojim mjestom u ekosustavu, nema ni rizika od njihove
akumulacije u okolisu.

Konkretno, za bakterije roda Pseudomonas vec je dokazano da mogu inhibirati rast gljive
Botrytis cinerea, uzro€nika ekonomski vazne bolesti siva plijesan (Wang i sur. 2021.; Gaoi sur.
2018.; Byrk i sur. 2004.). U svrhu boljeg razumijevanja, ali i proSirenja spektra djelovanja kako
potencijalnih tako i postojeéih biofungicida na osnovi sojeva bakterija roda Pseudomonas,
potrebno je obaviti dodatna istraZivanja kojima bi se utvrdio antifungalni ucinak i na druge
ekonomski vazne uzrocnike biljnih bolesti. Primjerice, u proizvodnji agruma, veliki gubici u
poslijeZzetvenom razdoblju i smanjenje trzne vrijednosti poljoprivrednih proizvoda pripisani su
gljivi Penicillium digitatum, uzro€niku bolesti zelena plijesan. Do sada su ve¢ provedena
istrazivanja koja upudéuju na moguénost primjene bakterija roda Pseudomonas za suzbijanje
zelene plijesni (Wang i sur. 2018.; Zamani i sur. 2008.; Smilanick i Denis-Arrue 1992.).
Medutim, malo se zna o antifugalnom djelovanju autohtonih sojeva Pseudomonas sp.
izoliranih na podrucju Republike Hrvatske prema fitopatogenoj gljivi P. digitatum. Stoga, cilj
ovog istraZzivanja je ispitati antifungalni uc¢inak autohtonih sojeva roda Pseudomonas izoliranih
iz razliCitih ekosustava (spiljski sedimenti i voda, rizosferno tlo zelene salate) s podrucja
Republike Hrvatske te utvrditi koji soj ili sojevi najucinkovitije inhibiraju rast zelene plijesni.

1.1. Ciljistrazivanja

Op¢i cilj ovog istrazivanja je utvrditi antifugalno djelovanje autohtonih sojeva
Pseudomonas sp. izoliranih iz sedimenata i vode prikupljenih u kr$koj spilji u Sibensko-kninskoj
Zupaniji i rizosfernog tla prikupljenog na obiteljsko poljoprivrednom gospodarstvu u Istarskoj
Zupaniji (n = 15) prema fitopatogenoj gljivi P. digitatum.



Specifi¢ni ciljevi istrazivanja:
e |Ispitati djelovanje sojeva Pseudomonas sp. prema fitopatogenoj gljivi P.
digitatum (DSM 2732)
e |dentificirati najuCinkovitiji soj ili sojeve za kontrolu i suzbijanje rasta gljive P.
digitatum



2. Pregled literature

2.1. Proizvodnja agruma u svijetu i Republici Hrvatskoj

Agrumi su viSegodisnje biljne vrste iz porodice Rutaceae koja se dijeli na tri roda: rod
Citrus sa vrstama: limun (Citrus x limon), gorka naranca (Citrus x aurantium), naranca (Citrus x
sinensis), limeta (Citrus x aurantifolia), mandarina (Citrus reticulata), grejp (Citrus x paradisi) i
citron (Citrus medica), rod Fortunella sa vrstama kumkvat (Citrus japonica), bilva (Aegle
marmelos) i japanski papar (Zanthoxylum piperitum) i rod Poncirus sa vrstom trolisna naranca
(Poncirus trifoliata) koja ima ukrasnu vrijednost, a koristi se i kao cijepna podloga (Britannica
2016.). Obzirom da se u svijetu uzgajaju vrste iz sva tri roda, prikladnije je koristiti naziv agrumi
nego naziv citrusi koji se odnosi samo na vrste iz roda Citrus.

Agrumi se uzgajaju unazad 4000 godina, a vjeruje se da su porijeklom sa podrucja
jugoistocne Azije odakle su se prosirili po cijelom svijetu razvojem trgovine i seobom naroda
(EI-Otmani i sur. 2011.). Zahvaljujuéi svom povoljnom nutritivnom sastavu i atraktivnosti za
konzumaciju kako u svjeZzem, tako i u preradenom obliku u vidu raznih sokova, agrumi
predstavljaju atraktivnu skupinu voéa za poljoprivrednu industriju, a time i za trziste te se
uzgajaju na 10,2 milijuna ha diljem svijeta (Pereira Gonzatto i Scherer Santos 2023.).

Prema podacima FAOSTAT-a u 2022. godini u svijetu je sveukupno proizvedeno 166 303
421,2 t agruma pri ¢emu su najveci proizvodaci bili Kina s 29,33% svjetske proizvodnje (48 772
905,89 t agruma), Brazil s 11,87% svjetske proizvodnje (19 732 041,89 t agruma), Indija s 8,87%
svjetske proizvodnje (14 756 000 t agruma), Meksiko s 5,60% svjetske proizvodnje (9 317
400,52 t agruma) i Spanjolska s 3,34% (5 558 090 t agruma) svjetske proizvodnje agruma
(grafikon 2.2.1).

Proizvodnja agruma u svijetu 2022.
Europa; 6,30% ® QOceania; 0,40%

= Afrika; 13,68%

m Sjeverna Amerika;

9,57% ® Azija; 52,13%

= Juzna Amerika;

17,60%

Grafikon 2.1.1: Prikaz udjela svjetskih regija u ukupnoj proizvodnji agruma za 2022. godinu
(FAOSTAT 2022.)



U Republici Hrvatskoj, proizvodnja agruma ogranicena je, zbog niza nepovoljnih
abioti¢kih uvjeta, na podrucéje od Trogira do Konavala te na otoke. Obzirom da je ovo jedno od
najsjevernijih podrucja uzgoja agruma na svijetu, najveéi ograni¢avajuci ¢imbenik u RH za uzgoj
su niske zimske temperature (Gugi¢ i Cukrov 2011.). U Hrvatskoj se od agruma proizvode
naranca, limun i mandarina pri ¢emu mandarina prednjaci u povrSinama i prinosu nad
limunom i narancom iz razloga $to je znatno otpornija na nepovoljne uvjete. Prema podacima
sa sluzbene stranice Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva za 2022. godinu,
poljoprivredna povrsina pod intenzivnim nasadima agruma u Hrvatskoj iznosila je 2135 ha, od
Cega 43 ha otpada na narance, 48 ha je pod nasadima limuna te 2044 ha poljoprivrednog
zemljista je pod nasadom mandarine. Najve¢a samodostatnost, odnosno pokrivenost
potraznje u RH domadom proizvodnjom, medu sve tri vrste agruma koje se uzgajaju u RH je
postignuta kod mandarina gdje je iznosila 98,83%, dok je samodostatnost kod svih agruma
ukupnoiznosila 32,74%. U tablici 2.1.1 vidljiv je porast proizvodnje limuna i narance kao i visoki
prinosi mandarine zabiljezeni u zadnjih pet godina.

Tablica 2.1.1: Proizvodnja agruma u tonama u Republici Hrvatskoj po godinama i vrstama

Vrsta Proizvodnja | Proizvodnja | Proizvodnja | Proizvodnja | Proizvodnja
u 2018. (t) u 2019. (t) u 2020. (t) u 2021. (t) u 2022. (t)
limun 297 325 375 262 476
naranca 474 593 465 603 753
mandarina 47 676 52 226 39626 40 580 42 036
Ukupno: 48 447 53 144 40 466 41 445 43 265

Izvor: Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva (2022.)

Agrumi su podlozni ¢itavom nizu bolesti uzrokovanih kako biotskim, tako i abiotskim
¢imbenicima, a koji uzrokuju znacajne gubitke u poslijezetvenom razdoblju. Procjenjuje se da
je oko 70 % proizvedenih agruma na svijetu namijenjeno za konzumaciju u svjezem stanju, pa
je iz tog razloga bolesti na agrumima potrebno promotriti i kroz prizmu atraktivnosti plodova
za trziSte. Navedene bolesti mogu uzrokovati odredene organolepticke promjene na
plodovima, kao i morfoloske promjene zbog kojih plodovi, u percepciji potrosaca, izgledom
odstupaju od standarda. Nadalje, spore gljiva koje se mogu nalaziti na uskladistenom vocu
mogu uzrokovati zdravstvene smetnje u vidu alergija kod ljudi. Sve navedeno bitno umanjuje
trziSnu vrijednost poljoprivrednih proizvoda.

Uzrocnici biotskih bolesti su prvenstveno fitopatogene gljive i bakterije te se, obzirom
na vrijeme infekcije mogu podijeliti u dvije skupine. Jedan dio uzrocnika inficira plodove dok
se jo$ nalaze u voénjaku, dok drugi dio uzroénika bolesti inficira plodove u vrijeme berbe te u
poslijezetvenom razdoblju (Strano i sur. 2022.) Najvazniji ,,prijezetveni” patogeni agruma su
Alternaria citri, Glomerella cingulata, Guignardia citricarpa i Phytophtora spp. Navedeni
patogeni, nakon ostvarenja infekcije u vo¢njaku, ulaze u latentno stanje te prolaze neopazeni
do trenutka kada nastave sa rastom i razvojem na plodovima u skladistu te je tada najcesée
prekasno za njihovo suzbijanje, pa je mjere zastite potrebno primjenjivati prije berbe. Mjere



biljne higijene ukljucuju uklanjanje i unistavanje otpalih plodova, suzbijanje vektora, tretiranje
tla oko vocki fungicidima i dr. Najvazniji poslijeZzetveni patogeni na agrumima su gljive
Trichoderma viridae, Geotrichum candidum, te Penicillium digitatum koji uzrokuje zelenu
plijesan i Penicillium italicum koji uzrokuje plavu plijesan. Obzirom da se radi o fitopatogenim
gliivama koje imaju isti spektar domacina, plodovi istovremeno mogu biti inficirani sa vise
patogena te pri takvoj visestrukoj infekciji gubici mogu biti intenzivniji zbog sinergizma medu
uzro¢nicima (Lamichhane i Venturi 2015.). lako su agrumi, zbog kisele pH vrijednosti plodova,
u pravilu, podlozniji napadu fungalnim uzrocnicima bolesti (Talibi i sur. 2014.), opazeni su i
bakterijski uzro¢nici bolesti, poput vrsta Xanthomonas campestris pv. citri i Pseudomonas
syringae pv. syringae (Luo i sur. 2020.; Mougou i Boughalleb-M’hamdi 2018.).

2.2. Zelena plijesan

2.2.1 Opcenito o bolesti

Zelena plijesan je poslijeZzetvena bolest agruma uzrokovana fitopatogenom gljivom
Penicillium digitatum. Ovoj se bolesti pripisuje 60 do 90 % gubitaka pri skladistenju te je iz tog
razloga prepoznata kao ekonomski izrazito vazna bolest u proizvodnji agruma (Strano i sur.
2022.; Chengisur. 2020.). Intenzitet zaraze u skladistu odreden je s viSe Cimbenika, a najvazniji
su uvjeti rasta i razvoja, agrotehnicke mjere, tehnologija berbe, rukovanje te sami uvjeti
skladiStenja. Infekcija se ostvaruje iskljucivo putem rana i oStecenja koja mogu nastati prilikom
berbe i rukovanja plodovima. Takoder, odredeni Stetnici koji rade rupe u plodovima kao sto je
na primjer mediteranska vo¢na muha (Ceratitis capitata) mogu otvoriti put infekciji dok su
plodovi joS na vockama. Takva se infekcija Cesto slabo uocfava te moZe uzrokovati
devastirajuce gubitke za vrijeme skladiStenja. Patogeneza je prvenstveno uvjetovana nac¢inom
skladistenja, a medu najvaznijim ¢imbenicima isti¢e se temperatura, pa je tako pri optimalnim
temperaturama prve simptome bolesti moguée uociti ve¢ dva do tri dana nakon infekcije te
se ispoljavaju kroz pojavu trulezi na mjestu oSteéenja ploda gdje tkivo postaje blago udubljeno
i poprima tzv. ,,vodenasti” izgled (Snowdon 1990.). Daljnjim razvojem bolesti dolazi do rasta
bijelog, a kasnije zelenog okruglog micelija. Pri zavrSetku patogeneze, plod se u potpunosti
susi i propada (Smith i sur. 1988.).

2.2.2 Uzrocnik zelene plijesni (P.digitatum)

Fitopatogena vrsta Penicillium digitatum pripada koljenu Ascomycota, redu Eurotiales,
porodici Aspergillaceae te rodu Penicillium (Palou 2014.).

Rod Penicillium je vrlo raznolik i obuhvada vise od 300 razli¢itih vrsta. Smatra se
ubikvintarnim, tj. Siroko je rasprostranjen diljem svijeta te ga nalazimo u razli¢itim habitatima,
ukljuéujudi biljke, tlo, namirnice i ekstremne ekosustave (Visagie i sur. 2014.). Sama vrsta P.
digitatum je mezofilna, odnosno minimalna temperatura pri kojoj moze rasti kre¢e se od 6 °C
C do 7 °C, dok maksimalna temperatura pri kojoj mozZe rasti iznosi 37 °C. Optimalno raste pri
24 °C (Smith i sur. 1988.).



Spektar domacdina ove fitopatogene gljive ogranic¢en je na biljke iz porodice Rutaceae,
prvenstveno iz rodova Citrus i Fortunella. Okrugli micelij sastavljen je od septiranih
filamentoznih haploidnih hifa bijele boje, a razmnozava se iskljucivo nespolnim putem pomocu
konidija (Peberdy 2013.). Konidije nastaju enteroblasti¢no iz konidiogenih stanica fialida koje
se nalaze na zracnim ograncima hifa, odnosno na konidioforima. Spore su na konidioforima
bazipetalno poredane $to znali da se najmlada spora nalazi na bazi niza konidija, uz fialidu
(Peberdy 2013.) Konidiofori su njezne strukture i asimetricnog oblika te svojim izgledom
podsjeéaju na kist, pa je zbog toga rod Penicillium dobio naziv prema latinskoj rijeci za kist —
penicillio (Saccardo 1881.). Nakon dozrijevanja, konidije se odvajaju od konidiofora te se
uglavnom Sire anemohorno te inficiraju oSteéene plodove (Pereira Gonzatto i Scherer Santos
2023.).

2.2.3 Konvencionalni nacini suzbijanja zelene plijesni

Suzbijanje P. digitatum zapocinje ve¢ u voc¢njaku te ono ukljuCuje niz metoda koje su
usmjerene na prevenciju i kontrolu infekcije tijekom uzgoja, berbe, skladiStenja i transporta.
Obzirom da Stetnici agruma svojom ishranom na plodovima mogu otvoriti put infekciji,
suzbijanje istih znafajno smanjuje intenzitet zaraze zelenom plijesni. P. digitatum ima
ogranicen spektar domadina te se moze redi da je specifican patogen agruma. S obzirom na to
da se agrumi uzgajaju u monokulturi, infektivni inokulum zelene plijesni je stalno prisutan u
vocnjaku, stoga je klju¢no odrzavati biljnu higijenu kako bi se smanijila koli¢ina inokuluma u i
oko trajnog nasada. U tom kontekstu, uklanjanje i unistavanje otpalih plodova iz vo¢njaka, koji
mogu biti potencijalni izvor zaraze, igra kljuénu ulogu. Bududi da P. digitatum infekciju
ostvaruje putem rana i oStecenja, ne preporucéa se obavljati berbu netom nakon kiSovitog
vremena iz razloga Sto su plodovi pri takvim uvjetima turgescentni te lakSe pucaju. Iz istog
razloga, vazino je prilagoditi tehnologiju berbe i rukovanje plodovima. Fungicide za ovu
namjenu mogude je primijeniti prije i poslije berbe pri ¢emu je potrebno voditi racuna da se
pri viSestrukoj primjeni izmjenjuju fungicidi sa razli¢itim mehanizmom djelovanja. Najéesce se
suzbija sljede¢im fungicidima: imizalil, tiabendazol, pirimetanil i fludioksonil (Zacarias i sur.
2020.). Ucestala primjena fungicida istog mehanizma djelovanja dovela je do razvoja
rezistentnih sojeva P. digitatum (Ferreira i sur. 2023.), a taj problem pogorsava ¢injenica da
ova vrsta obilno sporulira te se rezistentni sojevi mogu lako odrzati zahvaljujudi visokim
populacijama (Kazempour i Kodehi 2007.). Zbog svega navedenog sve vise se istrazuju i poticu

bioloske mjere.

2.3. Biokontrola

Integrirana zastita bilja predstvalja sustav kontrole biljnih Stetocinja cija je svrha
ograniciti primjenu pesticida, odnosno fungicida, zoocida i herbicida na situacije u kojima se
javlja iznimna ekonomski opravdana potreba za primjenom istih. Ovakav pristup ima za cilj
uzgajanje poljoprivrednih kultura uz minimalno osteéenje agroekosustava te sprjecavanje



potencijalnih negativnih posljedica po ljudsko zdravlje i organizme prisutne u nekoj biocenozi
(European Commission 2024.).

U okviru ovakvog sustava zastite bilja, prednost se daje nekemijskim mjerama, kao Sto
su agrotehnicke, biotehnicke i bioloSke metode te prema tome, biokontrola predstavlja vazan
segment integrirane zastite bilja. Ona predstavlja suzbijanje biljnih Stetocinja uz pomoc¢ Zivih
organizama, odnosno prirodnih neprijatelja Stetnih organizama. To mogu biti predatori,
paraziti, parazitoidi, antagonisti, kompetitori te neki fitopatogeni za suzbijanje korova (Waage
i Greathead 1988.). Navedeni organizmi jednom se rije¢ju nazivaju biopesticidi. Njihov
mehanizam djelovanja uglavnom se temelji na luenju kemijskih spojeva sa antibiotickim
uc¢inkom na ciljane organizme, odnosno na antibiozi, mikoparazitizmu, poticanju sistemske
otpornosti napadnute biljke i na kompeticiji. Buduéi da se radi o bioloSkim sredstvima, jedan
te isti preparat istovremeno ima vise razli¢itih mehanizama djelovanja ¢ime se bitno smanjuje
opasnost od pojave rezistentnosti (Ram i sur. 2018.). Ukoliko je bakterija ,djelatna tvar“ nekog
bioloskog pripravka namijenjenog za suzbijanje fungalnih uzro¢nika biljnih bolesti onda se
takav biopesticid naziva bakteriofungicid, a ukoliko je ,djelatna tvar” gljiva, tada je rije¢ o
mikofungicidu.

U biokontroli biljnih patogena moguca su dva pristupa: prvi pristup ukljucuje odrzavanje
prisutne populacije organizama, dok se drugi pristup odnosi na introdukciju selektivnih
antagonista (Ram i sur. 2018.). U vidu upotrebe prirodno prisutnih antagnoistickih
mikroorganizama, poslijezetvene bolesti agruma mogu se suzbiti epifitskim
mikroorganizmima s povrSine plodova. Ucinkovitost ovakvoga pristupa potvrdena je
istrazivanjem koje su proveli Chaultz i Wilson (1990.) u kojemu je utvrdeno da oprani i osuseni
uskladisteni plodovi agruma bivaju puno ¢esce i puno jace inficirani nego neoprani plodovi.
Dodatna prednost ovakvog pristupa biokontroli lezi u tome Sto je bolje prihvacena od strane
opce javnosti nego li je slucaj kod umjetne introdukcije selektivnih antagonista (Talibi i sur.
2014.).

Tocan broj registriranih biopesticida u svijetu tesko je procijeniti obzirom da se stalno
otkrivaju nove vrste od interesa za biokontrolu, a time se i broj registriranih biopesticida
neprestano povecava. Vrste roda Pseudomonas, zbog svojih karakteristika, posebno su
relevantne kao potencijalni biopesticidi. Bakteriofungicid na bazi Pseudomonas fluorescens
pod nazivom BlightBan A506 komercijalno je dostupan za suzbijanje bakterijske palezi jabuke
i kruske. Uz navedeno, ova je vrsta interesantna kao mogudéi bakteriofungicid za suzbijanje
poslijezetvenih bolesti agruma, posebice zelene plijesni. Prema istrazivanju Wang i sur.
(2018.), zabiljezeni su dobri rezultati in vivo i in vitro te se navodi da je kompeticija za hranjivim
tvarima i prostorom moguce jedna od glavnih mehanizama djelovanja bakterije P. fluorescens
na fitopatogenu gljivu P. digitatum, odnosno, pretpostavlja se da P. fluorescens brze koristi
hranjive tvari koje se otpustaju iz napadnutog, inficiranog tkiva limuna nego P. digitatum te na
taj nacin sprecava negativni ucinak ove fitopatogene gljive. Nadalje, znacajni rezultati u
suzbijanju poslijezetvenih bolesti na vo¢u postignute su sa vrstama Pseudomonas syringae i
Pseudomonas cepacia, a dosad je komercijalizirana P. syringae kao aktivna tvar u pripravcima
pod nazivom BioSave 10 LP i BioSave 11 LP. Razlog ovako malom broju komercijalno dostupnih



bioloskih pripravaka na bazi Pseudomonas spp. je prvenstveno nepoznat mehanizam
djelovanja brojnih vrsta roda Pseudomonas na ciljane organizme. Naime, plasiranje
odredenog pesticida na trziste zahtjeva puno vremena, truda i znanja, a cijeli proces dodatno
komplicira kompleksna interakcija izmedu antagonista, biljnog patogena, domadina i ostalih
potencijalno prisutnih mikroorganizama na domacinu (Talibi i sur. 2014.). U tablici 2.3.1 su
prikazani ostali znacajni, komercijalno dostupni biopesticidi.



Tablica 2.3.1: Prikaz registriranih biopesticida u svijetu prema razli¢itim izvorima

mikoparazitizam,
antibioza, inducirana
sistemska
rezistentnost

asperellum T34

Fusarium spp.,
Ralstonia
solanacearum

fuzarioza,
smeda trulez gomolja
krumpira

Glavni mehanizmi Djelatni Ciljani Naziv bolesti Naziv pripravka lzvor
djelovanja organizam organizmi
Kompeticija, Agrobacterium Agrobacterium Tumor vrata korijena | NOGALL Ram i sur. (2018.),
antibioza radiobacter K1026 tumefaciens ARBICO Organics (2024.)
Kompeticija, Bacillus Colletotrichum spp., | Antraknoza, ARBER Ram i sur. (2018.),
inducirana sistemska | amyloliquefaciens Pseudomonas bakterijska pjegavost ARBICO Organics (2024.)
otpornost F727 syringae pv. tomato, | rajCice,
Botrytis cinerea siva plijesan
Kompeticija, Bacillus subtillis Botrytis cinerea, Siva plijesan, CEASE Ram i sur. (2018.),
antibioza Alternaria spp., alternarioza, ARBICO Organics (2024.)
Phytophtora plamenjaca krumpira,
infestans, bijela noga
Rhizoctonia solani
Kompeticija, Trichoderma Botrytis cinerea, Siva plijesan, ASPERELLO T34 Ram i sur. (2018.),

ARBICO Organics (2024.)

Kompeticija

Streptomyces lydicus
WYEC 108

Penicillium digitatum,
Monilinia spp.,
Botrytis cinerea,
Plasmodiophora
brassicae,

Taphrina deformans

Zelena plijesan,
monilioza, siva
plijesan, kupusna
kila, kovrcavost lista
breskve

ACTINOVATE AG

Ram i sur. (2018.),
ARBICO Organics (2024.)




Tablica 2.3.1 (nastavak): Prikaz registriranih biopesticida u svijetu prema razli¢itim izvorima

Glavni mehanizmi Djelatni Ciljani Naziv bolesti Naziv pripravka lzvor
djelovanja organizam organizmi
Mikoparazitizam Clonostachys rosea Penicillium Zelena plijesan, siva LAL STOP G46 Ram i sur. (2018.),
kompeticija, syn. digitatum, plijesan, antraknoza, | WG, ARBICO Organics
antibioza Gliocladium Botrytis cinerea, bijela noga PRESTOP WG (2024.), Funck Jensen i
catenulatum J1446 Colletotrichum spp., sur. (2022.)
Rhizoctonia solani
Kompeticija Pseudomonas Penicillium Zelena plijesan, BioSave 10 LP Stockwell i Stack (2007.),
syringae ESC-10 digitatum, plava plijesan, Lallemand Plant Care
Penicillium italicum, | siva plijesan, (2024.)
Botrytis cinerea, fuzarioza,
Fusarium spp. srebrnolikost gomolja
Helminthosporium krumpira
solani
Kompeticija Pseudomonas Penicillium digitatum, | Zelena plijesan, BioSave 11 LP Stockwell i Stack,

syringae ESC-11

Penicillium italicum,
Penicillium
expansum,

Botrytis cinerea,
Fusarium spp.,
Helminthosporium
solani

Plava plijesan
agruma, plava
plijesan kostic¢avog
voca,

siva plijesan,
fuzarioza

(2007.), Pomerix (2024.)
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2.4. Pseudomonas sp.

Rod Pseudomonas pripada porodici Pseudomonaceae unutar razreda
Gammaproteobacteria i broji preko 220 vrsta, a nove se vrste jos uvijek otkrivaju. Zahvaljujuci
svojim jednostavnim potrebama za hranjivim tvarima, vrste roda Pseudomonas prisutne su
ubikvitarno u raznim stanisStima te obitavaju u Sirokom rasponu ekoloskih nisa. Takoder,
nerijetko su dio saprofitske mikrobiote ljudi, biljaka i Zivotinja, a uz to, neke vrste mogu biti
uzrocnici kvarenja hrane ili mogu biti ljudski i Zivotinjski patogeni (Hofte 2021.).

Navedene bakterije su Gram negativne, aerobne, ne podnose pH vrijednost nizu od 4,5
i nemaju sposobnost sporulacije. Stapi¢astog su oblika i naj¢e$¢e su rasporedene pojedinacno,
a neke vrste mogu biti grupirane u parove ili u kratke lance. Imaju sposobnost kemotaksije i
pokrec¢u se pomodu razvijenih biceva (lat. flagellum) koji se u veéine vrsta ovoga roda nalaze
pojedina¢no na polovima stanice (amfitrih), iako postoje i monotrihne vrste (Moore i sur.
2006.).

Pojedine vrste unutar roda Pseudomonas kao $to su na primjer Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas chlororaphis i
Pseudomonas aureofaciens posjeduju odredene karakteristike zbog kojih imaju sposobnost
kontrole biljnih bolesti i stimulacije rasta biljaka koje koloniziraju te su kao takve svrstane u
promotore rasta, odnosno PGPR (eng. plant growth promoting rhizobacteria) (Mercado-
Blanco i Bakker 2007.). Ova skupina bakterija, tzv. rizobakterije, prirodno se nalaze u rizosferi
gdje mogu kolonizirati biljno korijenje. Produkti njihovog metabolizma pozitivho utjecu na
zdravstveno stanje ,,biljke domacdina” i stimuliraju biljni rast. Prvi su ih definirali Kloepper i
Schroth 1978. godine.

Ubrzo nakon toga prepoznata je vrijednost PGPR-a u poljoprivrednoj proizvodnji zbog
mogucnosti primjene u suzbijanju biljnih bolesti, ekoloSke prihvatljivosti i ostalih pozeljnih
ucinaka na kulturno bilje. Pozitivni ucinci na biljku ocituju se kroz poboljSanje ucinkovitosti
usvajanja biljnih hranjiva, poticanje rasta i razvoja korijenja uslijed utjecaja na lucenje biljnih
hormona te kroz povecdanje otpornosti na stresne uvjete uzrokovane abiotskim ¢imbenicima.
U pogledu kontrole biljnih bolesti, najznacajniji mehanizmi djelovanja ovih bakterija na
fitopatogene mikroorganizme su: kompeticija za prostor i hranjive tvari, antibioza i poticanje
sistemske otpornosti. Dodatni mehanizam djelovanja Pseudomonas spp. na fitopatogene
ukljuCuje sintezu sekundarnih metabolita sa antimikrobnim ucinkom, kao $to su na primjer
pirolnitrin, cijanovodi¢na kiselina, 2,4-diacetilfluoroglucinol, fenazin i pioluteroin (Hofte,
2021.). Bakterije roda Pseudomonas pokazuju znacajan potencijal za primjenu u biokontroli
biljnih bolesti, Sto se ocituje kroz dokazanu antimikrobnu aktivnost protiv razli¢itih uzro¢nika
bilinih bolesti. Organizmi prema kojima vrste roda Pseudomonas dokazano pokazuju
antimikrobnu aktivnost su: Phythium spp., Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Erwinia
amylovora (Stockwell i Stack 2007.), Penicillium expansum te Botrytis cinerea (Byrk i sur.
2004.).
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3.

3.1.

3.2.

3.3.

Materijali i metode

Laboratorijski uredaji

Autoklav, CertoClav Multicontrol 2 (CertoClav Sterilizer GmbH, Austrija)
Inkubator, Sanyo MIR-53 (Sanyo Electronic CO. Ltd., Japan)

Sigurnosni bioloski kabinet klase Il, BIO130-II (Alpina, Poljska)
Laboratorijska vaga, Sartorius TE 31025 (Sartorius AG, Njemacka)
Vorteks mjesalica, Vortex V-1 Plus (Biosan, Latvija)

Hranjive podloge

Kruta BHI podloga (eng. Brain Heart Infusion, BiolLife, Italija)

Kruta BHI podloga pripremljena je otapanjem 37 g dehidrirane podloge i 15 g tehnickog
agara (BiolLife, Italija) u 1000 ml destilirane vode te je sterilizirana autoklaviranjem na
121 °C/15 min. Nakon sterilizacije, podloga (po 20 ml) je izlivena u Petrijeve zdjelice i
ostavljena da polimerizira na sobnoj temperaturi.Navedena podloga koristena je za
ozivljavanje sojeva Pseudomonas sp. koristenih za ispitivanje njihove antifungalne
aktivnosti prema fitopatogenoj gljivi Penicillium digitatum.

Tekuca BHI podloga (eng. Brain Heart Infusion, Biolife, Italija)

Tekuca BHI podloga pripremljena je otapanjem 37 g dehidrirane podloge u 1000 ml
destilirane vode te je sterilizirana autoklaviranjem na 121 °C/15 min. Podloga je
koriStena za uzgoj prekonoénih kultura Pseudomonas sp.

Kruta MEP podloga (eng. Malt Extract Peptone, BiolLife, Italija)

Kruta MEP podloga pripremljena je otapanjem 20 g dehidrirane podloge i 15 g
tehnickog agara (BiolLife, Italija) u 1000 ml destilirane vode te je sterilizirana
autoklaviranjem na 121 °C/15 min. Nakon sterilizacije podloga (po 20 ml) je izlivena u
Petrijeve zdjelice i ostavljena da polimerizira na sobnoj temperaturi.Podloga je
korisStena je za wuzgoj fitopatogene gljive Penicillium digitatum i ispitivanje
antifungalnog ucinka sojeva Pseudomonas sp. prema gljivi P. digitatum.

Bakterijski sojevi i fitopatogena gljiva

Bakterijski sojevi Pseudomonas sp. (n=15) koriSteni u ovom ispitivanju prethodno su

izolirani iz sedimenata i vode prikupljenih u spilji na podruéju Sibensko-kninske Zupanije i

rizosfernog tla zelene salate (kristalka) prikupljenog na obiteljsko poljoprivrednom

gospodarstvu na podrucju Istarske Zupanije. Navedeni sojevi su identificirani i detaljno

okarakterizirani u prethodnim istrazivanjima (Sobota 2023; Bacani 2024.). Popis koristenih

sojeva prikazan je u tablici 3.3.1.

12



Tablica 3.3.1: Sojevi Pseudomonas sp. koristeni u ovom istrazivanju

Porijeklo soja Soj Vrsta

Spilja (voda) 2020_W1-9 Pseudomonas chlororaphis
Spilja (voda) 2020_W2-1 Pseudomonas jessenii
Spilja (voda) 2020_W2-4 Pseudomonas sp.

Spilja (voda) 2020_W2-8 Pseudomonas sp.

Spilja (sediment) 2022 _01_SD2-2 Pseudomonas chlororaphis
Spilja (sediment) 2022 _01_SD2-14 Pseudomonas sp.

Spilja (sediment) 2022 _01_SL2-11 Pseudomonas chlororaphis
Spilja (sediment) 2022_01_SL2-17 Pseudomonas corrugata
Spilja (sediment) 2022_01_SMS-16 Pseudomonas chlororaphis
Spilja (voda) 2022_02_W1-11 Pseudomonas sp.

Rizosfera (kristalka) KB02_K1-2 Pseudomonas sp.

Rizosfera (kristalka) KB02_K1-3 Pseudomonas sp.

Rizosfera (kristalka) KB02_K1-6 Pseudomonas mendocina
Rizosfera (kristalka) KB02_K1-9 Pseudomonas putida
Rizosfera (kristalka) KB02_K2_2 Pseudomonas putida

U ovom istaZivanju, uz gore navedene sojeve, koriStena je i komercijalno dostupna
fitopatogena gljiva P. digitatum (DSM 2732) koja je kupljena od DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures.

3.4. Odredivanje antifungalnog djelovanja odabranih sojeva Pseudomonas
sp.

Antifungalno djelovanje sojeva Pseudomonas sp. prema gljivi P. digitatum ispitano je
metodom dvojnih kultura (Ali i sur. 2020; Tanapichatsakul i sur. 2020). Prvo, pripremljeni su
micelijskih diskovi gljive P. digitatum nacjepljivanjem navedene gljive na krutu MEP podlogu.
Nakon nacjepljivanja gljiva je inkubirana na 25 °C/7 dana.

Prije postavljanja pokusa, svi sojevi Pseudomonas sp. sterilno su inokulirani u 3 ml tekuce
BHI podloge i inkubirani na 30 °C/200 rpm/24 — 48 h (ovisno o soju) u aerobnim uvjetima.
Nakon inkubacije, na zasebne krute MEP podloge su aplicirani svi sojevi Pseudomonas sp.
sterilnom mikrobioloskom ezom, povlaéedi crte udaljene 1,5 cm od ruba Petrijeve zdjelice. Svi
izolati nacijepljeni su u dva ponavljanja. Ovako pripremljene MEP ploce su inkubirane na 30
°C/24 sata.

Nakon Sto su sojevi Pseudomonas sp. izrasli na krutim MEP plo¢ama, tri centimetra od
soja Pseudomonas sp. je nanesen micelijski disk promjera 8 mm i starosti 7 dana gljive
Penicillium digitatum.

Istovremeno su pripremljene i kontrolne ploée gdje je na sredinu krute MEP podloge
nanesen samo micelijski disk gljive Penicillium digitatum. Sve ploce su inkubirane na 25 °C/7
dana.
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Nakon inkubacije, izmjeren je radijalni rast gljive P. digitatum te radijalni rast kontrole.
Inhibicija fungalnog rasta izracunata je pomo¢u formule:

o radijalni rast tretmana
Inhibicija rasta [%] = 100 X [1 - ( —— )]
radijalni rast kontrole

Inhibicija je izraZzena kao srednja vrijednost s pripadajué¢im standardnim devijacijama i
prikazana u postotcima (%).
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4. Rezultati

4.1. Antifungalno djelovanje sojeva Pseudomonas sp.

Antifugalno djelovanje sojeva Pseudomonas sp. prema fitopatogenoj gljivi P. digitatum
(DSM 2732) odredeno je metodom dvojnih kultura te je vidljivo kao smanjenje radijalnog rasta
gljive u usporedbi s kontrolom (Slika 4.1.1).

Slika 4.1.1: Antifugalno djelovanje odabranih sojeva Pseudomonas sp. prema
fitopatogenoj gljivi P. digitatum. (A) kontrola, P. digitatum (DSM 2732); potpuna
inhibicija: (B) 2020_W2-8, (C) 2022_01_SMS-16; izraZena inhibicija: (D) 2020_W1-
9, (E) 2020_W?2-1, (F) 2020_W?2-4; slaba inhibicija: (G) 2022_01_SD2-14; nema
inhibicije: (H) 2022_01_SD2-2
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Dio sojeva Pseudomonas sp. se pokazao efikasnim u suzbijanju rasta gljive P. digitatum.
Sedam sojeva (46,7 %) efikasno inhibira radijalni rast gljive P. digitatum, gdje su Cetiri soja
(26,7 %) dovela do potpune inhibicije, a tri soja (20,0 %) su izrazeno inhibirala njezin rast. Sojevi
2020_W2-8, 2022_01_SL2-11, 2022_01_SL2-17 i 2022_01_SMS-16 su potpuno inhibirali rast
te su se pokazali kao najefikasniji u kontroli rasta gljive P. digitatum. U sojeve koji izrazeno

inhibiraju radijalni rast spadaju: 2022_W2-4 (redukcija radijalnog rasta od 55,5 + 1,4 %),
2020_W2-1 (redukcija radijalnog rasta od 52,8 + 7,3 %) i 2020_W1-9 (redukcija radijalnog rasta

0d 47,4 + 0,0 %).

Preostali sojevi (53,3 %) slabo ili uopée ne utjecu na rast P. digitatum. Od toga Sest soja

(40,0 %) su slabo inhibirali radijalni rast gljive, gdje se redukcija radijalnog rasta gljive kretala

u rasponu od 2,9 £ 4,2 % do 32,6 + 3,7 %. Konacno, dva soja (13,3 %) uopce nisu utjecala na
rast gljive P. digitatum (tablica 4.1.1).

Tablica 4.1.1: Antifugalno djelovanje sojeva Pseudomonas sp. prema fitopatogenoj

gljivi P. digitatum (DSM 2732). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti

redukcije radijalnog rasta

S0j Vrsta Inhibicija radijalnog Inhibicija
rasta (%)

2020_W1-9 Pseudomonas chlororaphis 47,4+£0,0 ++
2020_W2-1 Pseudomonas jessenii 52,8+7,3 ++
2020 W2-4 Pseudomonas sp. 55,5+1,4 ++
2020 _W2-8 Pseudomonas sp. 100,0+0,0 p.i.
2022 01_SD2-2 Pseudomonas chlororaphis 0,0+£0,0 n.i.
2022 01 _SD2-14 | Pseudomonas sp. 31,6 +0,0 +
2022_01_SL2-11 | Pseudomonas chlororaphis 100,0+0,0 p.i.
2022_01_SL2-17 | Pseudomonas corrugata 100,0+0,0 p.i.
2022 _01_SMS-16 | Pseudomonas chlororaphis 100,0+£0,0 p.i.
2022 02 _W1-11 | Pseudomonas sp. 32,6 +3,7 +
KB02_K1-2 Pseudomonas sp. 51+0,2 +
KB02_K1-3 Pseudomonas sp. 0,0+£0,0 n.i.
KB02_K1-6 Pseudomonas mendocina 8,5+3,7 +
KB02_K1-9 Pseudomonas putida 57%0,2 +
KB02_K2 2 Pseudomonas putida 2,9+4,2 +

p.i. = potpuna inhibicija (100 %); + + + = vrlo jaka inhibicija (70 do < 100 %); + + =
izraZzena inhibicija (40 do < 70 %); + = slaba inhibicija (>0 do < 40 %); n.i. = nema

inhibicije (0 %)
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5. Zakljucak

U ovom istraZivanju ispitano je antifugalno djelovanje autohtonih sojeva Pseudomonas
sp. izoliranih iz razli¢itih ekosustava prema fitopatogenoj gljivi P. digitatum koja inficira
agrume i posljedi¢no, uzrokuje znacajne gubitke u poslijeZzetvenom razdoblju i smanjenje
njihove trzne vrijednosti.

Ovim pristupom procijenjen je njihov potencijal kao alternativnog i ekoloski prihvatljivog
bioloskog preparata za kontrolu rasta i suzbijanje fitopatogene gljive te je utvrdeno:

e opcenito, autohtoni sojevi Pseudomonas sp. (46,7 %) pokazali su se efikasni u kontroli

rasta i suzbijanju gljive P. digitatum

e dio sojeva Pseudomonas sp. (26,7 %) potpuno je suzbio tj. potpuno inhibirao rast

gljive P. digitatum, dok je dio izrazeno inhibirao (20,0%) fungalni rast

e znacajan udio sojeva Pseudomonas sp. (40,0 %) je slabo inhibirao rast gljive P.

digitatum, gdje se redukcija rasta gljive kretala u rasponu0d 2,9+4,2 % do 32,6 +3,7
%
e svega 13,3 % sojeva Pseudomonas sp. uopce nisu djelovao na rast gljive P. digitatum
e u pravilu, sojevi Pseudomonas sp. izolirani iz spilje su efikasniji u kontroli rasta i
suzbijanju gljive P. digitatum u usporedbi sa sojevima izoliranim iz rizosfere zelene
salate
e sojevi 2020_W2-8, 2022 _01_SL2-11, 2022_01_SL2-17 i 2022_01_SMS-16 su u
potpunosti suzbili fungalni rast i kao takvi su se pokazali kao najbolji kandidati za
primjenu u obliku bioloskih preparata

e dodatne analize, kao $to su odredivanje antimikrobnog djelovanja ispitanih sojeva

Pseudomonas sp. na druge fitopatogene od ekonomskog znacaja, analiza
prezivljavanja u razli¢itim ekofizioloskim uvjetima, in vivo ispitivanje utjecaja
autohtone mikrobiote na prezivljavanje sojeva apliciranih u obliku bioloskih
preparata, nuzan su preduvjet za potpunu evaluaciju njihove potencijalne primjene
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