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Kosmopolitski rasprostranjena gljiva Fusarium
graminearum jedna je od najznacajnijih biljnih
patogena, jer izaziva propadanje poljoprivredno
vaznih biljnih kultura kao Sto su kukuruz, psSe-
nica i jeCam. Prethodnim istraZivanjima je poka-
zano da Bacillus subtilis proizvodi antifunglane
metabolite, kao Sto su proteaze i iturin A (Baysal
et al. 2008; Chen et al. 2008), zbog cega bi mo-
gao naci primenu kao fungicid za zastitu poljo-
privrednih kultura. Takode, za mahovinu Pellia
endiviifolia iz klase Marchantiopsida je poka-
zano da inhibitorno deluje na rast F. latericium
(Jevti¢ 2002). Zbog navedenih cinjenica pret-
postavljeno je da bi ekstrakt P. endiviifolia mo-
gao inhibitorno da deluje na F. graminearum i
da bi moglo postojati sinergisticko dejstvo iz-
medu fungicidnih efekata P. endiviifolia i B.
subtilis. U cilju uspostavljanja bioloske kontrole
biljnog parazita F. graminearum, ispitano je si-
nergisticko dejstvo petroletarskog ekstrakta P.
endiviifolia sa bakterijom B. subtilis i inhibito-
rmo dejstvo malih metabolita izolovanih iz fer-
mentacione tecnosti B. subtilis. Prisustvom zone
inhibicje nakon kokultivacije, potvrdeno je inhi-
bitorno dejstvo B. subtilis na rast F. gramine-
arum. Takode, uoceno je sprecavanje formiranja
kolonije F. graminearum na podlozi na kojoj je
prethodno zasejan B. subtilis. Utvrdeno je da
ekstrakt P. endiviifolia inhibira rast B. subtilis,
kao i da izolovani mali metaboliti B. subtilis ne
deluju inhibitorno na rast F. graminearum.
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Uvod

Gljive roda Fusarium su kosmopolitski ras-
prostranjene. Covek je u svakodnevnom konta-
ktu sa njihovim konidijama. Proizvode razlicite
grupe metabolita, hormona, mikotoksina, zbog
¢ega su poznate kao biljni patogeni. Na PDA
podlozi kolonija Fusarium graminearum obra-
zuje gustu, pamucastu miceliju Zute do ruZicaste
boje sa belom do karmin crvenom ivicom. Pig-
ment u podlozi je karmin crven sa smedom nijan-
som. Sporodohije su Zute, narandZaste ili crveno-
smede u starijim kulturama (Risti¢ 2012). F.
graminearum jedan je od najznacajnijih biljnih
patogena, poznat po tome Sto izaziva propadanje
poljoprivredno vaznih biljnih kultura kao $to su
kukuruz, pSenica i jeCam. Fuzariona plesnivost
klasova dovodi do znac¢ajog smanjenja prinosa i
tehnoloSkog kvaliteta zrna (Bourdages et al.
2010).

Bacillus subtilis je Gram-pozitivna bakterij-
ska vrsta, sveprisutna i Siroko prilagodena rastu u
razli¢itim sredinama unutar biosfere. MoZe se
izolovati iz zemljiSta i digestivnog trakta ljudi i
zivotinja. Ekstremne uslove preZivljava formira-
judi izuzetno ¢vrstu endosporu (Earl ez al. 2008).
Proizvodi antifunglane metabolite, kao §to su
proteaze i iturini (Baysal ef al. 2008; Chen ef al.
2008). Prethodnim istraZivanjima je pokazano da
B. subtilis inhibira rast odredenih gljiva, zbog
¢ega bi mogao nadi primenu kao fungicid za
zaStitu poljoprivrednih kultura (Morikawa
2006).
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Mahovine su posle cvetnica druga najveéa
grupa biljaka. Dejstva njihovih metabolita su
nedovoljno proucena, jer ih je teSko determi-
nisati i sakupiti dovoljnu koli¢inu materijala za
biohemijska istraZivanja. Dele se u tri klase:
Anthocerotopsida, Marchantiopsida (jetrenjace)
i Bryopsida (prave mahovine). Odlikuje ih anti-
bakterijska, antifungalna, citotoksi¢na, anti-
tumorska aktivnost. Pellia endiviifolia pripada
klasi Marchantiopsida. Za sada je utvrdeno da
pokazuje antibakterijsku i piscicidalnu aktivnost.
Dokazano je inhibitorno dejstvo petroletarskog
ekstrakta P. endiviifolia na rast F. latericium.
Nije utvrdeno koja izolovana jedinjenja deluju
antifungalno (Jevti¢ 2002).

Postujudi principe proizvodnje hrane na or-
ganski nacin, tretiranje biljaka klasi¢nim fun-
gicidima zamenjuje se bioloSkom kontrolom
parazita, radi povecanja i unapredenja poljo-
privredne proizvodnje visokokvalitetne hrane,
koja je bezbedna po ljudsko zdravlje. Takode,
time se dugoro¢no odrzava i povecava plodnost
zemljiSta.

Zbog navedenih ¢injenica pretpostavljeno je
da bi ekstrakt P. endiviifolia mogao inhibitorno
da deluje na F. graminearum i da bi moglo po-
stojati sinergisti¢ko dejstvo izmedu fungicidnih
efekata P. endiviifolia i B. subtilis. Cilj ovog rada
bio je uspostavljanje bioloske kontrole biljnog
parazita F. graminearum pomocu sinergistickog
dejstva B. subtilis i ekstrakta P. endiviifolia.
Takode, ispitivano je inhibitorno dejstvo malih
metabolita izolovanih iz fermentacione te¢nosti
B. subtilis.

Materijal 1 metode

Dobijanje petroletarskog ekstrakta. Biljni
material mahovine P. endiviifolia sakupljen je u
okolini Istrazivacke stanice Petnica. ProciS¢en
je, osusen, maceriran i prosejan kroz sito, da bi se
odstranio viSak zemlje, neposredno pred analizu.
Materijal je ekstrahovan petroletrom (odnos
droge irastvaraca 1 : 20). Ekstrakcija je vr§ena u
toku 48 h na sobnoj temperaturi uz ¢esto muc-
kanje. Petroletarski ekstrakt je profiltriran Bih-
nerovim levkom i uparen na vakuum uparivacu.
Zatim je suvi ekstrakt rastvoren u 7 mL petroletra
i centrifugiran 20 min. na 2000 rpm, da bi se
uklonile krupne nerastvorene necistoée. Super-
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natant je izrucen na sahatno staklo, odakle je
uparen petroletar. Suvi ostatak je rastvoren u
200 uL DMSO. Ekstrakt je postavljen u ultra-
zvucno kupatilo na 20 min.

Izolacija iturina. Postavljen je bioreaktor B.
subtilis dodajuéi 200 pL bakterijske suspenzije u
LB medijum. Nakon dva dana bioreaktor B.
subtilis je centrifugiran 40 min. na 3000 rpm.
Vrednost pH supernatanta je podeSena na 2 do-
dajucéi 6 M HCI. Supernatant je odloZen u friZider
preko nocina4°C. Zatim je centrifugiran 20 min.
na 10 000 rpm. Supernatant je dekantovan, a
talog rastvoren u 30 mL metanola i ostavljen da
se ekstrahuje 6-8 h. Nakon ekstrakcije, centrifu-
giran je 20 min. na 10000 rpm. Metanol je de-
kantovan. Talog proteina je osuSen na vazduhu, a
potom resuspendovan u 200 pL PBS-a ¢ija je
vrednost pH 7.3.

Izolacija proteaza. Bioreaktor je centrifu-
giran na 4000 rpm 30 minuta. Supernatant je
dekantovan i stavljen u led. Usledila je preci-
pitacija proteina amonijum sulfatom do 50%
zasi¢enja. Usitnjeno je 147.2 g amonijum sulfata.
U supernatant na magnetnoj mesalici je poste-
peno dodavan amonijum sulfat. Zatim su celije
centrifugirane na 3000 rpm 1 h. Talog je resus-
pendovan u 20 uL. 20 mM TRIS pufera Cija je
vrednost pH 8 i rastvor je presipan u crevo za
dijalizu, koje je preko noci stajalo uronjenou 1 L
TRIS-a. Preracunat je i napravljen pufer za lizu.
Celijski talog je rastvoren sa puferom za lizu.
Celijski talog je unet u ultrazvuéno kupatilo na
10 min, a zatim postavljen na klackalicu oko 1 h.
Celije su resuspendovane u 2 mL vode. Dodato je
2 mg/mL lizozima i ostavljeno 30 min. na hlad-
nom, a zatim je iscentrifugirano na 5000 rpm
10 min.

Zasejavanje kokultura. Inhibitorno dejstvo
B. subtilis i sinergisticko dejstvo B. subtilis i
ekstrakta P. endiviifolia na inhibiciju F. gra-
minearum, kao i inhibitorno dejstvo malih meta-
bolita ispitivano je zasejavanjem kokultura na
PDA podlogu. Podloge su ¢uvane na 25°C.

Rezultati

Konfluentno zasejana kultura B. subtilis spre-
Cava rast F. graminearum, koji se razvija samo
na delu podloge gde nije zasejan B. subtilis (slika
la). U kokulturi B. subtilis i F. graminearum
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Slika 1. Antagonisticka aktivnost Bacillus subtilis na
fitopatogen Fusarium graminearum, in vitro:

a) B. subtilis je konfluentno zasejana na jednoj
polovini petri kutije, dok je F. graminearum zasejan
na drugoj polovini. Rast F. graminearum je inhibiran
od strane B. subtilis.

b) Na PDA medijumu je zasejana B. subtilis u obliku
dve linije, a u sredini je zasejan F. graminearum. Na
mestima gde je zasejan B. subtilis, rast F.
graminearum je inhibiran.

Figure 1. In vitro antagonistic activity of Bacillus
subtilis to the phytopathogen Fusarium
graminearum:

a) B. subtilis is sown confluently on one half of the
petri dish, whereas F. graminearum is sown on the
second half. The growth of F. graminearum is
inhibited by B. subtilis.

b) On PDA medium B. subtilis is sown as two lines
and in the middle F. graminearum is sown . The
growth of F. graminearum is inhibited by B. subtilis
in places where B. subtilis is sown.
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Slika 2. B. subtilis je konfluentno zasejana na PDA
medijum. F. graminearum je zasejan na mestu gde je
prethodno ve¢ zasejana kolonija B. subtilis. Na taj
nacin je sprec¢eno formiranje kolonije F.
graminearum.

Figure 2. B. subtilis is sown confluently on PDA
medium. F. graminearum is sown directly on the
already sown colony of B. subtilis. In that way, the
formation of a F. graminearum colony is prevented
by B. subtilis.

Slika 3. F. graminearum je zasejan na sredini petri
kutije. Oko njega su postavljeni antibiogram diskovi
na kojima su naneti mali metaboliti izolovani iz B.
subtilis i destilovana voda, kao kontrola. Izolovani
mali metaboliti ne pokazuju inhibitorna svojstva na
F. graminearum.

Figure 3. F. graminearum is sown in the middle of a
petri dish. Around it are situated antibiogram disks
with small metabolites of B. subtilis and distilled
water, as a control. The isolated small metabolites
from B. subtilis do not act inhibitively on F.
graminearum.
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Slika 4. Ekstrakt P. endiviifolia inhibira rast B.
subtilis, $to ukazuje da ne postoji sinergija medu
njima

Figure 4. The extract of P. endiviifolia inhibits the
growth of B. subtilis, so there is no synergy between
them

doslo je do inhibicije rasta F. graminearum (slika
1b). Na konfluentno zasejan B. subtilis zasejan je
F. graminearum. Evidentno je sprecavanje for-
miranja kolonije F. graminearum (slika 2). Zona
inhibicije se ne uoc¢ava oko predela na koji je po-
stavljen antibiogram disk sa izolovanim malim
metabolitima iz fermentacione te¢nosti B. sub-
tilis, dok zonu inhibicije uo¢avamo oko mesta na
kom je zasejan B. subtilis (slika 3). F. grami-
nearum prerasta antibiogram disk na koji je
nanet ekstrakt P. endiviifolia i B. subtilis, dok
uvidamo zonu inhibicije oko B. subtilis (slika 4).

Tabela 1. Inhibitorno dejstvo B. subtilis na rast
F. graminearum (izraZeno u procentima u
odnosu na kontrolu), koje je procenjeno
merenjem precnika kolonije F. graminearum
po danima.

Dan Koncentracija B. Subtilis
15 ul 20 uL.

1. dan 29.2 /

2. dan 29.4 32.8

3. dan 37.7 8.6

Kao dodatni statisticki podatak u tabeli 1 je
procentualno izraZeno inhibitorno dejstvo B.
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subtilis na rast F. graminearum. PreCnik rasta F.
graminearum meren je svakog dana i primeceno
je daje njegov rast kontolisan bakterijom B. sub-
tilis.

Diskusija

Bacillus subtilis bi se mogao koristiti kao
fungicid za zastitu poljoprivrednih kultura, jer je
dokazano da inhibitorno deluje na rast Fusarium
graminearum. Zeleéi da otkrijemo mehanizam
pomocu koga B. subtilis inhibira rast F. grami-
nearum, izolovani su mali metaboliti iz fermen-
tacione te¢nosti B. subtilis, za koje je poznato da
poseduju antifungalnu aktivnost. Medutim, utvr-
deno je da izolovani metaboliti ne poseduju inhi-
bitorno dejstvo. Smatra se da je uzrok takvih
rezultata nedovoljna lokalna koncentracija malih
metabolita u ekstraktu. Da bi se dobila veca kon-
centracija iturina u uzorku u buducéim ekspe-
rimentima, pretpostavlja se da bi uzorak trebao
vremenski duZe da se centrifugira i da se preciz-
nije vrsi dekantovanje.

Sinergizam izmedu B. subtilis i ekstrakta P.
endiviifolia nije utvrden. Pretpostavlja se da je
uzrok ovakvog rezultata antimikrobna aktivnost
odredenih jedinjenja iz ekstrakta.

Rezultati pokazuju da treba optimizovati
koncentraciju B. subtilis koja se koristi u cilju
inhibicije rasta F. graminearum, jer je pokazano
da razli¢ite koncentracije imaju razlic¢ita inhi-
bitorna dejstva.

Zakljuc¢ak

Prisustvom zone inhibicje nakon kokultiva-
cije, potvrdeno je inhibitorno dejstvo B. subtilis
narast F. graminearum. Takode, uoceno je spre-
¢avanje formiranja kolonije F. graminearum na
podlozi na kojoj je prethodno zasejan B. subtilis.
Utvrdeno je da ekstrakt P. endiviifolia inhibira
rast B. subtilis, kao i1 da izolovani mali metaboliti
B. subtilis ne deluju inhibitorno na rast F. Grami-
nearum.

Daljim istrazivanjima trebalo bi utvrditi koji
metaboliti iz B. subtilis poseduju fungicidno
dejstvo, kao i koja jedinjenja iz ekstrakta P. endi-
viifolia poseduju fungicidnu ali ne i antimi-
krobnu aktivnost.
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Biological Control of the Plant
Parasite Fusarium graminearum by
Synergy Between Bacillus subtilis
and Pellia endiviifolia Extract

Fungi from the genus Fusarium are cos-
mopolites and they are common plant pathogens.
Fusarium graminearium is one of the most im-
portant plant pathogens, as it causes the root,
stem, and corn piston to rot (Risti¢ 2012). With
respect to the principles of organic food produc-
tion, plant treatment with classical fungicides is
replaced by a biological control of the parasite it-
self. Research has shown that Bacillus subtilis in-
hibits the growth of certain fungi due to the
production of antifungal metabolites, such as
proteases and iturin A (Baysal et al. 2008; Chen
et al. 2008), thus it could be used as a fungicide
for protection of crops (Morikawa 2006). It has
also been shown that the moss Pellia endiviifolia,
from the class Marchantiopside, has inhibitory
effects on F. latericium (Jevti¢ 2002). Consider-
ing the above mentioned facts, it can be assumed
that the extract from P. endiviifolia could inhibit
the growth of F. graminearium, and that P.
endiviifolia and B. subtilis might exhibit a posi-
tive synergy. P. endiviifolia extract was obtained
by means of petroleum ether extraction. The syn-
ergistic effect of the extract and the bacterium B.
subtilis was examined with the purpose of estab-
lishing biological control of the plant parasite F.
graminearum. Furthermore, inhibitory effects of
protease and iturin A, isolated from the super-
natant of B. subtilis were investigated. The ap-
pearance of inhibition zones after cocultivating
on PDA medium confirmed the inhibitory effects
of B. subtilis on the growth of F. graminearum.
P. endiviifolia extract inhibits B. subtilis growth,
but the small metabolites that were isolated from
B. subtilis did not inhibit the growth of F. grami-
nearum. Further research should be done in order
to determine which B. subtilis metabolites act as
fungicides, and which compounds found in P.
endiviifolia extract exhibit a fungicidal, but not
an antimicrobial effect. o
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