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1. UVOD

1.1. TRICHODERMA
1.1.1. KLASIFIKACIJA I MORFOLOGIJA

Rod Trichoderma (T.) je aseksualna saprofitska gljiva (plijesan) s telomorfnim stadijem koje pripadaju redu Hypocreales, porodici Hypocreaceae. Povijesni razvoj taksonomije roda Trichoderma prvi su opisali Druzhinina i sur., 2005 i 2006. Rod Trichoderma je prvi puta spomenut 1794. kao zelena plijesan koja raste na potrganim granama i drugim substratima (Persoon, 1794). U to vrijeme smatralo se da Trichoderma predstavlja samo jedna vrsta, T. viride (Bisby, 1939). Do 1969. smatralo se da postoje dvije vrste, T. viride i T. koningii, s obzirom na kuglaste ili ovalne konidije. Godine 1969. revidirana je taksonomija roda Trihoderma i opisano je 9 vrsta s obzirom na sistem grananja konidiofora, karakteristike fijalospora, raspored fijalida i morfologiju konidija (Rifai, 1969). Između 1980-1990 predložena je nova podjela i klasifikacija roda Trichoderma, koja dijeli rod u dijelove Trichoderma, Pachybasium, Saturnisporum, Longibrachiatum i Hypocreanum (Bissett, 1984; Bissett, 1991a, 1991b i 1991c). Nakon razvoja molekularno-bioloških metoda baziranih na sekvenciranju (Kindermann i sur., 1998) te istraživanja multigenske filogeneze (Kullnig-Gradinger i sur., 2002) i rodoslovne suglasnosti filogenetskih vrsta (Taylor i sur., 2000) obavljena je revizija taksonomije, zasnovana na morfologiji roda Trichoderma, i određene su nove vrsta. Broj opisanih i potvrđenih, filogenetski-različitih vrsta Trichoderma, do sada je prešao brojku 100.
Makroskopski, rod Trichoderma je karakteriziran brzo rastućim kolonijama, koje su u početku glatke i prozirne ili vodenasto bijele, a kasnije postaju flokulirane, s izrazitim čupercima konidiofora koje često formiraju koncentrične zone poput prstena, postupno mjenjajući svoju boju iz bijelkasto-zelene u svijetlu maslinasto-zelenu kad sazriju. Mikroskopski, uočavaju se loptaste konidije na vrhu fijalida koje su u obliku boce i dižu se pod kutem od konidiofora. Dokazivanje roda Trichoderma morfološkim pregledom je problematično. Kako bi se omogućila brza i pouzdana identifikacija izolata, razvijene su računalne baze podataka online, poput TrichOkey (Druzhinina i sur., 2005; Druzhinina i Kopchinskiy, 2006) i TrichoBLAST (Kopchinskiy i sur., 2005). 
Članovi roda Trichoderma pospješuju raspadanje ostataka biljaka u tlu. Neke vrste, poput T. reesei, odlični su proizvođači enzima za razgradnju celuloze i zbog toga se koriste kod razgradnje celuloze u biotehnološkoj industriji (Kubicek i Panttila,1998). Druge vrste iz roda Trichoderma, npr. T. harzianum, T. virens, T. atroviride, i T. asperellum, poznate su kao potencijalna sredstva za zaštitu od biljnih patogenih gljiva (Papavizas,1985). Mehanizam djelovanja ovih potencijalnih fungicida uključuje mikroparazitizam, tijekom kojeg sintetiziraju enzime koji razgrađuju staničnu stijenku patogenih gljiva, proizvode neke antibiotike i natječu se s tim gljivama za prostor i hranjive tvari (Herrera-Estrella i Chet, 1998; Howell, 2003; Benítez i sur., 2004;  Szekeres, 2005). Rod Trichoderma uglavnom živi u tlu, ali neke Trichoderma vrste žive na posebnim staništima. U zadnjih nekoliko desetljeća članovi ovog roda utvrđeni su kao uzročnici bolesti zelene plijesni u uzgojnim farmama jestivih gljiva,  koja uzrokuje značajan gubitak u uzgoju šampinjona (vrste Agaricus bisporus; A. bisporus) i bukovača (vrste Pleurotus ostreatus; P. ostreatus) (Samuels i sur., 2002; Hatvani i sur. 2007; Komoń-Zelazowska i sur, 2007). Neke vrste iz roda Trichoderma također su dokazani patogeni u reptila (Foreyt i Leathers,1985; Jacobson, 1980), a mogu biti i uzročnici  nekih infekcija u ljudi (Kredics i sur., 2003; Nagy i sur., 2004). Članovi ovog roda prije su smatrani bezopasnim kolonizatorima ljudskih uzoraka, ali danas su prepoznati kao važni oportunistički patogeni u ljudi.  
1.1.2. EPIDEMIOLOGIJA I PATOGENEZA

Broj kliničkih slučajeva u ljudi, kod kojih je kao uzročnik dokazana neka vrsta iz roda Trichoderma, raste iz godine u godinu, a razlog može biti sve veći broj bolesnika s oslabljenim imunitetom kao i veća pažnja mikrobiologa prema ovim plijesnima, koje su prije smatrane nepatogenima. Prvo izvješće o infekciji uzrokovane Trichodermom opisano je nakon nepažljive infuzije bolesniku s smanjenim imunitetom, koja je sadržavala vrstu T. viride (Robertson, 1970).  Potencijalni izvor Trichoderma infekcija može biti voda (Hageskal i sur., 2006) i hrana (Bullerman i sur., 1993), a uzročnici su dokazani u kulturi stolice (Richter i sur., 1999). Invazivne vrste Trihoderma mogu se u organizam unijeti kateterom (Gautheret i sur., 1995) i peritonejskom dijalizom (Loeppky i sur., 1983). Kontaminirani proizvodi za intravensku infuziju također mogu dovesti do diseminirane infekcije (Robertson, 1970).
Antal i sur., 2005, proučavali su potencijalne virulentne čimbenike 9 saprofitskih i 12 kliničkih sojeva vrste T. longibrachiatum kako bi usporedili njihovu infektivnost u ljudi. Svi proučavani sojevi mogli su rasti pri temperaturama između 10°C i 40°C, s optimumom pri 30°C, te pri rasponu pH vrijednosti od 2 do 9, s optimumom pri pH 4. Svi klinički sojevi mogli su rasti pri fiziološkom pH, što je jedan od preduvijeta rasta u organizmu ljudi kao domaćinima. Pokazano je da svi sojevi mogu koristiti bazične aminokiseline kao izvora ugljika i dušika, a metabolički produkti tih sojeva inhibiraju rast prisutnih bakterija. Spojevi, koje su stvarali tri klinička izolata, također su smanjili motilitet svinjskih spermatozoa, ukazujući tako na njihovu toksičnost na stanice sisavaca.
Postoje i radovi koji ukazuju na moguće izlučivanje i djelovanje proteolitičkih enzima tijekom aspergiloze, kokcidioidomikoze i sporotrihoze (Hogan i sur., 1996) pa se može pretpostaviti da takvi, vanstanični proteolitički enzimi mogu biti uključeni u patogene učinke sojeva Trichoderma kod oportunističkih bolesti u ljudi.

1.1.3. KLINIČKI SLUČAJEVI TRICHODERMA INFEKCIJA
1.1.3.1. Infekcija kod pacijenata na peritonejskoj dijalizi 
U pacijenata na peritonejskoj dijalizi zbog zatajenja bubrega do sada je opisano 12 slučajeva infekcije različitim vrstama Trichoderma. Opisane vrste su uključivale T. longibrachiatum (Tanis i sur., 1995), T. pseudokoningii (Rota i sur., 2000), T. harzianum (Gruiserix i sur., 1996), T. koningii (Ragnaud i sur., 1984), i T. viride (Loeppky i sur., 1983), a u nekoliko slučajeva vrste nisu bile raspoznate (Bren, 1998). U dokazanim slučajevima glavni simptomi su bili bol u abdomenu i povećana tjelesna temperatura.
1.1.3.2. Infekcija kod primatelja presađenih organa
Primatelji transplantiranih organa s oslabljenim imunitetom predstavljaju rizičnu skupinu za infekcije izazvane vrstama Trichoderma. Kod infekcije perihepatičkih hematoma kod primatelja transplantirane jetre kao uzročnik je nađen T. viride (Jacobs i sur., 1992), a fatalna infekcija, kod koje je uzročnik identificiran kao T. pseudokoningii, opisana je nakon transplantacije alogene koštane srži u pacijenta sa akutnom eritroleukemijom (Gautheret i sur., 1995). Gljivica je dobivena iz bronhoalveolarne lavaže i biopsije kože na mjestu ulaska intravenskog katetera. Obdukcija je pokazala diseminiranu infekciju s hifama prisutnima u plućima, pretrahealnim apcesima, abdomenu, srcu i mozgu.
1.1.3.3. Infekcija kod pacijenata s malignim bolestima krvi 
U jednom pedijatrijskom slučaju, pacijent s teškom aplastičnom anemijom i neutropenijom razvio je jaku kožnu infekciju uzrokovanu vrstom T. longibrachiatum (Munoz i sur., 1997), a poznat je slučaj stomatitisa izazavnog infekcijom T. longibrachiatum kod neutropeničnog pacijenta s malignim limfomom; infekcija se brzo proširila iz usne šupljine do pluća sa smrtnim ishodom (Myoken i sur., 2002).
1.1.3.4. Infekcija kod bolesti dišnog sustava i alergijskih reakcija 
T. viride je dokazan u sputumu i bioptičkom uzorku plućnog tkiva u pacijenta sa plućnim gljivičnim oboljenjem (Escudero i sur., 1976). Opisan je i slučaj alergijske gljivične upale sinusa uzrokovane vrstom T. longibrachiatum kod astmatičnog pacijenta (Tang i sur., 2003).  Vrsta T. longibrachiatum  je također izolirana iz maksilarnog sinusa i iz uzorka sinusne lavaže u pacijenta sa upalom nosne šupljine i sinusa (Kredics i sur., 2006). Dva soja iz vrste T. viride (Braun i sur., 2003) i jedan soj iz vrste T. inhamatum (Buzina i sur., 2002) nađeni su u nosnoj sluznici u pacijenata sa kroničnom upalom nosne šupljine i sinusa. Vrsta Trichoderma također može biti prisutna kao normalna flora u šupljinama ljudskog tijela: sojevi su izolirani iz sputuma (T. koningii), iz sinusa (T. pseudokoningii) i iz nosne sluznice (T. viride) zdravih pacijenata (Buzina i sur., 2002). Neke vrste Trichoderma nađene su kao potencijalni alergeni (Burge, 1985). Hlapljive organske tvari iz roda Trichoderma (vrste T. viride) utvrđene su kao jaki stimulatori otpuštanja histamina iz ljudskih bronhoalveolarnih stanica (Larsen i sur., 1996). Osim vidljivog rasta plijesni, rizik za ljudsko zdravlje predstavljaju i plijesni koje rastu skriveno u zidovima i stropovima, jer njihove hlapljive organske tvari mogu prolaziti kroz polietilenske barijere. Vrsta T. longibrachiatum je jedna od najviše zastupljenih plijesni pri proizvodnji plutenih zatvarača (Danesh i sur., 1997), ali se alergijska osjetljivosti na T. longibrachiatum nije mogla dokazati kod pacijenata s astmom u toj industriji.
1.1.3.5. Infekcija kod bolesnika s HIV-om 
Klinički dokazi o vrsti Trichoderma također su povezani s infekcijama HIV-a, što je dokazano njihovom izolacijom  iz cerobrospinalne tekućine i iz drugih uzoraka u takvih pacijenata (Amato i sur., 2002; Samuels i sur., 1998; Lagrange-Xélot i sur., 2008).
1.2. BOLEST ZELENE PLIJESNI

Bolest zelene plijesni opasna je za farme jestivih gljiva. Prva epidemija bolesti zelene plijesni zabilježena je u Sjevernoj Irskoj 1985., nakon čega se brzo proširila u nekoliko Europskih zemalja (Hermosa i Gondona, 1999; Mamoun i sur., 2000; Muthumeenakshi i sur., 1998). U ranim 90-tima slična bolest se pojavila na farmama gljiva u SAD i Kanadi (Castle i sur., 1998; Ospina-Giraldo i sur.,1999). Krivci su izvorno pokazani kao biotipovi Th2 i TH4 T. harzianum (Muthumeenakshi i sur., 1998), a kasnije su dokazani kao novi sojevi T. aggresivum f. europaeum i T. f. aggressivum (Samuels i sur.,2002). U zadnjih nekoliko godina ozbiljne infekcije otkrivene su u Sjevernoj Koreji (Park i sur., 2004), Italiji (Woo i sur., 2004), Mađarskoj (Hatvani i sur., 2007) i Rumunjskoj (Kredics i sur., 2006) pa su tako ove infekcije postale prijetnja uzgoju jestivih gljiva u cijelom svijetu. Iz Sjeverne Koreje je izolirano 26 sojeva Trichoderma (Park i sur., 2004) koje su grupirane u četiri grupe s obzirom na morfologiju kolonija, brzinu rasta, morfologiju fijalida i konidija: T. harzianum, T. atroviride, T. pleurotum i T. pleuroticola (Park i sur., 2006). Dvije najzastupljenije, T. pleurotum nađena je samo na mjestima koje su povezana s uzgojem jestivih gljiva, a T. pleuroticola izolirana i iz uzoraka iz okoliša (tlo i voda) te se zato smatra puno većom prijetnjom uzgoju gljiva (Komon-Zelazowska i sur., 2007).

2. SVRHA I CILJA RADA

Vrsta Trichoderma uzrokuje bolest zelene plijesni koja je većinom odgovorna za gubitak uroda jestivih gljiva diljem svijeta te time predstavlja veliki problem na farmama gljiva, pogotovo za bukovače i šampinjone. Prevalencija vrsta Trichoderma među jestivim gljivama u Hrvatskoj do sada nije istražena pa je to namjera ovoga rada. U tu svrhu uzorkovali smo jestive gljive iz različitih farmi u Hrvatskoj te izolirali i odredili vrste Trichoderma. Potom smo istražili neke opće značajke rasta plijesni Trihoderma te ispitali niz spojeva na njihovo potencijalno fungicidno djelovanje sa ciljem iznalaženja jednog ili više spojeva sa selektivnim fungicidnim učinkom na te plijesni. Spojevi s optimalnim fungicidnim učinkom bi se, nakon dodatnih istraživanja, mogli upotrijebiti za sprječavanje bolesti zelene plijesni na farmama jestivih gljiva.
U daljnjim pokusima istražili smo:
a) Utjecaj temperature na rast vrste Trichoderma
b) Utjecaj odabranih komercijalnih fungicida na rast vrste Trichoderma i na rast samih domaćina (jestive gljive)
c) Utjecaj odabranih prirodnih spojeva na rast vrste Trichoderma i na rast samih domaćina (jestive gljive)

d) Prisutnost bakterija u uzorcima plijesni, rabeći skenirajuću elektronsku mikroskopiju, te njihov učinak na rast plijesni i samih domaćina (jestive gljive)
3. MATERIJALI I METODE

3.1. VRSTE TRICHODERMA 
Vrste iz roda Trichoderma određene tijekom studije navedene su u Tablici 1. Vrste Trichoderma izolirane su iz uzoraka komposta gljive Agaricus i supstrata gljive Pleurotus sakupljenima na različitim farmama gljiva u Hrvatskoj, koji su oboljeli od zelene plijesni. Gljive domaćini (A. bisporus i P. ostreatus) bili su uzorci izuzeti iz populacija zdravih uzoraka gljiva. Izolacija vrsta Trichoderma, njihova identifikacija i daljnje održavanje na krutom mediju YEGK (yeast extract glucose kalium) napravljeni su kao što je opisano od Hatvani i sur., 2007.
Tablica 1. Sojevi gljiva korištenih u ovoj studiji
	Vrsta
	Oznaka
	Izvor
	Država

	Trichoderma pleurotum
	MFBF 10386
	Pleurotus substrat
	Hrvatska

	T. pleurotum
	MFBF 10388
	Pleurotus substrat
	Hrvatska

	T. pleuroticola
	MFBF 10383
	Pleurotus substrat
	Hrvatska

	T. pleuroticola
	MFBF 10387
	Pleurotus substrat
	Hrvatska

	T. harzianum
	MFBF 10389
	Agaricus kompost
	Hrvatska

	T. harzianum
	MFBF 10390
	Agaricus kompost
	Hrvatska

	Pleurotus ostreatus
	
	Pleurotus farma
	Hrvatska

	Agaricus bisporus
	
	Agaricus farma
	Hrvatska


MFBF: sojevi iz kolekcije mikororganizama, Zavod za mikrobiologiju, Farmaceutsko biokemijski fakultet, Sveučilište u Zagrebu.
3.2. DOKAZIVANJE VRSTA
Izolacija DNA, umnožavanje regije unutrašnjeg transkribiranog područja (internal transcribed spacer (ITS)) metodom lančane reakcije polimeraze (PCR), sekvenciranje DNA i analiza sekvenca, napravljeni su po uzoru na Kredics i sur., 2009
3.3. KONFROTACIJSKA ANALIZA U UVJETIMA IN VITRO
Agresivnost izoliranih vrsta Trichoderma prema njihovim odgovarajućim gljivama domaćinima testirana je in vitro, analizom “dvostrukog uzorka” na ploči, kao što je opisano kod Szekeres i sur., 2006.
3.4. KARAKTERIZACIJA IZOLIRANIH VRSTA TRICHODERMA
Učinak temperature, prirodnih supstanci i komercijalnih fungicida testiran je na micelarnom rastu dvaju izolata od svake ispitivane vrste Trichoderma bez i uz prisutnost gljiva domaćina u čvrstom mediju YEGK (Hatvani i sur., 2007). Plijesni vrste Trichoderma pomiješanje su s potencijalnim fungicidima i inokulirane na podlogu. Gljive domaćini inokulirane su na čvrstu površinu kao micelarni čepovi (dijametra 8 mm), a uzete su od aktivno rastućeg kraja mladih kolonija i inkubirane na 25°C. Dijametar kolonija mjeren je nakon 2 dana za vrste Trichoderma, nakon tjedan dana za P. ostreatus i nakon dva tjedna za A. bisporus. Svi eksperimenti su se izvedeni u triplikatu.
3.4.1. UČINAK TEMPERATURE 
Ploče su inkubirane na temperaturi od 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C i 40°C.
3.4.2. FUNGICIDI

Koncentrirane otopine (10 mg/mL) komercijalnih fungicida prokloraz (SPORTAK(r), Bayer CropScience, Zagreb, Hrvatska), tebukonazol (FOLICUR(r) W 250, Bayer CropScience, Zagreb, Hrvatska) i karbendazim (BAVISTIN(r) FL, Chromos Agro d.d., Zagreb, Hrvatska), pripremljene su u dimetil-sulfoksidu (DMSO). Serijska razrjeđenja fungicida u 8 koraka napravljena su u rastopljenom i temperiranom (60°C) agaru s početnom koncentracijom od 10 mg/mL i krajnjom od 0,039 mg/mL. Vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) fungicida određena je nakon inkubacijskog perioda od 48 h. Vrijednost MIC za svaki spoj definiran je kao ona koncentracija kod koje nije uočen rast plijesni u usporedbi s kontrolom bez toga spoja.
3.4.3. PRIRODNE TVARI

MIC za 14 različitih prirodnih spojeva (Tablica 2.) testiran je u prilagođenom bujonu, rabeći mikrodilucijsku analizu (Rodriguez-Tudela i sur. 2008). U našoj studiji korišten je trostruko koncentrirani tekući medij YEGK. Inokulacija je napravljena po metodi suspenzije spora (Rodriguez-Tudela i sur., 2008); 10 μl iz svakog bunarića (mješavina podloge, spoja u određenom serijskom razrjeđenju i spora Trichoderma) inokulirano je u 
Tablica 2. Testirani prirodni spojevi
	Spoj
	Struktura

	Taninska kiselina
Galna kiselina

Kurkumin
	Polifenoli

	Ružmarinska kiselina

Ferulična kiselina

Kafeinska kiselina

Klorogena kiselina
	Fenolne kiseline

	Krizin

Kvercetin

Naringenin
	Flavonoidi

	Timol

1,8-Cineol

(+)-Mentol

(-)-Mentol
	Fenoli


čvrsti  medij YEGK i rast plijesni pri 25°C zabilježen je nakon 2 dana. Spojevi, koji su inhibirali rast plijesni, rastopljeni su u mediju YEGK i nakon njegovog stvrdnuća inokulirane su gljive domaćini kao micelarni čepovi (8 mm u dijametru, uzeti s aktivno-rastućeg kraja kolonija) i inkubirane tijekom 3 dana za P. ostreatus i 7 dana za A. bisporus. Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu.

3.5. IZOLACIJA I UZGOJ BAKTERIJA

Bakterijski sojevi izolirani su i čuvani na čvrstom mediju YEGK (Hatvani i sur., 2007).
3.6. ISPITIVANJE  ANTAGONIZMA 
Testiranje je provedeno u prilagođeom bujonu koristeći mikrodilucijsku analizu (Rodriguez-Tudela i sur., 2008), ali umjesto prirodnih spojeva korištene su suspenzije bakterija (2x105 bakterija/mL u 9 g/L NaCl).
3.7. KONFRONTACIJSKA ANALIZA U UVJETIMA IN VITRO
Pripremljene su miješane suspenzije Trichoderma sojeva i bakterijskih izolata (svaka po 2 x 105 stanica/mL odnosno bakterija/mL u 9 g/L NaCl) i 10 μL te suspenzije inokulirano je 3 cm od mjesta inokulacije gljiva domaćina. Ploče su potom inkubirane tijekom 3 dana za P. ostreatus, odnosno 7 dana za A. bisporus pri 25°C. Kao kontrola korištene su čiste kulture gljive domaćina, kao i kod konfrontacije s odgovarajućim patogenima Trichoderma.
3.8. DOKAZIVANJE BAKTERIJSKIH VRSTA

3.8.1. PRIPRAVA UZORAKA

Izolati su uzgajani na čvrstom mediju YEGK  pri 25°C. Suspenzija (108 bakterija/mL) je napravljena iz kulture stare 2 dana u dvostruko destiliranoj vodi i potom korištena kao predložak DNA za umnožavanje PCR-om.
3.8.2. UMNOŽAVANJE RNA PCR-om (LANČANA REAKCIJA POLIMERAZE)
Fragment od 16S rRNA genske skupine je umnožavan koristeći početnice 

Eub 341-F (5’ – CCTACGGGAGGCAGCAG – 3’) i 
Eub 1060-R (5’ – CGACACGAGCTGACGACA – 3’). 

Reakcija je sadržavala sljedeće komponente (sve od firme Fermentas GMBH, Njemačka):

- 10X Taq Buffer s KCl i 15 mM MgCl2, 5 µl

- 25 mM MgCl2, 5 µl

- 25 mM dNTP Mix, 5 µl

- početnice, 1,1 µl

- dvostruko destilirana voda, 32,6 µl

-Taq DNA polimeraza, 0,4 µl

- predložak DNA, 2 µl

Umnožavanje je provedeno u PCR-aparatu Biometer T3 Thermocycler ovim slijedom: 95°C/4 min (1 ciklus); 95°C/30 s; 58°C/30 s i 68°C/1 min (35 ciklusa); 68°C/7 min (1 ciklus). 
3.8.3. SEKVENCIRANJE PCR-PRODUKTA (AMPLIKONA)
PCR produkti sekvencirani su prema metodi Voncina i sur., 2011.
3.8.4. ANALIZA SEKVENCE
ITS sekvence analizirane su koristeći bazu podataka NCBI Standard Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
3.9. ANALIZA SKENIRAJUĆIM ELEKTRONSKIM MIKROSKOPOM (SEM)

T. pleurotum MFBF 10386 i T. pleuroticola MFBF 10383, kao i bakterijski sojevi N10 i N20, izolirani iz tih dviju gljiva, uzgajani su u mediju YEGK  pri 25°C tijekom 2 dana. Micelarni čepovi (3 mm u dijametru) uzeti su s aktivno rastućih rubova kolonija Trichoderma. Iz bakterijskih kolonija pripremljena je suspenzija od 107 bakterija/mL i 20 μl te suspenzije stavljeno je na pokrovno stakalce te osušeno za zraku. Uzorci bakterija i gljiva dehidrirani u uranjanjem stakalaca u rastuće koncentracije etanola u vodenoj otopini (50-70-80-90-95%), a nakon toga u serijskim mješavinama etanola i tercijarnog butanola (2:1-1:1-1:2). Na kraju su uzorci bili zamrznuti i isušeni u vakumu tijekom 10 sati, potom su fiksirani na mrežici i prekriveni slojem koloidnog zlata i paladija debljine oko 3 nm. SEM analiza je napravljena elektronskim mikroskopom HITACHI S-4700 FE-SEM. Napon akceleracije elektrona namješten je u intervalu od 5-10 kV uz stalnu jakost struje od 10 μA/uzorku. Slike su snimane pri manjem (1000-2000x) i većem (2500-5000x)  povećanju.
4. REZULTATI

4.1. IZOLACIJA UZROČNIKA BOLESTI ZELENE PLIJESNI
Po 20 vrsta Trichoderma izolirano je iz oba sakupljena uzorka inficiranih zelenom plijesni, tj. iz supstrata Pleurotus i komposta Agaricus dobivenih iz farmi gljiva u Hrvatskoj. Izolati su uskladišteni u zbirci kultura u Zavodu za mikrobiologiju, Farmaceutsko biokemijski fakultet, Sveučilište u Zagrebu, pod posebnim oznakama (kodovima) MFBF.

4.2. ODREĐIVANJE VRSTA TRICHODERMA
DNA je izlučen iz sakupljenih inficiranih uzoraka i ITS regija je umnožena PCR-om. Sekvence amplikona analizirane su računalnim softverom TrichOKEY v. 2.0 (Druzhinina i sur., 2005; www.isth.info). Svih 20 izolata dobivenih iz komposta Agaricus identificirani su kao T. Harzianum, dok su među sojevima izoliranim iz supstrata Pleurotus nađeni T. pleurotum (9 izolata) i T. pleuroticola (11 izolata).

4.3. ANALIZA DVOSTRUKE PLOČE
Obimna kolonizacija Trichodermom u kompostu Agaricus (Slika 1.) i supstratu Pleurotus uočena je na mjestima uzorkovanja. In vitro analiza konfrontacija, koja je napravljena između izolata i kolonija A. bisporus i P. ostreatus, također je otkrila jaku agresivnost vrsta Trichoderma prema njihovim domaćinima; nakon 4 dana inkubacije, plijesni su svojim rastom potpuno prekrili koloniju gljiva i proizveli konidije na njihovoj površini (Slika 2.).
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Slika 1. Slika bolesti zelene plijesni u kompostu A. bisporus na farmi gljiva u Hrvatskoj. 
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Slika 2. Agaricus bisporus u konfrontacijskom testu s T. harzianum MFBF 10389.
4.4. KARAKTERIZACIJA IZOLATA VRSTA TRICHODERMA
Svi izolati vrste Trichoderma pokazali su sličnu, jaku antagonističku sposobnost prema svojim domaćinima. Dva soja svake vrste s različitim tipovima ITS (T. pleuroticola MFBF 10383 i 0387, T. pleurotum MFBF 10386 i 10388, T. harzianum MFBF 10389 i 10390) su uzeti za daljnju karakterizaciju u sučelju s A. bisporus i P. ostreatus.
4.4.1. UČINAK TEMPERATURE

Nađeno je preklapanje temperaturnog profila rasta vrsta Trichoderma i gljiva domaćina pri optimalnim temperaturama između 25°C i 30°C.

4.4.2. FUNGICIDI

Pregledani su učinci 3-ju komercijalnih fungicida, prokloraza, tebukonazola i karbendazima i njihove MIC vrijednosti prikazane su u Tablici 3. Tebukonazol je pokazao da je jači inhibitor rasta gljiva nego rasta plijesni Trichoderma. Prokloraz i karbendazim su pokazani kao potencijalni kandidati za kontrolu rasta plijesni Trichoderma  koja uzrokuje bolest zelene plijesni pri uzgoju A. bisporus i P. ostreatus, jer su inhibirali rast plijesni Trichoderma u vrlo malim koncentracijama, a bez negativnih učinaka na rast gljiva domaćina. S obzirom na veće vrijednosti MIC, T. harzianum iz A. bisporus bio je otporniji od  patogenih vrsta Pleurotus (T. pleurotus i T. pleuroticola) na sve testirane fungicide.
Tablica 3. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC; µg/ml) komercijalnih fungicida za patogene vrste Trichoderma  pri uzgoju A. bisporus i P. ostreatus
	Fungicid
	T. pleuro-ticola MFBF   10383
	T. pleuro-ticola MFBF 10387
	T. pleuro-tum  MFBF 10386
	T. pleuro-tum  MFBF 10388
	T. harzia-num MFBF 10389
	T. harzia-num MFBF 10390

	Karbendazim
	0.63
	0.63
	0.63
	0.53
	2.5
	1,25

	Tebukonazol
	5
	5
	5
	5
	>10
	>10

	Prokloraz
	1.25
	1.25
	1.25
	1.25
	5
	5


MFBF: broj soja u zbirci mikroorganizama u Zavodu za Mikrobiologiju, Farmaceutsko- biokemijski fakultet, Sveučilište u Zagrebu.
4.4.3. PRIRODNE TVARI
MIC vrijednosti određenih prirodnih supstancija za svaki par vrste Trichoderma i gljive domaćina prikazane su u Tablici 4. Iako su ferulična kiselina, timol, (+)-mentol i (-)-mentol pokazale da potiskuju rast plijesni u relativno niskoj koncentraciji (Slika 3.), također su inhibirale rast gljiva domaćina. Interesantno, u prisutnosti nekih ispitivanih prirodnih spojeva u nižim koncentracijama od MIC, pojavile su se bakterije koje su blokirale rast plijesni. Čiste kulture tih bakterija izolirane su i uzgojena kao što je opisano prethodno.
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Slika 3. Mikrodilucijska analiza rasta soja T. pleuroticola MFBF 10383 u prisutnosti timola. Koncentracije timola (mg/mL): A (10), B (5), C (2,5), D (1,25), E (0,63), F (MIC) (0,32), G (0,16), H (0,08). 
Tablica 4. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC; mg/mL) prirodnih spojeva za patogene vrste i sojeve Trichoderma, koje su rasle na A. bisporus i P. ostreatus
	tvar
	T. pleuroticola MFBF 10383
	T. pleuroticola MFBF 10387
	T. pleurotum MFBF 10386
	T. pleurotum MFBF 10388
	T. harzianum MFBF 10389
	T. harzianum MFBF 10390
	P. ostreatus
	A. bisporus

	Tanin.

kiselina
	1.3
	10
	2.5
	5
	>10
	>10
	NT
	NT

	Galna
kiselina
	10
	10
	10
	10
	>10
	>10
	NT
	NT

	Kurku-min
	>10
	10
	10
	5
	>10
	>10
	NT
	NT

	Ružm.
kiselina
	10
	5
	2.5
	2.5
	5
	10
	NT
	NT

	Ferulič.
kiselina
	0.31
	1.25
	0.63
	0.31
	1.25
	0.63
	> 1
	> 1

	Kafein.
kiselina
	2.5
	5
	2.5
	2.5
	10
	10
	NT
	NT

	Klorog.
kiselina
	10
	10
	2.5
	5
	10
	10
	NT
	NT

	Krizin
	>10
	>10
	5
	5
	>10
	>10
	NT
	NT

	Kverce-
tin
	>10
	10
	10
	10
	>10
	>10
	NT
	NT

	Naringenin
	>10
	>10
	10
	10
	>10
	>10
	NT
	NT

	Timol
	0.16
	0.32
	0.16
	0.08
	0.16
	0.08
	> 0.05
	> 0.01

	1,8-Cineol
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	NT
	NT

	(+)-Mentol
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	> 0.02
	> 0.01

	(-)-Mentol
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	> 0.02
	> 0.01


NT: nije testirano

4.5. IZOLACIJA I UZGOJ BAKTERIJA
Čiste kulture 20 bakterijskih sojeva (N1-N20), koje su pokazale inhibicijski učinak na različite sojeve Trichoderma,  izolirane su i uzgajane (Tablica 5.) 
Tablica 5. Bakterijski sojevi i njihovi izvori izolacije

	Oznaka bakterijskog soja
	Izvor

	N1
	T. pleurotum MFBF 10388

	N2
	T. pleurotum MFBF 10388

	N3
	T. pleurotum MFBF 10388

	N4
	T. pleurotum MFBF 10388

	N5
	T. pleurotum MFBF 10388

	N6
	T. pleurotum MFBF 10386

	N7
	T. pleurotum MFBF 10386

	N8
	T. pleurotum MFBF 10386

	N9
	T. pleurotum MFBF 10386

	N10
	T. pleurotum MFBF 10386

	N11
	T. pleuroticola MFBF 10383

	N12
	T. pleuroticola MFBF 10383

	N13
	T. pleuroticola MFBF 10387

	N14
	T. pleuroticola MFBF 10387

	N15
	T. pleuroticola MFBF 10387

	N16
	T. pleurotum MFBF 10388

	N17
	T. harzianum MFBF 10389

	N18
	T. harzianum MFBF 10389

	N19
	T. harzianum MFBF 10389

	N20
	T. pleuroticola MFBF 10383


4.6.   ANALIZA ANTAGONISTIČKIH SVOJSTAVA
18 od 20 bakterijskih izolata pokazalo je značajan inhibicijski učinak na sve sojeve Trichoderma, bez specifičnosti za vrstu i soj plijesni pri svim razrjeđenjima (Slika 4., Tablica 6.) i ispitanim gljivama domaćinima.
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Slika 4. Antagonistička sposobnost bakterijskih izolata protiv T. harzianum MFBF 10389. Oznake: A (N5), B (N6), C (N7), D (N8), E (N9), F (N10), G (N11), H (N12).
Tablica 6. Rast Trichoderma sojeva u prisutnosti bakterijskih izolata

	Ozna-ka
	T. pleuroticola MFBF 10383
	T. pleuroticola MFBF 10387
	T. pleurotum MFBF 10386
	T. pleurotum MFBF 10388
	T. harzianum MFBF 10389
	T. harzianum MFBF 10390

	N1
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N2
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N3
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N4
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N5
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N6
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/+
	+/-

	N7
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N8
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N9
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N10
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N11
	+/-
	+/+
	+/-
	+/-
	+/+
	+/+

	N12
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N13
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N14
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N15
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N16
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N17
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N18
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N19
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	N20
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-


Rast bakterija/rast gljiva: raste (+), ne raste (-)
4.7. KONFRONTACIJSKA ANALIZA IN VITRO
Rast svih šest sojeva Trichoderma u potpunosti je bio blokiran bakterijama. U isto vrijeme uočeno je da je A. bisporus osjetljiv na sve testirane bakterijske sojeve dok je P. ostreatus mogao rasti na kolonijama br. N9, N10 i N20 (Slika 5.). Ova tri izolata su i identificirana na razini vrste.
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Slika 5. Analiza konfrontacije. A, Pleurotus ostreatus; B, Pleurotus ostreatus u konfrontaciji s Trichoderma pleurotum MFBF 10386, C: Pleurotus ostreatus u konfrontaciji s Trichoderma pleurotum MFBF 10386 i Bacillus subtilis N10.
4.8. DOKAZIVANJE VRSTE BAKTERIJA
Sva tri soja utvrđena su kao Bacillus subtilis.
4.9. SKENIRAJUĆA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA
Bakterije s tipičnom staničnom morfologijom bacila, karakterističnom za Bacillus sp., koje se jasno razlikuju od konidija Trichoderma, uočene su na hifama kod oba testirana soja plijesni (Slika 6. i 7.).
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Slika 6. Skenirajućim elektronskim mikroskopom (SEM) dobivena je elektronska fotomikrografija bakterija na hifama soja T. pleurotum MFBF 10388; povećanje 1000x. TH, Trichoderma hifa; TC,Trichoderma konidija; B, bakterija.
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Slika 7. Skenirajućim elektronskim mikroskopom (SEM) dobivena je fotomikrografija bakterija na hifama soja T. pleurotum MFBF 10388; povećanje 2000x. TH, Trichoderma hifa; TC, Trichoderma konidija; B: bakterija.
5. RASPRAVA
Bolest zelene plijesni uzrokuje ozbiljan gubitak usjeva na farmama gljiva u cijelom svijetu, uključujući i Hrvatsku, pa je proizvodnja najvažnijih jestivih gljiva, Pleurotus ostreatus i Agaricus bisporus, jako ovisno u prisutnosti te bolesti (Hatvani i sur., 2010; ,Hatvani i sur., 2011). U ovom radu izolirano je 20 sojeva iz vrste Trichoderma iz zelenom plijesni-inficiranih uzoraka komposta Agaricus bisporus (šampinjon) i supstrata Pleurotus ostreatus (bukovača), koji su svi uzorkovani na farmama gljiva u Hrvatskoj. Uzročnici bolesti zelene plijesni kod P. ostreatus identificirani su kao T. pleurotum i T. pleuroticola, što se podudara s nalazima u drugim zemaljama (Kredics i sur., 2009; Gea, 2009; Siwulski i sur., 2011;  Park i sur., 2006; Komon-Zelazowska i sur., 2007). Kao patogen za A. bisporus u Hrvatskoj, nađen je isključivo T. harzianum. Ovi rezultati potvrđuju T. harzianum kao novog uzročnika bolesti zelene plijesni, jer je do sada kao uzročnik za A. bisporus u drugim državama bio samo T. aggressivum (Samuels i sur., 2002; Hatvani i sur., 2007). Nalaz ukazuje na razvojnu situaciju bolesti zelene plijesni kod uzgoja gljiva i potvrđuje važnost praćenja te infekcije. Kako bi se našao odgovarajući način kontrole ove bolesti, na micelarni rast plijesni testiran je učinak temperature, komercijalnih fungicida, različitih prirodnih spojeva i bakterija.
 Temperaturni profil patogena i njihovih domaćina pokazao je značajno preklapanje pri optimalnoj temperaturi između 25°C i 30°C pa nije nađen nikakav raspon koji bi pospješio rast jestivih gljiva, a bio suboptimalan za rast patogena. Woo i sur., 2004., također su gledali učinak temperature na micelarni rast zelene plijesni i različitih sorti bukovača. Temperaturni optimum za rast Pleurotusa nađen je pri 28°C, dok Trichoderme mogu dobro rasti u širem rasponu (20°C - 28°C), te premašuju stopu rasta Pleurotusa trostruko pri temperaturi od 25°C. S obzirom na ove nalaze, temperatura za rast sojeva uzgojnih gljiva na farmama ne može biti prilagođena na način da se spriječi nastanak ili širenje infekcije bez negativnog učinka i na rast gljiva domaćina.

Što se tiče testiranih komercijalnih fungicida, prokloraz i karbendazim su nađeni kao učinkoviti, jer su oba spoja inhibirala izolate zelene plijesni u jako niskim koncentracijama. U isto vrijeme nisu utjecali na rast gljiva domaćina te se mogu razmatrati kao potencijalni kemijski agensi za prevenciju ili sprječavanja širenja već nastale zelene plijesni. Inhibicijski učinak nekoliko fungicida, inače korištenih u agrikulturi, također je testirano u studiji od Woo i sur., 2004., gdje su prokloraz i tiabendazol, pesticidi dopušteni kod produkcije jestivih gljiva u Italiji, nađeni kao inhibitori rasta agresivnih Trichoderma bez inhibicijskog utjecaja na Pleurotus. Iako su komercijalni fungicidi pokazali razmjerno dobre rezultate, sintetizirane kemikalije nisu omiljene od strane uzgajivača gljiva pa se zato nastoji razviti neko drugo učinkovito i zdravsteno-sigurno biološko sredstvo.

U ovoj studiji smo također testirali primjenjivost različitih prirodnih spojeva (polifenola, fenolnih kiselina, flavonoida i fenola) kao moguću strategiju kontrole bolesti. Neki polifenoli, poput timola, (+)-mentola i (-)-mentola, kao i ferulična kiselina, pokazali su antifungalnu aktivnost u niskim koncentracijama na neke sojeve Trichoderme. Šegvić Klarić i sur., 2007. proučavali su antifungalnu aktivnost timola na različite plijesni, ukljućujući vrstu Trichoderma, a određene vrijednosti MIC iznosile su 4,2 μg/mL. Naši rezultati pokazali su značajnu razliku od tih rezultata, a vrijednosti MIC bile su u rasponu između 80 μg/mL i 320 μg/mL. Koliko god da su ovi spomenuti spojevi bili učinkoviti protiv patogena, pokazalo se da također blokiraju rast gljiva domaćina pa se zbog toga ne mogu primijeniti kao strategija za kontrolu zaraze i bolest zelene plijesni.
U prisutnosti određenih spojeva poput galne, ferulične, kavene i klorogenske kiseline, krizina, kvercetina, ružmarinske kiseline i naringenina, nađene su bakterije koje su rasle na čvrstim pločama YEGK pri mikrodiluciji, inhibirajući rast plijesni u potpunosti. Prvo su se bakterije smatrale kontaminacijom, ali je onda dokazano da su one normalno prisutne na hifama sojeva Trichoderma, što je potvrđeno skenirajućom elektronskom mikroskopijom (SEM). Ovo otkriće ukazalo je da bakterije prisutne na hifama gljiva mogu formirati kolonije i izražavati svoj antifungalni učinak protiv Trichoderma ako im odgovaraju okolnosti, u ovom slučaju kada su koncentracije određenih spojeva niže od njihovih vrijednosti MIC. Od nađenih bakterija, 20 ih je sojeva bilo izolirano i održavano u čistim kulturama. Uočeno je da njih 18 inhibira rast svih korištenih sojeva Trichoderma u potpunosti. Tijekom konfrontacije s gljivama domaćinima pokazalo se da sve bakterije inhibiraju rast A. bisporus, a u slučaju P. ostreatus, tri bakterijska soja, kasnije identificirana kao Bacillus subtilis, nađeni su da ne utječu na rast gljiva, što ukazuje da bi oni mogli biti potencijalni biokontrolni agensi za patogene vrste Trichoderma kod bukovača.  Bakterije su korištene za kontrolu uzročnika bolesti zelene plijesni, međutim, sve su bile izolirane iz komposta gljiva i substrata koje nisu bile pod utjecajem bolesti (Hatvani i sur., 2011; Hatvani i sur., 2010; Nagy i sur.,2010). Ovo je prvi izvještaj o postojanju antagonističkih bakterija koje rastu na hifama patogenh sojeva Trichoderma. 
6. ZAKLJUČAK
Na temelju provedenih istraživanja i diskusije može se zaključiti sljedeće:
1. Od 20 Trichoderma sojeva koji su izolirani iz zelenom plijesni inficiranih uzoraka komposta Agaricus bisporus (šampinjon) i Pleurotus ostreatus (bukovača), dobavljenih s različitih farmi gljiva u Hrvatskoj, uzročnici bolesti zelene plijesni kod Pleurotus identificirani su kao T. pleurotum i T. pleuroticola, što se slaže s nalazima u drugim zemljama. Patogen za A. bisporus u Hrvatskoj nađen je isključivo T. harzianum, dok je u drugim državama nađen samo T. aggressivum. Ovi nalazi ukazuju na razvojnu situaciju bolesti zelene plijesni pri uzgoju jestivih gljiva i potvrđuju važnost praćenja te bolesti.

2. Temperaturni profil patogena i njihovih domaćina pokazao je značajno preklapanje pri optimumumu između 25°C i 30°C pa zaključujemo da temperatura ne može biti prilagođena na način koji može spriječiti nastanak ili širenje infekcije bez negativnog učinka i na rast gljive domaćina.
3. Komercijalni fungicidi prokloraz i karbendazim bili su učinkoviti; oba su inhibirala rast zelene plijesni u niskim koncentracijama, a u isto vrijeme nisu utjecali na rast gljiva domaćina te se tako mogu razmatrati kao potencijalne kemijske tvari za prevenciju i/ili sprječavanja širenja zelene plijesni, ali takvi sintetizirani agensi nisu prihvatljivi od strane uzgajivača gljiva.

4. Od prirodnih spojeva (polifenoli, fenolne kiseline, flavonoidi, fenoli), neki polifenoli, poput timola, (+)-mentola, (-)-mentola i ferulične kiseline, pokazale su antifungalnu aktivnost na Trichoderme u niskim koncentracijama, ali u tim istim koncentracijama su sprječavali i rast uzgojnih gljiva domaćina te se stoga ne mogu razmatrati kao dobra strategija kontrole bolesti zelene plijesni.

5. Bakterije, koje su nađene na hifama ispitivanih prijesni Trichoderma, mogu formirati kolonije i iskazivati svoje antifungalni učinak protiv Trichoderma ako im odgovaraju okolnosti, u ovom slučaju kada su koncentracije određenih spojeva niže od njihovih vrijednosti MIC. Tri od 20 izoliranih sojeva bakterija identificirane su kao Bacillus subtillis, a pokazale su dobre antifungalne rezultate kod P. ostreatus bez posljedica na gljive domaćine te se one mogu smatrati potencijalnim sredstvom za kontrolu bolesti zelene plijesni.
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9. SAŽETAK
Petra Sabolić
Istraživanje fungicidnih spojeva za zaštitu jestivih gljiva od                               bolesti zelene plijesni
Trichodermom-uzrokovana infekcija (tzv. bolest zelene plijesni) predstavlja ozbiljan problem kod uzgajivača gljiva u cijelom svijetu, ukljućujući i Hrvatsku. Sojevi plijesni Trichoderma izolirani su iz zaraženih komposta Agaricus bisporus (šampinjoni) i supstrata Pleurotus ostreatus (bukovače) uzorkovanih na farmama gljiva u Hrvatskoj. Uzročnici bolesti zelene plijesni kod P. ostreatus identificirani su kao T. pleurotum i T. pleuroticola, slično kao i u drugim državama. Patogen za A. bisporus utvrđen je samo T. harzianum, što je različito od drugih dosadašnjih nalaza i označava da se širi broj uzročnika patogene plijesni. Temperaturni profil izolata i njihovih domaćina pokazao je preklapanje. Komercijalni sintetski fungicidi prokloraz i karbendazim potencijalni su kandidati za učinkovitu kontrolu infekcije. Kako uzgajivači gljiva odbijaju koristiti sintetizirane supstance, testirani su različiti (poli)fenoli kao moguća sredstva za biološku kontrolu infekcija s trihodermama. Ferulična kiselina, timol, (+)-mentol i (-)-mentol pokazali su antifungalni učinak na sojeve Trichoderma, ali su inhibirali i rast gljiva domaćina. Bakterijska vrsta Bacillus subtilis izolirana je na hifama plijesni Trichoderma upotrebom elektronske mikroskopije (SEM). Tri soja ove vrste bakterija, koja su izolirana iz kulture T. pleurotum i T. pleuroticola, inhibirala su rast plijesni bez negativnog učinka na rast P. ostreatus pa bi mogli biti potencijalni kandidati za kontrolu bolesti zelene plijesni kod bukovača.
KLJUČNE RIJEČI: Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus, Trichoderma, biološka kontrola bolesti gljiva, Hrvatska
10.  SUMMARY
Petra Sabolić

Search for fungicide compounds that could protect the edible mushrooms from       green mould disease
The Trichoderma-caused green mould disease represents a severe problem to mushroom growers world-wide, including Croatia. Trichoderma strains were isolated from the green mould-affected samples of Agaricus bisporus (champignon) compost and Pleurotus ostreatus (oyster mushroom) substrate derived from several mushroom farms in Croatia. The causal agents of green mould disease in P. ostreatus were identified as T. pleurotum and T. pleuroticola, similarly to the findings in other countries. The pathogen of A. bisporus in Croatia was found to be exclusively T. harzianum, which is different from the former findings, and indicates that the number of pathogen species are widening. The temperature profiles of the moulds and their hosts were overlapping. The commercial fungicides prochloraz and carbendazim were found to be potential candidates for an effective pest management. However, mushroom growers refuse using synthetic fungicides. That is why we tested various natural compounds as possible biological anti-fungal control agents. Ferulic acid, thymol, (+) and (-) methol exhibited the antifungal effect on various Trichoderma strains, but they also inhibited growth of the host mushrooms. Bacteria, identified as Bacillus subtilis, were found on the hyphae of Trichoderma. Three strains of isolated bacterias from T. pleurotum and T. pleuroticola were found to inhibit the growth of the moulds without having negative effect upon P. ostreatus, and, therefore, they might be potential candidates for controlling green mould disease in oyster mushrooms.

KEY WORDS: Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus, Trichoderma, biological fungal disease control, Croatia
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