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IZVOD 
 

Bolesti biljaka izazvane infekcijama patogenim gljivama mogu dovesti do 
smanjenja kapaciteta biljnog rasta ili naneti mnogo ozbiljniju štetu dovodeći 
do smrti biljaka i značajnih gubitaka u proizvodnji hrane. Veliki broj 
istraživanja je u poslednje vreme posvećen proučavanju sekundarnih 
metabolita koje proizvode vrste roda Bacillusa koji se mogu koristiti za 
kontrolu različitih biljnih patogena. U ovoj studiji prikazan je jak antifungalni 
efekat lipopeptidnih ekstrakata iz izolata roda Bacillus  prema 11 testiranih 
gljiva, sa najnižim minimalnim inhibitornim koncentracijama od 0.008 
mg/ml,naFusarium semitectum. Proučavanje interakcija lipopeptidnih 
ekstrakata međusobno, kao i u kombinacijama sa etarskim uljima, ukazalo je 
na postojanje sinergističkog efekta za neke kombinacije u in vitro 
testiranjima. Kombinacija lipopeptidnog ekstrakta izolata SS-12.6 i ulja čubra 
na rast Alternaria alternata, kao i kombinacija ovog ekstrakta i ulja timijana 
u delovanju na Fusarium nygamai je ostvarila sinergistički efekat. U 
kombinaciji oba ulja sa ekstraktom SS-12.6 sinergistička aktivnost je jedino 
zabeležena na rast Fusarium solani. Do danas je pokazano da kombinacija 
komplementarnih bioloških pristupa sa aditivnim i/ili sinergističkim efektom 
može da obezbedi veću konzistenciju i efikasnost u biokontroli, pa u tom 
smislu postoji sve veće interesovanje za različite agense kao mogućoj zameni 
konvencionalnih sintetičkih fungicida u cilju zaštite kultivisanih biljaka od 
fitopatogenih gljiva. 

 
Ključne reči: Bacillus, etarskaulja, antifungalnipotencijal, sinergizam, biološkakontrola. 
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UVOD 
 
 Termini “biološka kontrola” i skraćeni sinonim “biokontrola” se uveliko 
koriste u različitim oblastima biologije, najčešće u entomologiji i biljnoj patologiji. 
U biljnoj patologiji ovi termini se odnose na korišćenje mikrobioloških antagonista 
u sprečavanju razvoja infekcije i bolesti, kao i u korišćenju specifičnih patogena u 
kontroli razvoja korova. Najuže posmatrano, biološka kontrola predstavlja 
namensko korišćenje introdukovanih ili postojećih rezidentnih organizama u 
suzbijanju aktivnosti i brojnosti populacija jednog ili više biljnih patogena [1]. 
Jedna od prednosti mikrobioloških biopesticida u poređenju sa većinom drugih 
prirodnih produkata je raznovrsnost njihovih načina delovanja, u načelu zasnovanih 
na kompeticiji za nutrijente i prostor, direktnom antagonizmu prema biljnom 
patogenu i imunizaciji biljke domaćina. U poređenju sa prirodnim ekstraktima, 
mikrobiološki pesticidi često zadržavaju prednost u pogledu dužine aktivnosti, 
odnosno mikrobiološki agensi mogu uspostaviti rast u fitosferi i produkovati 
kontinuirano bioaktivna jedinjenja in situ[2]. Antagonizam bakterija iz roda 
Bacillus protiv mnogih štetočina i patogenih populacija ispoljava mnoge forme 
delovanja. Većina predstavnika roda Bacillus, poput B. amyloliquefaciens, B. 
subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides i B. pumilus su 
poznati kao visoko efikasni proizvođači ribozomalno i neribozomalno sintetisanih 
bioaktivnih prirodnih produkata. Za neke, od čitavog niza biološki aktivnih 
molekula sintetisanih od strane predstavnika roda Bacillus, potvrđena je inhibitorna 
aktivnost na biljne patogene i ova antagonistička aktivnost ili antibioza je 
verovatno najpoznatiji i najvažniji mehanizam, koji se koristi za ograničavanje 
invazije patogena u tkiva biljaka domaćina. Veliku klasu peptidnih antibiotika vrsta 
roda Bacillus čine ciklični lipopeptidi (cLP) koji mogu varirati po tipu i sekvenci 
aminokiselinskih ostataka, prirodi peptidne ciklizacije, kao i po prirodi, dužini i 
načinu grananja lanaca masnih kiselina [3]. Kod mnogih vrsta roda Bacillus 
potvrđeno je prisustvo tri glavne familije lipopeptida: surfaktina, iturina i fengicina, 
koje obuhvataju strukturalne varijante u zavisnosti od genetičke pozadine 
određenih sojeva [3,4,5]. Svaka familija ovih cLP jedinjenja pokazuje specifične 
antibiotske aktivnosti i stoga svaka od njih može biti uključena u antagonizam 
različitih biljnih patogena. Na primer, iturin A produkovan od strane B. subtilis 
RB14 soja učestvuje u kontroli bolesti semena paradajza (bolest semena) 
uzrokovane patogenom R. solani [6]. Takođe, prekomerna ekspresija mikosubtilina 
kod soja B. subtilis ATCC 6633 je vodila do značajne redukcije infekcije klijanaca 
paradajza uzrokovane Pythium aphanidermatum [7]. Kao primer kontrole 
filosfernih bolesti, doprinos iturina i fengicina je pokazan u antagonizmu B. subtilis 
soja nad Podosphaera fusca koja inficira listove dinje [8]. Ovo je naročito 
pokazano ispoljavanjem jakog inhibitornog efekta cLP na klijanje konidija P. 
fusca, detekcijom cLP iz listova tretiranih bakterijama i korišćenjem cLP-
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deficijentnih mutanata koji nisu pokazali antagonistički efekat. U cilju zaštite od 
post-žetvenih bolesti, B. subtilis GA1 soj koji efikasno proizvodi cLP iz tri različite 
familije lipopeptida, a naročito širok spektar fengicina, je upotrebljen u kontroli 
rana na plodovima jabuka protiv bolesti sive plesni uzrokovane Botrytis cinerea. 
Fengicini su se pokazali veoma efikasnim u kontroli bolesti plodova voća, 
izazvanim post-žetvenim patogenima in situ [9]. Za fengicin je takođe zabeležena 
antagonistička aktivnost protiv Fusarium graminearum [10], dok je za iturin 
uočena inhibitorna aktivnost prema izazivaču antraknoze Colletotrichum dematium 
[11], Penicillium roqueforti [12], Aspergillus flavus [13], R.solani [14], prema 
gljivama koje boje drvo (15) i prema nematofagnim gljivama [16]. U nekim 
slučajevima, fungitoksična aktivnost je jasno povezana sa permeabilizacijom 
spora/konidija koja dovodi do inhibicije klijanja ili alternativno do poremećaja 
ćelija hifa. Kao što je i otkriveno transmisionim elektronskim mikroskopskim 
tehnikama, oba fenomena najverovatnije rezultiraju oštećenjem membrane 
fungalne ćelije cLP [8,12,17].  
 Uzimajući u obzir prethodno dokazanu antimikrobnu ulogu testiranih 
izolata Bacillus spp. (18,19): ciljevi ovog rada bili su utvrđivanje tipova interakcija, 
minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije lipopeptidnih ekstrakata 
pojedinačno i u različitim kombinacijama in vitro, kao i ispitivanje kombinacija 
etarskih ulja čubra i timijana zajedno sa ekstraktom izolata SS-12.6 na rast 
fitopatogenih gljiva izolovanih sa semena nevena (Calendula officinalis L.). 
 
 

MATERIJAL I METODE 
 
Bakterijski antagonisti 
U ovom radu korišćeno je 5 izolata bakterija roda Bacillus izolovanih iz 

uzoraka iz prirode iz različitih regiona Srbije. Izolati Bacillus spp. izolovani iz 
zemlje (SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1 and SS-38.4) i jedan iz stajskog đubriva (SS-
27.2) su morfološki okarakterisani i potvrđeni bojenjem po Gramu i katalaza 
testom [20]. 

 
Patogeni i saprofitni sojevi gljiva 
Indikatorski patogeni i saprofitni sojevi gljiva, koji su korišćeni za 

testiranje antimikrobne aktivnosti izolata Bacillus spp. in vitro, prikazani su u 
Tabeli 1. 

 
 
 
 



 166 
 

Tabela 1. Indikatorski patogeni i saprofitni sojevi gljiva korišćeni za testiranje 
antimikrobne aktivnosti izolata Bacillus spp. 
Table 1. Indicator pathogenic and saprophytic fungal strains used for the testing 
antimicrobial activity of Bacillus spp. 
 

Vrsta fungalnih patogena 
Medijumi 

za rast 
Temperatura 

gajenja 
Izvor izolata 

Aspergilus flavus 

PDA/TSB 25 ºC 
Seme nevena  

(Calendula officinalis L.) 

Aspergilus niger 
Aspergillus ochraceus 
Alternaria alternata 
Penicillium sp. 
Fusarium semitectum 
Fusarium oxysporum 
Fusarium solani 
Fusarium proliferatum 
Fusarium nygamai  
Fusarium polyfialidicum 

 
Izolacija lipopeptidnih jedinjenja kombinacijom kiselinske precipitacije i 

ekstrakcije metanolom 
 Kombinovana kiselinska precipitacija i ekstrakcija rastvaračem prethodno 
je opisana kod [21]. Prekonoćna kultura bakterija gajena na 37 °C je oslobođena 
ćelija centrifugiranjem 20 min na 5000 rpm na 4 °C i 1000 ml tako pripremljenog 
supernatanta je raspoređeno u nekoliko manjih sudova iste zapremine i vršeno je 
zakišeljavanje koncentrovanom HCl do pH 2 vrednosti rastvora. Dozvoljena je 
precipitacija preko noći na 4 ºC. Nakon ponovnog centrifugiranja pod istim 
uslovima, dobijeni pelet je ekstrahovan metanolom uz stalno mešanje na magnetnoj 
mešalici u trajanju od 2 sata. Dobijeni ekstrakti su sterilisani filtriranjem kroz 0.45 
μm Durapore™ filtere i uparavani do suvog korišćenjem rotacionog uparivača 
(Büchi Rotavapor R-215, Švajcarska). 
 

Pripremanje spora gljiva za mikrodilucionu metodu i biokontrolne testove 
 Gljive su gajene na PDA podlozi u vidu kosog agara, u periodu od 10 do 
21 dana, u zavisnosti od izolovane vrste gljive, na 25 °C [22]. Inokulum je 
pripremljen tako što su isprane spore sa površine kosih agara sterilnim rastvorom 
0.85% NaCl-a i 0.1% Tween-a 80 (v/v) (3 ml za slabo sporulišuće vrste, i do 5 ml 
za dobro sporulišuće vrste gljiva). Sterilnim štapićem za bris pokupljene su 
zaostale spore sa kultura i proceđene kroz duplu gazu u sterilnu epruvetu. 
Nanošeno je 50 μl inokuluma na hemocitometarsku pločicu sa 16 polja i vršeno je 
prebrojavanje spora u nekoliko polja, a zatim je računata aritmetička sredina. 
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Suspenzija spora je sterilnim fiziološkim rastvorom dovedena do konačne 
koncentracije od 1 × 105 CFU/ml. Tako pripremljen inokulum držan je na -20 °C 
do upotrebe. Radi provere validnosti inokuluma, kao i odsustva kontaminacije, 
vršena je inokulacija na PDA podlogu. 

 

In vitro određivanje minimalnih inhibitornih i fungicidnih koncentracija 
 Mikrodiluciona metoda je korišćena za određivanje minimalne inhibitorne 
(MIC) i fungicidne koncentracije (MFC) testiranih metanolnih ekstrakata SS-10.7, 
SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 i SS-38.4 Bacillus spp. izolata, pojedinačno i u određenim 
kombinacijama. Za određivanje minimalnih inhibitornih koncentracija korišćene su 
mikrotitracione ploče sa 96 mesta. Vršeno je dvostruko serijsko razblaživanje 
uzoraka TSB medijumom. Pored bunara sa ispitivanim ekstraktima, postavljena je i 
negativna kontrola (kontrola rasta gljiva) i kontrola sterilnosti (blank). Za svaki od 
testiranih ekstrakata rađeno je po dve kolone, u tri ponavljanja. Na kraju je dodavan 
određen volumen suspenzije sa inokulumom, za svaku gljivu drugačiji, tako da je 
finalna koncentracija bila 1 × 105 CFU/ml medijuma. Mikrotitracione ploče 
inkubirane su na 28 °C u trajanju od 72 sata. Najmanja koncentracija na kojoj nije 
bilo rasta uzimana je za MIC. Minimalne fungicidne koncentracije (MFC) 
određivane su reinokulisanjem po 2 l iz bunarića u kome je određen MIC u 100 l 
tečnog medijuma i inkubiranjem sledećih 72 h na 28 °C. Ukoliko nije bilo rasta, te 
koncentracije uzimane su za MFC. Kao pozitivna kontrola je korišćen komercijalni 
mikotik flukonazol, finalne koncentracije 2 mg/ml. 

 
Određivanje tipa interakcija različitih ekstrakata 

  Za ispitivanje međusobnih interakcija metanolnih lipopeptidnih ekstrakata 
Bacillus spp. izolata prema određenim fungalnim patogenima izolovanim sa 
semena nevena, korišćena je prethodno opisana mikrodiluciona metoda u TSB 
medijumu i isti inokulumom sa svaku ispitivanu gljivu. Testirana koncentracija 
uniformisanih stokova ekstrakata iznosila je 14.25 mg/ml, dok je u slučaju 
pravljenja odgovarajućih smeša dva ili tri ekstrakta korišćena 1/2, odnosno 1/3 
koncentracija uniformisanih stokova lipopeptidnih ekstrakata, respektivno. Ploče su 
inkubirane 72 h na 28 ºC, nakon čega je izvršena provera rasta fungalnih kultura. 
 Kako bi se definisao tip međusobne interakcije određivani su frakcioni 
inhibitorni koeficijenti (eng. Fractional Inhibitory Concetracion, FIC) i frakcioni 
inhibitorni koncentracioni indeks (FICi).  
 Frakciona inhibitorna koncentracija je određivana je na sledeći način: 

FIC(A) = MIC (A u prisustvu B)/MIC (A); FIC jedinjenja A 
FIC(B) = MIC (B u prisustvu A)/MIC (B); FIC jedinjenja B 
Frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks je računat prema formuli: 

FICi = FIC(A) + FIC(B) 

FICi za veći broj uzoraka se računa na isti način. Sabiraju se pojedinačne 
FIC vrednosti za sva jedinjenja čija se kombinacija testira.  
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 Na osnovu vrednosti FIC indeksa definiše se tip interakcije između 
supstanci. Prema [23], kada je FICi ≤ 0.5 onda se interakcija definiše kao sinergizam; 
kada je FICi između 0.5 i 1 u pitanju je aditivni efekat; efekat se smatra 
indeferentnim ako je FICi između 1 i 2 a ako su vrednosti veće od 2 na delu je 
antagonizam. 

 
In vitro određivanje antifungalne aktivnosti lipopeptidnog ekstrakata i 

potencijalnog sinergizma sa etarskim uljima 
  Za određivanje potencijalnog sinergizma na izolate gljiva korišćeni su 
lipopeptidni ekstrakt izolata Bacillus sp. SS-12.6, kao i etarska ulja čubra (Satureja 
hortensis L.) P0118884 i timijana (Thymus vulgaris L.) P0123774. Testirana 
etarska ulja su komercijalno nabavljena (Frey + Lau GmbH, Henstedt-Ulzburg, 
Nemačka). U radu je korišćena modifikovana metoda opisana kod [24]. U 
testiranju inhibitornog efekta ekstrakta izolata SS-12.6 i etarskih ulja, u PDA 
medijum su dodavane testirane supstance pojedinačno, kao i u različitim 
kombinacijama. Korišćene su određene koncentracije etarskih ulja u vidu 
prosečnih minimalnih inhibitornih koncentracija za sve vrste gljiva, prethodno 
određene u radu [25]. Korišćene koncentracije u eksperimentu bile su 0.21 mg/ml 
za ulje čubra i 0.40 mg/ml za ulje timijana. U slučaju testiranja pojedinačnih ulja i 
ekstrakta korišćeno je: (i) 1/4 prosečnih datih MIC vrednosti za ulja i 100 μl 
ekstrakta, dok je u slučaju kombinacija između ekstrakta i pojedinačnih ulja 
korišćeno (ii) 1/8 prosečnih MIC vrednosti za ulja i 50 μl ekstrakta, za razliku od 
kombinacije ekstrakta sa mešavinom ulja gde je korišćeno (iii) 1/16 prosečnih MIC 
vrednosti za ulja i 25 μl ekstrakta. Nakon sterilizacije, u rashlađeni PDA medijum, 
dodavane su odgovarajuće koncentracije etarskih ulja rastvorenih u Tween-u 80, 
kao i odgovarajuće zapremine ekstrakta. Testiranje je sprovedeno u pet ponavljanja 
za svaku kombinaciju. Rast gljiva na podlozi bez testiranih supstanci je korišćen 
kao kontrola. Pokazatelj stepena antagonističkog delovanja bila je razlika u porastu 
kolonija gljiva u odnosu na kontrolu. Procenat inhibicije rasta (percent growth 
inhibition, PGI) određivan je pomoću sledeće formule [26]: 
 

PGI (%) = KR – R1/KR x 100, 
 

gde je KR predstavljao rast gljiva u kontroli, dok je R1 predstavljao rast gljiva u 
prisustvu inhibitornog agensa. Limpelova formula, kao što je opisano kod [27], je 
primenjena u cilju određivanja sinergističke interakcije između ekstrakta izolata 
Bacillus sp. SS-12.6 i etarskih ulja. Limpelova formula glasi:  
 

Ee = X + Y - (XY/100): 
 

u kojoj Ee predstavlja očekivani efekat iz aditivnih odgovora dva tretmana, dok X i 
Y predstavljaju procente inhibicije rasta micelija u slučaju testiranja pojedinačnih 
supstanci. Prema datoj formuli, sinergizam postoji ukoliko kombinacija dve 
supstance daje vrednosti veće od Ee. 
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REZULTATI  I  DISKUSIJA 
 

In vitro određivanje tipa interakcija i minimalnih inhibitornih i  
fungicidnih koncentracija lipopeptida 

 
U nekim slučajevima lipopeptidi izolovani iz vrsta iz roda Bacillus 

pokazuju direktan efekat na biljne patogene kao rezultat aktivnosti jedne 
dominantne familije lipopeptida, omogućavajući na taj način inhibiciju rasta, 
uprkos postojanju i drugih familija u manjoj meri [28]. Istraživanja ovog rada su se 
odnosila na ispitivanje aktivnosti pojedinih ekstrakata Bacillus spp. izolata, sa 
ciljem utvrđivanja postojanja različitih tipova interakcija lipopeptidnih ekstrakata, 
pojedinačno i u određenim kombinacijama. Ovom prilikom su korišćeni metanolni 
lipopeptidni ekstrakti finalne koncentracije 14.25 mg/ml. Testirane su gljive 
izolovane sa semena nevena i identifikovane korišćenjem suspenzije njihovih spora 
finalne koncentracije 1 × 105 CFU/ml medijuma. Vršeno je dvostruko serijsko 
razblaživanje ispitivanog ekstrakta, a najmanja koncentracija pri kojoj nije dolazilo 
do vizuelnog rasta gljiva nakon tri dana inkubacije, proglašavana je za MIC 
vrednost. Kod testiranja dva ekstrakta istovremeno korišćena je 1/2 koncentracije 
svakog (7.13 mg/ml): a u slučaju pravljenja smeše tri ekstrakta, korišćena je 1/3 
svakog ekstrakta odnosno 4.75 mg/ml. Rezultati MIC i MFC vrednosti 
pojedinačnih i međusobno kombinovanih lipopeptidnih ekstrakata su prikazani u 
Tabeli 2, zajedno za mikotikom flukonazolom, kao pozitivnom kontrolom 
inhibicije rasta micelija.  

Potvrđena je veoma dobra antifungalna aktivnost testiranih ekstrakata i 
uočene su značajno niske koncentracije potrebne za inhibiciju rasta testiranih 
gljiva. Najniže MIC vrednosti su dobijene za gljive roda Fusarium i vrstu A. 
ochraceus, dok su preostale dve vrste roda Aspergillus kao i Penicillium bile 
daleko rezistentnije na delovanje pojedinačnih ekstrakata, sa MIC vrednostima 
većim od 4 mg/ml (Tabela 2). Sa druge strane, niske koncentracije u opsegu od 
0.008 do 0.019 mg/ml, su zabeležene za gotovo sve testirane ekstrakte u zavisnosti 
od ispitivane gljive, sa najizraženijim delovanjem ekstrakta SS-12.6 na F. 
semitectum, koja je ujedno i najosetljivija indikatorska gljiva ovog istraživanja. 
Imajući u vidu dobijene rezultate i vođeni idejom postojanja potencijalnog 
sinergizma između pojedinačnih ekstrakata, odabrane su tri vrste gljiva (A. flavus, 
F. oxysporum i F. semitectum) za testiranje njihovih kombinacija. Među 
pomenutim gljivama poznato je da je A. flavus kao jedna od najrezistentnijih, a 
ujedno i najpatogenija gljiva u smislu produkcije mikotoksina. Iako su dobijene 
vrednosti za A. flavus bile više u poređenju sa vrednostima dobijenim za vrste roda 
Fusarium, ipak su veoma značajne jer su odgovarajuće kombinacije ekstarakata 
postigle značajnu inhibiciju rasta, što nije bio slučaj kod testiranja pojedinačnih.  
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Tabela 2. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije testiranih lipopeptidnih 
ekstrakata pojedinačno i u odgovarajućim kombinacijama (mg/ml). 

Table 2.  Minimal inhibitory and fungicidal concentrations of lipopeptide extracts 
tested individually and in appropriate combinations (mg/ml). 

 

Ekstrakti [mg/ml] 
A. flavus A. niger A. ochraceus Penicillium sp. 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 
SS-10.7 4.90 >4.90 >4.90 - 0.019 0.019 >4.90 - 
SS-12.6 2.25 >2.25 >2.25 - 0.017 0.071 >2.25 - 
SS-13.1 2.14 >2.14 >2.14 - 0.017 0.034 >2.14 - 
SS-27.2 4.50 >4.50 0.563 >4.5 0.141 0.141 >4.50 - 
SS-38.4 4.20 >4.20 >4.20 - 0.033 0.066 >4.20 - 

Flukonazol 1.80 - 1.80 - 1.80 - 1.80 - 

 
F. proliferatum F. semitectum F. solani F. oxysporum 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 
SS-10.7 0.153 0.153 0.019 0.019 0.076 0.153 0.019 0.019 
SS-12.6 0.071 0.071 0.008 0.035 0.282 0.282 0.035 0.071 
SS-13.1 0.017 0.034 0.017 0.034 0.067 0.067 0.034 0.067 
SS-27.2 0.141 0.563 0.071 0.141 0.563 1.125 0.141 0.563 
SS-38.4 0.132 0.263 0.016 0.016 0.132 0.263 0.132 0.263 

Flukonazol 1.40 - 1.60 - 1.80 - 0.80 - 

Kombinacije 
ekstrakata [mg/ml]  

F. oxysporum F. semitectum A. flavus 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

SS-10.7 + SS-12.6 0.008 0.067 0.067 0.134 0.267 - 
SS-10.7 + SS-13.1 0.067 0.067 0.067 0.067 0.267 - 
SS-10.7 + SS-27.2 0.008 0.017 0.017 0.034 0.134 - 
SS-10.7 + SS-38.4 0.067 0.134 0.017 0.034 0.535 - 
SS-12.6 + SS-13.1 0.067 0.134 0.067 0.134 0.134 0.267 
SS-12.6 + SS-27.2 0.008 0.067 0.034 0.067 0.134 - 
SS-12.6 + SS-38.4 0.004 0.008 0.008 0.017 0.267 - 
SS-13.1 + SS-27.2 0.067 0.134 0.067 0.067 0.134 0.134 
SS-13.1 + SS-38.4 0.134 0.267 0.067 0.267 0.267 1.07 
SS-10.7 + SS-12.6  

+ SS-38.4 
0.004 0.004 

  
0.008 0.017 

  
0.134 - 

 
Kombinacija ekstrakata iz SS-10.7 i SS-38.4 se u ovom slučaju pokazala 

neefikasnom, jer je za inhbiciju rasta bila potrebna najviša koncentracija ekstrakata, 
viša od 0.5 mg/ml. Za F. oxysporum su zabeležene najniže ostvarene MIC 
vrednosti od samo 0.004 mg/ml za kombinaciju ekstrakata iz izolata SS-12.6 i SS-
38.4 i kombinaciju ekstrakata iz izolata SS-12.6, SS-38.4 i SS-10.7. Prilikom 
testiranja na F. semitectum dobijene vrednosti su bile više u odnosu na efekat 
pojedinačnih ekstrakata što navodi na pretpostavku da je u pitanju indiferentan ili 
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antagonistički efekat pojedinačnih ekstrakata u smeši. Rezultati određenih FIC i 
FICi vrednosti su prikazani u Tabeli 3.    
  
Tabela 3. FIC i FICi vrednosti ekstrakata u različitim kombinacijama i tip interakcije  
Table 3. FIC and FICi values of extracts in different combinations and type of 

interaction. 
 

Kombinacije 
ekstrakata  

F. 
oxysporum 

F. 
semitectum 

A. 
flavus 

Kombinacije 
ekstrakata  

F. 
oxysporum 

F. 
semitectum 

A. 
flavus 

FIC10.7 0.42 3.53 0.05 FIC12.6 0.23 4.25 0.06 
FIC12.6 0.23 8.38 0.12 FIC27.2 0.06 0.48 0.03 
FICi 0.65 11.90 0.17 FICi 0.29 4.73 0.09 
Interakcija Ad A S Interakcija S A S 
                
FIC10.7 3.53 3.53 0.05 FIC12.6 0.11 1.00 0.12 
FIC13.1 1.97 3.94 0.12 FIC38.4 0.03 0.50 0.06 
FICi 5.50 7.47 0.18 FICi 0.14 1.50 0.18 
Interakcija A A S Interakcija S I S 
                
FIC10.7 0.42 0.89 0.03 FIC13.1 1.97 3.94 0.06 
FIC27.2 0.06 0.24 0.03 FIC27.2 0.48 0.94 0.03 
FICi 0.48 1.13 0.06 FICi 2.45 4.88 0.09 
Interakcija S I S Interakcija A A S 

                
FIC10.7 3.53 0.89 0.11 FIC13.1 3.94 3.94 0.12 
FIC38.4 0.51 1.06 0.13 FIC38.4 1.02 4.19 0.06 
FICi 4.03 1.96 0.24 FICi 4.96 8.13 0.19 
Interakcija A I S Interakcija A A S 
                
FIC12.6 1.91 8.38 0.06 FIC10.7 0.21 0.42 0.03 
FIC13.1 1.97 3.94 0.06 FIC12.6 0.11 1.00 0.06 
FICi 3.88 12.32 0.12 FIC38.4 0.03 0.50 0.03 
Interakcija A A S FICi 0.36 1.92 0.12 
        Interakcija S I S 

S-sinergistički efekat  ≤ 0.5; Ad-aditivni efekat  0.5-1; I-indiferentan efekat 1-2; A-antagonistički 
efekat ≥ 2 
 

 
Rezultati mnogih studija ukazuju da sojevi roda Bacillus proizvode više od 

jedne familije lipopeptida, pa se može pretpostaviti da postoje njegove ekološke 
prednosti usled sinergističke interakcije između različitih jedinjenja. Iturini i 
fengicini ostvaruju izrazito snažnu biokontrolu biljnih bolesti inhibirajući rast 
fitopatogena širokog opsega (F. graminearum, R. solani i A. flavus) ili post-
žetvenih patogena poput B. cinerea i P. expansum[6, 9]. Takođe, u studiji [29] je 
pokazana značajna inhibicija F. oxysporum od strane B. subtilis SQR1 soja kao 
producenta fengicina ili B. subtilis soja kao dominantnog producenta iturina A, 
pored ostalih lipopeptida u kontroli pomenutog patogena [30]. Slična aktivnost je 
primećena i za bacilomicin koji je odgovoran za inhibiciju rasta Podosphaera 
fusca, uzročnika pepelnice [8]. Takođe, u skorašnjim radovima je potvrđena jaka 
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inhibitorna aktivnost B. amyloliquefaciens izolata, producenata surfaktina, na F. 
oxysporum f.sp. lycopersici, Penicillium italicum, A. niger i B. cinerea [31,32]. 

Nasuprot ovim istraživanjima u radu [33] je pokazano da surfaktin 
negativno utiče na antifungalni potencijal fengicina, najverovatnije sprečavanjem 
pravljenja pora u membrani. Interakcije lipopeptidnih molekula su i dalje slabo 
razjašnjene, a svakako je potrebno dalje ih ispitivati. Buduća i tekuća istraživanja 
mehanizma dejstava lipopeptida, njihove diferencijalne aktivnosti i potencijalnih 
sinergističkih efekata pružiće nesumljivo bolje razumevanje efikasnog korišćenja 
ovih bakterijskih antagonista u kontroli biljnih patogena. 
 

Utvrđivanje potencijalnog sinergističkog efekta SS-12.6 i etarskih ulja  
na rast fitopatogenih gljiva in vitro 

 Pokazano je da kombinacija komplementarnih bioloških pristupa sa 
aditivnim i/ili sinergističkim efektom može da obezbedi veću konzistenciju i 
efikasnost u biokontroli. Danas postoji sve veće interesovanje za etarskim uljima 
kao mogućoj zameni za konvencionalne sintetičke fungicide u cilju zaštite 
kultivisanih biljaka od fitopatogenih gljiva, zbog njihove opšte prihvaćenosti od 
potrošača, relativne bezbednosti za upotrebu i ekološke prihvatljivosti [34]. 
Literaturni podaci ukazuju na efikasnost i primenu kako etarskih ulja, tako i izolata 
roda Bacillus u zaštiti povrtarskih biljaka od strane fitopatogenih gljiva, tretmanom 
zemljišta u kome će biljka rasti, tretiranjem korena biljaka i/ili prskanjem listova 
[34,35] ili tretmanom etarskim uljima u prevenciji suzbijanja fungalnih infekcija 
semena [36]. 
 Jedan od ciljeva ovog rada bio je i ispitivanje kombinacija etarskih ulja 
čubra i timijana, kao i ekstrakta izolata SS-12.6 na rast fitopatogenih gljiva sa 
semena nevena. Naime, prethodno istraživanje [19] je pokazalo određeni 
sinergistički antifungalni efekat ulja i ekstrakta SS-12.6 in vitro na odabrane 
fitopatogene gljive izolovane sa biljnih droga. Rezultati testiranja efekata 
pojedinačnih agenasa i određenih kombinacija na vrste gljiva izolovane sa semena 
nevena in vitro, kao i očekivane vrednosti sinergizma prikazani su na Slici 1. 
 Iz prikazanih rezultata može se uočiti da je ekstrakt izolata SS-12.6 
uglavnom jače inhibirao rast većine ispitivanih gljiva u odnosu na ulje čubra, dok 
je testirani besćelijski supernatant imao najniži inhibitorni potencijal, sem u slučaju 
A. alternata. Sa druge strane, ulje timijana je pokazalo viši inhibitorni potencijal na 
svim gljivama u odnosu na ekstrakt SS-12.6. Međutim, A. alternata je bila 
procentualno najviše inhibirana kako delovanjem samog ekstrakta SS-12.6, tako i 
njegovom kombinacijom sa uljima, sa značajnom statističkom značajnošću prema 
Dankanovom testu višestrukog opsega (podaci nisu prikazani). Takođe, statistički 
značajna inhibicija rasta u slučaja testiranja pojedinačnih ulja ostvarena je prema F. 
polyphialidicum, dok je njihova kombinacija ispoljila statistički značajnu 
antifungalnu aktivnost prema F. polyphialidicum i F. oxysporum. Poređenjem 
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F. solani, što je veoma značajno s’obzirom na rezistentnost ovog patogena na 
delovanje pojedinačnih agenasa, što se poklapa sa rezultatima iz [19], gde je 
pokazan sinergistički efekat na F. solani u slučaju kombinacije ekstrakta SS-12.6 
sa pojedinačnim uljima timijana i čubra. Pored veoma efikasnog delovanja 
kombinacije oba ulja aditivnim efektom, detektovan je i sinergistički efekat na rast 
F. oxysporum. U okviru ovog dela istraživanja testirane su različite kombinacije 
agenasa i na A. flavus, A. niger, A. ochraceus i Penicillium sp., ali za ove gljive je 
bilo teško predstaviti procentualnu inhibiciju rasta micelija zbog difuznog i 
nekompaktnog rasta (Slika 2). A. ochraceus je uglavnom bio neosetljiv na 
supernatant i lipopeptidni ekstrakt SS-12.6, dok je značajnija inhibicija rasta 
zabeležena tretmanom sa uljem timijana, koje je dovelo do primetnog gubitka 
pigmentacije micelije, kao i u prethodnom slučaju kod F. semitectum i F. 
oxysporum. Gotovo potpuna inhibicija rasta A. ochraceus i Penicillium sp., 
ostvarena je korišćenjem mešavine oba ulja što verovatno ukazuje na sinergistički 
efekat. Takođe, utvrđena je i nešto manja inhibicija rasta u kombinaciji ekstrakta i 
oba ulja za ove patogene. Naneta zapremina besćelijskog supernatanta i ekstrakta 
izolata SS-12.6 nije bila dovoljna za inhibiciju rasta micelija ovih gljiva, dok je 
primetna inhibicija zabeležena u tretmanu sa uljem čubra pojedinačno i 
kombinaciji sa ekstraktom. Ulje timijana nije ispoljilo značajnu inhibitornu 
aktivnost na rast A. flavus, A. niger i Penicillium sp. pojedinačno, ali je nešto bolja 
aktivnost zabeležena u kombinaciji sa ekstraktom SS-12.6. Ipak najveća inhibitorna 
aktivnost ostvarena je mešavinom oba ulja, slično kao i kombinacijom oba ulja i 
ekstrakta izolata SS-12.6. 
 Eksperimentalno je pokazano da kombinacija etarskih ulja i izolata 
Bacillus spp. može biti vrlo efikasna u kontroli patogenih gljiva na voću. Tako je 
kombinacijom B. amyloliquefacijens i etarskog ulja limunske trave (Cymbopogon 
citrates) postignut izostanak fitopatogenih oboljenja na skladištenim breskvama 
sinergističkim dejstvom ovih bioloških agenasa [35]. Takođe, visoka efikasnost u 
prevenciji kontaminacije patogenim gljivama povrtarskih biljaka postignuta je 
integrisanim tretmanom zemlje kombinacijom gljive antagoniste i odabranih 
etarskih ulja, poput kima, timijana, nane i geranijuma [34]. Sinergizam u 
antifungalnoj aktivnosti lipopeptidnog ekstrakta i etarskih ulja može se tražiti u 
hemijskoj strukturi ovih agenasa i aktivnosti usmerenoj ka citoplazmatičnoj 
membrani. Smanjenje površinskog napona, modifikacije površinskih osobina i 
perturbacija lipidnog dvosloja su neka od različitih svojstava karakterističnih za 
surfaktantska jedinjenja, čime se objašnjava deo njihove biološke aktivnosti [4]. 
 Zbog velikog broja konstituenata, čini se da etarska ulja nemaju specifične 
ćelijske targete [37] ali, kao tipični lipofilni molekuli prolaze kroz ćelijski zid i 
citoplazmatičnu membranu, remeteći strukturu permeabilizacijom njihovih 
različitih slojeva sastavljenih od polisaharida, masnih kiselina i fosfolipida. 
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antimikrobnim efektima naročito prema izolatima roda Fusarium. Ispitivanjem tipa 
interakcija ekstrakta SS-12.6 i etarskih ulja in vitro, detektovan je sinergistički 
efekat kombinacije ekstrakta sa uljem čubra na rast A. alternata, sa uljem timijana 
protiv F. nygamai, kao i u kombinaciji sa oba ulja ka F. solani. Mikrobiološki 
biopesticidi, a naročito proizvodi na bazi sojeva roda Bacillus, unapređuju i štite 
zdravlje biljaka kroz mnoge mehanizme i time skreću pažnju na sebe u smislu 
komercijalne aplikacije. Činjenica je da mnogi sojevi roda Bacillus proizvode više 
od jedne familije lipopeptida i može se pretpostaviti da postoje ekološke prednosti 
za same biljke, usled sinergističke interakcije između različitih jedinjenja. 
Međutim, interakcije lipopeptidnih molekula su i dalje slabo razjašnjene, a dodatna 
istraživanja aditivnog, sinergističkog ili antagonističkog delovanja u smislu 
uzajamne inhibicije ili delotvornog dejstva različitih lipopeptidnih molekula je 
svakako potrebno dalje ispitivati. 
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SUMMARY 
 
 Plant diseases caused by infection with pathogenic fungi can lead to the 
reduction in the capacity of plant growth or can cause far more serious damage, 
leading to the death of plants and significant losses in food production. Numerous 
recent studies are devoted to the investigation of bacteria from genus Bacillus as 
producers of secondary metabolites that can be used in the control of different plant 
pathogens. In this study, strong antifungal effect of lipopeptide extracts towards 11 
fungi tested was observed, with lowest recorded minimal inhibitory concentrations 
of 0.008 mg/ml against Fusarium semitectum. In the analysis of the interaction of 
lipopeptide extracts mutually, as well as in combination with essential oils, the 
existence of a synergistic effect in vitro was shown. In combination of isolate SS-
12.6 extract and savory oil on the growth of Alternaria alternata, as well as in 
combination of the same extract and thyme oil in acting against Fusarium nygamai, 
synergistic effect was achieved. The combination of both oils and extract of SS-
12.6 showed synergistic activity only against Fusarium solani. To date, it has been 
shown that the combination of complementary biological approaches with additive 
and/or synergistic effect may provide greater consistency and efficiency in 
biocontrol, so in that sense there is a growing interest for agents that could possible 
act as replacement of conventional synthetic fungicides in protection of cultivated 
plants from phytopathogenic fungi. 
 
Keywords: Bacillus, essential oils, antifungal potential, synergism, biological 

control. 
 
 
 
 
 
 
 
 


