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V raziskavi smo preuCevali ucinek dveh herbicidnih pripravkov, Boxer
(prosulfokarb) in Stomp 400 SC (pendimetalin), na rast in razvoj micelija
entomopatogene glive Beauveria bassiana. Glivo smo gojili v in vitro razmerah
na PDA gojis¢u, ki smo mu dodali razlicne odmerke posameznega herbicida. Ti
odmerki so bili 0 %, 25 %, 50 %, 75 % in 100 % priporoCenega poljskega
odmerka. Glivo smo gojili pri dveh razli¢nih temperaturah, 15 in 25 °C, ter pri 60
% relativni zracni vlagi. Vpliv posameznega odmerka herbicida smo nato
opazovali po 7- in 14- dnevni inkubaciji glive in primerjali z rastjo glive v
kontrolnem obravnavanju. Ugotovili smo, da oba herbicida na glivo ucinkujeta
fungistati¢no. V primerjavi s kontrolo (0 %) je bila pri obeh herbicidih stopnja
inhibicije nad 60 %. Oba herbicida glede na stopnjo inhibicije uvr§¢amo v 3.
oziroma 4. razred po lestvici Skodljivosti, kar pomeni, da sta oba pripravka
zmerno Skodljiva do Skodljiva in nista primerna za soasno uporabo skupaj z glivo
Beauveria bassiana. Temperatura na inhibicijo rasti micelija ni imela vpliva.
Obstajajo statisti¢no znacilne razlike med obema pripravkoma, kar potrjuje, da je
inhibitorni u¢inek prosulfokarba znacilno vecji kot pendimetalina.
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In our study, we examined the effects of two herbicides on growth and
development of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. Two herbicides
we used were Boxer (prosulfocarb) and Stomp 400SC (pendimethalin). Fungus
was cultured in vitro on PDA medium, where we added different doses of each
herbicide. These doses were 0 %, 25 %, 50 %, 75 % and 100 % of the
recommended field dose. Fungus was grown at two different temperatures, 15 °C
and 25 °C and at 60 % relative air humidity. Impact of each herbicide dose was
then observed after 7- and 14- days of fungi incubation and than compared with
the growth of fungi in the control treatment. We determined that both herbicides
have fungistatic effect on the fungus. In comparison with control (0 %), inhibition
level was over 60 % at both herbicides. According to the degree of inhibition
these two herbicide are classified in the 3rd or 4th rank, on a damaging scale. That
means that both preparations are moderately harmful to harmful and are not
suitable for combined use with the fungus Beauveria bassiana. There was no
temperature effect on mycelial growth inhibition. Statistically significant
differences between the two preparations exist and that confirms that inhibitory
effect of prosulfocarb is slightly larger than pendimethalin.
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dodanega prosulfokarba (levo) in v petrijevkah z dodanim 75-odstotnim
poljskim odmerkom prosulfokarba (desno) pri temperaturi 25 °C in 60-
odstotni relativni zracni vlagi.

Slika 11: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassiana v petrijevkah brez 23
dodanega pendimetalina (levo) in v petrijevkah z dodanim 75-odstotnim
poljskim odmerkom pendimetalina (desno) pri temperaturi 25 °C in 60-
odstotni relativni zracni vlagi.

Slika 12: Povprec¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7-dneh glede na 24
uporabljeni odmerek herbicida (Boxer oziroma Stomp) pri temperaturi 25
°C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi. Crke nad stolpci prikazujejo
statisti¢no znacilne razlike v prirastu micelija med dvema pripravkoma pri
enakem odmerku in med razli¢nimi odmerki istega pripravka.

Slika 13:  Povprecna inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 14-dneh glede na 24
uporabljeni odmerek herbicida (Boxer oziroma Stomp) pri temperaturi 25
°C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi. Crke nad stolpci prikazujejo
statisti¢no znacilne razlike v prirastu micelija med dvema pripravkoma pri
enakem odmerku in med razli¢nimi odmerki istega pripravka.

Slika 14: Povprecna inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7-dneh glede na 25
uporabljeni odmerek herbicida Boxer in Stomp pri dveh razli¢nih
temperaturah, 15 °C in 25 °C ter 60-odstotni relativni zracni vlagi.

Razli¢ne ¢rke nad stolpci prikazujejo statisticno znacilne razlike v prirastu
micelija med razlicnima temperaturama pri enakem odmerku in med
razli¢nimi odmerki herbicida pri enaki temperaturi.

Slika 15:  Povprec¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 14-dneh glede na 25
uporabljeni odmerek herbicida Boxer in Stomp pri dveh razli¢nih
temperaturah, 15 °C in 25 °C ter 60-odstotni relativni zracni vlagi.

Razli¢ne ¢rke nad stolpci prikazujejo statisticno znacilne razlike v prirastu
micelija med razli¢nima temperaturama pri enakem odmerku in med
razli¢nimi odmerki herbicida pri enaki temperaturi.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

B. bassiana — Beauveria bassiana

r.z.v. —relativna zracna vlaga

PDA — krompirjev dekstrozni agar

(Bals.-Criv.) Vuill. — (Balsamo-Crivelli) Vuillemin

FFS — fitofarmacevtsko sredstvo
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1 UVvOD

Integrirani nacin varstva rastlin zdruzuje razlicne nacine varstva, ki so sprejemljivi z
gospodarskega, ekoloskega in toksikoloskega vidika. Njegov bistveni del je bioti¢no
varstvo rastlin. Ko govorimo o bioticnem varstvu rastlin kot o doseljevanju neke
domorodne populacije ali pa celo o naseljevanju tujerodne vrste koristnih organizmov v
naravo, presegamo okvire varstva rastlin. Zato moramo upoS$tevati ne le nacela
ucinkovitosti in kakovosti bioticnega varstva, pa¢ pa tudi pravila in morebitno tveganje za
ohranjanje narave in njene biotske raznovrstnosti. PodrobnejSe postopke za vnos, gojenje
in uporabo koristnih organizmov ureja Pravilnik o biotiénem varstvu rastlin (Pravilnik ...,
2006). Dolocbe tega pravilnika se ne uporabljajo za vnos in uporabo mikroorganizmov, ki
jih urejajo predpisi s podroc¢ja fitofarmacevtkih sredstev in so podvrzeni drugacnim
ocenam tveganja v postopku registracije. Seznam domorodnih in seznam tujerodnih vrst
organizmov za namen bioti¢nega varstva rastlin vodi Fitosanitarna uprava RS (Mavsar in
Knapic, 2007).

Veliko Stevilo entomopatogenih gliv ima pomembno vlogo pri naravnem oziroma
bioti¢nem zatiranju Skodljivih ¢lenonozcev (Keller, 1991).

Na prezivetje gliv, njihovih konidijev v veliki meri vplivajo interakcije z
agrokemikalijami. FFS, med njimi tudi herbicidi, lahko delujejo sinergistiéno oziroma
antagonisti¢no na insekticidni potencial glive Beauveria bassiana in s tem motijo naravno
delovanje tega patogena (Benz, 1987). Zato je bistvenega pomena, da poznamo tako
delovanje herbicidov kot tudi delovanje glive, saj lahko le tako pozitivno izkoristimo njuno
medsebojno interakcijo, ter s tem uspes$no reSujemo tezave s podroc¢ja varstva rastlin.

Uporabnost pripravkov na podlagi entomopatogenih gliv je v primerjavi z obicajnimi
fitofarmacevtskimi pripravki povezana predvsem z njihovo ucinkovitostjo in ceno. Bioti¢ni
pripravki imajo prednost iz staliS¢a varnosti ljudi in drugih neciljnih organizmov,
zmanjSani so ostanki nevarnih snovi v hrani, povecana je aktivnost drugih naravnih
sovraznikov, ohranja oziroma povecuje se naravna pestrost okolja. Velika prednost je tudi
vV samem nanasanju, ki je mogoce s konvencionalno opremo. Bioti¢ni pripravki imajo tudi
svoje slabosti, ena izmed njih je odpornost ciljnih organizmov na pripravke, hitrost
delovanja, specifi¢no delovanje (presirok ali preozek spekter ciljnih organizmov, na katere
ucinkujejo) in visoki stroski (Lacey in sod., 2001).

Vrsta Beauveria bassiana je naravna talna gliva. Preu¢evana je bila za zatiranje insektov,
ki zivijo v tleh, kot npr. ogrcev majskega hros¢a. Mnogi talni $kodljivci so naravno
tolerantni na to entomopatogeno glivo, kar pa ni znacilno za mnogo nadzemnih
Skodljivcev. Zato se je komercialni razvoj te glive za bioti¢no zatiranje Skodljivcev usmeril
proti nadzemnim Skodljivecem (Groden, 1999).

Poznavanje in izobrazevanje s podrocja bioti¢nega varstva rastlin je zelo pomembno, saj
lahko na ta nacin ohranjamo tako naravno pestrost, varujemo okolje in pridelamo vec
pridelkov ob manjs$i uporabi fitofarmacevtskih sredstev.
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1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je ugotoviti ali lahko v integrirani kmetijski pridelavi so¢asno uporabljamo
entomopatogeno glivo Beauveria bassiana in dva talna herbicida, Boxer z aktivno snovjo
prosulfokarb in Stomp 400 SC z aktivno snovjo pendimetalin. Zanimali so nas stranski
ucinki obeh herbicidov na rast in razvoj glive.

1.2 CILJI NALOGE

Cilj diplomske naloge je bil ugotoviti stranske ucinke dveh izbranih herbicidov
(pendimetalin in prosulfokarb) na rast in razvoj glive Beauveria bassiana ob so¢asnem
vplivu temperature in razli¢énih odmerkov herbicidov.

2
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ENTOMOPATOGENE GLIVE

Glive v rastlinski sistem nekateri uvrs¢ajo zaradi tradicije, vendar spadajo v samostojno
kraljestvo, enakovredno kot rastline in zivali. Organizmi iz kraljestva Fungi (glive) so
heterotrofi, ki zivijo saprofitsko, parazitsko in simbiotsko. Heterotrofni organizmi so tako
iz vidika energetske preskrbe in presnove ogljika, kot tudi iz vidika prehrane z dusikovimi
spojinami in drugimi hranili. Zivljenjski prostor gliv so sladke vode, kopno, redkeje tudi
morje. Za celice gliv je znaéilno, da so brez plastidov in klorofila. Gradnik celi¢ne stene je
pri vecini gliv hitin, lahko pa se pojavi tudi celuloza in drugi glukani. Rezervne snovi pri
glivah predstavljajo glikogen, mas¢obe in Se nekatere druge spojine (manit), nikoli pa
Skrob (Bati€ in sod., 2004).

Glive so evkarionti, torej imajo njihove celice izoblikovano celi¢no jedro. Glede na stopnjo
organizacije je njihovo telo steljka, ki je zgrajena iz spleta hif, ki mu pravimo micelij.
Pletez hif je pri vi§jih organizacijskih stopnjah namenjen predvsem razmnozevanju.
Razmnozevanje gliv je zelo raznoliko tako na spolni, kot tudi nespolni, vegetativni stopnji.
Stevilne skupine imajo samo nespolno razmnoZevanje, spolno je ali nepoznano ali pa je
spolni rod izumrl. Za $tevilne glive je znacilna metageneza oziroma menjavanje generacij.
Pri spolnem razmnozevanju Sta poleg izo-, anizo- in oogamije tudi gametangio- in
somatogamija. Nespolno razmnozevanje poteka z razlicnimi vrstami trosov (spor), med
najbolj pogostimi oblikami nespolnega razmnozevanja so konidiji (konidiospore). Za
nekatere vrste je znacilno nespolno razmnozevanje z razpadom micelija na posamezne
celice (oidiji). Sklerocij, katerega predstavlja preplet hif, je trajna oblika vegetativne faze,
v kateri nekatere vrste prezivijo neugodne razmere. Vegetativno razmnozevanje je mozno
tudi z ve¢ metrov dolgimi vrvicastimi spleti hif, ki jim pravimo rizomorfi (Bati¢ in sod.,
2004).

Fungi imperfecti (Deuteromycota) je skupina nepopolnih gliv, ki jo predstavlja okoli
30.000 vrst. Pri tej skupini gliv so ugotovili le nespolne oblike razmnozevanja, predvsem S
konidiji, ali pa se je izgubila celo ta (Bati¢ in sod., 2004).

Entomopatogene glive uvr§¢amo v veliko skupino gliv, ki spolne spore oblikujejo le redko,
0z. je sposobnost za oblikovanje le teh izgubila. To so glive, ki jih uvrSs¢amo med visje
glive, deblo Deuteromycota (Fungi imperfecti), razred Hyphomycetes (Lacey in sod.,
2001). Najpogostejsi rodovi entomopatogenih gliv iz razreda Hyphomycetes so
Aspergillus, Beauveria, Culcinomycetes, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea,
Paecilomyces, Tolypocladium in Verticillium. Predstavnice tega razreda oblikujejo konidije
na miceliju oz. trosonoscih. Poleg konidijev pa nekatere vrste oblikujejo tudi
klamidospore, ki so trajne spore. Za predstavnike debla Deuteromycota je znacilna tvorba
micelija, ki na konidiogenih celicah nosi nespolne trose — konidije (Inglis in sod., 2001).

Za entomopatogene glive je v nasprotju z entomopatogenimi bakterijami in virusi, znacilno
da zuzelke okuzujejo s penetracijo skozi kutikulo (Qin, 2010). Vecina gliv iz razreda
Hyphomycetes se s konidiji pritrdi na kutikulo Zzuzelk. Sledi kalitev spor s klicnim
meSi¢kom, oblikovanje apresorija (pritrditev kalece spore) in oblikovanje infekcijskega
klina oziroma hife. Entomopatogene glive v notranjost gostitelja prodirajo na mehanski
nacin in s pomo¢jo liticnih encimov. Gliva se Siri s hifami, tako da poskuSa premagovati
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obrambne mehanizme gostitelja. Do smrti gostitelja pride zaradi prekinitve dovoda hranil,
fizi¢nih ovir ali zaradi izlo¢anja toksinov, ki je pri glivi Beauveria bassiana poleg ostalih
tudi oosporein. Ko nastopi smrt gostitelja, v ugodnih razmerah izras¢a micelij glive iz
kadavra in oblikuje konidiogene celice. Gliva sporulira na povrsju odmrlega gostitelja in
konidiji se spro$¢ajo v okolico. Za Sirjenje konidijev je potrebna pomoc prenasalcev, ki so
dez, veter, zuzelke (Boucias in sod., 1988, 1991).

Entomopatogene glive se Sirijo z zivim okuzenim gostiteljem, ki se seli in umre na drugem
kraju kot je bil okuzen (Hajek, 1997). Neka;j vrst listnih usi migrira na zelo dolge razdalje,
zato so bile spoznane kot »varovalke« entomopatogenih gliv (Feng in sod., 2004). To
pomeni, da lahko gliva B. bassiana prepotuje zelo velike razdalje s pomocjo gostitelja, kar
vodi do novih okuzb in naselitev dale¢ od prvotnega kraja nahajanja glive (Meyling in
Eilenberg, 2007).

2.1.1 Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Gliva Beauveria bassiana povzroca bolezen sviloprejke imenovano "muscardine”. Ima
micelij s precnimi pregradami, oblaste konidije na vejicah konidioforov (trosonoscev).
Nesporogeno podrocje na dnu trosonosca je zadebeljeno in steklenicasto (Likar, 1987).

Entomopatogeno glivo B. bassiana je odkril italijanski znanstvenik Agostino Bassi leta
1835, kot vzrok za unicujoc¢o bolezen "muscardine" na gosenicah sviloprejk (Steinhaus,
1956). V njegovo Cast, je gliva dobila tudi vrstno ime.

Gliva Beauveria bassiana je najbolj raziskana in dobro znana entomopatogena gliva.
Poznana je kot pogosto uporabljen mikoinsekticid (Inglis in sod., 2001). Vrsto B. bassiana
uvrs¢amo med talne glive. Okuzuje zelo Sirok spekter tako odraslih, zrelih zuzelk, kot tudi
njihovih li¢ink — npr. hroséev, listnih usi, termitov, itd. (Mahr, 1997). Tla so zelo
kompleksna, zato veliko dejavnikov, kot so tekstura tal, pH, organska snov, vlaga in
organizmi, ki so v tleh prisotni, vpliva na obstojnost in u¢inkovitost glive. Talne glive so
bolj obstojne v glinenih, z organsko snovjo bogatih tleh. V takih tleh je tudi obstojnost
(persistenca) herbicidov in adsorbcija le teh na talne delce prav tako veliko vecja (Inglis in
sod., 2001).

Kot vse entomopatogene glive, tudi gliva B. bassiana tvori spore, ki so odporne na
okoljske ekstreme in predstavljajo infektivno fazo Zivljenjskega cikla glive. Spore, ki jim
pravimo konidiji, ob primerni temperaturi in vlagi, okuzijo gostitelja preko zunanje plasti
kutikule. 1z glivnih spor raste hifa, ki izloca encime, ki razgradijo povrhnjico, kar omogoci
glivi, da prodre skozi kutikulo v telo zuzelke. Ko gliva pride v telo za¢ne izlocati toksin,
beauvericin, ki vpliva na imunski sistem gostitelja tako da le ta oslabi. Ko gostitelj pogine,
se tvori antibiotik oosporein, ki pomaga glivi, da onemogoci delovanje ¢revesnih bakterij.
S¢asoma je celotna telesna votlina napolnjena z glivno maso. Ce so razmere ugodne se
gliva razraste skozi mehke dele gostiteljevega telesa in ustvari videz "belega cvetenja". Za
taksno razrast glive B. bassiana je potrebna visoka relativna zra¢na vlaga, 92 % ali vec.
Cikel zakljucijo zunanje hife, ki tvorijo konidije. Ko ti dozorijo, se spros¢ajo v okolje
(Mahr, 1997).
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Slika 1: Z glivo Beauveria bassiana okuZena li¢inka vrste Pseudoplusia includens (Mahr, 1997)

Klasifikacija glive B. bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin (1912) (Index Fongorum,
2008):

Kraljestvo: Fungi

Deblo: Ascomycota

Poddeblo: Pezizomycotina
Razred: Sordariomycetes
Podrazred: Hypocreomycetidae
Red: Hypocreales

Druzina: Cordycipitaceae

Rod: Beauveria

Vrsta: Beauveria bassiana
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2.2 FITOFARMACEVTSKA SREDSTVA

Fitofarmacevtska sredstva so aktivne snovi in pripravki, ki so namenjeni za (Zakon ...,

2007):

varstvo rastlin, oziroma rastlinskih proizvodov pred Skodljivimi organizmi, oziroma
za preprecevanje delovanja Skodljivih organizmov,

za vpliv na zivljenjske procese rastlin, drugace kot s hranili,

za ohranjanje rastlinskih proizvodov,

za zatiranje nezazelenih rastlin, delov rastlin, zadrzevanje in preprecevanje
nezazelene rasti rastlin.

Fitofarmacevtska sredstva so po kemic¢ni sestavi anorganske in organske spojine. Prvi
fitofarmacevtski pripravki, ki so jih uporabljali v velikem obsegu so bili anorganskega
izvora. Fitofarmacevtska sredstva oziroma pesticide razdelimo v skupine glede na ciljno
skupino, ki jo zatiramo (Macek in Ka¢, 1990):

baktericidi (sredstva za zatiranje bakterij, povzrociteljic rastlinskih bolezni),
fungicidi (sredstva za zatiranje gliv, ki povzro¢ajo rastlinske bolezni),
o botriticidi (sredstva za uporabo proti glivi Botrytis cinerea),
o tileticidi (sredstva za razkuZzevanje semena proti trdi sneti iz rodu Tilletia),
o venturicidi (sredstva za zatiranje gliv iz rodu Venturia),
insekticidi (sredstva za zatiranje zuzelk),
o ovicidi (sredstva za uni¢evanje jajéec),
o larvicidi (sredstva za zatiranje li¢ink),
o adulticidi (sredstva za zatiranje odraslih stadijev),
o aficidi (sredstva za zatiranje listnih usi),
akaricidi (sredstva za zatiranje prsic,
herbicidi (sredstva za zatiranje plevelov oz. nezazeljenih rastlin),
o arboricidi (sredstva za zatiranje olesenelih rastlin),
o defolianti (sredstva za suSenje listja),
o desikanti (sredstva za suSenje rastlin),
graminicidi (sredstva za zatiranje trav),
algicidi (sredstva za zatiranje alg),
nematocidi ali antihelmintiki (sredstva za zatiranje ogor¢ic ali nematod),
moluskicidi ali limacidi (sredstva za zatiranje polzev),
rodenticidi (sredstva za zatiranje glodavcev).

Med pomozna fitofarmacevtska sredstva Stejemo Se (Macek in Kac, 1990):

repelente ali repulzivne pripravke, ki odvracajo S§kodljive organizme (divjad),
sinergiste, ki zbolj$ajo delovanje aktivnih snovi,

fiziotrope ali regulatorje rasti, ki uravnavajo rast in razvoj rastlin,

dodatna sredstva, ki tako spremene fizikalne lastnosti pripravkov, da zboljsajo
njihovo ucinkovitost.
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Med fitofarmacevtska sredstva lahko v SirSem smislu uvr§¢amo tudi spojine, ki omogocajo
zatiranje z biotehniSkimi ukrepi (Macek in Kac, 1990):

e feromoni — seksualni feromoni, ki simulirajo naravne vonjave samic in s tem motijo
spolne procese pri samcih v naravi in
e  segregacijski feromoni, ki lahko povzrocijo zdruzevanje skodljivcev v skupine.

Herbicidi so kemi¢ne snovi, ki so namenjene zatiranju rastlin, s katerimi skuSamo zatreti
predvsem na kopnem rastoCe plevelne enoletnice in ve€letnice (trave, zeli, itd.), pa tudi
vodne rastline in alge. Znanih je ve¢ kot 1000 kemi¢nih snovi s herbicidnim ucinkom, ki
jih razdelimo v ve¢ podskupin, glede na to na katero skupino rastlin delujejo (Lesnik,
2007).

Zatiralni ucinek herbicidi dosezejo tako, da prodrejo v plevele in onemogocijo delovanje
enega ali vec encimov, ki uravnavajo zivljenjske procese. Za strokovno in uspesno uporabo
moramo nujno poznati mehanizme zatiralnega delovanja herbicidov. S poznavanjem
mehanizmov delovanja lahko uspe$no ocenimo ucinkovitost herbicida po uporabi, lahko
naredimo nacrt kolobarjenja s herbicidi in razvijamo antirezistencne strategije ter v nekih
specificnih pridelovalnih razmerah opravimo izbor za posamezen plevel najprimernejSega
herbicida (Les$nik, 2007).
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2.2.1 Stomp 400 SC (pendimetalin)

Pripravek Stomp 400 SC je herbicid, v katerem je aktivha snov pendimetalin (N-(1-
etilpropil)-2,6 dinitro-3,4-ksilidin) v 40 % delezu. Pripravek se uporablja za zatiranje
enoletnih ozkolistnih plevelov in nekaterih vrst Sirokolistnih plevelov v ozimni pSenici,
ozimnem je¢menu, ozimni rzi, tritikali, koruzi, son¢nicah, zelju, ¢ebuli itd. (FITO-INFO,
2012).

Aktivna snov pendimetalin je sinteti¢ni selektivni herbicid, ki se absorbira preko korenin in

listov. Gre za oranzno rumeno trdno snov v obliki kristalov. Je inhibitor mitoze in celi¢ne
delitve (PPDB ..., 2011).

Njegova kemijska formula je C13H19N3O4, strukturno pa ga prikazuje slika 2.
CH,

o, S

PH—CH,—CH,
CH, I
\

CH, MO,
Slika 2: Strukturna formula pendimetalina (Alan Wood's Web site, 1996)

2.2.2 Boxer (prosulfokarb)

Pripravek Boxer je herbicid, ki vsebuje 80 % aktivne snovi, prosulfokarba. Uporablja se za

zatiranje ozkolistnega in Sirokolistnega plevela v ozimni p$enici, jeémenu in rzi, v krmnem
grahu, krompirju, fizolu itd. (FITO-INFO, 2012).

Na plevele deluje v fazi kalitve preko listov in korenin. Glavni uéinek sredstva je dosezen z

vnosom prek koreninskega vratu, saj vnos preko korenin le delno ucinkuje (Syngenta,
2012).

Prosulfokarb je sinteti¢ni selektivni herbicid, ki se v rastlino absorbira preko listov in
korenin. Gre za teko¢ino, ki je bledo slamnate barve (PPDB ..., 2011)

Njegova kemijska formula je C14H,:NOS, strukturno formulo prikazuje slika 3.

CH;—CH;—H,C a
3 2 2, Y.

MN—-C
s A
CHg_CHE_HEC S_CHEAQ

Slika 3: Strukturna formula prosulfokarba (Alan Wood's Web site, 1996)
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2.3 BIOTICNO ZATIRANJE

Bioti¢no varstvo rastlin oziroma bioti¢no zatiranje rastlinam Skodljivih organizmov je
nacin obvladovanja populacij Skodljivih organizmov z uporabo zivih koristnih organizmov
(plenilci, entomopatogene ogorcice, entomopatogene glive, bakulovirusi, parazitoidi,
protozoe), s tem pa zmanjSamo Skodo, ki bi jo ti Skodljivi organizmi lahko povzrocili
(FITO-INFO, 2012).

Stopnja ucinkovitosti bioti¢nih pripravkov je odvisna od Stevilnih med seboj povezanih
zivih in nezivih dejavnikov, med katere uvrS€amo son¢no obsevanje, mikrobne
antagoniste, obnaSanje gostitelja, njegova fiziologija, starost in zZivljenjska mog¢, prisotnost
fitofarmacevtskih sredstev, primerna temperatura, vlaznost in vstopna mesta za inokulum
(Lacey in sod., 2001).

V Sloveniji je v veljavi Pravilnik o bioticnem varstvu rastlin, ki ureja koristne organizme
za bioti¢no varstvo rastlin, ki so lahko zivi naravni sovrazniki, antagonisti ali kompetitorji
ali njihovi produkti, in drugi organizmi, ki se ne morejo sami razmnozevati, vkljuéno s
tistimi, ki so pakirani ali formulirani kot komercialni pripravki. Za namen bioti¢nega
varstva rastlin se uporabljajo koristni organizmi, ki so lahko domorodne ali tujerodne vrste
organizmov. Pri vnosu tujerodnih koristnih organizmih moramo biti $e posebno pozorni,
saj je potrebna Se dodatna previdnost zaradi morebitnega negativnega vpliva na naravo.
Zato je ob vlogi za vnos tujerodnih koristnih organizmov potrebno poskrbeti tudi za oceno
tveganja za naravo, v skladu z zakonsko predpisano obvezno izvedbo presoje tveganja za
naravo (Pravilnik ..., 2006).

Med zakonskimi podlagami (cit. po FITO-INFO, 2012) za uporabo koristnih organizmov v
bioti¢nem varstvu morajo izvajalci bioti¢nih varstvenih ukrepov upostevati 52. in 53. ¢len.
Zakona o zdravstvenem varstvu rastlin (Ur. L. RS $t 23/05) in Pravilnik o bioticnem
varstvu rastlin (2006), ki dolo¢a postopke ravnanja/uporabe organizmov za bioti¢no
zatiranje. Podlaga za ravnanje s koristnimi organizmi predvsem tujerodnimi je tudi
Pravilnik o pogojih za uvoz ali premescanje doloCenih Skodljivih organizmov, rastlin,
rastlinskih proizvodov in nadzorovanih predmetov za poskusne, raziskovalne in razvojne
namene in za delo pri Zlahtnjenju rastlin (Ur. list RS, §t. 45/01, 19. ¢len nalaga vodenje
evidenc).

Veliko napora je bilo vlozenega v raziskave razvoja glive B. bassiana kot bioti¢nega
agensa, ki se uporablja v kmetijstvu in gozdarstvu zmernega pasu. Vendar pa je ta siva lisa
V znanju izredno povezana s pomanjkanjem temeljnih raziskav ekologije glive v kopenskih
ekosistemih in agroekosistemih. Zelo velik izziv za trajnostno kmetijsko pridelavo
predstavlja vkljucitev entomopatogenov v program zatiranja $kodljivcev (Barbosa, 1998;
Lacey in sod., 2001).

Gliva B. bassiana je v prosti prodaji dostopna, odkar jo je mozno mnozi¢no proizvajati s
fermentacijskim procesom in je formulirana tako, da prenese ekstremno ultravijolicno
svetlobo, temperaturo ter vlago, ki se pojavlja na pridelovalnih povrsinah. Obstaja nekaj
pripravkov, ki vsebujejo glivo B. bassiana, med katerimi sta tudi Naturalis® in Mycotrol.
Delovanje teh pripravkov je pocasnejSe, saj traja nekje 3-7 dni, da gliva B. bassiana ubije
gostitelja. Zato je potrebna temeljita pokritost s pripravkom, da glivne spore pridejo na
gostitelja in se izvrsi okuzba (Mahr, 1997).
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2.3.1 Naturalis®

Podpoglavije je povzeto po spletnem viru Karsia.si (2007).

Naturalis je bioticni insekticid za zatiranje Skodljiveev na vrtninah, krompirju, sadnemu
drevju, jagodi¢ju in leSnikih, ki ga proizvaja Intrachem Bio Italia S.p.A.. Ucinkovina
pripravka je gliva Beauveria bassiana, katere vsebnost znasa 7,16 g/100 g pripravka. Je
pripravek na podlagi glive Beauveria bassiana, soj ATCC 74040, ki je formuliran v obliki
oljne suspenzije.

Pripravek ima dva nacina delovanja. Kontaktno delovanje, pri katerem Zrtev
entomopatogene glive umre zaradi pomanjkanja hranil in dehidracije. Drugi nacin
delovanja je repelentno delovanje pri ovipoziciji samic sadnih muh.

Naturalis na rastline nanasamo foliarno, za zatiranje $¢itkarjev, pravih listnih us$i, navadne
prsice, Cipkarke, Skrzatov in sadnih muh ali talno, za zatiranje strun in le$nikarja.
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2.4 VPLIV FITOFARMACEVTSKIH SREDSTEV NA ENTOMOPATOGENE GLIVE

Fitofarmacevtska sredstva so antropogen okoljski dejavnik, ki s sinergisticnim ali
antagonisticnim delovanjem vplivajo na Skodljive organizme, njihove patogene
(entomopatogena gliva) in posledi¢no na njihovo ucinkovitost (Benz, 1987).

Z optimalno izbranimi pesticidi lahko zmanjSamo njihov Skodljivi ucinek na
entomopatogene glive (Luz in sod., 2007; Sterk in sod., 1999). Ucinkovitost
entomopatogene glive Beauveria bassiana, ki se nahaja v tleh je pogojena z vsakdanjo
uporabo pesticidov v agronomski praksi, saj pogosto pride do kopicenja v tleh. Pomembno
je poznati zdruZzljivost pesticidov (vklju¢no z herbicidi) z entomopatogeno glivo, ¢e zelimo
vkljuciti mikoinsekticid (npr. na podlagi glive B. bassiana) v integrirano varstvo rastlin
(Ambethgar in sod., 2009).

V Republiki Sloveniji je registriranih nekaj FFS na podlagi mikroorganizmov, Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill., Trichoderma spp., Ampelomyces quisqualis Ces., Bacillus subtilis,
ki pa se jih uporablja zelo redko. Trzni pridelovalci pogosto zavracajo uporabo bioticnih
FFS zaradi njihove slab$e u¢inkovitosti, ki je pogosto posledica uporabe drugih varstvenih
in agrotehni¢nih ukrepov. V navodilih za uporabo pripravkov na podlagi mikroorganizmov
tudi ni podatkov o moznosti souporabe s kemic¢nimi FFS oziroma foliarnimi gnojili in
njihovimi potencialnimi negativnimi vplivi na u¢inkovitost bioti¢nih pripravkov (Celar in
sod., 2011).

Neciljni vplivi pesticidov na koristne organizme, pridobivajo svoj pomen pri razvoju novih
aktivnih snovi insekticidov in ponovno registracijo ze obstojecih v Evropski skupnosti. 1z
mikrobioloskega vidika, se Ze preucujejo stranski uéinki pesticidov na entomopatogene
glive in u¢inek entomopatogenih gliv na druge koristne mikroorganizme (Sterk in sod.,
2003). Celar in sod. (2011) so naredili poskus, v katerem so preucevali ucinkovitost
bioti¢nega pripravka Naturalis® proti strunam v krompirju, so¢asno pa sSo uporabili
obicajno kemicno varstva za zatiranje bolezni in krompirja.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

V laboratorijskem poskusu smo preucevali vpliv dveh razli¢nih herbicidnih sredstev,
pendimetalina in prosulfokarba (preglednica 1) na rast in razvoj entomopatogene glive
Beauveria bassiana, ki smo jo izolirali iz pripravka Naturalis (INTRACHEM Bio Italia
S.p.A).

V spodnji preglednici so prikazani osnovni podatki obeh uporabljenih herbicidnih
pripravkov, proizvajalec, aktivna snov oziroma ucinkovina, delez u€inkovine v pripravku,
priporoc¢eni odmerek pripravka v litrih na hektar in priporoCena poraba vode v litrih na
hektar.

Preglednica 1: Osnovni podatki o herbicidih, uporabljenih v laboratorijskem preizkusanju (FITO-INFO,
2012)

Pripravek Proizvajalec U¢inkovina Delez Odmerek | Priporocena
0,
[90] [1/ ha] poraba vode [I/ha ]
SYNGENTA
Boxer Crop Protection AG, Basel | prosulfokarb 80 5 300-400
Stomp 400 SC | BASF SE pendimetalin 40 5 200-400

Poskus smo si zastavili tako, da smo pripravili po $tiri koncentracije za vsak herbicid in za
vsako koncentracijo opravili po Sest ponovitev. Vse skupaj pa smo izvedli pri dveh
temperaturah, 15 °C in 25 °C. NaSa obravnavanja so bila 25-, 50-, 75- in 100-odstotni
hektarski odmerek. Pripravili pa smo tudi kontrolno obravnavanje brez herbicida, ki nam je
sluzilo kot primerjava. Koncentracije smo preracunali na enotno porabo vode 1000 litrov
na hektar.

3.1 POTEK DELA

Poskus smo zaceli s pripravo gojisca, za katerega smo uporabili PDA gojiSce. Za pripravo
gojis¢a smo uporabili 1 1 destilirane vode, v katero smo dodali 39 g PDA (Potato Dextose
Agar, Biolife). Vse skupaj smo kuhali v vodni kopeli, priblizno 15 minut, oziroma dokler
se ni agar popolnoma raztopil. Nato smo raztopino razdelili v 10 erlenmajeric (300 ml), v
vsako po 100 ml, ter v vsako dodali Se magnetno meSalo. Erlenmajerice smo pokrili z
aluminijasto folijo, ter vse skupaj postavili v avtoklav, kjer je potekala mokra sterilizacija
pri temperaturi 121,1 °C, tlaku 1,3 bara, 15 minut. Poleg erlenmajeric smo v avtoklav dali
tudi tipse za pipete, ki smo jih kasneje uporabili za dodajanje pripravkov.

Po koncanem avtoklaviranju smo erlenmajerice z pripravljenim gojis¢em ohladili na 50 °C
ter mu dodali ustrezno koli€ino pripravka. Pri tem smo morali paziti, da se agar ni ohladil
prevec, saj bi se v tem primeru pred razlivanjem strdil.
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Po navodilih je pri obeh pripravkih priporo¢en odmerek herbicida 5 I/ha, zato smo to
prerac¢unali na 100 ml, ter na ustrezne manjSe odmerke. Kot 0osnovo za pripravo raztopin
fitofarmacevtskih sredstev smo za vse vzeli enotno porabo vode 1000 I/ha. Pri pripravku
Boxer smo za zeljen 100-odstotni odmerek v erlenmajerico s 100 ml gojisca, s sterilnim
tipsom odpipetirali 0,5 ml pripravka, za 75-odstotni odmerek 0,375 ml, za 50-odstotni
odmerek 0,25 ml ter za 25-odstotni odmerek 0,125 ml. Nato smo postopek ponovili $e pri
drugem pripravku, Stomp-u. Tudi pri tem smo za 100-odstotni odmerek v erlenmajerico s
100 ml gojis¢a odpipetirali 0,5 ml pripravka, za 75-odstotni odmerek 0,375 ml, za 50-
odstotni odmerek 0,25 ml ter za 25-odstotni odmerek 0,125 ml.

Erlenmajerice z gojis¢em ter odmerjenimi pripravki smo dali na magnetno mesalo, kjer
smo pri temperaturi meSalne plosée 60 °C vse skupaj dobro premesali, da smo pripravek
enakomerno razporedili po celotnem gojis¢u. V brezprasni komori Smo gojis€a s
pripravkom iz erlenmajeric razlili v sterilne petrijevke. Koli¢ina iz ene erlenmajerice je
morala zadoSCati za pripravo 6 agarnih ploS¢ v petrijevkah, kar predstavlja eno
obravnavanje. V vsako petrijevko smo nalili priblizno 15 ml. Postopek smo ponovili za vse
temperaturo. Od tega je bilo po 6 petrijevk za vsako temperaturo kontrolnih, kar pomeni,
da je bil v teh le PDA gojis¢e brez dodanih herbicidov.

Na pripravljene agarne plos¢e smo na sredino nacepili koscke 14 dni stare kulture glive
Beauveria bassiana, ki je bila gojena na PDA gojiscu pri temperaturi 25 °C. Kos¢ki, ki
smo jih cepili na plos¢e so imeli premer 5 mm. Postopek je bil enak za vseh 108 agarnih
plos¢. Nato smo petrijevke zatesnili s parafilmom, ter jih oznadili (dodani pripravek,
koncentracija dodanega pripravka, temperatura komore, zaporedna Stevilka petrijevke v
posameznem obravnavanju). Vse skupaj smo nato inkubirali 14 dni v dveh rastnih
komorah, pri dveh razli¢nih temperaturah, 15 °C in 25 °C, ter pri 60-odstotni relativni
zracni vlagi.

3.2 MERITVE IN OBDELAVA PODATKOV

Prirast micelija B. bassiana smo opazovali po 7- in 14-dneh. Po 7-dneh inkubacije smo
izmerili premer po Sirini ter dolzini in ob¢rtali zunanji rob, isto smo nato ponovili Se po 14-
dneh. Po 14-dneh smo petrijevke dokonéno preucili tako, da smo jih po obravnavanjih
postavili skupaj na opti¢ni Citalnik, ter jih posneli, nato pa s pomoc¢jo analizatorja slike
(Nikon NIS Elements BR 2.30) ugotavljali povrSinske priraste micelija. Vse zbrane
podatke smo prenesli v racunalniski program Excel, ter jih uredili v tabele, nato pa jih
statisticno obdelali s pomocjo programa Statgraphics Plus; Student — Newman — Keuls
testa pri 5-odstotnem tveganju.

13
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Glede na dobljene rezultate smo nato izra¢unali odstotek inhibicije, po naslednji formuli:
I=%2+100 .. (1)

I (%) — odstotek inhibicije; K — povrSina micelija v kontrolnem obravnavanju; H — povr§ina micelija v
obravnavanju s herbicidom

Dobljeni odstotki inhibicije nam povejo stopnjo Skodljivosti, ki obsegajo Stiri razrede:

1 = neskodljiv (< 25-odstotna inhibicija rasti), 2 = rahlo skodljiv (25 — 50 %), 3 = zmerno
Skodljiv (51 — 75 %), 4 = Skodljiv (> 75 %) (Sterk in sod., 2003).

Glede na odstotek inhibicije smo obravnavanja (odmerke) obeh uporabljenih herbicidov
razvrstili v posamezne razrede glede skodljivosti.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Preucevali smo vpliv dveh izbranih herbicidov na rast micelija entomopatogene glive B.
bassiana v razlicnih koncentracijah ter pri dveh razlicnih temperaturah. PovrSino
prirastlega micelija smo zmerili po 7- in 14-dneh po nacepljenju glive, s pomocjo
racunalniSkega programa (Nikon NIS Elements BR 2.30). Dobljene podatke smo nato Se
statisti¢no obdelali s pomo¢jo Student — Newman — Keuls testa pri 5-odstotnem tveganju.
Dobili smo podatke o povprecni inhibiciji rasti micelija glive B. bassiana, pri razli¢nih
delezih (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) priporo¢enega poljskega odmerka herbicida v gojisce.

V preglednici 2 so zbrani podatki o povpreéni inhibiciji glive po 7- in 14-dneh pri
temperaturi 15 °C. Povpre¢no inhibicijo smo izrac¢unali iz vseh ponovitev, ki smo jih
naredili za posamezni odmerek pripravka pri posamezni temperaturi. Glede na dobljene
rezultate povpre¢ne inhibicije Smo posamezna obravnavanja (odmerke) obeh herbicidov
uvrstili v enega izmed Stirih razredov glede na stopnjo Skodljivosti (Sterk in sod., 2003).
Ugotovili smo, da tako pripravek Boxer kot tudi Stomp delujeta zelo inhibitorno na glivo
B. bassiana, ne glede na dodan odmerek, ki je bil v nasem primeru od 25 % pa do 100 %.
Obstajajo pa statisticno znalilne razlike med obema pripravkoma in kontrolnim
obravnavanjem. Ne glede na temperaturo in odmerek herbicida, ki je bil dodan gojiscu,
pripravek Boxer (prosulfokarb) deluje veliko bolj inhibitorno na rast micelija glive kot
pripravek Stomp (pendimetalin).

Preglednica 2: Povpreéna inhibicija rasti micelija glive B. bassiana pri pripravkih Boxer in Stomp, v
razliénih odmerkih po 7- in 14-dneh pri temperaturi 15 °C v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem

Pripravek Odmerek Povprecna Stopnja Povprecna Stopnja
[96] inhibicija po Skodljivosti* inhibicija po Skodljivosti*
7-dneh [%] 14-dneh [%0]
25 97,36 4 95,85 4
Boxer 50 99,36 4 97,77 4
75 99,64 4 97,42 4
100 99,37 4 97,57 4
25 83,48 4 61,21 3
Stomp 400SC 50 83,57 4 66,93 3
75 76,67 4 77,29 4
100 87,71 4 76,67 4

1 = neskodljiv (< 25-odstotna inhibicija rasti), 2 = rahlo $kodljiv (25 — 50 %), 3 = zmerno $kodljiv (51 — 75
%), 4 = skodljiv (> 75 %) (Sterk in sod., 2003)
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Pri obravnavanju, kjer smo dodali v gojis¢e herbicid Boxer (prosulfokarb) je bila ze po 7-
dneh skodljivost najvecja, torej 4. Povprecna inhibicija pri 25-odstotnem odmerku je bila
97,36 %, pri 50-odstotnem odmerku 99,36 %, pri 75-odstotnem odmerku 99,64 % in pri
100-odstotnem odmerku 99,37 %. Statisti¢na analiza je pokazala, da med posameznimi
inhibicijami rasti pri vseh §tirih odmerkih, ni statisti¢no znacilnih razlik. Po 14-dneh se je
inhibicija nekoliko zmanjsala (slika 4), kar je posledica hitrejSe rasti glive in prilagoditve
na gojisce. Stopnja Skodljivosti je bila kljub temu za vse $tiri odmerke herbicida $e vedno
najvecja. Pri 25 % priporo¢enega odmerka je bila inhibicija prirasta micelija 95,85 %. Pri
50-odstotnem odmerku je bila inhibicija prirasta micelija 97,77 %, nato pa se je nekoliko
zmanj$ala in dosegla pri 75 % priporo¢enega poljskega odmerka 97,42 %. Pri 100-
odstotnem odmerku pa je inhibicija znaSala 97,57 %. Tudi tukaj smo ugotovili, da
statisti¢no znacilnih razlik med odstotki inhibicije po odmerkih ni.

B bB
b b
b C
B
B
Boxer Boxer Boxer Boxer Stomp Stomp Stomp Stomp

25% 50% 75% 100 % 25% 50% 75% 100%
Odmerek herbicida [%6]

100 b B b B
75
50

l

H 7 dni
14 dni

Povprecna inhibicija [%]

25

Slika 4: Povpre¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7- in 14-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida Boxer in Stomp, pri temperaturi 15 °C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi. Razli¢ne ¢rke nad
stolpci prikazujejo statistino znadilne razlike v prirastu micelija po istem ¢asu rasti micelija glive in
razli¢nih koncentracijah dodanega herbicida, znotraj enega pripravka (male po 7-dneh, velike po 14-dneh).
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Slika 5: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassiana v petrijevkah brez dodanega prosulfokarba
(levo) in v petrijevkah z dodanim 75-odstotnim poljskim odmerkom prosulfokarba (desno) pri temperaturi 15
°C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi.

Pri herbicidu Stomp 400SC (pendimetalin) je bila inhibicija rasti micelija nekoliko manjsa,
predvsem po 14-dneh pri temperaturi 15 °C (slika 4). Meritve opravljene po 7-dneh rasti
glive so pokazale, da ni statisticno znaéilnih razlik med inhibicijo med posameznimi
odmerki. Ne glede na odmerek herbicida (25 %, 50 %, 75 % in 100 %) je bila inhibicija
tako velika, da se je pripravek Stomp uvrstil v Cetrti razred skodljivosti. Pri 25-odstotnem
odmerku je bila inhibicija 83,48 %, pri 50-odstotnem 83,57 %, pri 75-odstotnem 76,67 %
in pri 100-odstotnem odmerku 87,71 %. Po $tirinajstih dneh rasti glive B. bassiana, pa so
se pokazale statisticno znaclilne razlike med inhibicijami glede na dodani odmerek
herbicida. Statisti¢no znacilne razlike med prirastom micelija so bile pri 25-odstotnem in
50-odstotnem odmerku herbicida v primerjavi z 75-odstotnim in 100-odstotnim odmerkom
herbicida. Inhibicija pri 25-odstotkih priporo¢enega poljskega odmerka je znasala 61,21%,
za 50-odstotni odmerek pa 66,93 %, kar po stopnji $kodljivosti pomeni, da sta oba
odmerka zmerno $kodljiva. Inhibicija za 75-odstotni odmerek je bila 77,29 %, za 100-
odstotni odmerek pa 76,67 %, kar pomeni, da sta ti dve koncentraciji herbicida skodljivi in
s tem neprimerni za so¢asno uporabo z glivo B. bassiana.
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Slika 6: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassiana v petrijevkah brez dodanega pendimetalina
(levo) in v petrijevkah z dodanim 75-odstotnim poljskim odmerkom pendimetalina (desno) pri temperaturi 15
°C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi.

V spodnjih dveh grafih (slika 7 in 8) imamo prikazano primerjavo med obema
uporabljenima pripravkoma Boxer in Stomp. Slika 7 prikazuje povpre¢no inhibicijo rasti
glive B. bassiana po 7-dneh rasti pri temperaturi 15 °C in 60-odstotni r.z.v. glede na
uporabljeni odmerek posameznega herbicida, ki je znasal od 25 % pa do 100 %
priporo¢enega poljskega odmerka. Pripravek Stomp deluje nekoliko manj inhibitorno od
pripravka Boxer, obstajajo tudi statisticno znaéilne razlike med obema pripravkoma.
Znotraj posameznega pripravka pa statisti¢no znacilnih razlik ni, kar pomeni, da nobeden
izmed uporabljenih odmerkov pripravka Stomp ali Boxer ni primeren za so¢asno uporabo z
entomopatogeno glivo B. bassiana. To prikazujejo tudi ¢rke nad stolpci v grafu.



Lokar S. Ucinek prosulfokarba in pendimetalina na rast in razvoj entomopatogene glive Beauveria bassiana ... Vuill.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2013

100

b b b
c
c c
80 <

60

W Boxer
40

Stomp
20
0

25% 50 % 75 % 100 %
Odmerek herbicida [%]

Povprecna inhibicija po 7 dneh [%]

Slika 7: Povpre¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida (Boxer oziroma Stomp) pri temperaturi 15 °C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi. Razli¢ne ¢rke
nad stolpci prikazujejo statisti¢no znacilne razlike v prirastu micelija med dvema pripravkoma pri enakem
odmerku in med razliénimi odmerki istega herbicida.

Slika 8 prikazuje povpre¢no inhibicijo rasti glive B. bassiana po 14-dneh rasti pri
temperaturi 15 °C in 60-odstotni r.z.v. glede na uporabljeni odmerek posameznega
herbicida. Tudi po 14-dneh pripravek Stomp deluje nekoliko manj inhibitorno in obstajajo
statisticno znacilne razlike med obema pripravkoma. Prav tako pa obstajajo statisti¢no
znacilne razlike znotraj pripravka Stomp, kar prikazujejo razlicne ¢rke nad stolpci (c in d).
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Slika 8: Povpre¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 14-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida (Boxer oziroma Stomp) pri temperaturi 15 °C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi. Razli¢ne ¢rke
nad stolpci prikazujejo statisticno znadilne razlike v prirastu micelija med dvema pripravkoma pri enakem
odmerku in med razliénimi odmerki istega pripravka.

Preglednica 3: Povprecna inhibicija rasti micelija glive B. Bassiana pri pripravkih Boxer in Stomp, v
razliénih odmerkih po 7- in 14-dneh pri temperaturi 25 °C v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem

Pripravek Odmerek Povpreéna Stopnja Povprecna Stopnja
[90] inhibicija po $kodljivosti* inhibicija po $kodljivosti*
7-dneh [%0] 14-dneh [%0]
25 96,19 4 96,28 4
Boxer 50 98,08 4 96,83 4
75 99,02 4 97,89 4
100 99,42 4 98,24 4
25 81,29 4 76,92 4
Stomp 4005C 50 81,69 4 79,93 4
75 86,10 4 82,17 4
100 87,57 4 83,85 4

1 = neskodljiv (< 25-odstotna inhibicija rasti), 2 = rahlo $kodljiv (25 — 50 %), 3 = zmerno $kodljiv (51 — 75
%), 4 = skodljiv (> 75 %) (Sterk in sod., 2003)

V preglednici 3 so zbrani podatki o povpreéni stopnji inhibicije rasti micelija glive po 7- in
14-dneh pri temperaturi 25 °C. Tudi pri Vvis§ji temperaturi oba pripravka, tako Boxer kot
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tudi Stomp delujeta zelo inhibitorno na rast micelija glive. Inhibicija rasti glive je pri
pripravku Boxer (prosulfokarb), ne glede na uporabljen odmerek zelo velika. Pri 25-
odstotnem odmerku znasa ze kar 96,19 %, pri 50 % je malenkost vecja in sicer 98,08 %,
pri 75-odstotnem odmerku naraste na 99,02 % in pri 100-odstotnem odmerku na 99,42 %.
Stopnja inhibicije za vse Stiri odmerke uvrsca pripravek v 4. razred Skodljivosti po lestvici
Sterk in sod. (2003). Po 14-dneh se je inhibicija ve¢inoma nekoliko zmanjsala, kar je
razvidno iz slike 8. Do ve¢jih sprememb pri stopnji $kodljivosti Kljub temu ni prislo, saj je
poljskem odmerku je bila inhibicija 96,28 %, pri 50-odstotnem odmerku 96,83 %, pri 75-
odstotnem odmerku 97,89 % in pri 100-odstotnem odmerku 98,24 %.
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Slika 9: Povpreéna inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7- in 14-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida Boxer in Stomp, pri temperaturi 25 °C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi. Razli¢ne érke nad
stolpci prikazujejo statisticno znacilne razlike v prirastu micelija po istem Casu rasti micelija glive in
razli¢nih koncentracijah dodanega herbicida, znotraj enega pripravka (male po 7-dneh, velike po 14-dneh).
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Slika 10: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassiana v petrijevkah brez dodanega prosulfokarba
(levo) in v petrijevkah z dodanim 75-odstotnim poljskim odmerkom prosulfokarba (desno) pri temperaturi 25
°C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi.

Tudi pripravek Stomp (slika 9) zelo zavira rast glive, vendar je povprec¢na inhibicija
nekoliko manjsa kot pri Boxerju. Po 7-dneh je inhibicija pri 25-odstotnem odmerku
pripravka znasala 81,29 %, pri 50 % odmerka 81,69 % in pri 75 % odmerka 86,10 %. Pri
100-odstotnem odmerku pripravka je znasala ze 87,57 %. Dobljeni odstotki inhibicije rasti
micelija glive nam povedo, da pripravek Stomp, ne glede na odmerek, mocno zavira rast
micelija (4. razred — skodljiv). Po 14-dneh rasti glive B. bassiana so bili rezultati sledeci:
pri 25-odstotnem odmerku herbicida je bil odstotek inhibicije 76,92 %, pri 50-odstotnem
odmerku 79,93 %, pri 75-odstotnem odmerku 82,17 % in pri 100-odstotnem priporocenem

ey e

Skodljivosti.
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Slika 11: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassiana v petrijevkah brez dodanega pendimetalina
(levo) in v petrijevkah z dodanim 75-odstotnim poljskim odmerkom pendimetalina (desno) pri temperaturi 25
°C in 60-odstotni relativni zra¢ni vlagi.

Oba uporabljena pripravka smo primerjali tudi pri temperaturi 25 °C in 60-odstotni r.z.v.,
tako po sedmih kot tudi po Stirinajstih dneh. Rezultati so bili podobni kot pri niZji
temperaturi. Pri obeh primerjavah je iz spodnjih dveh grafov (slika 12 in 13) razvidno, da
statisticno znacilni razlik znotraj posameznega pripravka, ne glede na trajanje rasti ni.
Obstajajo pa statisticno znacilne razlike med uporabljenima herbicidoma.
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Slika 12: Povpreé¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida (Boxer oziroma Stomp) pri temperaturi 25 °C in 60-odstotni relativni zraéni vlagi. Crke nad stolpci
prikazujejo statisti¢no znacilne razlike v prirastu micelija med dvema pripravkoma pri enakem odmerku in
med razlicnimi odmerki istega pripravka.
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Slika 13: Povpre¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 14-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida (Boxer oziroma Stomp) pri temperaturi 25 °C in 60-odstotni relativni zraéni vlagi. Crke nad stolpci
prikazujejo statisticno znacilne razlike v prirastu micelija med dvema pripravkoma pri enakem odmerku in
med razli¢nimi odmerki istega pripravka.

Grafi¢no smo podatke obdelali tudi po obeh temperaturah, tako da smo dobili primerjavo
med stopnjo inhibicije rasti micelija glive B. bassiana in uporabljenim odmerkom
herbicida (Boxer in Stomp) glede na temperaturo pri kateri smo glivo gojili. Rezultati so
prikazani v spodnjih grafih (slika 14 in 15).
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Slika 14: Povpre¢na inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 7-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida Boxer in Stomp pri dveh razli¢nih temperaturah, 15 °C in 25 °C ter 60-odstotni relativni zraéni
vlagi. Razli¢ne ¢rke nad stolpci prikazujejo statistiéno znaéilne razlike v prirastu micelija med razli¢énima
temperaturama pri enakem odmerku in med razli¢nimi odmerki herbicida pri enaki temperaturi.
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Slika 15: Povpreéna inhibicija rasti micelija glive B. bassiana po 14-dneh glede na uporabljeni odmerek
herbicida Boxer in Stomp pri dveh razli¢nih temperaturah, 15 °C in 25 °C ter 60-odstotni relativni zra¢ni
vlagi. Razli¢ne ¢rke nad stolpci prikazujejo statisti¢no znadilne razlike v prirastu micelija med razli¢nima
temperaturama pri enakem odmerku in med razli¢nimi odmerki herbicida pri enaki temperaturi.
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Iz zgornjih dveh grafov (slika 14 in 15) je razvidno, da na stopnjo inhibicije rasti glive B.
bassiana, pri aktivni snovi prosulfokarb (Boxer), nima bistvenega vpliva niti temperatura,
pri kateri gojimo glivo, niti ¢as rasti glive. Rezultati inhibicije so bili zelo podobni in brez
veéjih odstopanj pri obeh temperaturah (15 °C in 25 °C) tako po sedmih kot Stirinajstih
dneh.

Nekoliko vecji vpliv na rast in razvoj glive ima temperatura in Cas rasti pri aktivni snovi
pendimetalin (Stomp), vendar tudi tu ni nekih bistvenih odstopanj, ki bi pripomogle k
temu, da bi pripravek lahko potrdili kot primeren za souporabo z glivo B. bassiana.

Dobljeni rezultati kazejo na to, da statistino znacilnih razlik znotraj pripravkov Boxer in
Stomp skorajda ni. Statisticno znacilne razlike so se pokazale le pri pripravku Stomp, po
14-dneh rasti glive B. bassiana, pri temperaturi 15 °C. Obstajajo pa statisticno znacilne
razlike med obema pripravkoma, pri obeh temperaturah (15 °C in 25 °C) in pri obeh
dolzinah rasti (7 oziroma 14 dni).

Herbicidi so pogosto uporabljene kemikalije za varstvo rastlin, ki imajo lahko pozitivne ali
negativne vplive na neciljne organizme, kot so talne glive in bakterije (Wardle in
Parkinson, 1992). Tla so tista kjer poteka del zivljenjskega cikla mnogih entomopatogenih
gliv. Studije so pokazale, da je pravilna izbira in ume$¢anje pesticidov nujna za omejitev
njihovih Skodljivih u€inkov na entomopatogene glive (Storey in McCoy, 1992).

V raziskavi, ki sta jo opravila Harrison in Gardner (1992) je bil raziskan vpliv Sestih
herbicidov na rast in razvoj glive Beauveria bassiana. Preucevala sta vpliv naslednjih
herbicidov: parakvat, diuron, simazin, glifosat, terbacil in norflurazon. Ugotovila sta, da
komercialna oblika diurona, norflurazona, parakvata, simazina in terbacila oc¢itno inhibira
rast inokuluma glive v tleh.

Ze Gardner in Storey (1985) sta z in vitro testi potrdila, da dvajset od enaindvajsetih
herbicidov pri glivi Beauveria bassiana ovira kalitev konidijev ali rast micelija ali pa
oboje. Ugotovila sta, da komercialne oblike herbicidov diurona, simazina, in terbicila
inhibirajo kalitev glive B. bassiana, vendar nimajo ve¢jega vpliva na rast micelija in vitro.
Ti herbicidi so imeli fungistati¢ni u¢inek na glivo B. bassiana.

Tudi Poprawski in Majchrowicz (1995) sta raziskavala ucinke metolaklora na
entomopatogeno glivo B. bassiana in ugotovila, da aktivha snov deluje na glivo
fungistati¢éno. To sta z podobnim herbicidom dokazala tudi Celar in Kos (2012a), ki sta
preizkusala ucinek S-metolaklora in ugotovila, da tudi ta zavira rast micelija glvive B.
bassiana (93 %). V obeh raziskavah sta bila uporabljena podobna herbicida, koncentracije
ki so bile uporabljene, pa so bile v drugi raziskavi nekoliko manjse.

Celar in Kos (2012b) sta preucevala u¢inek Sestih herbicidov (amidosulforon, dikamba,
metribuzin, piridat, S-metaklor in tembotrion) na rast micelija entomopatogene glive B.
bassiana. V gojis¢a sta dodala razliéne koncentracije herbicidov (0 % - 100 %) ter
opazovala rast glive. Ugotovila sta, da ima vseh Sest herbicidov razli¢no intenziven
fungistati¢ni u¢inek, ki je odvisen od herbicida kot tudi od odmerka.

V raziskavah Todorove in sod. (1998) so rezultati pokazali, da agrokemikalije na splosno
bistveno vplivajo na rast micelija in sporulacijo glive B. bassiana in vitro. Vseh Sest
preizkusenih fungicidov (klortalonil, maneb, tiofaant-metil, mankozeb,
metalaksil+mankozeb in cineb) je zmanjsalo rast micelija v teko¢i kulturi in na trdnem
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gojiscu tvorbo konidijev glive B. bassiana. Klortalonil, mankozeb, maneb in cineb so
fungicidi s sirokim spektrom delovanja, saj se uporabljajo za zatiranje Stevilnih glivi¢nih
bolezni in zato se je tudi pricakovalo, da bodo zavirali rast glive B. bassiana.

Zaviranje rasti micelija ni nujno pokazatelj zmanjSanja sporulacije ali prezivetja konidijev
in obratno (Zimmermann, 1975).

V eni izmed raziskav so Morjan in sod. (2002) ugotovili, da na fungicidno delovanje
pripravkom, poleg aktivne snovi vpliva tudi formulacija pripravka, kar pomeni, da
rezultatov raziskav za pripravek z neko aktivno snovjo ne moremo upoStevati pri vseh
pripravkih s to aktivno snovjo.
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5 POVZETEK IN SKLEPI

Bioti¢no varstvo ali bioti¢no zatiranje rastlinam S$kodljivih organizmov je nacin, ki
uporablja zive koristne organizme (parazitoide, entomopatogene ogorcice, entomopatogene
glive, itd.) za obvladovanje populacij $kodljivih organizmov, tem zmanjsujejo Skodo, ki bi
jo povzro¢ili.

Izpopolnjevanje znanja s podrocja bioti¢nega zatiranja skodljivcev je vse bolj pomembno,
Se posebej na obmocjih, kjer je uporaba fitofarmacevtskih sredstev omejena (npr. razvoj
odpornosti $kodljivih organizmov na FFS) ali prepovedana, na primer vodovarstvena
obmocja. V ta namen se razvijajo FFS na podlagi bioti¢nih agensov, med njimi tudi glive
Beauveria bassiana, ki so uporabni proti ve¢ razli¢nim vrstam $kodljivcev, med drugim
tudi proti hros¢em, listnim uSem, li¢inkam metuljev, strunam in drugim.

V diplomskem delu so predstavljeni rezultati nasSih raziskav na dveh herbicidih, ki se
obicajno uporabljata v slovenski rastlinski pridelavi. Preucevali smo vpliv dveh talnih
herbicidov, Boxer z aktivno snovjo prosulfokarb in Stomp 400 SC z aktivno snovjo
pendimetalin, na rast micelija entomopatogene glive Beauveria bassiana. Poskus je potekal
v laboratoriju, kjer smo pripravili PDA gojisce, v katerega smo dodali razli¢ne deleze (%)
priporocenega poljskega odmerka posameznega herbicida. Vsak herbicid je bil dodan v
petih koncentracijah in sicer 0, 25, 50, 75, 100 %, v $estih ponovitvah. Na gojis¢a smo nato
nacepili glivo B. bassiana, ter vse skupaj gojili pri dveh temperaturah, 15 in 25 °C. Po 7-
ter 14-dneh smo ugotavljali prirast micelija, z obértavanjem zunanjega roba posameznega
micelija. Nato smo po 14-dneh s pomocjo Citalca posneli sliko vseh obravnavanj in jih
obdelali s pomo¢jo rac¢unalniskega programa Nikon NIS Elements BR 2.30, ki nam je
podal povrSino micelija glive po 7- in 14-dneh. Dobljene rezultate smo nato obdelali Se
statisticno s programom Statgraphics Plus; Student — Newman — Keuls testa pri 5-
odstotnem tveganju. Z rezultati, ki smo jih dobili, smo izracunali $e odstotek inhibicije
rasti micelija v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem.

Oba uporabljena herbicida, tako Boxer (prosulfokarb) kot tudi Stomp 400 SC
(pendimetalin) zelo zavirata rast entomopatogene glive Beauveria bassiana, saj je bila
inhibicija ne glede na temperaturo in odmerke herbicidov nad 60 %, kar po stopnji
Skodljivosti pomeni zmerno $kodljiv oziroma $kodljiv. Na inhibicijo v ve¢ji meri ne vpliva
niti temperatura (15 °C in 25 °C), niti ¢as gojenja glive.

Prosulfokarb ima zelo inhibitoren vpliv na rast micelija glive ne glede na dodan odmerek
pripravka, ki je bil od 25 % do 100 % priporocenega poljskega odmerka. Na zaviralni
uc¢inek herbicida ni vplivala niti temperatura, saj je bil odstotek inhibicije velik (nad 95 %)
ne glede na to ali smo imeli gojis¢a z glivo pri temperaturi 15 °C ali 25 °C. Prav v vseh
primerih je bil odstotek inhibicije od 95 do 99,64 %.

Pendimetalin nekoliko manj zavira rast micelija glive kot prosulfokarb, vendar je odstotek
inhibicije e vedno v vecini primerov tako velik, da je po stopnji Skodljivosti uvrscen v 4.
razred, izjemi sta le dve koncentraciji in sicer, 25 % in 50 % priporo¢enega poljskega
odmerka pri temperaturi 15 °C. Vendar sta tudi ta dva odstotka inhibicije vecja od 60 %,
kar po stopnji Skodljivosti pomeni zmerno skodljiv (3. razred). Rast micelija glive je pri
uporabi pendimetalina zavirana v obmocju od 60 do 88 %.
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Laboratorijska raziskava je pokazala, da oba uporabljena herbicida, tako Boxer
(prosulfokarb) kot tudi Stomp 400 SC (pendimetalin) moc¢no zavirata rast micelija
entomopatogene glive Beauveria bassiana, saj je bila dokazana inhibicija rasti, ne glede na
temperaturo (15 °C in 25 °C), nad 60 %, kar ju uvr$¢a po Skodljivosti v razreda zmerno
Skodljiv oziroma Skodljiv. Temperatura v vecji meri ne vpliva na inhibicijo.

Med obema pripravkoma v stopnji inhibicije rasti micelija obstajajo statisti¢no znacilne
razlike, ki potrjujejo, da ima, ne glede na temperaturo (15 °C in 25 °C), pripravek Boxer
(prosulfokarb) bolj inhibitorni uc¢inek na rast glive Beauveria bassiana kot pripravek
Stomp 400 SC (pendimetalin).

Da bi lahko dobljene laboratorijske rezultate potrdili, jih moramo izvesti tudi v naravnih
razmerah na polju, saj moramo vedeti, da razmer v laboratoriju ne moremo primerjati kaj
Sele enaditi z zunanjimi, naravnimi razmerami, ki bi botrovale poljskemu poskusu. Sele s
poljskim poskusom bi lahko laboratorijske rezultate dokonéno potrdili ali zavrnili.
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