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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
HOS hlapne organske snovi
EO  entomopatogene ogorcice
IL infektivne li¢inke
Kl kemotropi¢ni indeks
FFS fitofarmacevtsko sredstvo
ITD intako dalje
DDT dikloro-difenil-trikloroetan
SIG strategija iskanja gostitelja

CI Cas izpostavljenosti

kHOS koncentracija hlapne organske snovi
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1 uvoD
1.1 VZROK ZA RAZISKAVO

Entomopatogene ogorcice (EO) so organizmi, ki se uporabljajo v programih bioti¢nega
varstva rastlin. Uvr§¢amo jih med parazite zuzelk (Laznik in Trdan, 2011). Multitrofi¢ni
sistem lahko sestavljajo rastlina, ZuZzelka in njen naravni sovrazniki. Z razumevanjem
odnosov med razli¢nimi troficnimi nivoji se znanost ukvarja Sele malo ¢asa (Takabayashi
in Dicke, 1996; Gosset in sod., 2009). Rasmann in sod. (2005) so kot prvi porocali o
obstoju kemi¢ne komunikacije med EO (vrsta Heterorhabditis megidis) in koreninami
rastline (koruza). Stevilne tuje (Rasmann in Turlings, 2008; Ali in sod., 2010; Turlings in
sod., 2012) in domace raziskave (Laznik in Trdan, 2013, 2016) so kasneje potrdile obstoj
kemi¢ne komunikacije med rastlinami, ZuZelkami in EO.

Tla predstavljajo naravni habitat EO, ki jih sistematiéno uvr§¢éamo v druzini
Steinernematidae in Heterorhabditidae. Njihova uporabna vrednost, predvsem kot nacin
biotiCnega varstva rastlin pred gospodarsko pomembnimi zuZel¢jimi vrstami, je dobro
poznana (Laznik in sod., 2010; Laznik in Trdan, 2011). Infektivne li¢inke (IL) EO
predstavljajo parazitsko stopnjo ogoréice, ki v svojem telesu (Crevesnih veziklih) nosi
simbiontske bakterije. Ob vstopu IL v telo zuZzelke se zacnejo sproscati simbiontske
bakterije, ki s svojimi toksini povzro€ijo oslabitev imunskega sistema zuzelk, ki navadno
poginejo v obdobju od 24 do 72 ur po infekciji z EO (Laznik in Trdan, 2011).

V evoluciji so EO razvile razli¢ne nacine (strategije) iskanja svojih gostiteljev (zuzelk)
(Lewis, 2002; Campbell in sod., 2003). Poznamo vrste EO, ki svojega gostitelja iS¢ejo
aktivno. V tleh se premikajo in sledijo kemi¢nemu signalu, npr. gradientu koncentracije
CO,, katerega koli¢ina je povecana zaradi presnovne aktivnosti gostitelja. Ta nacin iskanja
gostitelja so razvile EO vrst Heterorhabditis bacteriophora in Steinernema kraussei
(Lewis, 2002). Obstajajo tudi vrste (S. carpocapsae), ki svojega gostitelja i§¢ejo pasivno.
Za omenjeno vrsto je namre¢ znacilno, da se v ¢asu »iskanja« gostitelja postavi na rep in z
migetanjem v svojo blizino privabi zuzelko, v katero nato vstopi (Campbell in sod., 2003).
Evolucijsko se je pri EO razvil tudi tretji, t.i. vmesni nacin iskanja gostitelja. Gre za nacin,
ki zdruzuje tako pasivni kot aktivni nacin iskanja gostitelja, znacilen predvsem za vrsto S.
feltiae (Lewis, 2002).

EO se v tleh gibljejo predvsem tako, da sledijo kemi¢nemu signalu (kemotropizem). S
pomoc¢jo kemotropizma tudi zaznajo svojega gostitelja oz. podrocje, kjer je vecja
verjetnost, da se bo gostitelj nahajal (Lewis, 2002). Raziskave so pokazale, da na gibanje
EO v tleh vpliva ve¢ dejavnikov (CO,, rastlinski izlocki, pH, temperatura, elektri¢ni
potencial, HOS (Burman in Pye, 1980; Grewal in sod., 1993; Rasmann in sod., 2005;
Shapiro-Ilan in sod., 2012).
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Rizosfera predstavlja okolje za veliko Stevilo organizmov (Wenke in sod., 2010).
Raziskave so pokazale, da korenine rastlin izlo¢ajo razli¢ne organske snovi, ki jih lahko
uvrS¢amo med amino Kisline, amide, organske Kkisline, fenole, sladkorje, polisaharide in
proteine vi§jih molekulskih mas (Wenke in sod., 2010). Dokazano je bilo, da se rastline s
HOS branijo pred napadom Zuzelk, patogenimi glivami, bakterijami (Bais in sod., 2006;
Hiltpold in sod., 2011). Hiltpold in sod. (2011) v svoji raziskavi navajajo, da rastlina s
svojimi izlo¢ki spodbuja koristno simbiozo ter alelopatijo.

Med pomembne talne organizme, ki se hranijo s koreninami razli¢nih rastlinskih vrst
uvrs¢amo tudi ogrce. Ogrci so li¢inke hro$¢ev iz druzine Scarabaeidae. V Sloveniji se
najpogosteje pojavlja vrsta poljski majski hros¢ (Melolontha melolontha), ki velja za
gospodarsko zelo pomembno Zuzel¢jo vrsto, ki dela $kodo tako na kmetijskih kot tudi
gozdnih rastlinah (Laznik in Trdan, 2015). Sorodnik poljskega majskega hrosca je tudi
gozdni majski hros¢ (Melolontha hippocastani), ki pa je v Sloveniji manj razsirjen.

1.2  CILJI RAZISKAVE

Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, kako HOS, ki jih izlo¢ajo poskodovani ali
vrste EO; Steinernema feltiae, S. carpocapsae, S. kraussei in Heterorhabditis
bacteriophora. Preucevali smo kemotropi¢ni odziv ogoréic na Sest sinteticnih HOS
(nonanal, dekanal, oktanal, undekan, 6-metil-5-hepten-2-on in 1,2,4-trimetilbenzen), ki jih
izlo¢ajo poskodovani gomolji krompirja. Poskodbe so povzrocili ogrei gozdnega majskega
hros¢a. V raziskavo smo vkljucili tudi HOS 2-etil-1-heksanol, ki jo izlo¢ajo neposkodovani
gomolji krompirja (Weissteiner, 2010). Poskus je potekal pri dveh razli¢nih
koncentracijah, in sicer pri 100 % koncentraciji, ki sicer ne odraza realnega stanja v
rizosferi, ter pri volumski koncentraciji 0,03 ppm, ki je povpre¢na koncentracija hlapnih
snovi 10 cm od koreninskega sistema (Weissteiner in sod., 2012). Odzivnost EO smo
opazovali po 2 in 24-ih urah.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA
Predpostavljali smo, da je odzivnost EO na HOS odvisna od razli¢nih dejavnikov, kot so

strategija iskanja gostitelja, vrste EO, vrste in koncentracije HOS in interakcij, ki potekajo
med omenjenimi dejavniki.
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2 PREGLED DOSEDANJIH OBJAV
2.1 SPLOSNO O EO
2.1.1 Sistematika in morfologija ogorcic

Ogoréice uvri¢amo med najstevilénejSe Zivali na Zemlji. Zivijo v vseh ekosistemih.
Stevilne vrste ogoréic uvri¢amo med parazite ljudi in Zivali (Urek in Hrzi¢, 1998). Poznali
so jih ze v obdobju Starega Egipta. Arheologi so odkrili Eberejev papirus, kjer so opisani
nasveti za odpravljanje tezav, ki jih povzrocajo »gliste« (ogorcice) (Milevoj, 2007).

Ogorcice so valjasti ¢rvi, ki jih uvrs¢amo v kraljestvo Animalia (zivali) in deblo Nemata.
Spadajo v razreda Adenophorea (podrazred Enoplia, Chromadoria) in Secrenentea
(podrazredi Rhabditia, Spiruria, Diplogasteria) (Nguyen in Hunt, 2007). Vrstno
najstevilénejSe so fitoparazitske ogorcice (paraziti rastlin). UvrS¢amo jih v ve¢ rodov
(Ditylenchus, Anguina, Heterodera, Globodera, ...) (Urek in Hrzi¢, 1998). Znane so tudi
ogorcice, ki parazitirajo Zuzelke. Govorimo o entomopatogenih ogorcicah (EO). Beseda je
sestavljenka iz grskih besed entomon (zuzelka) in pathos (bolezen). Ogorcice, ki
parazitirajo zuzelke sistemati¢no uvr$¢amo v dva rodova; Steinernema in Heterorhabditis
(Nguyen in Hunt, 2007).

Telo ogorCic je neclenasto, bilateralno-simetricno. Med posameznimi vrstami ogorcic
obstajajo razlike v njihovi morfologiji. Telo ogor¢ic je lahko limonaste, Crvaste ali
hruskaste oblike. Obicajno je pokrito z ovojnico, ki jo sestavlja kutikula in hipodermis.
Telesna ovojnica telo varuje pred zunanjimi dejavniki. Kutikulo lahko nadalje razdelimo
na epikutikulo, eksokutikulo, mezokutikulo in endokutikulo. Spredaj se nahaja glava z
ustno odprtino, ki je obkroZena s Sestimi ustnicami (Nguyen in Hunt, 2007). Na njih so
izrastki v obliki papil ali s¢etin. Telo se kon¢a z repom, ki je vrstno specifi¢éno oblikovan.
Ker ogor¢ice nimajo nog, jim premikanje omogoca jeguljasto zvijanje telesa (Milevoj,
2007).

2.1.2 Zgodovina uporabe EO

Njihov pomen v bioti¢énem varstvu rastlin pred skodljivimi organizmi so odkrili v ZDA.
Leta 1923 sta nematologa Glaser in Fox nasla ogor€ico, ki je parazitirala hrosca vrste
Popillia japonica Newman. Istega leta jo je raziskovalec Steiner poimenoval Aplectana
kraussei. Kasneje je nematolog Travassos preimenoval rod Aplectana v Steinernema
(Gaugler, 2002). Kmalu po odkritju prve vrste so raziskovalci zaceli preucevati nacine
njihovega namnozevanja. Glaser je razvil na¢in gojenja EO z metodo »in vitro«. S tako
namnozenimi EO je leta 1939 izvedel prvi poljski poskus v New Jersey-ju za zatiranje
vrste Popillia japonica (Gaugler in Kaya, 1990).
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V casu po drugi svetovni vojni se je v kmetijstvu mo¢no razmahnila uporaba sinteti¢nih
fitofarmacevtskih sredstev (FFS). Po odkritju skodljivosti le-teh na okolje (Rachel Carson
je v knjigi Nema pomlad izpostavila negativno plat insekticida DDT) (Carson, 1972) so
raziskovalci Sirom sveta zaceli iskati alternative v varstvu rastlin. V osemdesetih letih
prejSnjega stoletja je tako ponovno zazivela ideja o bioticnem varstvu rastlin in uporabi
EO, kot enem izmed nacinov varstva rastlin (Koppenhofer in Kaya, 2002).

EO in njihove simbiontske bakterije znanstveniki preucujejo v ve¢ kot 40 drzavah sveta.
Njihova uporaba v kmetijstvu dosega vedno veéje razseznosti. Uporabljajo se tako za
zatiranje Skodljivih zuzelk v sadjarstvu, okrasnem cvetju, rekreacijskih povrsinah,
poljedelstvu in zelenjadarstvu (Grewal in sod., 2005).

2.1.3 Biologija EO

EO sistemati¢no uvrS¢amo v druzini Steinernematidae in Heterorhabditidae. Za omenjene
organizme je znacilno, da parazitirajo zuzelke. EO Zivijo v soZitju z bakterijami iz rodu
Photorhabdus (rod Heterorhabditis) in Xenorhabdus (rod Steinernema). Sposobnost
infekcije imajo le t.i. infektivne li¢inke (IL), ki predstavljajo 3. larvalno stopnjo EO
(Gaugler, 2002). Za IL je znacilno, da v svojih ¢revesnih veziklih nosijo simbiontske
bakterije. V omenjeni fazi lahko ogorc¢ica tudi prezivi neugodne okoljske razmere. Ob
vstopu EO v ZuZel¢je telo (hemolimfni sistem), se pri€no sproScati bakterije. Te
proizvajajo toksine, ki oslabijo imunski sistem Zuzelk. Gostitelj] navadno pogine zaradi
odpovedi notranjih organov v obdobju od 24 do 72 ur po infekciji. Odnos, ki so ga
ogorcice razvile z bakterijami, je simbiontsko-mutualisticen (Gaugler, 2002). Sobivanje
obeh organizmov je kljunega pomena, da sistem, ki ga sestavljata ogorc¢ica in bakterija,
deluje. EO brez prisotnosti bakterije, ne bi bila sposobna pokoncati svojega gostitelja,
medtem ko bakterija brez ogorcice ni sposobna vstopiti v gostitelja. Raziskovalci so tudi
ugotovili, da bakterija proizvajajo take toksine, ki od razpadajofega se trupla zuzelke
odganja druge organizme, ki bi se s kadavrom Zeleli hraniti. Bakterije so tudi tiste, ki telo
gostitelja razgradijo na take snovi, ki jih lahko ogorcica zauzije (Gaugler, 2002).

2.1.4 EO v Sloveniji

Prve $tudije na podrocju preucevanja EO v Sloveniji so se zacele leta 2001. Vse do leta
2007 so veljale EO za tujerodne organizme, zaradi Cesar so bile vse dotedanje raziskave
omejene le na laboratorijske poskuse. Tako so slovenski raziskovalci v laboratorijskih
poskusih preucili ucinkovitost delovanja EO za zatiranje koloradskega hrosca
(Leptinotarsa decemlineata Say), rastlinjakovega scitkarja (Trialeurodes vaporariorum
Westwood), cvetlicnega resarja (Frankliniella occidentalis Pergande), rizevega zuzka
(Sitophilus granaries L.), bolhacev (Phyllotreta spp.), in Se nekaterih drugih vrst zuzelk
(Laznik in Trdan, 2011). Omenjene raziskave so potrdile, da so lahko EO ucinkoviti
bioti¢ni agensi za zatiranje izbranih ZuZelk, ¢e omejimo omejujoce dejavnike (temperaturni
ekstremi, pomanjkanje vlage, UV sevanje, razvojna stopnja zuzelke) (Laznik in Trdan,
2011).
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Med leti 2006 in 2009 je potekala obsezna Studija, kjer so raziskovalci preucevali
zastopanost EO v Sloveniji. V sklopu raziskave so preucili 570 talnih vzorcev, ki so bili
odvzeti na 114 lokacijah po celotni Sloveniji. Zastopanost EO je bila potrjena v 31 vzorcih
(slika 1), kar je predstavljalo le 5 % analiziranih vzorcev (Laznik in Trdan, 2011). V
Sloveniji so do danes potrdili zastopanost 5 vrst EO; S. feltiae, S. carpocapsae, S. kraussei,
S. affine in H. bacteriophora (Laznik in Trdan, 2011). Njihova implementacija v programe
bioti¢nega varstva rastlin predstavlja alternativo kemi¢nim FFS v varstvu rastlin.

) Steinernema kraussei

Steinernema affine

Slika 1: Dokazana zastopanost EO v Sloveniji (Laznik in Trdan, 2011)
2.1.5 Gibanje EO

EO iS¢e svojega gostitelja le v razvojni fazi IL. Vanj vstopi preko ustne in zadnji¢ne
odprtine, dihal, za vrste iz rodu Heterorhabditis pa je dokazano, da lahko v gostitelja
vstopijo tudi preko njegove kutikule (Gaugler, 2002). Tekom evolucije so EO razvile
razlicne nacine (strategije) iskanja svojih gostiteljev (Lewis, 2002; Campbell in sod.,
2003). Poznamo vrste EO, ki svojega gostitelja iscejo z aktivnim premikanjem. Ta nacin
iskanja gostitelja so razvile EO vrst H. bacteriophora in S. kraussei (Lewis, 2002).
Obstajajo tudi vrste (S. carpocapsae), ki svojega gostitelja iS¢ejo pasivno. Za omenjeno
vrsto je namre¢ znacilno, da se v asu »iskanja« gostitelja postavi na rep in z migetanjem v
svojo blizino privabi zuzelko, v katero nato vstopi (Campbell in sod., 2003). Evolucijsko
se je pri EO razvil tudi tretji, t.i. vmesni nacin iskanja gostitelja. Gre za nacin, ki zdruzuje
tako pasivni kot aktivni nacin iskanja gostitelja, znacilen predvsem za vrsto S. feltiae
(Lewis, 2002). Iskanje gostitelja poteka s pomocjo kemotropizma. Gre za zaznavanje
kemi¢nih signalov v okolju. EO sledijo gradientu izlocenega CO,, temperaturi,
elektricnemu polju, spremembi pH, rastlinskim izlockom in HOS (Burman in Pye, 1980;
Grewal in sod., 1993; Rasmann in sod., 2005; Shapiro-llan in sod., 2012; Laznik in Trdan,
2016).
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2.2  OPIS IZBRANIH VRST EO

2.2.1 Heterorhabditis bacteriophora Poinar

Uvrs¢amo jo med domorodne vrste. Njeno zastopanost so v Sloveniji potrdili na obmocju
Dravograda. Uporablja se za zatiranje poljskega majskega hros¢a (M. melolontha),
jajcastega ril¢karja (Otiorhynchus sulcatus), predstavnikov iz reda dvokrilcev (Diptera),
metuljev (Lepidoptera) in hros¢ev (Coleoptera) (Laznik in Trdan, 2011). IL zivijo v
simbiontsko-mutualisti¢cnem odnosu z bakterijo vrste Photorhabdus luminescens (Nguyen
in Hunt, 2007). Odrasla IL meri med 520 do 600 um. Idealna temperatura za delovanje
vrste je med 20 in 30 °C (Laznik in Trdan, 2011). Svojega gostitelja iS¢e aktivno.

2.2.2 Steinernema feltiae (Filipjev)

V Sloveniji smo njeno zastopanost potrdili v 16 vzorcih. Prva najdba je bila potrjena na
obmocju Cerknice (Laznik in Trdan, 2011). Vrsta je komercialno dostopna in se jo
uporablja za zatiranje razlinih redov (metulji, hrosci, dvokrilci, kozekrilci, resarji,
ravnokrilci). Vrsta zivi v sozitju z bakterijo Xenorhabdus bovienii. Idealna temperatura za
delovanje vrste je med 15 in 20 °C. IL doseze velikost med 700 in 1000 um (Nguyen in
Hunt, 2007). Vrsta je razvila vimesni nacin iskanja gostitelja.

2.2.3 Steinernema kraussei (Steiner)

Njeno zastopanost smo v Sloveniji potrdili na obmocju Gorenjske, blizu vasi Podbrezje
(Laznik in Trdan, 2011). Vrsta je komercialno dostopna in se uporablja predvsem za
zatiranje hroi¢ev. Zivi v simbiontskem odnosu z bakterijo Xenorhabdus bovienii.
Infektivne li¢inke merijo od 700 do 1000 pm. Svojega gostitelja i8¢e aktivno.

2.2.4 Steinernema carpocapsae Weiser

Omenjeno vrsto smo v Sloveniji potrdili v 12 odvzetih vzorcih. Komercialno dostopna
vrsta se uporablja za zatiranje Zuzelk iz rodov hrosc¢ev, metuljev (v metulju vrste Cydia
pomonella so jo prvi¢ tudi odkrili), resarjev in nekaterih vrst dvokrilcev (Laznik in Trdan,
2011). Zivi v simbiontskem odnosu z bakterijo Xenorhabdus nematophila. IL so velike
med 440 in 650 um (Nguyen in Hunt, 2007). Optimalna temperatura za njihovo delovanje
je med 22 in 28 °C. Svojega gostitelja iS¢ejo pasivno.
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Slika 2: Infektivne li¢inke vrste S. feltiae (foto: J. Rupnik)
2.3 KORENINSKI IZLOCKI
2.3.1 Vpliv koreninskih izlo¢kov na trofi¢ne interakcije

Z izrazom rizosfera imenujemo obmodje v tleh, ki obdaja korenine. Tu je prisotna visoka
bioloska aktivnost, ki vpliva na $tevilne trofiéne sisteme (Bais in sod., 2006). Rastline
lahko preko rastlinski izlockov izlo¢ijo do 20 % fotosintetsko vezanega ogljika (Bais in
sod., 2006), s ¢imer vplivajo na bioti¢ne in abioti¢ne dejavnike v tleh. Koreninski izlo¢ki
lahko v tleh tvorijo kelate, vplivajo na spremembo pH tal, povecajo razgradnjo organskih
snovi v tleh s pomocjo povecanega mikrobioloSkega metabolizma. Poleg talnih
organizmov lahko na izloCanje vplivajo tudi abiotski dejavniki. Tako na primer susni stres
vpliva na povecano izlo¢anje ogljikovih molekul (Henry in sod., 2007). Koreninski izlocki
v su$nih razmerah pripomorejo tudi k zadrZzevanju vode in s tem omogocajo stabilizacijo
talnih delcev v rizosferi (Flores in sod., 1999). Poznamo razli¢ne vrste koreninskih
izlockov; od amino kislin do kompleksnih polisaharidov, proteinov, manjSih hlapnih
komponent, ki lahko posredno ali neposredno vplivajo na skupnosti talnih organizmov. Z
izlo€anjem rastlinskih metabolitov se lahko rastline branijo pred koreninskimi Skodljivci
ter patogeni, imajo pa tudi druge pozitivne ucinke kot so uravnavanje mikrobioloske
skupnosti, inhibirajo rast sosednjih rastlin, spodbujajo nastanek koristnih simbioz in
uravnavajo fizikalno-kemijske lastnosti tal (Flores in sod., 1999).
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Rastline so razvile Stevilne naCine s katerimi se branijo pred napadom herbivorov. Lo¢imo
jih na neposredne (direktne) in posredne (indirektne). Med neposredne nacine lahko
uvrS¢amo morfoloske lastnosti (rast dlacic, trnov) in fizioloSke (tvorba sekundarnih
metabolitov). Dicke in Sabelis (1988) sta kot prva omenila moznost posredne obrambe
rastlin pred napadom herbivorov. Gre za princip, kjer rastlina izloca doloc¢ene hlapljive
snovi, ki delujejo kot atraktanti za koristne organizme, ki se hranijo s Skodljivimi
organizmi. Dosedanje raziskave so pokazale, da koristne organizme lahko privablja tako
rastlina kot sam plen (Takabayashi in Dicke, 1996; Bais in sod., 2006). Poleg vizualnih
veliko vlogo igrajo tudi kemicni signali. Med kemicne signale uvrSCamo razliche
sekundarne metabolite rastlin, kot so terpeni, derivati mascobnih kislin, fenil propanoidi in
benzoidi. Govorimo o HOS, ki jih proizvajajo tako poskodovane kot tudi neposkodovane
rastline (Mumm in Dicke, 2010). Te snovi delujejo kot atraktanti/repelenti za razlicne
skupine organizmov (zuzelke, prsice, polze, ogoréice) (Bais in sod., 2006). Na izlo¢anje
HOS vpliva tako vrsta poskodbe (mehanska, herbivorna) kot tudi vrsta herbivora. Gosset in
sod. (2009) navajajo, da rastlina, ki jo poSkoduje li¢inka koloradskega hroséa izlo¢a druge
snovi Kot tista, ki so jo napadle kolonije listnih usi.

2.3.2 Dejavniki, ki vplivajo na koreninsko izlo¢anje

Do koreninskega izlo¢anja lahko pride pod vplivom biotskih in abiotskih dejavnikov. Tako
je koreninsko izloCanje odvisno od vrste rastline, temperature, starosti korenin,
mikroorganizmov in svetlobe (Bais in sod., 2006).

2.3.2.1 Mineralna prehrana rastlin

Med mineralna hranila spadajo tisti kemijski elementi, ki so za rast rastlin nujno potrebni.
Pravimo jim tudi esencialni elementi. Za rastlino je esencialen tisti element brez katerega
ne more zakljuciti Zivljenjskega cikla vse do tvorbe kalivih semen. Za rast in razvoj
potrebujejo rastline razlicne koli¢ine mineralnih hranil, tako so elementi, ki sodelujejo v
Stevilnih presnovnih procesih zastopani v vecjih koli¢inah (Vodnik, 2012).

V tleh se nahajajo mineralna hranila v razliénih dostopnih oblikah. Rastlini so neposredno
na razpolago hranila, ki se nahajajo v talni raztopini, med tem ko sorpcijsko vezane
katione na negativno nabite talne delce, lahko rastline sprostijo v talno raztopino, samo z
aktivnostjo korenin in pove¢anim spros¢anjem vodikovih ionov (H") v okolico. Mineralna
hranila, ki so vezana v organski snovi pa so na razpolago Sele potem, ko se organska snov
razgradi (Vodnik, 2012).

Odlocilno vlogo pri sprejemu mineralnih hranil, Se posebej mikroelementov igrajo razmere
v rizosferi, kot so; koncentracija mineralnih hranil, pH, redoksi potencial, eksudacija ter
mikrobna aktivnost. Tako se lahko pH rizosfere razlikuje za 2-3 enote od pH tal (Vodnik,
2012).



Jagodi¢ A. Preucevanje kemi¢ne komunikacije ... entomopatogenimi ogor¢icami ... gomolji krompirja.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2016

2.3.2.2 Vrsta rastline

Kolic¢ina ter spekter koreninskih izlockov se razlikujejo od rastline do rastline. Bais in sod.
(2006) navajajo razlike med koreninskimi izloCki pSenice in jeCmena, ki se kazejo
predvsem v vsebnosti sladkorjev kot so galaktoza, glukoza in ramnoza. Specifi¢nost
koreninskih izlockov razli¢nih rastlin vpliva le na doloeno skupnost organizmov, kar
lahko vidimo na primeru fitoparazitske ogor¢ice Heterodera rostochiensis, ki reagira samo
na izlocke krompirja, paradiznika in ostalih rastlin iz druzine razhudnikovk (Solanaceae),
medtem, ko izloCki pese (Beta vulgaris L.) in bele gorjusice (Brassica sp.) na njih ne
vplivajo (Bais in sod., 2006).

2.3.2.3 Starost korenin

Raziskave, narejene na grahu in ovsu so pokazale, da se najve¢ amino kislin in sladkorjev
izlo¢a tekom prvih desetih dni rasti (Bais in sod., 2006). Do podobnih ugotovitev so prisli
tudi raziskovalci, ki so preucevali izlocke korenin kumar, paprike in paradiznika (Bais in
sod., 2006). Ugotovili so, da se v zgodnji rastni fazi kumare iz njenih korenin izlo¢a snov
3-pirozolilanin, medtem ko se pri papriki in paradizniku izlo¢a snov tirozin, vendar le v
¢asu zorenja.

2.3.2.4 Temperatura

Izlocanje amino Kkislin, Se posebej asparagina pri paradizniku in podzemni detelji
(Trifolium subterraneum L.) se povecCuje z dvigom temperature. Pri jagodah se asparagin
izlo¢a le pri manjsih temperaturah (med 5 in 10 °C). Raziskovalci so ugotovili, da ravno
zaradi tega najvec¢ patogenov jagode napade pri manjsih temperaturah (Bais in sod., 2006).

2.3.2.5 Mikroorganizmi

Mikroorganizmi lahko vplivajo na prepustnost koreninskih celic, na metabolizem korenin
ter na absorbcijo in izlo¢anje snovi (Hiltpold in sod., 2013). Ugotovljeno je bilo, da lahko
nekatere bakterije, glive in celo nekateri antibiotiki (penicillin) vplivajo na povecano
izlo¢anje skopoletina (6-metoksi-7-hidroksikumarin) pri ovsu (Hiltpold in sod., 2013).
Ugotovili so tudi, da doloceni polipeptidni antibiotiki, kot je polimiksin, ki ga proizvaja
bakterija Bacillus polymyxa, spremenijo celicno prepustnost korenin in s tem povecajo
izloCanje. Dodatne Studije so tudi pokazale, da se je koreninski izlo¢ek pSenice ob
prisotnosti mikroorganizmov v tleh povecal kar za stirikrat (Hiltpold in sod., 2013).
Koli¢ina koreninskega izlo¢anja je odvisna tudi od vrste mikrooragnizmov, ki kolonizirajo
korenine. Na koreninsko izloCanje vplivajo tudi fizioloska aktivnost rastlin, kot So;
fotosinteza, prepustnost membran, transpiracija, izhlapevanje, zaloge ogljika, pomankanje
hranil, citosolna koncentracija, mikoriza in sprostitev mikrobiolosega signal (Hiltpold in
sod., 2013).
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2.3.2.6 Svetloba

Intenzivnost svetlobe pri kateri rastejo rastline, vpliva na ravnovesje snovi, ki se izlo¢ajo v
talno raztopino. Podzemna detelja pri polni dnevni svetlobni intenziteti izlo¢i ve¢ serina,
glutaminske kisline in C-alanina, kot rastline, ki rastejo v 60 % senci (Bais in sod., 2006).
V koreninskih izlo¢kih paradiznika nivo glutaminske Kisline, levcina, fenilalanina,
aspartinske kisline v sen¢nih legah upada. Poleg teh abiotskih dejavnikov na koreninsko
izlo¢anje vplivajo tudi, vlaga, veter, intenzivnost svetlobe, prostor, atmosferski dusik,
ozon, erozija, namakanje, nadmorska visina, lastnosti tal kot so pH, struktura in tekstura
tal, dostopnost vode, kationska in anionska izmenjava, organska snov, odvodnjava in
globina korenin (Hiltpold in sod., 2013).

2.3.2.7 Talni organizmi

Talni organizmi igrajo pomembno vlogo tako v kmetijstvu, kot v naravnih ekosistemih
(Laznik in Trdan, 2015). Reakcija rastlin na napade talnih organizmov je izlo¢anje
terpenov in monoterpenov. Do sedaj raziskovalci $e niso odkrili ali rastlina izlo¢a tovrstne
komponente le ob napadu herbivorov oz. jih ima shranjene v celicah in jih izlo¢i tudi, ko je
izpostavljena fizioloskemu stresu (Hiltpold in sod., 2013). Rastline imajo izoblikovano
morfolosko obrambo, kot so trni, dlacice, encimi, sekundarni metaboliti, katerih prisotnost
ni pogojena s prisotnostjo Skodljiveev. Poznamo tudi induciran nacin obrambe, ki ga
delimo na posredni in neposredni nacin. Neposredni nacin poteka z izloCanjem
sekundarnih metabolitov ob napadu $kodljivcev, posredni pa poteka z izlo¢anjem HOS, Ki
privabljajo naravne sovraznike Skodljivcev (Dicke in Sabelis, 1988). Rastline reagirajo na
razlicne tipe poskodbe drugace (mehanske poskodbe, poskodbe herbivorov), zato tudi
izlo¢ajo razli¢ne komponente. Izlocanje HOS je pogojeno tudi z vrsto Skodljivca (Gosset in
sod., 2009). HOS so pogosto opredeljeni, kot atraktanti ali repelenti za podzemne
¢lenonozce (Laznik in Trdan, 2013, 2016).
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2.4 VPLIV HLAPNIH RASTLINSKIH IZLOCKOV NA TALNO BIOTO

Korenine rastlin izlo¢ajo razli¢ne vrste snovi v tla, ki omogocajo interakcije med rastlinami
in drugimi organizmi (Flores in sod., 1999). HOS naj bi omogocale interakcije na nivoju
rastlina-rastlina (slika 3/1), rastlina-mikrobi (slika 3/2), rastlina-skodljivec (slika 3/3) in
rastlina-skodljivec-plenilec (slika 3/4).

Slika 3: Vpliv hlapnih rastlinskih izlo¢kov na talno bioto (Hiltpold in sod., 2011)
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2.4.1 Opis talnih multitrofi¢nih interakcij

Stevilne raziskave so pokazale, da HOS, ki se izlo&ijo v rizosfero kot posledica napada
talnih organizmov, povzrocijo privabljanje talnih plenilcev (koristnih organizmov). To
pomeni, da HOS predstavljajo »SOS klic« (Rasmann in sod., 2005; Ali in sod., 2010;
Hallem in sod., 2011; Laznik in Trdan, 2013, 2016).

Aratchige in sod. (2004) so ugotovili, da se plenilska prsica Neoseiulus cucumeris odzove
na HOS, ki jih izlo¢ajo &ebulice tulipanov napadene s prico Aceria tulipae. Stevilni avtorji
so dokazali, da Zze zelo majhne koli¢ine koreninskih izlockov privabljajo EO k
poskodovanim koreninam rastlin (Rasmann in sod., 2005; Ali in sod., 2010; Laznik in
Trdan, 2013, 2016). Ali in sod. (2010) porocajo, da od ril¢karja Diaprepes abbreviates
poskodovane Korenine citrusov izlocajo v rizosfero terpene. Nadalje so ugotovili, da
izloene snovi delujejo kot atraktanti za EO S. diaprepesi. Ko so korenine citrusov
mehansko poskodovali, je bil odziv EO na izlocke slabsi.

Rasmann in Turlings (2008) sta v njuni raziskavi ugotovila, da korenine bombaza
(Gossypium herbaceum) izlo¢ajo ve¢ kot 10 razliénih komponent, med katerimi so
prevladovali terpeni. Med izlo¢enimi HOS naj bi terpenoid aristolen najbolj privabljal EO
H. megidis. V omenjeni raziskavi je bil poleg bombaza vkljuéen tudi ¢rni fizol (Vigna
unguiculata), ki je izlocal znatno manjse koli¢ine HOS. Kemotropi¢ni odziv EO h
koreninam ¢rnega fizola je bil v raziskavi znatno manjsi kot v primeru bombaza.

Rasmann in sod. (2005) so ugotovili, da li¢inke koruznega hros¢a (Diabrotica virgifera
virgifera) inducirajo izloCanje terpena E-B-kariofilen (E-B-K) iz korenin koruze (Zea
mays). Njihova raziskava je pokazala, da terpen E-B-K vpliva na EO H. megidis privabilno.
Omenjena raziskava je kot prva predstavila moznost obstoja multitrofi¢ne komunikacije v
tleh (rastlina-skodljivec-plenilec). Vrednost njihove raziskave je Se toliko veéja, saj so
pozitivno korelacijo potrdili tako v poskusih v laboratoriju kot na prostem. V sorodni
raziskavi slovenskih raziskovalcev (Laznik in Trdan, 2011; Laznik in Trdan, 2013) so le-ti
potrdili ugotovitve Svicarskih raziskovalcev in dokazali obstoj terpenov linalool ter o-
kariofilen, ki sta se izlocala iz poSkodovanih korenin koruze in delovala kot atraktanta za
EO S. carpocapsae in H. bacteriophora. Slovenski raziskovalci so multitrofi¢no
komunikacijo dokazali tudi na primeru navadnega korenja (Daucus carota L.), ki je bil
predhodno napaden s strunami (druzina Elateridae). Klju¢na ugotovitev v njihovi raziskavi
je bila ta, da neposkodovane korenine korenja izlo¢ajo snovi, ki na EO delujejo repelento.
To pomeni, da rastlina odda preko kemic¢nega signala v okolje sporocilo, da je zdrava in ne
potrebuje dodatne za$¢ite (Laznik in Trdan, 2016). Zal $¢ vedno veéina HOS, ki so
vpletene v talne multitrofi¢ne sisteme ostajajo neraziskana, razumevanje teh sistemov pa bi
lahko omogocilo optimizacijo postopkov bioti¢nega varstva rastlin v prihodnje.
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2.5 POMEN HLAPNIH KOMPONENT KORENINSKEGA IZLOCKA ZA
RASTLINE

Podobno kot ostale lastnosti rastlin, je tudi izlo¢anje podzemnih HOS dedno pogojena
lastnost. Raziskav na tem podrocju ni bilo veliko, zato ni neposrednih dokazov, ki bi kazali
na to, da je naravna selekcija vplivala na izlo¢anje HOS za namen obrambe (posredne in
neposredne) pred herbivori (Hiltpold in sod., 2013). Nekateri avtorji vseeno navajajo, da je
proizvodnja HOS dedna (Ali in sod., 2010; Hiltpold in sod., 2013). Omenjeni avtorji so to
dokazali na primeru citrusov in koruze. Pri koruzi tvorjenje E-B-K zmanjSa napad
Skodljiveev in s tem tudi zmanjsa koli¢ino uni¢enih korenin (Degenhardt in sod., 2009).
Tako tuji kot tudi domaci raziskovalci ugotavljajo, da je vecina kultivarjev koruze, ki jih
poznamo danes, zaradi krizanj in drugih zlahtniteljskih postopkov izgubila sposobnost
tvorbe tovrstnih signalnih alarmov (K&lIner et al. 2008; Laznik in Trdan, 2011). Spet drugi
avtorji navajajo, da talni organizmi mo¢no vplivajo na nivo populacijske variabilnosti HOS
(Maron in Kauffman, 2006). Tako lahko veéji napad talnih organizmov privede do
povecanega izlocanja bolj toksi¢nih HOS. Rastlina lahko izlo¢a snovi kot so benzaldehid,
timol, limonen, neral, geranial in karvakrol za obrambo pred $kodljivci. Te snovi imajo
lahko tudi antisepticno in nemacidno vlogo (Rohloff 2002). Obramba rastlin pred
Skodljivei s pomocjo HOS je lahko energetsko zelo potratna, tako da so rastline primorane
skleniti kompromis med obrambo in rastjo (Ali in sod., 2011). Tako na primer hitro rastoca
grenka pomaranca (Citrus aurantium) privablja EO $ele po napadu skodljivcev, medtem ko
pocasneje rasto¢a Poncitrus trifoliata ze med rastjo (ko $e ni poSkodovana) tvori HOS (Ali
in sod., 2011).

2.6 LABORATIRIJSKE ANALIZE ZA ZAZNAVANJE HLAPNIH RASTLINSKIH
1IZLOCKOV

Stevilne raziskave o multitrofiénih interakcijah s HOS v tleh, so temeljile le na spremljanju
njihovih uéinkov na povrsju tal. Razlog za to so tehnine tezave, ki spremljajo izvedbo
eksperimentov v dinami¢nem talnem ekosistemu. Tla so ve¢ fazni sistem, kar otezuje
raziskave posameznih elementov. Vecina raziskav je zato potekala »in vitro« (Hiltpold in
sod., 2013; Rinchow in sod., 2003).

Koreninski izlocki so najveckrat omenjeni kot tekoc¢i izcedki, Ki se izcedijo iz vira. Lahko
so tudi hlapni. Rasmann in sod. (2005) so analizirali uporabo HOS kot posredno metodo
obrambe koruze spomo¢jo metode SPME (ang. solid phase microextraction). SPME je
metoda vzorcenja hlapnih komponent brez uporabe topila. Pri tej metodi se HOS vezejo na
kondenzirana silicijeva vlakna od koder jih kasneje sprostimo in analiziramo s plinsko
kromatografijo (GC-MS; ang. Gas chromatography—-mass spectrometry). Za analizo se
uporabijo zamrznjene korenine, ki so poSkodovane zaradi napada Skodljivcev. Te se nato
zmelje v prah, ki je kasneje izpostavljen silicijevim vlaknom (Rasmann in sod., 2005). Ta
metoda je zelo ucinkovita za analiziranje HOS, vendar je destruktivna saj zahteva
drobljenje in mletje rastlinskega tkiva.
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Obstajajo tudi druge nedestruktivne metode, kot je na primer dinamicno vzorCenje s
pomoc¢jo adsorpcijskih pasti, pri ¢emer se hlapne komponente izlocijo s pomocjo
adsorbenta in topila. Adsorbcijske pasti so steklene cevke, ki vsebujejo adsorbent v obliki
granul, ki se nahajajo na nerjave¢i mrezi s teflonskimi obroc¢i. Adsorbcijske pasti se nato
poveze z vakumsko ¢rpalko, ki vlece zrak skozi steklene cevke. Ali in sod. (2010) so na ta
nacin uspeli vzorciti HOS »in situ«. Hlapne komponente, ki se ujamejo v adsorbcijkih pasti
se nato izperejo s topilom. Slednja metoda je prav tako zelo ucinkovita saj se jo lahko
uporabi za ocenjevanje interakcij »in situ«.

2.7  UPORABA HLAPNIH RASTLINSKIH IZLOCKOV V KMETISTVU

Raziskave so pokazale, da uporaba HOS obeta izboljsave na podro¢ju varstva rastlin.
Primeri poljskih in laboratorijskih poskusov podpirajo moznost drugacnih ekoloskih
pristopov pri zatiranju $kodljivcev rastlin v kmetijstvu. Tako je na primer Thaler (1999)
nanesel jasmonsko kislino na rastline paradiznika na poskusnem polju. Poskus je
povzrocil, da so rastline izlo¢ile dolo¢eno mesanico HOS, ki bi jo navadno izloc¢ile ob
napadu Skodljivcev iz reda metuljev (Lepidoptera). Pri napadu gosenic so tretirane rastline
delovale bolj privabilno za parazitoidno osico Microplitis rufiventris, kot rastline, ki so bile
samo poSkodovane zaradi li¢ink. Kontrolni poskusi so pokazali, da so bili rezultati taksni
zaradi posredovanja rastlin samih in ne samo zaradi kemic¢nega tretiranja (Rostas in Eggert,
2008). Rezultati dodatnih raziskav, pri katerih so koreninski sistem tretirali s
polisaharidom, ki je izlo¢ek rjavih alg, so pokazali, da so se HOS izlocale hitreje in v
ve¢jih koli¢inah kot pri Kkontrolnih rastlinah, ki so bile izpostavljene samo talnim
Skodljiveem (Hiltpold in sod., 2013). Ko je inducirana mesanica HOS prepoznana, lahko
genetsko vpliva na rastlino tako, da rastlina bolj privablja plenilce in parazitoide ali obnovi
fenotip, ki je bil izgubljen tekom naravne ali ¢loveske selekcije in sicer v tej meri, da
rastlina zopet privablja mozne plenilce in parazitoide (Hiltpold in sod., 2013). Kappers in
sod. (2005) so v rastlino Arabidopsis thaliana vnesli gen FaNESL1 iz jagode za sintezo
(3S)-(E)-nerolidola, ki je povzrocil, da je rastlina privabila plenilsko prSico Phytoseiulus
persimilis. Kasneje so rastlino A. thaliana transformirali z genom TPS10, ki kodira
nastanek terpenov, ki so obic¢ajno zastopani v meSanicah HOS pri napadu gosenic (Schnee
in sod., 2006). Podobno so tudi Kollner in sod. (2008) v koruzi odkrili gen TPS23, ki je
odgovoren za sintezo terpenov (E-B-K). Omenjeni terpen je klju¢na HOS pri privabljanju
nekaterih vrst EO (Rasmann in sod., 2005; Laznik in Trdan, 2013).

2.8 HOS, K1 JIH IZLOCAJO GOMOLJI KROMPIRJA
(1) Dekanal: je organska snov s kemijsko formulo CgH;gCHO. Uvr$¢amo jo med

enostavne aldehide. Dekanal je prisoten v naravi in se uporablja v diSavah in aromah.
Nahaja se tudi v citrusih. Izlo¢ajo ga poskodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).
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(2) Oktanal: je organska snov s kemijsko formulo CH3(CH2)sCHO. Uvrs¢amo jo med
aldehide. Gre za brezbarvno, tekoc¢o disavo s sadnim vonjem.

Naravno je prisoten v oljih citrusov. Uporabljajo ga v diSavah in aromah v prehranski
industriji. Izlo¢ajo ga poskodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).

(3) Nonanal: je organska snov, ki jo uvrs¢amo med alkil-aldehide. Gre za brezbarvno oljno
tekocCino. Uporablja se pri izdelavi diSav. Naravno je prisoten v Stevilnih rastlinskih oljih.
Za nonanal je bilo dokazano, da privablja komarje (Culex mosquitoes). lzlo¢ajo ga
poskodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).

(4) Undekan: znan tudi kot hendekan spada me ogljikovodike s kemijsko formulo
CH3(CH3)9CHs. Uporablja se ga za privabljanje razli¢nih vrst metuljev in kot alarmni
signal za nekatere vrste mravelj. Sestavljen je iz 159 nizomerov. Uporablja se ga tudi pri
plinski kromatografiji. Izlo¢ajo ga poskodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).

(5) 1,2,4-trimetilbenzen: je organska snov s kemijsko formulo CgH3(CHs)s. Uvrs¢amo jo
med aromati¢ne ogljikovodike. Gre za vnetljivo teko¢ino z zelo izrazitim vonjem. Netopen
v vodi, vendar topen v organskih topilih. Naravno se pojavlja v premogu (Richnow in sod.,
2003). Izlo¢ajo ga poskodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).

(6) 6-metil-5-hepten-2-on je organska snov s kemijsko formulo CgH140. Uporablja se za
disave in arome. Izlo¢ajo ga poskodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).

(7) 2-etil-1-heksanol spada med kiralne alkohole s kemijsko formulo CgHi50. Je
brezbarven in slabo topen v vodi. Uporablja se v diSavah in aromah, naravno je prisoten v
rastlinskih vonjih. Izlo¢ajo ga neposkodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010).

B
'ar i
o

Slika 4: Uporabljene HOS v poskusu (foto: J. Rupnik)
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2.9 KROMPIR (Solanum tuberosum L.)

Krompir je enoletna gomoljnica, ki jo uvrS¢amo v druzino razhudnikovk. Od ostalih
uporabnih razhudnikovk se razlikuje po tem, da je njegov uzitni del gomolj in ne nadzemni
del rastline (Kocjan Acko in Goljat, 2005). Krompir v zmernem in subtropskem pasu
uvrs¢amo med bolj uporabno gomoljnice, prav zaradi njegove hranilne vrednosti. Vsebuje
2 % beljakovin, Stevilne vitamine kot so Bi, By, C. Vsebuje tudi veliko kalija, Zeleza,
fosforja ter kalcija. Ima veliko Skroba in vode, ki jo naj bi vseboval od 65 % do 85 %
(Kus, 1994).

2.9.1 Morfoloske znacilnosti

Korenine pri krompirju se razvijejo iz tako imenovanih zivic, ki so ofesca na gomoljih in
steblu. Korenine so lahko Zzilaste ali vretenaste, kar pa je odvisno od tega, kako je bil
krompir razmnozen. Ce je bil vzgojen iz semena potem ima vretenaste korenine, medtem
ko ima krompir, razmnozen iz gomolja, Zilaste korenine (Kocjan Acko in Goljat, 2005).

Gomolj krompirja je sestavljen iz skorje, kambija, strzena in prevodnih snopicev. Skorjo
razdelimo na periderm in parenhim. Gomolji tehtajo od 50 do 100 g. Na gomoljih se
nahajajo oCesca, ki jih je najve¢ na zgornjem delu. Ob ugodnih razmerah se iz njih
razvijejo kalcki. Namen koZzice, ki obdaja gomolj, je varovanje pred okuZbami in
1zsusitvijo (Kocjan Acko in Goljat, 2005).

Steblo je dvovrstno, trikotne oblike in dlakavo. Gomolji so odebeljeni, distalni deli
podzemnih stebel. Nadzemna stebla oblikujejo grm z visino med 40 in 80 cm, ki se
imenuje krompirjevka ali cima. Krompirjevi listi so lihopernati in sestavljeni iz od 3 do 7
listicev. Cvet je samoprasen in predstavlja grozdasto socvetje. Krompirjev plod je
dvopredelasta in zaprta ve¢semenska jagoda, ki nastane s samooploditvijo in vsebuje zelo
veliko solanina (Kocjan Acko in Goljat, 2005).

2.8.3 Kaksna tla ustrezajo krompirju

Najustreznejsa tla za gojenje krompirja so ilovnato-pescena tla, globoka do srednje tezka s
grudicasto strukturo. Primerna temperatura tal za sajenje je okoli 8 °C. Krompirju mora
ustrezati tudi pH, ki naj bi se gibal med 5,5 in 6,5. Potrebe krompirja po hranilih za
povprecen pridelek 45 t gomoljev/ha so od 140 do 300 kg N/ha, od 50 do 60 kg P,Os/ha ter
okoli 200 kg K;0O/ha (Kocjan Acko in Goljat, 2005).

2.8.4 Gospodarsko pomembne bolezni krompirja

Med gospodarsko najpomembnejSe bolezni krompirja uvrS¢amo krompirjevo plesen
(Phytophtora infestans) in ¢rno listno pegavost (Alternaria solani). Krompirjeva plesen
(Phytophtora infestans) je glivicna bolezen, ki lahko v letih, ko so razmere za njen razvoj
ugodne, povzroci veliko gospodarsko skodo na krompirjevih nasadih.
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Na zgornji strani listicev se pojavijo rumenorjave pege brez izrazitih obrisov. Ukrepi za
zatiranje so sajenje zdravih gomoljev, gnojenje s hlevskim gnojem naj se izvede Ze jeseni,
pester kolobar, kalijeva gnojila in skropljenje s fungicidi (Kocjan Acko in Goljat, 2005).
Crna listna pegavost (Alternaria solani) je bolezen, ki je najnevarnejsa v susnih obdobjih.
Siriti se zaéne v obdobju toplega vremena s kratkotrajnimi nalivi in obilnimi rosami ter pri
zra¢ni vlaznosti nad 80 %. Prve okuzbe se pojavijo med cvetenjem. Bolezen se pojavi na
steblih, gomoljih v obliki okroglih zamaskov, na listih, kjer se pojavijo okrogle velike pege
z vzporednimi krogi, ki najprej nastanejo na spodnjem delu lista. Gliva se ohranja na
okuzenih rastlinskih delih in v tleh v obliki micelija (Kocjan Acko in Goljat, 2005).

2.8.5 Gospodarsko pomembni $kodljivci krompirja

Med gospodarsko pomembnejse $kodljivce krompirja uvr$éamo koloradskega hrosc¢a
(Leptinotarsa decemlineata), listne usi (Aphididae), strune (Elateridae), ogrce in rumeno
krompirjevo cistotvorno ogor¢ico (Globodera rostochiensis). Kemicno zatiramo skodljivce
s FFS. Bioti¢no varstvo temelji na uporabi koristnih organizmov (EO) (Laznik in sod.,
2010). Ob manjSem napadu je mozno nekatere Skodljive organizme nadzorovati tudi z
ro¢nim obiranjem in primernim kolobarjem (Kocjan Acko in Goljat, 2005).

2.8.5.1 Gozdni majski hros¢ (Melolontha hippocastani Fabricius, 1801)

Uvrséamo ga v red hros¢ev (Coleoptera) in v druzino pahlja¢nikov (Scarabacidae). Gozdni
majski hros¢ velja za gospodarsko manj Skodljivega kot njegov sorodnik poljski majski
hros¢ (Melolontha melolontha). Od poljskega majskega hrosca se razlikuje predvsem po
velikosti (je manjsi, in sicer meri od 22 do 26 mm). Razlikuje se tudi po barvi oprsja (slika
5), ki je rjave barve (Laznik in Trdan, 2013). V Sloveniji je najbolj zastopan na
Tolminskem in v Prekmuriju.

Gozdni majski hrosS¢ je holometabolna ZuZelka, saj v njegovem razvoju poznamo vse $tiri
razvojne stopnje (jaj¢ece, li¢inka, buba in imago). Odrasli hros¢i se pojavijo vsako tretje
leto. Hranijo se z listi sadnih in gozdnih drevesnih vrst. Meseca maja samica izlega jajceca
v tla iz katerih se ob koncu avgusta za¢nejo izlegati li¢inke prve razvojne stopnje (L1), ki
se ob koncu septembra levijo (L2) in takSne prezimijo. Li¢inke imenujemo ogrci in celotni
razvoj prezivijo v tleh, kjer se hranijo s podzemnimi deli razli¢nih rastlinskih vrst. V drugi
polovici julija naslednjega leta se li¢inke Se zadnji¢ levijo (L3) in zopet prezimijo. V
tretjem letu se ogrci med aprilom in majem preobrazijo v bubo in kasneje v odrasle osebke,
ki maja zac¢nejo izletavati (Laznik in Trdan, 2013). Odrasle osebke loc¢imo od poljskega
majskega hrosc¢a tudi po obliki zadka (pigidija), ki je pri gozdnem majskem hroscu
oblikovan v okroglino (slika 6). Ogrci gozdnega majskega hrosca so velikosti; L1 (od 2.1
do 3.0 mm), L2 (od 3.7 do 4.8 mm) ter L3 (od 5.7 do 7.1 mm) (Laznik in Trdan, 2013).
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Slika 5: Poljski majski hro$¢ (levo) in gozdni majski hro$¢ (desno) (foto: J. Rupnik)
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3 MATERIALI IN METODE DELA

Poskus smo opravili v Laboratoriju za fitomedicino, Katedre za fitomedicino, kmetijsko
tehniko, poljedelstvo, pasni§tvo in travniStvo na Oddelku za agronomijo, Biotehniske
fakultete na Univerzi v Ljubljani, leta 2014.

3.1 HOS

Izbira HOS, ki smo jih uporabili v nasi raziskavi, je temeljila na rezultatih tuje raziskave
(Weissteiner, 2010). Nemski raziskovalci iz Univerze Georg-August v Gottingenu so
preucevali vpliv hranjenja gozdnega majskega hroS¢a na kemi¢ni odziv gomoljev
krompirja. Z metodo GC-MS so potrdili, da poskodovani gomolji krompirja izlo¢ajo 6
HOS; dekanal, undekan, oktanal, nonanal, 1,2,4-trimetilbenzen in 6-metil-5-hepten-2-on.
Analiza je pokazala, da neposkodovani gomolji krompirja izlo¢ajo HOS 2-etil-1-heksanol.
Nakup sinteti¢nih snovi je bil opravljen pri podjetju Sigma Aldrich (glej sliko 4). Za
namen naSega poskusa smo uporabili dve koncentraciji sintetiénih snovi. Prvo je
predstavljala Cista koncentracija. Ker omenjena koncentracija ne odraza stanja v naravi,
smo v poskus vkljucili tudi koncentracijo 0.03 ppm. Gre za koncentracijo HOS, ki je v
povprecju zastopana 10 cm od koreninskega sistema krompirja (Weissteiner in sod., 2012).

32 EO

Vse preucevane EO v poskusu so bile vzgojene z metodo in vivo (Laznik in Trdan, 2011).
V poskus smo vkljucili stiri razlicne vrste EO. Komercialni pripravki Nemasys (a.s. S.
feltiae), Nemasys C (a.s. S. carpocapsae), Nemasys L (a.s. S. kraussei) in Nemasys G (a.s.
H. bacteriophora) so bile naro¢ene pri podjetju BASF (uvoznik za Slovenijo je podjetje
Metrob d.o.0.). Uporabljene so bile le IL mlajSe od dveh tednov. Shranjene so bile pri 4 °C
in gostoti 2500 IL mI™ (Laznik in Trdan, 2016).

3.3 PREUCEVANIJE KEMOTROPIZMA EO

PreucCevanje kemotropizma je temeljilo na metodologiji, ki so jo razvili O'Halloran in
Burnell (2003), ter modificirali Laznik in Trdan (2013). Laboratorijski poskus je potekal v
plasti¢nih petrijevkah (d= 9 cm; Labortehnika Golias d.o.0., Ljubljana), kamor smo vlili 25
ml tehnicnega agarja, Ki je vseboval 5 mM Kkalijevega fosfata, 1 mM CaCl, ter 1 mM
MgSQ,. Petrijevko smo predhodno razdelili na tri dele, znotraj katerih smo oznacili
sredisCe (glej sliko 6). V sredisce petrijevke (notranje obmocje) Smo s pipeto nanesli
kapljico (50 pl), ki je vsebovala priblizno 100 IL. Na desno stran petrijevke (tretirano
obmocje) smo s pipeto nanesli kapljico (10 ul) izbrane HOS, medtem ko smo na levo stran
v enakem volumnu dali kapljico destilirane vode (kontrolno obmoc¢je). Vsako
obravnavanje (preucevana HOS, v doloceni koncentraciji z izbrano vrsto EO) je bilo
ponovljeno 5 krat. Kontrolno obravnavanje so predstavljale petrijevke, ki so tako na
kontrolnem kot tudi tretiranem obmocju vsebovale kapljico destilirane vode. Petrijevke
smo postavili v gojitveno komoro (RK-900 CH, Kambi¢ laboratorijska oprema, Semic).
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Poskus je potekal v temi pri temperaturi 22 °C in 75 % relativni zra¢ni vlagi. Gibanje EO
smo preverjali po 2h in 24h. Za stetje EO na posameznih obmocjih v petrijevki smo
uporabili binokularni mikroskop (Nikon C-PS) pri 25X povecavi.

EO
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| I
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Slika 6: Skica poskusa

Izracunali smo tudi t.i. kemotropi¢ni indeks (KI) (Bargmann in Horvitz, 1991). Indeks je
bil izra¢unan po formuli:

KI = (% EO v tretiranem obmocju — EO v kontrolnem obmo¢ju)/100 % .. (1)

Vrednosti Kl se lahko gibljejo med +1 (snov je popolni atraktant) in -1 (snov je popolni
repelent). Laznik in Trdan (2013) sta dolo¢ila intervale KI; > 0.2 snov je atraktant, med 0.2
in 0.1 je snov §ibek atraktant, med 0.1 in -0.1 snov nima vpliva, med -0.1 in -0.2 je snov
Sibek repelent in < -0.2 je snov repelent za EO.
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3.4  STATISTICNA ANALIZA

Za vsa tretiranja vklju¢no s kontrolo smo dolo¢ili t.i. preferencno gibanje EO iz notranjega
v zunanje obmocje petrijevke. Za analizo je bil uporabljen dvojni t-test, kjer se je
primerjalo odstotek EO v notranjem in v zunanjem delu petrijevke (o = 0,05) (Shapiro-Ilan
in sod., 2012). Analiza primerjave odziva EO glede na razli¢ne faktorje (vrsta EO, nacin
iskanja gostitelja, vrsta HOS, koncentracija HOS) je bil izracunan povprec¢ni odstotek EO,
ki so bile v notranjem oz. zunanjem delu petrijevke. Vrednosti smo primerjali z uporabo
analize variance (ANOVA; o= 0,05). Analiza variance je bila uporabljena tudi za
primerjavo vrednosti kemotropi¢nega indeksa EO na HOS v razli¢nih koncentracijah in v
razli¢nih ¢asovnih intervalih. Statisticno znacilne razlike smo doloc¢ili z uporabo
Duncanovega testa (p < 0.05). Vrednosti smo prikazali kot povrecje + standardna napaka
(SN). Celotna statisti¢na analiza je bila narejena s pomocjo programa Statgraphics Plus for
Windows 4.0. Grafi so bili izdelani s programom MS Office Excel 2010.

Slika 7: Petrijevke pred postavitvijo v gojitveno komoro (foto: J. Rupnik)
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P

Slika 8: Nastavitev poskusa (foto: J. Rupnik)
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4 REZULTATI
41  ANALIZA GIBANJA EO

Rezultati statistine analize so pokazali, da je na gibanje EO vplivalo ve¢ faktorjev in
njihove medsebojne interakcije (preglednica 1).

Preglednica 1: ANOVA za gibanje EO iz notranjega v zunanje obmodje petrijevke

Faktor F df P
Strategija iskanja gostitelja (SIG) 11.71 2 <0.0001%
Vrsta EO 10.76 3 <0.0001*
HOS 4.86 7 <0.0001*
Cas izpostavljenosti (CI) 895.56 1 <0.0001*
Koncentracija HOS (k HOS) 12.46 1 0.0004%
Ponovitev 0.85 4 0.8724
SIG x HOS 3.02 14 0.0002?
SIG x CI 6.99 2 0.0010°
SIG x k HOS 3.34 2 0.0361°
HOS x CI 1.81 7 0.0820
HOS x k HOS 1.47 7 0.1751
HOS x vrsta EO 4.16 21 <0.0001%
vrsta EO x CI 16.83 3 <0.0001%
vrsta EO x k HOS 24 3 0.0673
SIG x HOS x k HOS 1.55 14 0.0902
SIG x HOS x CI 5.03 14 <0.0001°%
Vrsta EO x HOSx k HOS 0.62 21 0.9066
Vrsta EO x HOSx CI 6.35 21 <0.0001°

#Statisti¢no znadilne razlike pri o = 0.05.

Rezultati t-testa so pokazali statistino znacilne razlike med povprecnim odstotkom EO v
notranjem (67.8 £ 0.9 %) in zunanjem obmocju (32.8 +0.3 %) po 24 urah. Rezultati
dobljeni po 2 urah so pokazali, da se je samo 2.5 + 0.4 % EO premaknilo iz notranjega
proti zunanjemu obmo¢ju. Gibanje EO je bilo pogojeno tudi s koncentracijo HOS. Pri Cisti
koncentraciji se je premaknilo 19.9 £ 1.1 % EO, medtem ko je bilo njihovo gibanje pri
manjsi koncentraciji manjSe (15.7 £ 1.0 %). Po 24 urah smo ugotovili statisticno znacilne
razlike v gibanju EO med razli¢nimi strategijami iskanja gostiteljev (slika 9). Ve¢ kot
tretjina EO (34 %) z aktivnim naCinom iskanja gostitelja je bila zastopana po 24 urah v
zunanjem obmoc¢ju, medtem ko je bilo gibanje pri vrstah s pasivno (24 %) in vmesno
strategijo (22 %) statisti¢no znacilno manjse (slika 9).
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Slika 9: Vpliv strategije iskanja gostitelja na gibanje EO.

Rezultati raziskave so pokazali, da je zaznavanje kemicnih signalov vrstno specifi¢na
lastnost pri EO (slika 10). S. carpocapsae se je izkazala kot najmanj mobilna vrsta, saj se
je po 24 urah v zunanje obmocje premaknilo le 13.5 = 1.1 % IL. Med ostalimi vrstami
nismo potrdili statistiéno znacilnih razlik. Tako smo po 24 urah v zunanjem obmocju
potrdili 20.01 = 2.1 % EO vrste H. bacteriophora, 18.4 + 1.4 % EO vrste S. feltiae in 17.7
+ 1.2 % EO vrste S. kraussei (slika 10).
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Slika 10: Vpliv vrste EO na gibanje k preucevanim snovem. Legenda: Hb — H. bacteriophora; Sk — S.
kraussei; Sf — S. feltiae; Sc — S. carpocapsae
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HOS nonanal 22.4 + 3.0 %, oktanal 19.8 £ 1.8 % in dekanal 18.2 = 2.1 % so imele ve¢;ji
vpliv na gibanje EO, kot ostale preuc¢evane snovi (sliki 11 in 12). Vpliv dekanala pri obeh
koncentracijah po 24 urah je bil vecji pri EO z aktivno strategijo iskanja gostitelja kot pri
onih, ki i$¢ejo svojega gostitelja pasivno oz. z vmesnim na¢inom. Cista koncentracija
(slika 11) HOS 6-metil-1-heksanol, oktanal in undekan je bolj vplivala na gibanje EO vrste
S. feltiae kot nizja koncentracija (slika 12).

4.2  ANALIZA KEMOTROPICNEGA INDEKSA

Rezultati statisti¢ne analize so pokazali, da je na kemotropi¢ni indeks EO wvplivalo vec
faktorjev in njihove medsebojne interakcije (preglednica 2).

Preglednica 2: ANOVA za vrednosti Kl

Vir F df P

SIG 21.70 2 <0.0001*
Vrsta EO 16.35 3 <0.0001*
HOS 6.11 7 <0.0001%
CI 30.99 1 <0.0001*
k HOS 1.89 1 0.1695
Ponovitev 0.74 4 0.7547
SIG x HOS 7.11 14 <0.0001*
SIG x CI 6.83 2 0.0012
HOS x CI 6.17 7 <0.0001°
HOS x vrsta EO 7.03 21 <0.0001%
Vrsta EO x CI 5.38 3 <0.0012%
SIG x HOS x CI 5.26 14 <0.0001*
Vrsta EO x HOS x CI 6.32 21 <0.0001°

#Statisti¢no znadilne razlike pri a = 0.05.

Vrsta EO je imela velik vpliv na vrednosti KI v naSem poskusu. Vrednosti KI so se tako v
povpreéju gibale med -0.03 + 0.01 (S. feltiae) in 0.04 + 0.02 (S. carpocapsae). lzmed
preucevanih snovi, so EO v obravnavanju dekanal dosegale najvecjo vrednost Kl (0.06 +
0.01), medtem ko je bilo najmanj gibanja zaznanega pri kontroli (-0.02 = 0.01). Analiza
rezultatov je pokazala, da je bilo ve¢ gibanja EO zaznanega po 24 urah (0.03 + 0.01), kot
po 2 urah (0.0 + 0.0). Ugotovili smo tudi, da je bil KI ve¢ji za tiste EO, ki gostitelja i¢ejo
pasivno (0.04 + 0.01) in aktivno (0.02 £+ 0.01) ter manjsi za tiste EO, ki gostitelja i§¢ejo na
vmesni nac¢in (-0.03 £ 0.01). Koncentracija HOS ni statisti¢no vplivala na vrednosti KI.
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Meritve po dveh urah so pokazale le na odzivnost vrste S. feltiae na HOS, medtem ko se
druge vrste EO niso odzivale na preucevane HOS. Oktanal je pri obeh koncentracijah
deloval repelentno na vrsto S. feltiae (Cista koncentracija: KI = -0.22 + 0.03; 0.03 ppm: KI
= -0.15 £+ 0.08) (Preglednici 3 in 4). EO, ki is¢ejo gostitelja aktivno in pasivno se niso
odzvale na oktanal, HOS, ki jo izlo¢ajo poskodovani gomolji krompirja (preglednici 3 in
4).

Preglednica 3: U¢inek razli¢nih HOS na KI EO pri koncentraciji 0.03 ppm ter po 2 urah izpostavljenosti.

2-etil-1-heksanol dekanal 6-metil-5-hepten-2-on nonanal

Sc 0+0Aa 0+0Aa 0+ 0Aa 0+0 Aa
Sf 0+0Ab 0+0Ab 0+0Ab -0.02 £ 0.03 Ab
Sk 0+0Aa 0+0.05 Aab 0.06 + 0.04 Bb -0.03 £0.04 Aa

Hb 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa

oktanal undekan 1,2,4-trimetilbenzen kontrola

Sc 0+0Ba 0+0Aa 0+0 Aa 0+0 Aa

Sf -0.15+0.08 Aa 0+0.02 Ab 0+0Ab 0+0ADb

Sk 0.05+0.02 Cb 0+0 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa

Hb 0+0Ba 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa

*Vsaka podatkovna tocka predstavlja povpre¢no vrednost KI = SN. Podatki oznaceni z
enako Crko se statisticno ne razlikujejo (P > 0.05). Velike tiskane ¢rke prikazujejo
statisticno znacilne razlike med razlicnimi vrstami EO in enako HOS. Majhne crke
oznaCujejo statisti¢no znacCilne razlike znotraj iste vrste EO in razlicno HOS. Hb — H.
bacteriophora; Sk — S. kraussei; Sf — S. feltiae; Sc — S. carpocapsae. KI > 0.2, vpliva kot
atraktant; od 0.2 do 0.1, Sibek atraktant; od 0.1 do -0.1, ni u¢inka; od -0.1 do -0.2, Sibek
repelent in <-0.2, repelent za EO (Laznik in Trdan, 2013).

Preglednica 4: U¢inek razli¢nih HOS na KI EO pri ¢isti koncentraciji ter po 2 urah izpostavljenosti.

2-etil-1-heksanol dekanal 6-metil-5-hepten-2-on nonanal

Sc 0+0Aa 0+0Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
Sf 0+0Ab 0+0Ab 0+0Ab -0.02 £ 0.04 Ab

Sk 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa

Hb 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa 0+0Aa

oktanal undekan 1,2,4-trimetilbenzen kontrola

Sc 0+0Ba 0+£0Aa 0+0Aa 0+0Aa

Sf -0.22+0.03 Aa 0+0Ab 0+0Ab 0+0ADb

Sk 0+0Ba 0+£0Aa 0.03 +£0.02 Bb 0+0Aa
Hb 0+0Ba 0+0Aa 0+0Aa 0 +0Aa

*glej opis pod preglednico 3.
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Meritve po 24 urah so pri koncentraciji 0.03 ppm pokazale odzivnost vrste S. feltiae na
1,2,3-trimetilbenzen (KI = 0.12 £ 0.03), ki se je izkazal kot Sibak atraktant (preglednica 5).
6-metil-5-hepten-2-on (KI = 0.16 + 0.02), nonanal (K1 =0.19 £+ 0.02), oktanal (KI =0.15 +
0.06) in 1,2,4-trimetilbenzen (KI = 0.1 + 0.05) so se v na$i raziskavi izkazali kot $ibki
atraktanti za EO vrste S. carpocapsae (Preglednica 5). Dekanal (KI = 0.3 + 0.08) in oktanal
(KI = 0.21 £+ 0.04) sta delovala kot atraktanta za EO vrste H. bacteriophora, medtem ko
nobena izmed preu¢evanih HOS ni imela vpliva na vrsto S. kraussei pri koncentraciji 0.03
ppm po 24 urah izpostavitve (preglednica 5).

Preglednica 5: U¢inek razli¢nih HOS na KI EO pri koncentraciji 0.03 ppm po 24 urah izpostavljenosti.

2-etil-1-heksanol dekanal 6-metil-5-hepten-2-on nonanal
Sc -0.04 £ 0.06 ABa 0.03+0Bb 0.16 £0.02 Ccd 0.19+0.02 Bd
Sf -0.06 £ 0.05 Aa 0=+0.02 Aa 0.04 +£0.04 Bb -0.01 £0 Aa
Sk 0.06 + 0.05 Babc 0.08 = 0.05 Bbc 0.03 +0.03 Bbc 0=+0.04 Aab
Hb -0.09 £ 0.06 Aa 0.3+0.08 Cb -0.02 £0.01 Aa 0=+0.06 Aa

oktanal undekan 1,2,4-trimetilbenzen kontrola

Sc 0.15+0.06 Bed 0.04 £ 0.04 Aab 0.1 +0.05 Bc -0.02 +0.06 Aab
Sf 0=+0.04 Aab 0.02 +0.03 Aab 0.12+0.03 Bc -0.06 £ 0.05 Aa
Sk -0.02 £ 0.03 Aa 0.04 +0.03 Abc 0.08 £0.03 Bc -0.07 £ 0.04 Aa
Hb 0.21+0.04 Bb 0.02+0.08 Aa -0.03 £0.07 Aa 0=+0.05 Aa

*glej opis pod preglednico 3.

Meritve po 24 urah so pri Cisti koncentraciji HOS pokazale najve¢jo odzivnost EO. HOS 6-
metil-5-hepten-2-on (KI = 0.23 £ 0.03) se je izkazala kot atraktant za EO vrste S.
carpocapsae. Nonanal (KI = 0.16 + 0.03) in oktanal (KI = 0.12 + 0.04) sta na omenjeno
vrsto EO delovala kot Sibka atraktanta. Kot Sibek repelent je na EO vrste S. carpocapsae
delovala HOS 2-etil-1-heksanol (KI = -0.11 £ 0.06). Kot zelo moc¢an repelent za EO vrste
S. feltiae se je v nasem poskusu izkazala snov undekan (KI = -0.35 + 0.02), medtem ko sta
oktanal (KI =-0.19 £ 0.06) in dekanal (KI =-0.1 + 0.03) delovala kot Sibka repelenta. EO
vrste S. feltiae je zelo Sibko privlacila le snov 6-metil-5-hepten-2-on (KI = 0.14 £+ 0.01).
EO vrste S. kraussei sta v naSem poskusu moc¢no privlacili snovi dekanal (KI = 0.2 + 0.03)
in undekan (KI = 0.21 £ 0.04), medtem ko je snov nonanal (K1 =0.14 = 0.08) delovala kot
Sibak atraktant. HOS dekanal (KI = 0.35 + 0.08) in oktanal (KI = 0.21 + 0.04) sta se
izkazali kot atraktanta za EO vrste H. bacteriophora (preglednica 6).
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Preglednica 6: U¢inek razli¢nih HOS na KI EO pri &isti koncentraciji po 24 urah izpostavljenosti.

2-etil-1-heksanol dekanal 6-metil-5-hepten-2-on nonanal
Sc -0.11 £0.06 Aa 0.06 = 0.03 Bbc 0.23+0.03 De 0.16 £0.03 Cd
Sf -0.05+£0.07 ABc -0.1 £0.03 Abc 0.14+0.01 Ce 0+0.02 Acd
Sk 0.09+0 Cc 0.2+0.03 Cd -0.06 £ 0.02 Aa 0.14 +£0.08 BCcd
Hb 0.02 £ 0.02 Ba 0.35+0.08 Dc -0.02 £0.01 Ba 0+0.07 ABa

oktanal undekan 1,2,4-trimetilbenzen kontrola

Sc 0.12+0.04 Bed 0.06 = 0.04 Bbc -0.04 £ 0.03 Aa -0.02 £ 0.06 Aab
Sf -0.19 £ 0.06 Ab -0.35+£0.02 Aa 0.05+0.09 Ade -0.06 £ 0.05 Ac
Sk -0.08 £ 0.05 Aa 021+0.04 Cd 0.03+0.04 Ab -0.07 £ 0.04 Aa
Hb 0.21+0.04 Cb 0.02+0.08 Ba -0.03 £ 0.08 Aa 0=+0.05 Aa

*glej opis pod preglednico 3.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Vecina raziskav vezanih na podro¢je preucevanja multitroficne komunikacije med
rastlinami in drugimi organizmi (herbivori, njihovi plenilci) je bila sprva vezana le na
nadzemske dele rastlin (Dicke in Sabelis, 1988; Takabayashi in Dicke, 1996). Dejstvo je
temeljilo predvsem na metodoloskih omejitvah (Kessler in Heil, 2011). Raziskovalci na
Svicarski Univerzi v Neuchatel so kot prvi preucili vpliv HOS, ki so jih izlocale korenine
rastlin in njihov vpliv na gibanje koristnih organizmov (Rasmann in sod., 2005). Njihova
raziskava je pokazala, da poskodovane korenine koruze izlo¢ajo snov E-B-K, ki na EO H.
megidis deluje privabilno (kot atraktant). Stevilne objave kaZejo, na razvoj nove veje
znanosti — podzemna multitroficna komunikacija (Ali in sod., 2010; Hallem in sod., 2011,
Laznik in Trdan, 2013, 2016).

V na$i raziskavi smo preucevali vpliv sinteticnih HOS, ki jih izlocajo posSkodovani in
neposkodovani gomolji krompirja (Weissteiner, 2010). Poskodbe na gomoljih krompirja so
bile povzrofene z ogrci gozdnega majskega hros¢a (M. hippocastani). V poskus je bilo
vklju¢enih 6 HOS in 4 vrste EO; S. feltiae, S. kraussei, S. carpocapsae in H.
bacteriophora.

Rezultati naSe raziskave so pokazali, da so se vse preuCevane vrste EO odzvale na kemic¢ne
signale, ki smo jih sprozili z izpostavitvijo preuc¢evanim HOS. Najvecja vrednost Kl je bila
v nasem poskusu zabelezena, ko smo EO vrste H. bacteriophora izpostavili ¢istemu
dekanalu (0.35 + 0.08). V sorodnih raziskavah (Dillman in sod., 2012; Hallem in sod.,
2011) raziskovalci porocajo o vrednostih KI vecjih od + 0.5. Do podobno majhnih
vrednosti KI kot v naSem poskus so prisli tudi slovenski raziskovalci (Laznik in Trdan,
2013, 2016). Razliko med rezultati tujih in domacih Studij lahko pojasnimo z dejstvom, da
je odziv EO na kemicni signal rasno specifi¢na lastnost (Laznik in Trdan, 2013). Ker smo
v nasi raziskavi uporabili enako raso EO kot sta jo Laznik in Trdan (2013) in dobili
podobne vrednosti Kl, potrjujemo njuno tezo. Rase EO, ki so jih uporabili tuji raziskovalci
(Dillman in sod., 2012; Hallem in sod., 2011) so bile razli¢éne nasim in njihov odziv na
kemicne signale je bil zato drugacen. Razlike v vrednostih KI v sorodnih domacih in tujih
raziskavah lahko pojasnimo tudi z dejstvom, da so tuji raziskovalci (Dillman in sod., 2012;
Hallem in sod., 2011) uporabili drugacne koncentracije HOS kot mi.

Rezultati naSe raziskave so pokazali, da so EO razvile specificne zaznavne sisteme, s
katerimi lahko razlikujejo snovi, ki jih izlo€ajo poSkodovani/nepoSkodovani gomolji
krompirja. Do podobnih zakljuc¢kov so prisli Ali in sod. (2011), ki so ugotovili, da EO vrst
H. indica, S. carpocapsae, S. diaprepesi in S. riobrave privabljajo koreninski izlocki
poskodovanih korenin citrusov. Tako nasa kot tuje raziskave kazejo, da je odzivnost na
koreninske izlocke vrstno specifi¢na lastnost.
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HOS nonanal, oktanal in dekanal so imele v nasem poskusu najve¢ji vpliv na gibanje EO.
Vse omenjene snovi se izlocajo iz poSkodovanih gomoljev krompirja in tudi nekaterih
drugih rastlinskih vrst (Weissteiner, 2010). Rezulati nase raziskave so pokazali, da so
omenjene snovi delovale kot atraktanti za EO, ki jih glede na njihovo strategijo iskanja
gostitelja uvr§¢amo med aktivne (S. kraussei, H. bacteriophora) in pasivne vrste (S.
carpocapsae). Dekanal je le na vrsto S. feltiae (vmesni nacin iskanja gostitelja) deloval kot
repelent. Nasi rezultati nakazujejo, da lahko EO razlikujejo kemiéne snovi, ki se izlo¢ajo
pri napadu skodljiveev in kemicne snovi, ki jih izlocajo neposkodovani/zdravi gomolji
krompirja.

V sorodni raziskavi (Hallem in sod., 2011) avtorji navajajo, da HOS heptanol, heksanol in
metilsalicilat (snovi izloCajo poskodovane korenine citrusov) privabljajo EO vrst H.
bacteriophora in S. carpocapsae. V njihovi raziskavi so se nekatere snovi izkazale kot
mocni repelenti. Laznik in Trdan (2016) sta odkrila, da neposkodovani koreni korenja
izlo¢ajo HOS terpinolen, ki deluje na EO repelentno. Ti rezultati nakazujejo moznost, da
zdrave korenine rastlin spros¢ajo specificne HOS, ki sporo¢ajo naravnim sovraznikom
Skodljivecev (EO) naj se ne priblizujejo (ne potrebujejo njihove pomoci). V nasi raziskavi
smo preucevali le eno HOS, ki jo izlo¢ajo neposkodovani gomolji krompirja (2-etil-1-
heksanol). Le pri Cisti koncentraciji je omenjena snov delovala kot Sibak repelent za EO
vrste S. carpocapsae. Omenjena koncentracija ne odraza realnega stanja kemicnih snovi v
tleh, kjer so koncentracije HOS precej nizje. Weissteiner in sod. (2012) porocajo, da
povprecne koncentracije HOS v tleh, 10 cm od koreninskega sistema, znasajo priblizno
0.03 ppm. Pri koncentraciji 0.03 ppm v nasem poskusu, HOS 2-etil-1-heksanol ni imel
ucinka na gibanje EO.

Nas poskus je pokazal, da je bilo gibanje EO proti izbrani HOS pogojeno s strategijo
iskanja gostitelja. Tekom evolucije so EO razvile razli¢ne nacine (strategije) iskanja svojih
zuzel¢jih gostiteljev (Lewis, 2002; Campbell in sod., 2003). EO is¢ejo svojega gostitelja
aktivno s premikanjem, pasivno s ¢akanjem nanj in na vmesni nacin, ki zdruzuje lastnosti
obeh nacinov iskanja gostitelja. Evolucijsko se je pri EO razvil tudi tretji, t.i. vmesni nacin
iskanja gostitelja. Gre za nacin, ki zdruzuje tako pasivni kot aktivni nacin iskanja gostitelja,
znacCilen predvsem za vrsto S. feltiae (Lewis, 2002). V naSem poskusu je HOS dekanal
delovala kot atraktant na EO vrsti H. bacteriophora in S. kraussei, ki sta razvili aktivni
nacin iskanja svojega gostitelja. Najmanj mobilna je bila v naSem poskusu vrsta S.
carpocapsae. Rezultati naSe raziskave potrjuje tezo, da ima strategija iskanja gostitelja
velik pomen pri zaznavanju kemicnih signalov iz okolja. Bell (1991) je odkril, da je
gibanje aktivnih EO na daljsih razdaljah pogojeno z dojemanjem kemicnih signalov
(predvsem CO,), kar pa seveda ni lastnost EO, ki svojega gostitelja iS¢ejo pasivno. V
primerjavi z drugimi vrstami EO uporabljenih v nasem poskusu, je bila S. carpocapsae
bolj dovzetna za HOS 6-metil-5-hepten-2-on. Nasi rezultati potrjujejo, da je dovzetnost EO
za kemicne draZljaje iz okolja vrstno pogojena lastnost in prevladuje nad strategijo iskanja
gostiteljev EO (Laznik in Trdan 2013).
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V nasem poskusu smo uporabili dve koncentraciji HOS. Cista koncentracija, ki sicer ne
odraza stanja v rizosferi (Kollner in sod., 2004) je znatno bolj vplivala na gibanje EO, kot
koncentracija 0.03 ppm, ki odraza stanje v naravnem okolju (Weissteiner in sod., 2012).
Razlika v odzivnosti EO se je najbolj izrazila pri HOS undekan. Slednji je pri cisti
koncentraciji deloval kot atraktant za EO vrste S. kraussei in kot repelent za EO vrste S.
feltiae. HOS undekan pri koncentraciji 0.03 ppm ni imela uc¢inka na gibanje EO. Ugotovili
smo tudi, da je bil ¢as izpostavljenosti EO razli¢nim koncentracijam HOS, zelo pomemben
dejavnik. Po 24 urah smo zaznali gibanje EO v 32 % poskusov, po dveh urah pale v 2 %
poskusov. Podobne rezultate so dale tudi prej$nje raziskave (Laznik in Trdan, 2013, 2016).

Vecina HOS, ki sodelujejo v talnih multitroficnih sistemih $e vedno ostaja neznana.
Podrobnejse razumevanje trofi¢nih interakcij lahko doprinese k bolj poglobljenemu
razumevanju rizosfere, s poznavanjem le tega pa bo v prihodnje mozno optimizirati
uporabo bioti¢nih agensov, ki predstavljajo alternativo kemi¢nemu zatiranju Skodljivcev v
kmetijstvu in gozdarstvu (Rasmann in sod., 2012; Hiltpold in sod., 2013).

52  SKLEPI
(1) Odziv EO na hlapne komponente poskodovanih/neposkodovanih rastlin je odvisen
od razlicnih dejavnikov; strategije iskanja gostitelja, vrste EO, vrste HOS,

koncentracije HOS in €asa izpostavljenosti tem snovem.

(2) Potrjujemo, da so EO sposobne razlikovati hlapne komponente, ki jih izlo¢ajo
poskodovani/neposkodovani gomolji krompirja.

(3) HOS nonanal, dekanal in oktanal so imele najvecji vpliv na gibanje EO.
(4) S. carpocapsae se je izkazala kot najmanj mobilna EO v naSem poskusu.

(5) HOS dekanal deluje kot atraktant za EO vrst H. bacteriophora in S. kraussei pri
obeh preucevanih koncentracijah.

(6) Potrjujemo, da je odzivnost EO na HOS vrstno pogojena lastnost, ki prevladuje nad
strategijo gibanja EO.
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6 POVZETEK

V naravi rastline napadajo razli¢ni skodljivcei, ki povzrocajo poskodbe in s tem zmanj$ajo
vitalnost rastlin. Rastline se na poskodbe skodljivcev odzovejo z izlocanjem HOS, kot so
terpeni, derivati maScobnih kislin, fenil propanoidi in benzoidi. IzloCanje teh snovi je
pogojeno z vrsto S$kodljivca. Tla so naravni habitat EO (Steinermatidae in
Heterorhabdtidae), ki se jih danes vse veC uporablja pri zatiranju talnih Skodljivcev v
kmetijstvu. EO zivijo v simbiontsko-mutualisticnem odnosu z bakterijami iz rodu
Xenorhabdus in Photorhabdus. Ko IL EO najdejo primernega gostitelja, vstopijo vanj
skozi ustno ali zadnji¢no odprtino. Smrt gostitelja navadno nastopi dan ali dva po infekciji
z EO. EO is¢ejo gostitelje na razlicne nacine, in sicer jih lahko i§¢ejo pasivno in aktivno,
obstaja pa tudi vmesni nadin iskanja gostitelja. Strategija iskanja gostitelja je vrstno
pogojena lastnost. EO vrst H. bacteriophora in S. kraussei svojega gostitelja is¢eta aktivno,
medtem ko S. carpocapsae svojega gostitelja Caka v zasedi (pasivno iskanje). Vrsta S.
feltiae uporablja oba nacina (pasivnega in aktivnega).

Raziskave multitrofi¢nih interakcij, ki vkljucujejo rastlino/herbivora/naravnega sovraznika
predstavljajo dokaj novo vejo znanosti. Raziskave zadnjih let so pokazale, da rastline, Ki
izlo¢ajo v tla HOS delujejo odvracalno ali privabilno na gibanje EO. Namen nase raziskave
je bil ugotoviti pomen HOS, ki jih izlo¢ajo poskodovani/neposkodovani gomolji krompirja
na gibanje EO. Rezultati nase raziskave so pokazali, da so se vse preucevane vrste EO
odzvale na kemicne signale, ki smo jih sprozili z izpostavitvijo preucevanim HOS.
Zakljuc¢ujemo, da so EO razvile specificne zaznavne sisteme, s katerimi lahko razlikujejo
snovi, ki jih izlo¢ajo poskodovani/neposkodovani gomolji krompirja. Tako nase kot tuje
raziskave kaZejo, da je odzivnost na koreninske izlocke vrstno specificna lastnost. HOS
nonanal, oktanal in dekanal so imele v naSem poskusu najvec¢ji vpliv na gibanje EO.
Rezulati nase raziskave so pokazali, da so omenjene snovi delovale kot atraktanti za EO, Ki
jih glede na njihovo strategijo iskanja gostitelja uvrS¢amo med aktivne in pasivne vrste.
Dekanal je le na vrsto S. feltiae deloval kot repelent. Na podlagi nasih rezultatov
zaklju€ujemo, da lahko EO razlikujejo kemic€ne snovi, ki se izlo¢ajo pri napadu Skodljivcev
in kemicne snovi, ki jih izlocajo nepoSkodovani/zdravi gomolji krompirja.

V naSli raziskavi smo preucevali le eno HOS, ki jo izloajo neposkodovani gomolji
krompirja (2-etil-1-heksanol). Le pri Cisti koncentraciji je omenjena snov delovala kot
Sibak repelent za EO vrste S. carpocapsae. Nas poskus je pokazal, da je bilo gibanje EO
proti izbrani HOS pogojeno s strategijo iskanja gostitelja. V nasem poskusu je HOS
dekanal delovala kot atraktant na EO vrst H. bacteriophora in S. kraussei, ki sta razvili
aktivni nacin iskanja svojega gostitelja. Najmanj mobilna je bila v naSem poskusu vrsta S.
carpocapsae. Rezultati nase raziskave potrjuje tezo, da ima strategija iskanja gostitelja
velik pomen pri zaznavanju kemi¢nih signalov iz okolja. V primerjavi z drugimi vrstami
EO uporabljenih v nasem poskusu, je bila S. carpocapsae bolj dovzetna za HOS 6-metil-5-
hepten-2-on. Nasi rezultati potrjujejo, da je dovzetnost EO za kemicne draZljaje iz okolja
vrstno pogojena lastnost in prevladuje nad strategijo iskanja gostiteljev EO.
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