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(Bals.-Criv.) Vuill. — (Balsamo-Crivelli) Vuillemin
PDA — krompirjev dekstrozni agar

IOBC - International Organisation for Biological and Integrated Control of Noxious
Animals and Plants
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1 UVvOD

PreizkuSanje stranskih ucinkov fitofarmacevtskih sredstev (FFS) in ostalih kemic¢nih
pripravkov na koristne organizme je v Evropi vedno bolj pomembno in se uposteva tudi pri
nadaljnjem razvoju aktivnih snovi.

Bioti¢no varstvo rastlin je nadin obvladovanja Skodljivih organizmov v kmetijstvu in
gozdarstvu, ki uporablja zive naravne sovraznike, antagoniste ali kompetitorje ali njihove
produkte in druge organizme, ki se morejo sami razmnozevati. Ta nalin varstva je
zasnovan na patologiji zuzelk in drugih fitofagnih organizmov, na primer ogor¢ic, prsic,
mehkuzcev, vretencarjev (FITO-INFO, 2011).

Pri uporabi bioti¢nih pripravkov se moramo zavedati, da gre za Ziva bitja, na katera zelo
vplivajo okoljski dejavniki. Le ti poleg €asa in nacina uporabe vplivajo na njihovo rast,
razvoj in virulentnost ter posledi¢no na njihovo u¢inkovitost (Celar in sod., 2011).

Entomopatogene glive so pomemben ekoloski dejavnik, saj vplivajo na raznolikost in tudi
Stevilénost populacije ZuZelk ter so pomemben ¢len v krozenju hranil. Imajo razli¢no
Siroko gostiteljsko obmocje in razlicno infektivno dozo. Nekatere med njimi uporabljamo
za zatiranje Skodljivcev gospodarsko pomembnih rastlin. Entomopatogene glive izlo¢ajo
mnozico sekundarnih metabolitov z relativno majhno molekulsko maso, med njimi
nekateri delujejo antibioti¢no, drugi pa vplivajo na patogenezo gliv.

Beauveria bassina je gliva, ki raste naravno v tleh po vsem svetu. Pripada skupini
entomopatogenih gliv, katerih ucinkovitost se kaze proti velikemu S$tevilu razli¢nih
skodljivcev, kot so termiti, resarji, listne usi, razni hros¢i, in drugi (Lacey in sod., 2001).

Agrokemikalije, vklju¢no s herbicidi, so pogosto uporabljene v integriranem varstvu
rastlin. Redna uporaba ima posledice, predvsem Stevilne lahko negativno ué¢inkujejo na
entomopatogene glive. Znanje o zdruzljivosti med glivo B. bassiana in obic¢ajno
uporabljenimi herbicidi je klju¢nega pomena, da izberemo pripravek in s tem zmanjSamo
Skodljiv vpliv na uéinkovitost glive Beauveria bassiana.

1.1 VZROK ZA RAZISKAVO

Nekateri talni herbicidi negativno/pozitivno vplivajo na rast in razvoj talne mikroflore
oziroma na entomopatogene glive. Predvidevali smo, da bomo z raziskavo ugotovili, kateri
izmed preucevanih registriranih  herbicidov ima manj stranskih ucinkov na
entomopatogeno glivo Beauveria bassiana.

1.2 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE
Cilj diplomskega dela je bil ugotoviti u¢inek metribuzina in fluorokloridona, ki sta aktivni

snovi talnih herbicidov, na rast in razvoj entomopatogene glive Beauveria bassiana, pri
razli¢nih temperaturah in razli¢nih odmerkih herbicidov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ENTOMOPATOGENE GLIVE
2.1.1 Sistematika

Entomopatogene glive so polifiletska skupina in se nahajajo v dveh kraljestvih: Chromista
(Stramenopila) in Fungi (Eumycota). Najdemo jih v vseh taksonih, razen v deblu
Basidomycota (Roberts in Hajek, 1992).

Znanih je ve¢ kot 750 vrst, ki so uvrScene v ve¢ kot 100 rodov. Najve¢ entomopatogenih
gliv pripada kraljestvu Fungi, debloma Ascomycota in Zygomycota (lhara, 2007).

Deblo Oomycota (kraljestvo Chromista), za katerega je znacilen cenociti¢en micelij,
celulozna celi¢na stena in biflagelatne zoospore. Zajema le nekaj entomopatogenih gliv, ki
spadajo v rodova Lagenidium (Lagenidales) in Leptolegia (Saprolegniales). Le-te
okuzujejo vec¢inoma li¢inke komarjev in nekaj drugih dvokrilcev (Glare in Milner, 1991).

V deblo Zygomycota spada red Entomophtorales, v katerega so uvr$¢ene izklju¢no
entomopatogene glive (priblizno 200 vrst). Za te glive je med drugim znacilna tvorba
balistospor (izjema je le rod Massospora). V red Mucorales je tudi uvr$éenih nekaj
entomopatogenih gliv, Ki so ve¢inoma oportunisti (Glare in Milner, 1991).

V skupino Deuteromycetes uvrséamo glive, ki so tekom evolucije izgubile teleomorfno
obliko ali pa teleomorf Se ni bil odkrit. Sem je uvrScenih 40 rodov entomopatogenih gliv,
med drugim tudi tiste, ki se najpogosteje pojavljajo: Aschesonia, Beauveria,
Culicinomyces, Hirsutella, Metarhizium, Nomurea, Tolypocladium in Lecanicillium (Glare
in Milner, 1991). Za dolocene vrste iz rodu Beauveria so Ze odkrili teleomorfno obliko, ki
ustreza rodu Cordyceps (deblo Ascomycota).

Za deblo Ascomycota je znacilen septiran haploiden micelij in tvorba najveckrat osmih
askospor (mejospor) v askih, ki se zdruzujejo v trosis€a imenovana askom. Veéina
entomopatogenih vrst (¢ez 300) spada v rod Cordyceps (Clavicipitales). V red
Clavicipitales sodi tudi rod entomopatogenih gliv Ascosphaera, ki za razliko od ostalih
izvr$i okuzbo v ¢revesju gostitelja (Glare in Milner, 1991).
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2.1.2 Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Vrsta je dobila ime po italijanskem entomologu Agostinu Bassiju, ki je glivo odkril leta
1835 kot vzrok bolezni "muscardine” na udomacenih sviloprejkah. Zelo znacilne in opazne
bele mumije prizadetih zuzelk, so bile povod za ime "muscardine".

Beauveria bassina je talna gliva in jo najdemo po vsem svetu. Okuzuje Siroko paleto li¢ink
kot tudi odraslih osebkov Zuzelk, kot so termiti, resarji, listne usi, hroséi, in drugi. Obstaja
veliko razliénih sevov te glive, ki pa kazejo tudi na velike razlike v obsegu virulence,
patogenosti in gostiteljev (Lacey in sod., 2001).

Beauveria bassiana tvori spore, ki so odporne na okoljske dejavnike. Spore imenovane
konidiji, so enoceli¢ne, haploidne in hidrofobne. Okuzujejo Zuzelke neposredno preko
koze. Ce sta temperatura in vlaga ugodni, konidiji na povrhnjici gostitelja kalijo. Glivne
hife, ki zrastejo iz kalecih spor izlo¢ajo encime, ki razgradijo povrhnjico gostitelja in tako
omogocijo glivi, da prodre v notranjost Zuzelke. V telesu gostitelja gliva tvori toksin
imenovan beauvericin, ki oslabi imunski sistem gostitelja. Ko gostitelj pogine, za¢ne gliva
tvoriti antibiotik oosperin, ki ji omogoca, da izpodrine ¢revesne bakterije. S¢asoma je
celotno telo znotraj gostitelja napolnjeno z micelijem. Ko so okoljske razmere ugodne,
gliva izraste skozi mehkejse dele telesa zuzelke navzven in sporulira. Da se gliva
Beauveria bassiana razvije na povr§ju zuzelk, mora biti relativna zra¢na vlaznost vsaj
92 % ali ve¢ (Mabhr, 1997).

Slika 1: Li¢inka vrste Spodoptera frugiperda okuzena z glivo Beauveria bassiana
(Hongo ..., 2010)
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2.2 HERBICIDI

Poglavje je povzeto po viru Lesnik (2007).

Pripravke, ki spadajo v skupino herbicidov, uporabljamo za uni¢evanje nezelenih rastlin, to
so rastline, ki v dolo¢enem trenutku uspevajo na nekem rastis¢u (njiva, nasad, travnik in
pasnik), njihov razvoj pa ni skladen s cilji pridelave tam rasto¢ih gojenih rastlin. Z njimi
zelimo zatreti predvsem na kopnem rastoCe plevelne enoletnice in veCletnice (trave, zeli,
grmovja, drevesa), v€asih pa tudi vodne rastline in alge.

Plevel je rastlina, ki uspeva med gojenimi rastlinami in z njimi tekmuje za vire, kot so
hranila, voda, prostor in svetloba. Brez zatiranja plevela se lahko koli¢ina pridelka zmanjsa
za 40 - 100 %. To je odvisno od tekmovalne sposobnosti gojenih rastlin, sestave flore
plevelov in zapleveljenosti (pokrovnosti). Pleveli lahko z zagotavljanjem zavetja
Skodljivcem in boleznim povzrocijo tudi druge tezave, ki vplivajo na koli¢ino in kakovost
pridelka. Za ucinkovito in donosno kmetijsko pridelavo je nujno potrebno ustrezno
zatiranje plevelov.

Manj pogoste rabe herbicidov so za unicevanje plevelov v blizini prometnih povezav
(ceste, Zeleznice, letalii¢a). Stevilne prednosti uporabe herbicidov, kot so vigji pridelki,
manjsi vpliv bolezni in insektov, boljsa izraba vode in druge, opravicujejo uporabo le teh.
Predvsem pa mora vsak uporabnik paziti na pravilno rabo herbicidov in s tem v najvecji
meri prepreciti Skodljive vplive na okolje in hkrati tudi na ¢loveka. Herbicidi imajo Sirok
razpon strupenosti.

Redna uporaba Sirokega spektra FFS, vkljucno s herbicidi, s svojim kopicenjem v tleh in
okolju vplivajo na biolosko komponento in nekatere povezave v verigi medsebojnih
biocenoznih odnosov. Poudarek na vlogi naravnih sovraznikov je eden od klju¢nih
pristopov celostnega zatiranja Skodljivcev. Vecina naravnih sovraznikov pa je obcutljivih
na kemi¢ne pripravke za varstvo rastlin.

Razvoj herbicidov je usmerjen ne le v iskanje aktivne snovi z izrazenim delovanjem na
ciljno skupino plevelov, ampak predvsem v smeri ohranjanja okolja. Skratka, herbicid
mora ne le zanesljivo delovati, ampak mora imeti tudi natancno doloc¢ene ekotoksikoloske
lastnosti, ki jih predpisuje zakonodaja. Zato morajo pridelovalci kemikalije uporabiti na
strokovno najustreznejSi nain in hkrati izbrati vse druge moZne oblike nekemicnega
zatiranja plevelov oz. nezelenih rastlin (bioti¢no, mehansko, fizikalno, ... zatiranje).
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2.2.1 Herbicidne aktivne snovi in gliva Beauveria bassiana

Fitofarmacevtska sredstva, vklju¢no s herbicidi, se v kmetijstvu pogosto uporabljajo v
programih integriranega pridelovanja. Redna uporaba Sirokega spektra herbicidov lahko
povzro€i nalaganje in kopicenje aktivnih snovi v tleh, kar pa ima doloc¢en vpliv na talno
mikro- in makrofloro.

Vecina aktivnih uéinkovin v FFS je biotiéno mocno aktivnih. Aktivne snovi obicajno v
svoji izhodis¢ni obliki sploh niso uporabne ali pa jih v prakti¢nih razmerah sploh ne bi
mogli odmerjati. Spraviti jih moramo v uporabno obliko, ¢emur pravimo formuliranje.
Aktivni snovi dodajamo razne (neaktivne) snovi, kot so nosilci, topila, emulgatorji, mocila
in barve (Celar, 2006).

Kmetijstvo se vse bolj usmerja v integrirano pridelovanje polj$¢in. Tu se izvaja varstvo
rastlin, ki vkljucuje vse ekolosko, ekonomsko in toksikolosko sprejemljive nacine za
zadrzevanje Skodljivih organizmov pod pragom gospodarske Skode. Pomembna sestavina
integriranega varstva je bioti¢no varstvo rastlin (Milevoj, 2007).

Vecina naravnih sovraznikov, kamor uvr§¢amo tudi entomopatogene glive, je obcutljivih
na kemijske pripravke. Pomanjkanje pesticidne odpornosti teh organizmov bioticnega
varstva, je torej velika ovira za povecanje njihove vloge in ucinkovitosti v programih
integriranega varstva. Zato so nujno potrebni selektivni pesticidi, ki ne bi imeli Skodljivega
vpliva na naravne sovraznike (Poprawski in Majchrowcz, 1995).

Znanje o zdruzljivosti med glivo B. bassiana in obi¢ajno uporabljenimi herbicidi v
posevku je kljuénega pomena. Zaviralni ucinki herbicidov na procese talnih gliv se
razlikujejo glede na glivne vrste in njihove seve, pa tudi glede koli¢ine nakopicenih
herbicidov v tleh.

Opazovanja in raziskave so pokazale, da imata soCasna uporaba glive B. bassiana in
herbicidne aktivne snovi dikvat sinergijski u¢inek’ na smrtnost insektov, medtem ko je
druga aktivna snov glufosinat-amonij $kodljiva in nezdruzljiva z glivo B. bassiana.
Herbicidi navadno spremenijo gostiteljevo (rastlinsko) obrambo, povecajo izlocanje
njihovih izcedkov in nabiranje tekoCin, ter hkrati zmanjSajo rast patogenov. Pretekle
Studije so tudi pokazale, da so z apliciranjem herbicidov v tla inhibirane entomopatogene
glive in ovirane tudi naravne epizootije?. Entomopatogena gliva Beauveria bassiana je zelo
obcutljiva na do sedaj preizkusene herbicide, tako pri obi¢ajnem kot povecanem poljskem
odmerku (Ambethgar in sod., 2009).

Fungicidni u¢inki glifosata in glifosatnih formulacij na entomopatogeno glivo B. bassiana
so bili ocenjeni v laboratorijskih razmerah. Delovanje je bilo doloceno z merjenjem
zaviranja rasti micelija v tleh. Glifosat kot aktivna snov ni imel nobenega negativnega
delovanja na glivo Beauveria bassiana, medtem ko so imele formulacije glifosata

! Sinergija je sodelovanje, medsebojno dopolnjevanje dveh ali ve¢ snovi/organizmov, ki ustvarijo vegji
ucinek, kot bi ga ustvarili, ¢e bi delovali posamezno (SSKJ, 2008).

? Epizootija je nenaden izbruh in hitro $irjenje kake nalezljive bolezni pri Zivalih (SSKJ, 2008).
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sinergijski uéinek. Rezultati so torej pokazali, da je gliva Beauveria bassiana dovzetna tudi
za razli¢ne formulacije pripravka, na samo aktivno snov pa ne (Morjan in sod., 2002).

Na splosno na glivo Beauveria bassiana vpliva veliko FFS, predvsem fungicidi in
herbicidi in ne toliko insekticidi. Prav tako je gliva inkompatbilna z rastnimi regulatorji
oziroma hormoni, zato se je potrebno izogibati kombinacije skropilne brozge
pakrobutrazola, flurprimidola in silaida z glivo Beauveria bassiana. Mefluidid je edini
rastni regulator, ki je v raziskavah le malo ali ni¢ inhibiral kalivost in rast entomopatogene
glive Beauveria bassiana. Aplikacija z rastnimi hormoni ali drugimi FFS ima torej
fungicidne lastnosti, Ki jih je potrebno skrbno spremljati, zato da bi se izognili motnjam ali
epizootijam glive Beauveria bassiana (Storey in Gardner, 1986).

Testiranje vplivov oziroma stranskih ucinkov FFS na koristnih organizmih je postalo
obvezen del zahtevane dokumentacije za registracijo pripravkov v vec¢ evropskih drzavah.
To pa je za razvoj mednarodno priznanih smernic $e toliko bolj pomembno. Med ve¢ kot
100 preizkusenimi pesticidi jih je le nekaj, ki so relativno majhne toksi¢nosti in/ali imajo
omejeno obstojnost na preizkuSenih naravnih organizmih. Ta testiranja ne sluzijo samo
temu, da se pridobijo informacije o stranskih u¢inkih FFS na koristne organizme, pac pa
dajejo tudi priloznost za izboljSanje tehnik testiranja, primerjavo rezultatov in izmenjavo
izkuSen;j (Sterk in sod., 1999).
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2.2.2 Metribuzin

Poglavje je povzeto s spletne strani PPDB — Pesticide Properties Data Base, University of
Hertfordshire (2011).

CH; O _ o _
Aktivna snov metribuzin (slika 2) sodi v
H,C N/NH2 kemijsko skupino 1,2,4-triazinonov. So
H;C | heterocikli¢ne spojine s tremi ogljikovimi
~, atomi in tremi dusSikovimi.
N SCH;

Slika 2: Kemijska formula metribuzina
(Metribuzin, 2011)

Metribuzin je aktivna snov selektivnih sistemi¢nih herbicidov, ki se absorbira prvenstveno
prek korenin, vendar lahko tudi prek listja. Translocira se akropetalno in inhibira
fotosintezo. Ucinkovit je proti Stevilnim semenskim Sirokolistnim, pa tudi nekaterim
travnim plevelom. Njegova selektivnost se kaze v krompirju, soji, starejsih posevkih,
lucerni, na sadikah paradiznika.

Pri FFS nas zanimata dva podatka, in sicer razgradnja v tleh (DTsp) in stopnja razgradnje v
vodnih sistemih oz. podtalnici.

DTso je Cas izrazen v dnevih, Ki je potreben, da se koncentracija pesticida v tleh v aerobnih
pogojih zmanjsa za 50 % od dneva aplikacije. Glede na trajanje oziroma obstojnost
pripravka je razdeljen je v 4 skupine: < 30 = ni perzistentno, 30 — 100 = zmerno
perzistentno, 100 — 365 = perzistentno, > 365 = zelo perzistentno. Predvidena razpolovna
doba herbicida Sencor WG 70 (metribuzin) v tleh je 11,5 dni, dejanska razpolovna doba pa
je 19 dni (ni perzistentno).

Stopnja razgradnje v vodnih sistemih je stopnja razgradnje kemikalije v vodno-
sedimentnih sistemih, izraZzena kot DTso (dni). Podatki so podani za sistem kot celoto in za
vodno fazo samo. Tudi ta vrednost ima doloene mejne stopnje.

Mejne vrednosti za razgradnjo v sistemu kot celoti: < 30 = hitro, 30-100 = srednje hitro,
100-365 = pocasi, > 365 = obstojno. Mejne vrednosti za razgradnjo samo v vodni fazi: < 1
= hitro, 1-14 = srednje hitro, 14-30 = pocasi, > 30 = obstojno.

Herbicid Sencor WG 70 je po stopnji razgradnje v sistemu kot celoti uvrS¢en v tretjo
skupino (100-365 dni), kar pomeni, da je njegova razgradnja poc¢asna (50 dni). Po stopnji
razgradnje za samo vodno fazo pa ga uvrs¢amo v cetrto skupino (> 30 dni), kar pomeni, da
je dokaj obstojen herbicid (41 dni).
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2.2.3 Flurokloridon

Poglavje je povzeto s spletne strani PPDB — Pesticide Properties Data Base, University of
Hertfordshire (2011).

F
F
\C/
7/
F
Aktivna snov flurokloridon (slika 3) je sisteti¢no
N o pridobljena aktivna snov in je kombinacija
= razli¢nih izomer. Zato je ne moremo uvrstiti v
nobeno kemijsko skupino.
CH, Cl
/
Cl

Slika 3: Kemijska formula flurokloridona
(Flurochloridone, 2011)

Flurokloridon je aktivna snov selektivnih herbicidov, ki jih rastline absorbirajo preko
korenin, kalckov in koleoptil. Flurokloridon preprecuje nastanek karotenoida —
varovalnega pigmenta za klorofil in tako blokira oziroma inhibira fotosintezo. U¢inkuje na
Stevilne Sirokolistne in nekatere travne semenske plevele.

Predvidena stopnja razgradnje herbicida Racer 25 — EC (flurokloridon) je 53 dni, dejanska
razpolovna doba pa je 40,6 dneva.

Po stopnji razgradnje v sistemu kot celoti je Racer 25 — EC uvrscen v Cetrto skupino (> 365
dni), kar pomeni, da je njegova razpolovna doba zelo po¢asna oziroma je ni.

Po stopnji razgradnje vodne faze je tudi uvrscen v ¢etrto skupino (> 30 dni), kar dokazuje z
obstojnostjo 37-ih dni.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

Poskus je potekal v fitopatoloskem laboratoriju Katedre za fitomedicino, kmetijsko
tehniko, poljedelstvo, pasni§tvo in travniStvo, na Oddelku za agronomijo Biotehniske
fakultete v Ljubljani. Entomopatogeno glivo smo izolirali v ciste kulture iz pripravka
Naturalis (izolat ATCC 74040).

Testna metoda, ki smo jo uporabili, temelji na navodilih za testiranje u¢inkov FFS na glivo
B. bassiana (Coremons-Pelseneer, 1994). Uporabili smo dva herbicida, ki se jih v
krompirju uporablja za zatiranje plevelov (pregl. 1).

Preglednica 1: Osnovni podatki o FFS, ki smo jih uporabili v laboratorijskem poskusu

Poraba vode [I/ha]
: . . Delez | Odmerek L
Pripravek Ucinkovina o h Proizvajalec
[%] a priporoceno | v poskusu
SENCOR WG 70 | metribuzin 70 1,5kg 300-600 1000 BAYER CS
. MACTESHIM
RACER 25 —-EC | flurokloridon 25 41 300-600 1000 AGAN

Priporoc¢ena poraba vode za ta dva herbicida je od 300 do 600 litri (povprecje okoli 450 I).
V poskusu smo kot osnovo za pripravo raztopin FFS vzeli enotno porabo 1000 litrov vode
na hektar. Tako so bile Ze na zacetku poskusa zacetne koncentracije herbicidov v agarnih
plos¢ah ve¢ kot enkrat nizje, v primerjavi z obi¢ajno koncentracijo v uporabljeni skropilni
brozgi.

3.1 POTEK RAZISKAVE

V poskus smo vkljucili dva pogosto uporabljena talna herbicida in preizkusili njuno
delovanje oziroma zdruzljivost z glivo Beauveria bassina. Glivo smo gojili na PDA
g0jis¢u z dodanima herbicidoma v razli¢nih odmerkih (100 %, 75 %, 50 %, 25 % in 0 %
priporo¢enega poljskega odmerka) in dveh razli¢nih temperaturah (15 °C in 25 °C). Gojili
smo Vv laboratorijsko nadzorovanih (in vitro) razmerah. Napravili smo 18 obravnavaj in vsa
obravnavanja so bila ponovljena Sestkrat. Pri inkubaciji v rastni komori je bila relativna
zra¢na vlaga 60 %.
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3.2 UCINEK HERBICIDOV NA RAST MICELIJA GLIVE

Glivo Beauveria bassiana smo preizkusali na pripravljenem gojiscu. Vzeli smo krompirjev
dekstrozni agar (PDA - Merck) in 39 g le tega zamesSali v 1 liter vode. Potem smo kuhali v
vodni kopeli na kuhalniku, da se je agar raztopil. Po kon¢anem kuhanju smo ga prelili v
erlenmajerice, in sicer v vsako 100 ml (za 1 obravnavanje). Dodali smo $e magnetna
mesala, pripravili tipse in vse skupaj dali sterilizirat v avtoklav na 121 °C in 103,4 kPa za
15-20 minut.

Herbicid Sencor je v obliki moc¢ljivih zrnc (WG), ki jih je potrebno predhodno raztopiti. V
ta namen smo pripravili zalozno raztopino. V 50 ml deionizirane vode smo raztopili 7,5 ¢
herbicida. Za 100 % poljske odmerke smo potem v 100 ml gojis¢a s sterilnimi tipsi
odpipetirali 1 ml pripravljene raztopine, za 75 % odmerek 0,75 ml, za 50 % odmerek
0,50 ml in za 25 % 0,25 ml.

Herbicid Racer 25 - EC je v obliki koncentrata za emulzijo, zato smo ga lahko dodali
neposredno v gojisée. V 100 ml gojis¢a smo za 100 % odmerek herbicida s sterilnimi tipsi
odpipetirali 0,4 ml herbicida, za 75 % odmerek 0,3 ml, za 50 % odmerek 0,2 ml in za 25 %
0,1 ml.

Odmerke herbicidov smo v PDA gojis¢a dodali preden se je to zacelo strjevati (50 °C).

V brezprasni komori (Iskra PIO) smo pripravljena gojisca zlili v petrijevke, priblizno 15 ml
v vsako. 100 ml gojis¢a je zadoSCalo za eno obravnavanje oziroma za 6 petrijevk.
Uporabili smo sterilne plasti¢ne petrijevke (100 x 15 mm,; proizvajalec: Kemomed d.o0.0.,
Kranj) (sliki 4 in 5).

W isx0a PIO

Slika 4: Sterilizirane plasti¢ne Slika 5: Brezpra$na komora (D. Mesec, 2011)
petrijevke (D. Mesec, 2011)
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Ko se je gojisce strdilo smo na sredino petrijevk nacepili 14 dni stare micelijske diske
(@ 5 mm) glive Beauveria bassiana. Petrijevke smo zatesnili s parafilmom, jih oznadili in
dali inkubirat v rastno komoro (tip: RK-900 CH, proizvajalec: Kambi¢ laboratorijska
oprema d.o.0., Semic¢) (slika 6). Rast glive smo nato spremljali in preverjali Stirinajst dni
pri dveh razli¢nih temperaturah, 25 °C in 15 °C ter 60 % relativne zracne vlage (r.z.v.).

Slika 6: Gojitvena komora (D. Mesec, 2011)

3.3 MERITVE IN OBDELAVA PODATKOV

Po 7 in 14 dneh smo ugotavljali prirast micelija glive B. bassiana. 1zmerili smo premer
micelija po dolZini in Sirini, ter zunanji rob tudi ob¢rtali. Po Stirinajstdnevni inkubaciji v
gojitvenih komorah smo opazovanje zakljucili. Petrijevke smo slikovno prebrali preko
opti¢nega bralnika in povrsinsko prirast micelija dolo¢ili z racunalniS$kim programom Nis
Elements BR 2.30 (Nikon Instruments Inc., ZDA). Zbrane podatke smo tabelari¢no uredili
v programu Excel ter statisticno obdelali podatke s pomoc¢jo programa Statgraphics Plus
(Student-Newman-Keuls test pri 5 % tveganju).

Iz pridobljenih podatkov smo izracunali tudi inhibicijski u¢inek posameznega odmerka na
rast micelija glive B. bassiana in glede na to dolocili stopnjo Skodljivosti posameznega
herbicida na organizem. Zgledovali smo se po stopnjah Skodljivosti, ki so jih v prejsnjih
raziskavah uporabili Sterk in sod. (2002).
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Stopnje Skodljivosti obsegajo Stiri razrede: 1 = neskodljiv (< 25 % inhibicija rasti), 2 =
rahlo $kodljiv (25 — 50 %), 3 = zmerno $kodljiv (51 — 75 %), 4 = Skodljiv (> 75 %) (Sterk
in sod., 2003).

Odstotek inhibicije smo izracunali po formuli:
1(%) = ==+ 100
. (1)

1(%) — odstotek inhibicije; K — povrSina micelija v kontrolnem obravnavanju; F — povr§ina micelija v
obravnavanju s herbicidom.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

V prvem delu poskusa smo uporabili herbicidna pripravka Sencor WG 70 (metribuzin) in
Racer 25 — EC (flurokloridon) v stirih razli¢nih koncentracijah ter preucevali njun ucinek
na rast micelija entomopatogene glive B. bassiana pri temperaturi 15 °C in 60 % r.z.v.
Naredili smo 8 obravnavanj s po Sestimi ponovitvami in dodali tudi kontrolno
obravnavanje. Rezultate smo vpisali v preglednico 2.

Preglednica 2: Povpre¢na povrSina in inhibicija rasti micelija glive B. bassiana pri dveh pripravkih v
razli¢nih odmerkih po 7 in 14 dneh pri temperaturi 15 °C

ob . P it Pov]e.reéna Inhibicija po POY.p reénal 4 Inhibicija po Stopnja*
ravhavanje | Fonovitev ;’“d;resﬁ'iic‘n‘:‘z’] 7 dneh [%] pm:;}“;‘cm’z] 14 dneh [%] | Skodljivosti

Kontrola 6 2,98 0 12,15 0

Sencor 25 % 6 1,70 43,01 6,29 48,23 2
Sencor 50 % 6 0,99 66,89 2,26 81,40 4
Sencor 75 % 6 0,81 72,82 1,85 84,75 4
Sencor 100 % 6 0,63 79,03 1,46 87,98 4
Racer 25 % 6 0,29 90,27 0,91 92,52 4
Racer 50 % 6 0,19 93,57 0,30 97,50 4
Racer 75 % 6 0,18 93,90 0,18 98,50 4
Racer 100 % 6 0,26 91,44 0,26 97,99 4

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

Podatke smo statisticno izvrednotili s pomocjo Student-Newman-Keuls testa pri 5-
odstotnem tveganju.

Povpreéna povrSina micelija v kontrolnem obravnavanju brez dodanega herbicida je bila
2,98 cm®.

.....

pri temperaturi 15 °C nastopijo statisti¢no znacilne razlike med obravnavanji 0z. odmerki
pripravka.

Pri 25% odmerku je bila povpre¢na povriina 1,7 cm® oziroma je inhibicija prirasta
43,01 %. Pri 50 % odmerku je bila povpre¢na povriina 0,99 cm? oziroma je inhibicija
prirasta 66,89 %. Pri 75% odmerku je bila povpre¢na povriina 0,81 cm? oziroma je
inhibicija prirasta 72,82 %. Pri 100 % priporo¢enem odmerku je bila povpre¢na povrSina
0,63 cm? oziroma je inhibicija prirasta znaSala 79,03 %.

Pri pripravku Racer 25—EC (flurokloridon) po 7 dneh ni statisti¢nih razlik med
obravnavanji s 25 % in 100 % odmerkom herbicida, saj inhibiciji med seboj ne odstopata.
Prav tako ni statisti¢no znacilnih razlik med 50 % in 75 % koncentracijo.

Pri 25% odmerku je bila povpre¢na povrsina 0,29 cm? oziroma je inhibicija prirasta
90,27 %. Pri 50 % odmerku je bila povpre¢na povrsina 0,19 cm® oziroma je inhibicija
prirasta 93,57 %. Pri 75 % odmerku je bila povpretna povriina 0,18 cm? oziroma je
inhibicija prirasta 93,90 %. Pri 100 % priporo¢enem odmerku je bila povprecna povrsina
0,26 cm? oziroma je inhibicija prirasta znagala 91,44 %.
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Inhibicija po 7 dneh
100 5 5 b 2
d
— 75 - —
S b
S,
S
£ 50 - 3 — M Sencor
<
£ Racer
25 - —
0
0% 25% 50% 75% 100%
Odmerek herbicida
Slika 7: Primerjava inhibicij rasti micelija glive B. bassiana pri dveh herbicidih v
razli¢nih odmerkih po 7 dneh pri temperaturi 15 °C (razli¢ne ¢rke pomenijo
statisti¢no znacilne razlike v prirastih micelija pri razlicnih koncentracijah
znotraj enega pripravka; navaden tisk Sencor, krepek tisk Racer)
Inhibicija po 14 dneh
100 - b b - b
b b
—_ 75 |
X
S
S a
2 50 — M Sencor
=
£ Racer
25 —
0
0% 25% 50% 75% 100%
Odmerekherbicida
Slika 8: Primerjava inhibicij rasti micelija glive B. bassiana pri dveh herbicidih v

razliénih odmerkih po 14 dneh pri temperaturi 15 °C (razli¢ne érke pomenijo
statisticno znacilne razlike v prirastih micelija pri razlicnih koncentracijah

znotraj enega pripravka; navaden tisk Sencor, krepek tisk Racer)
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Po 14 dneh smo ponovno izmerili priraste glive B. bassiana ter izracunali povprecja
povrsin in inhibicije rasti.
Pri kontrolnem obravnavanju je bila povpre¢na povrsina 12,15 cm?.

Pri obravnavanju s herbicidom Sencor WG 70 (metribuzin) so bile povpre¢ne povrsSine
micelija in inhibicije naslednje: pri 25 % odmerku je bila povprecna povriina 6,29 cm? in
inhibicija 48,23 %, pri 50 % odmerku je bila povpre¢na povriina 2,26 cm® in inhibicija
81,40 %, pri 75 % odmerku je bila povpre¢na povriina 1,85 cm? in inhibicija 84,75 %, pri
100 % priporogenem odmerku pa je bila povpretna povriina 1,46 cm? in inhibicija
87,98 %.

Pri obravnavanju s herbicidom Racer 25 — EC (flurokloridon) so bile povpre¢ne povrsine
micelija in pripadajoce inhibicije naslednje: 0,91 cm? in 92,52 % inhibicija pri 25 %
odmerku, 0,30 cm? in 97,50 % inhibicija pri 50 % odmerku, 0,18 cm? in 98,50 % inhibicija
pri 75 % odmerku ter 0,26 cm? in 97,99 % inhibicija pri 100 % priporo¢enem odmerku.

Iz pridobljenih podatkov smo ugotovili, da oba pripravka po 14 dneh pri temperaturi 15 °C
in 60 % r.z.v. ter vseh odmerkih mo¢no negativno vplivata na rast in razvoj micelija
entomopatogene glive Beauveria bassiana.

Racer 25 — EC (flurokloridon) vpliva negativno oziroma ima fungistati¢ni u¢inek na rast ze
pri zelo majhnem odmerku, torej 25 % odmerku.. Med vec¢jimi odmerki ni statistiéno
znacilnih razlik, kar pomeni, da ima 50 % odmerek enak negativni u¢inek kot 100 %. Rast
micelija ob dodatku herbicida se je v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem zmanjsala za
kar 90 %.

Sencor WG 70 (metribuzin) prav tako negativno vpliva na rast in razvoj micelija glive,
vendar je fungistaticen ucinek nekoliko manjs$i kot pri aktivni snovi flurokloridon. V
primerjavi s kontrolnim obravnavanjem je rast micelija ob dodatku najmanjSe
koncentracije Sencorja, v povpre¢ju manjsa za kar 50 %. Med 50, 75 in 100 % odmerkom
ni statisticno znacilnih razlik v inhibiciji rasti micelijja.
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Iz slike 9 in 10 je lepo opazna razlika v rasti oziroma inhibiciji rasti micelija glive B.
bassiana.

Slika 9: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassiana v petrijevkah brez
dodanega metribuzina (levo) in v petrijevkah s 75 % poljskega odmerka
metribuzina (desno) pri temperaturi 15 °C in 60 % r.z.v.

Slika 10: Primerjava prirasta micelija glive Beauveria bassina v petrijevkah brez
dodanega flurokloridona (levo) in v petrijevkah s 75 % poljskega odmerka
flurokloridona (desno) pri temperaturi 15 °C in 60 % r.z.v.
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Prej$nji poskus smo ponovili pri temperaturi 25°C in 60 % r.z.v.. Naredili smo 8
obravnavanj s po Sestimi ponovitvami in dodali tudi kontrolno obravnavanje (gojis¢e brez

herbicida).

Tudi v tem poskusu smo povrSinske priraste micelija ugotavljali po 7 in 14 dneh. Za
statisti¢no izvrednotenje dobljenih podatkov smo uporabili test Student-Newman-Keuls pri
tveganju 5 %.

Preglednica 3: Povpre¢na povrSina in inhibicija rasti micelija glive B. bassiana pri dveh pripravkih v
razli¢nih odmerkih po 7 in 14 dneh pri temperaturi 25 °C

Povprecna e Povprecna e .

Obravnavanje | Ponovitev | povrsina po I? Tj'r?;f]”[ao /po povrsina po 14 Ilrlh('jbm# aof 0 “lf tgi).r.ua* .

7 dneh [cm?] 0] dneh [cm?] el
Kontrola 6 6,17 0 19,93 0
Sencor 25 % 6 3,30 46,54 9,81 50,78 2-3
Sencor 50 % 6 1,37 77,82 3,15 84,19 4
Sencor 75 % 6 1,17 81,12 2,85 87,54 4
Sencor 100 % 6 1,04 83,12 1,63 91,82 4
Racer 25 % 6 0,51 91,76 1,23 93,82 4
Racer 50 % 6 0,23 96,22 0,38 98,12 4
Racer 75 % 6 0,18 97,14 0,18 99,11 4
Racer 100 % 6 0,19 96,95 0,19 99,06 4

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

Po enem tednu je bila povpre¢na povriina micelija pri kontrolnem obravnavaniju 6,17 cm?.

Pri obravnavanju z dodanim herbicidom Sencor WG 70 (metribuzin) je bila pri 25 %
odmerku povr§ina 3,30 cm? in inhibicija 46,54 %. Pri 50 % odmerku je bila povpre¢na
povrsina 1,37 cm? in inhibicija 77,82 %. Pri 75 % odmerku je bila povpre¢na povriina
1,17 cm? in inhibicija 81,12 %. Pri najve&jem oziroma 100 % priporodenem odmerku pa je
bila povrsina 1,04 cm? in inhibicija 83,12 %.

Obravnavanje, pri katerem smo dodali herbicid Racer 25— EC (flurokloridon) je bila
povpreéna povr§ina pri 25 % odmerku 0,51 cm? in pripadajoca inhibicija 91,76 %. Pri
50 % odmerku je bila povpre¢na povrsina 0,23 cm? in inhibicija 96,22 %. Pri 75 %
odmerku je bila povpre¢na povriina 0,18 cm? in inhibicija 97,14 %. Pri najve&jem oziroma
100 % priporo&enem odmerku pa je bila povpre¢na povriina micelija 0,19 cm? in inhibicija
96,95 %.

Po 14 dneh smo ponovno izmerili povrSine micelija glive B. bassiana. Povpre¢na povrsina
micelija kontrolnega obravnavanja (brez dodanega herbicida) je bila 19,93 cm?.

Pri obravnavanju z dodanim herbicidom Sencor WG 70 (metribuzin) smo ugotovili
naslednje povpre¢ne povrSine micelija oziroma inhibicijo: pri 25 % odmerku je bila
povrsina 9,81 cm® oziroma 50,78 % inhibicija, pri 50 % odmerku je bila povr§ina micelija
3,15 cm? oziroma inhibicija 84,19 %, pri 75% odmerku je bila povpretna povr§ina
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2,85 cm? oziroma 87,54 % inhibicija ter pri 100 % priporotenem odmerku je bila
povpre&na povrsina 1,63 cm? oziroma 91,82 % inhibicija.

Pri obravnavanju z dodanim herbicidom Racer 25— EC (flurokloridon) pa smo ugotovili
naslednje povpre¢ne povrsine micelija oziroma inhibicijo: pri 25 % odmerku je bila
povrsina 1,23 cm? oziroma 93,82 % inhibicija, pri 50 % odmerku je bila povriina 0,38 cm?
oziroma 98,12 % inhibicija, pri 75 % odmerku je bila povrina 0,18 cm? oziroma 99,11 %
inhibicija ter pri 100 % priporodenem odmerku je bila povpreéna povrsina 0,19 cm?
oziroma 99,06 % inhibicija.

Inhibicija po 7 dneh
a
C
b b
— 75 +—— =
.°\:.
3
S
2 50 — 2 — M Sencor
L
£ Racer
25 - —
0
0% 25% 50% 75% 100%
Odmerek herbicida

Slika 11: Primerjava inhibicij rasti micelija glive B. bassiana pri dveh herbicidih v
razli¢nih odmerkih po 7 dneh pri temperaturi 25 °C (razli¢ne ¢rke pomenijo
statisticno znacilne razlike v prirastih micelija pri razli¢nih koncentracijah
znotraj enega pripravka; navaden tisk Sencor, krepek tisk Racer)

Ugotovili smo, da po 7 dneh obstajajo statisticne razlike med obravnavanji. Iz slike 11 je
vidno, da pri pripravku Sencor WG 70 (metribuzin) statisti¢ne razlike nastopijo med 25 %
odmerkom in ostalimi obravnavanji. Razlike niso statisti¢no znacilne med 50 % in 75 %
odmerkom ter 75 % in 100 % odmerkom, medtem ko med 50 % in 100 % razlika obstaja.

Pri pripravku Racer 25 — EC (flurokloridon) po 7 dneh razlika nastopi med 25 % in vsemi
ostalimi odmerki. Med 50 %, 75 % in 100 % odmerkom ni statisti¢no znaéilnih razlik.
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7 meritvami povrSine micelija in statistiéno analizo podatkov smo ugotovili, da so pri
pripravku Sencor (metribuzin) rezultati enaki kot po 7 dneh. Pri pripravku Racer
(flurokloridon) pa razlika nastopi med 25 %, 50 % in 75 % odmerkom, medtem ko med
75 % in 100 % odmerkom ni statisti¢no znaéilnih razlik.

Inhibicija po 14 dneh
100 = b = - c
b b,c
—_ 75 - |
X
S
S a
2 50 - — M Sencor
<
£ Racer
25 —
0
0% 25% 50% 75% 100%
Odmerekherbicida
Slika 12: Primerjava inhibicij rasti micelija glive B. bassiana pri dveh herbicidih v

razli¢nih odmerkih po 14 dneh pri temperaturi 25 °C (razli¢ne érke pomenijo
statisticno znacilne razlike v prirastih micelija pri razli¢nih koncentracijah
znotraj enega pripravka; navaden tisk Sencor, krepek tisk Racer)

Iz pridobljenih podatkov smo tudi pri temperaturi 25 °C in 60 % r.z.v. ter vseh odmerkih
obeh u¢inkovin zaznali moc¢an negativen vpliv na rast micelija glive.

Flurokloridon ima fungistati¢ni ucinek na rast micelija Ze pri zelo majhnem odmerku, torej
25 % odmerku, saj je inhibicija v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem kar 90 %.

Metribuzin tudi negativno vpliva na rast micelija glive, vendar je fungistaticen ucinek
manjsi kot pri flurokloridonu. V primerjavi s kontrolnim obravnavanjem je rast micelija,
tudi pri temperaturi 25 °C v povpre¢ju manjsa za kar 50 %.
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Slika 13: Primerjava prirasta micelija glive B. bassiana v kontrolnih petrijevkah (levo) in
v petrijevkah s 50 % poljskim odmerkom flurokloridona (desno) pri
temperaturi 25 °C in 60 % r.z.v.

Slika 14: Primerjava prirasta micelija glive B. Bassiana v kontrolnih petrijevkah (levo)
in v petrijevkah s 50 % poljskim odmerkom metribuzina (desno) pri
temperaturi 25 °C  in 60 % r.z.v..
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Vzporedno smo ugotavljali tudi statisticno znacilne razlike v inhibiciji rasti micelija glive

B. bassiana med razli¢nima temperaturama.
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Slika 15: Povpre¢ne inhibicije rasti micelija glive B. bassiana po 7 dneh pri razli¢nih

odmerkih herbicidov, dveh razli¢nih temperaturah (15 °C in 25 °C) in 60 %
r.z.v.
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Slika 16: Povprecne inhibicije rasti micelija glive B. bassiana po 14 dneh pri razli¢nih
odmerkih posameznega herbicidov, dveh razli¢nih temperaturah (15 °C in 25 °C)

in 60 % r.z.v.
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Z velikimi ¢rkami smo oznacili statisticno znacilne razlike v prirastih micelija v okviru
posameznega pripravka pri istem odmerku in razli¢nih temperaturah.

Po 7 dneh smo ugotovili statisticno znacilne razlike pri obeh herbicidih. Pri pripravku
Sencor (metribuzin) je ugotovljena statisti¢no znacilna razlika med odmerki 50 %, 75 % in
100 %, medtem ko pri 25% odmerku ni statisticne razlike. Pri pripravku Racer
(flurokloridon) smo dobili popolnoma enak rezultat.

Po 14 dneh pri pripravku Sencor statisticno znacilna razlika nastopi le Se pri 100 %
odmerku, medtem ko pri odmerkih 25 — 75 % do razlik ne prihaja. Pri pripravku Racer pa
statisti¢ne razlike nastopijo pri odmerkih 25 %, 75 % in 100 %, pri 50 % pa le-teh ni bilo.

Inhibicija je pri obeh pripravkih v povezavi s koli¢ino herbicida v gojis¢u, pri pripravku
Racer (flurokloridon) pa tudi s temperaturo, saj je inhibicija pri 25 °C statisti¢no znacilno
vecja.

V eni od prejsnjih raziskav so ugotovili, da na fungicidno delovanje pripravkov, poleg
aktivne snovi, vpliva tudi formulacija pripravka (Morjan in sod., 2002). To pomeni, da
rezultatov ne moremo posploSevati in prenaSati na vse pripravke z isto aktivno snovjo.

Mietkiewski in sod. (1997) so v svojih poljskih in laboratorijskih poskusih preucevali vpliv
petih pesticidov (benomil — fungicid, triadimefon — fungicid, aldikarb — insekticid,
Klorfenvinfos — insekticid, glifosat — herbicid) na spekter in Stevil¢nost entomopatogenih
gliv. Poskus je potekal pri temperaturah 18 °C in 26 °C. Za privabljanje gliv so v poljskem
poskusu dodajali li¢inke Galleria mellonella. Li¢inko je okuzilo pet vrst gliv. Vrsta
Beauveria bassiana je bila prevladujoca vrsta in edina, pri kateri je bila okuzba dovolj
velika, da so lahko naredili statisticno analizo. V najmanjsi koli¢ini je bila gliva prisotna v
tleh tretiranih z benomilom. Njegov $kodljiv u¢inek na glivo B. bassiana so dokazali v in
vitro poskusih, kjer je benomil bistveno onesposobil glivi¢no rast. Enake rezultate so dobili
tudi pri u¢inkovini klorfenvinfos. Triadimefon je v poljskih poskusih spodbudil rast glive
B. bassiana, v in vitro poskusih pa se je izkazalo ravno obratno. Pri aldikarbu se je
izkazalo v in vitro razmerah, da le ta spodbuja glivi¢no rast. Na splosno so ugotovili, da je
gliva B. bassiana bistveno slabse prirascala pri temperaturi 26 °C kot pa pri 18 °C.

Pesticidi imajo lahko neposreden vpliv na naravni pojav, zmoZnost okuZbe in populacijsko
dinamiko entomopatogenih gliv. Prav tako vplivajo na druge makro- in mikroorganizme v
tleh, ki so lahko v interakciji z entomopatogenimi glivami. V kombinaciji z podnebnimi in
talnimi spremenljivkami, je ucinke na glive tezko lociti. Ta Studija je pokazala, da
uporabljeni pesticidi na poljih, verjetno ne ubijejo vseh prisotnih entomopatogenih gliv,
vsekakor pa omejijo njihovo kolonizacijo oziroma ponovno naselitev.

V eni od studij v Iranu so Vv in vitro razmerah preiskovali zdruzljivost glive B. bassiana s
petimi insekticidi (imidakloprid, flufenoksuron, teflubenzuron, endofulfan in amitraz).
Preucevali so tudi vpliv le teh na kaljivost konidijev, vegetativno rast in oblikovanje spor.
Insekticidi so bili testirani v treh odmerkih (osnovni odmerek — x, %2 x in 2 x). Vsa FFS so
zavirala vegetativno rast glive B. bassiana. Flufenoksuron je popolnoma nezdruzljiv z
glivo, saj je povzroéil popolno inhibicijo rasti micelija. Pri ostalih pripravkih je bila
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inhibicija rasti micelija manjSa, vendar $¢ vedno prevelika za soasno uporabo z glivo B.
bassiana. Imidakloprid ni imel nobenega negativnega vpliva na entomopatogeno glivo,
zato ga je mozno uporabiti so¢asno z glivo tudi v okviru celostnega zatiranja Skodljivcev.
Insekticidi so vplivali na vegetativno rast in sporulacijo glive B. bassiana in tudi kalitev
spor (Alizadeh in sod., 2007).

Zelo pomembna pri glivah je sposobnost konidijev, da kalijo na gostitelju, ga okuzijo in
posledi¢no usmrtijo (Batista Filho in sod., 1998, cit. po Alizadeh in sod., 2007; De Olivera
in Neves, 2004, cit. po Alizadeh in sod., 2007).

Tudi Anderson in Roberts (1983, cit. po De Oliveria in sod., 2004) sta ugotovila, da je
kaljivost pomemben kriterij pri skladnosti pesticida z entomopatogeno glivo v in vitro
razmerah.

Todorova in sod. (1998) so okrepili pomembnost vpliva pesticidov na kaljivost konidijev,
ker so te glivi¢ne strukture odgovorne za nastanek oziroma pojav prvega zaris¢a bolezni na
nekem podro¢ju oziroma okolju. Poudarili so tudi, da inhibicija kaljivosti zaradi prisotnosti
pesticidov ogroza patogena, bodisi tistega, ki je Ze prisoten v kmetijskem ekosistemu ali
tistega, ki je v sistem umetno vnesen.

Obstoj in prezivetje konidijev entomopatogene glive Beauveria bassiana je povezan z
agrokemikalijami, okoljskimi dejavniki in drugimi kemi¢nimi sredstvi za varstvo rastlin, s
katerimi glive pridejo v stik v tleh (Anderson in Roberts, 1983, cit. po Alizadeh in sod.,
2007; loria in sod., 1983, cit. po Alizadeh in sod., 2007; Alves in Lecuona, 1998, cit. po
Alizadeh in sod., 2007).

Herbicidi in ostali pesticidi lahko onemogocijo delovanje oziroma imajo sinergijski uc¢inek
in morebitno insekticidno delovanje na glivo B. bassiana (Benz, 1987).

Loria in sod. (1993, cit. po Jaros-Su in sod., 1999) so preucevali obstoj konidijev glive
Beauveria bassiana po vnosu fungicidov v agar v laboratorijskin razmerah in nanosu
konidijev na krompirjeve liste v poljskem poskusu. Uporabili so fungicida makozeb in
metiram, ki sta inhibirala obstojnost konidijev v agarnih plo$¢ah, medtem ko se je v in
vitro razmerah izkazalo, da je kljub uporabi fungicidov koli¢ina konidijev primerljiva s
kontrolo. Zelo pomemben dejavnik za obstoj konidijev glive B. bassiana predstavlja tudi
¢asovni zamik pri nanosu kemi¢nih sredstev v naravnih razmerah.
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5 POVZETEK IN SKLEPI

Bioti¢no varstvo je nacin obvladovanja Skodljivih organizmov v kmetijstvu in gozdarstvu,
ki uporablja zive naravne sovraznike, antagoniste ali kompetitorje ali njihove produkte in
druge organizme, ki se lahko sami razmnozujejo.

Gliva Beauveria bassina je patogen razli¢nih vrst $kodljivcev. Uporabljamo jo kot bioti¢ni
insekticid za zatiranje termitov, resarjev, listnih usi, raznih hroscev, idr.

Uporaba kemicnih sredstev postaja vedno bolj sporna z okoljevarstvenega, ekoloskega in
vodovarstvenega vidika. Redna uporaba ima Stevilne negativne posledice, predvsem
kopicenje v tleh, ki ima lahko negativen vpliv na ucinkovitost entomopatogenih gliv.
Znanje o zdruzljivosti med entomopatogeno glivo B. bassiana in obi¢ajno uporabljenimi
herbicidi je klju¢nega pomena, da izberemo ustrezen pripravek in s tem zmanjSamo
kakrs$en koli negativen vpliv na u¢inkovitost glive.

Dosedanje tuje raziskave preucevanja doloc¢enih herbicidov, fungicidov, insekticidov in
ostalih kemi¢nih sredstev so pokazale, da vec¢ina le teh negativno vpliva na rast in razvoj
bioti¢nih agensov.

Nas poskus je potekal na Biotehniski fakulteti, oddelku za agronomijo, na katedri za
fitomedicino, kmetijsko tehniko, poljedelstvo, pasnistvo in travnistvo. V poskus smo
vkljucili dva pogosto uporabljena talna herbicida Sencor WG 70 (metribuzin) in Racer

25 — EC (flurokloridon) in preizkusili njuno delovanje na glivo Beauveria bassiana. Glivo
smo gojili na PDA gojis¢u z dodanima herbicidoma v razli¢nih odmerkih (100, 75, 50, 25
in 0 % priporocenega poljskega odmerka) in dveh razli¢nih temperaturah (15 °C in 25 °C).
Prirast micelija glive smo ugotavljali po 7 in 14 dneh, tako da smo obcrtali zunanji rob
micelija. Po 14 dneh smo vseh 18 obravnavan;j skenirali ter jim povrSino prirasti dolo¢ili z
rac¢unalniSkim programom Nis Elements BR2.30 (Nikon Instruments Inc., ZDA). Nato smo
izracunali tudi zaviralni u¢inek oziroma inhibicijo na glivo.

Uporabljena herbicida Sencor WG 70 (metribuzin) in Racer 25 — EC (flurokloridon) imata
zelo negativen vpliv na rast micelija entomopatogene glive Beauveria bassiana.

Metribuzin negativno vpliva na rast in razvoj micelija glive Ze pri 25 % priporocenega
poljskega odmerka, vendar ima ve¢ji inhibitorni ucinek pri vecjih koncentracijah.
Pripravek zavira rast glive Beauveria bassiana od 43 do 92 %.

Flurokloridon ima fungistati¢ni u¢inek na rast in razvoj micelija glive Ze pri zelo majhnem
odmerku, to je 25 %. Njegov ucinek je v primerjavi z metribuzinom veliko bolj zaviralen,
torej fungistaticen. Rast micelija glive zavira od 91 do 99 %.

V in vitro razmerah sta oba talna herbicida delovala fungistaticno oz. zaviralno na rast
micelija entomopatogene glive Beauveria bassiana. Bolj zaviralno je deloval herbicidni
pripravek Racer 25— EC (flurokloridon), nekoliko manj pa Sencor WG 70 (metribuzin).
Ugotovili smo, da je inhibitorni uéinek pripravka Racer (flurokloridon) v korelaciji s
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temperaturo, saj je bila inhibicija pri 25 °C statisti¢no znacilno ve¢ja. To pomeni, da na
inhibicijo rasti micelija delno vpliva tudi temperatura okolja.

Inhibicija je bila pri vseh obravnavanjih tudi v korelaciji s koli¢ino herbicida v gojis¢u. Pri
vecjih koncentracijah herbicidov v gojiscu se je povecala tudi inhibicija glive.

Po stopnji Skodljivosti uvrS¢amo oba pripravka med Skodljive herbicide, zato njuna
soCasna uporaba z bioti¢no glivo v integrirani pridelavi ni priporocljiva.

Dobljene laboratorijske poskuse je potrebno preizkusiti v naravnih razmerah na polju, saj
idealnih razmer v laboratoriju ne moramo enaciti z zunanjimi, naravnimi razmerami. Sele s
pridobljenimi rezultati poljskega poskusa bomo lahko potrdili ali zavrnili rezultate
pridobljene v laboratoriju.
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