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V laboratoriju smo in vitro preucevali ucinek propineba (Antracol WG 70) in
fluazinama (Shirlan 500 SC) na rast micelija entomopatogene glive Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. Glivo smo gojili na PDA gojis¢u z dodatkom
posameznih fungicidov v razli¢nih odmerkih (100, 75, 50, 25 in 0 % priporo¢enega
poljskega odmerka) pri 15 in 25 °C. Fungicida fluazinam in propineb v vseh
odmerkih fungistati¢éno delujeta na glivo. Inhibicija rasti micelija je v korelaciji s
koli¢ino fungicida v gojis¢u. Temperatura vpliva na prirast micelija ne pa tudi na
samo inhibicijo pri fungicidu Antracol. Pri fungicidu Shirlan smo ugotovili vpliv
temperature na inhibicijo glive B. bassiana. Pripravek Shirlan 500 SC (fluazinam)
pri 25 do 100 % priporocenih poljskih odmerkih zavira rast glive od 76 do 89 %,
medtem ko pripravek Antracol WG 70 (propineb) pri enakih odmerkih od 52 do 71
%. Fungicida nista primerna za socasno uporabo z entomopatogeno glivo B.
bassiana.
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In the laboratory test the effect of two fungicides; propineb (Antracol WG 70) and
fluazinam (Shirlan 500 SC) on the mycelial growth of Beauveria bassiana (Bals.-
Criv.) Vuill. was evaluated in vitro. The fungus was cultured on PDA solid medium
where pesticides at different rates (100, 75, 50, 25 and 0% of recommended field
application rate) were added at two temperatures, 15 and 25°C. Fluazinam and
propineb have in all concentrations fungistatic effect on B. bassiana. Inhibition of
the mycelial growth was positively correlated with fungicide concentration in the
growth medium. The temperature can affect the mycelial growth, but it does not
affect the inhibition by fungicide Antracol. We found the temperature affect the
inhibition by fungicide Shirlan. Shirlan 500 SC (fluazinam) caused mycelial growth
inhibition the fungus at all rates (25 - 100% of normal field application rate) for 76
- 89%, Antracol WG 70 (propineb) also was inhibitory for 52 - 71%. Laboratory
test in vitro showed incompatibility between these fungicides and B. bassiana.
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str.
Preglednica 1: Povprec¢na povrsina micelija in pripadajo¢i odstotek inhibicije rasti 19
micelija glive B. bassiana pri razli¢nih odmerkih fungicidov (Shirlan,
Antracol) in kontroli pri temperaturi 25 °C po 7 dneh (lab. na Katedri
za fitomedicino, 2010)

Preglednica 2: Povprec¢na povrsina micelija in pripadajo¢i odstotek inhibicije rasti 21
micelija glive B. bassiana pri razlicnih odmerkih fungicidov (Shirlan,
Antracol) in kontroli pri temperaturi 25 °C po 14 dneh (lab. na
Katedri za fitomedicino, 2010)

Preglednica 3: Povprec¢na povrsina micelija in pripadajo¢i odstotek inhibicije rasti 21
micelija glive B. bassiana pri razli¢énih odmerkih fungicidov (Shirlan,
Antracol) in kontroli pri temperaturi 15 °C po 7 dneh (lab. na Katedri
za fitomedicino, 2010)

Preglednica 4: Povpre¢na povrsina micelija in pripadajo¢i odsotek inhibicije rasti 22
micelija glive B. bassiana pri razlicnih odmerkih fungicidov (Shirlan,
Antracol) in kontroli pri temperaturi 15 °C po 14 dneh (lab. na
Katedri za fitomedicino, 2010)



Sekne S. Uginek fungicidov propineba in fluazinama na rast in razvoj entomopatogene glive Beauveria bassiana ... Vuill. ~ VIII
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2012

Slika 1:

Slika 2:

Slika 3:

Slika 4:

Slika 5:

KAZALO SLIK
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Merjenje povrsin v programu Nis Elements BR 2.30 (Nikon Instruments Inc.,
ZDA\) (foto: Spela Sekne, 2011)

Povpreéne povrSine micelija glive B. bassiana pri razliénih odmerkih dveh
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v. (lab. na Katedri za fitomedicino, 2010)
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Katedri za fitomedicino, 2010)

Povpreéne inhibicije rasti micelija glive B. bassiana pri razlicnih odmerkih
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fitomedicino, 2010)

str.

19

24

24

25



Sekne S. Uginek fungicidov propineba in fluazinama na rast in razvoj entomopatogene glive Beauveria bassiana ... Vuill. IX
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2012

SIMBOLI IN OKRAJSAVE

B. - Beauveria

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

CFU - Colony Forming Units; so vsi delci iz katerih zraste gliva Beauveria bassiana
USDA - United States Department of Agriculture

PDA - krompirjev dekstrozni agar

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

Entomopatogena gliva Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. je ena izmed talnih gliv, ki
se uporablja v biotiénem varstvu rastlin (slika 1). Znanih je ve¢ kot 700 wrst
entomopatogenih gliv, od katerih so primerne za izdelavo bioti¢nih pripravkov predvsem
vrste iz rodov Beauveria, Lecanicillium in Metarhizium.

Slika 1: Rast micelija entomopatogene glive Beauveria bassiana na koloradskem hro$¢u (Potatobeetle ... ,
2011)

Fitofarmacevtska industrija izdeluje na podlagi glivnih izolatov naravne pripravke za
varstvo proti Skodljivim organizmom. Bioti¢ni agensi se uporabljajo na obmocjih, kjer so
kemicna sredstva za varstvo rastlin prepovedana (vodovarstvena obmocja), so v opuscanju
ali so postala neucinkovita zaradi razvoja odpornosti skodljivih organizmov (Gril, 2006).

Kmetijstvo se sooca s tezavami zaradi pretirane in enostranske uporabe kemicnih sredstev
za zatiranje Skodljivcev. Kemicni pripravki so postali pogosto sporni tako z ekoloskega,
vodovarstvenega in okoljevarstvenega vidika. Pretirana in neustrezna uporaba sredstev za
varstvo rastlin predstavlja tveganje za okolje in zdravje ljudi ter zivali, predvsem v
obcutljivih obmogjih. To je tam, kjer se podtalnica nahaja blizu povrsja tal, na obmog¢jih
blizu povrsinskih vod (oceani, reke), na obcutljivih obmogjih v blizini $ol, igris¢, bolnic,
na obmogjih blizu ¢ebelnjakov ipd. (FITO-INFO, 2011).

Kmetijstvo se vse bolj usmerja v integrirano pridelovanje poljs¢in. Tu se izvaja varstvo
rastlin, ki vkljuuje vse ekolosko, ekonomsko in toksikoloSko sprejemljive nacine za
zadrZevanje $kodljivih organizmov pod pragom gospodarske Skode. Pomembna sestavina
integriranega varstva je bioti¢no varstvo rastlin (Milevoj, 2007).

Bioti¢no varstvo je nacin varstvenega ukrepa, ki je usmerjen neposredno na skodljivca. Po
Zakonu o zdravstvenem varstvu rastlin (2007) je bioti¢no varstvo definirano kot nacin
obvladovanja $kodljivih organizmov v kmetijstvu in gozdarstvu, ki uporablja zive naravne
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sovraznike, antagoniste ali kompetitorje ali njihove produkte in druge organizme, ki se
morejo sami razmnozevati.

Zakon opredeljuje tudi domorodne vrste organizmov (tiste vrste, ki so v dolo¢enem
ekosistemu naravno navzoce) in tujerodne vrste (tiste vrste, ki jih naseli ¢lovek in v
doloCenem ekosistemu pred naselitvijo niso bile navzoce). Za namen bioti¢nega varstva
rastlin v zavarovanih prostorih in na prostem je dovoljeno uporabljati le tiste tujerodne
vrste organizmov, ki so na seznamu, ki ga objavi minister za kmetijstvo v soglasju z
ministrom, pristojnim za ohranjanje narave (FITO-INFO, 2011).

Pravilnik o bioticnem varstvu rastlin (2006) dolo¢a seznam domorodnih in tujerodnih vrst
organizmov za bioti¢no varstvo rastlin, pogoje za vnos, pogoje glede strokovne in tehni¢ne
usposobljenosti 0z. pogoje glede prostorov, opreme in kadrov za vnos, gojenje ali uporabo
domorodnih in tujerodnih vrst organizmov za bioti¢no varstvo rastlin ter vsebino vloge za
izdajo dovoljenja za vnos in uporabo tujerodnih vrst organizmov o0z. za gojenje koristnih
organizmov (Uporaba ..., 2006).

Pri uporabi bioticnih agensov v kmetijski pridelavi obstaja velika tezava pri soCasni
uporabi klasi¢nih kemicnih fitofarmacevtskih sredstev. Podatki 0 moznosti souporabe SO
pomanjkljivi in pogosto nasprotujoci.

Kemic¢ni pripravki navadno zavirajo delovanje glive B. bassiana. Gliva je ucinkovitejsa pri
zatiranju $kodljivcev, ¢e jo uporabljamo posamic¢no kot pa skupaj s fungicidi (Benz, 1987,
cit. po Alizadeh in sod., 2007). Nezdruzljivost fungicidov z entomopatogenimi glivami je
pripeljala do razvoja nekaterih sevov glive, ki so odporni na fungicide (Goettel in sod.,
1990, cit. po Kouassi in sod., 2003).

1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je ugotoviti moznost souporabe entomopatogene glive Beauveria bassiana
in dveh klasi¢nih fitofarmacevtskih sredstev (fungicidov) v integrirani pridelavi. Hoteli
smo ugotoviti, ali fungicida fluazinam in propineb vplivata na rast in razvoj
entomopatogene glive B. bassiana.

1.2 CILJI NALOGE

Z dodanima fungicidoma v gojisce, kjer je rastla gliva Beauveria bassiana, smo hoteli v
laboratorijskih razmerah ugotoviti mozen ucinek izbranih fungicidov na njen razvoj. Z
opazovanjem rasti glive ter merjenjem prirasta njenega micelija se da ugotoviti, v koliksni
meri vplivata fungicida na razvoj glive. S pridobljenimi podatki bi lahko ugotovili
moznost souporabe entomopatogene glive in preuc¢evanih fungicidov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 1ZVOR IN KLASIFIKACIJA GLIVE Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Pisna zgodovina entomopatogene glive Beauveria bassiana sega v leto 1835. V svojem
rodu Beauveria spada med najdlje poznano glivo. Povezana je z raziskovalcem Agostinom
Bassijem di Lodi iz Italije, ki jo je prvi nasel na obolelih gosenicah sviloprejke (Bombyx
mori). Poimenoval jo je »beli muscardine«. Med prvimi je dokazal, da so glive zmozne
povzroditi bolezni na zuzelkah ter objavil potek bolezni. Glivo so v tistem ¢asu opisovali
in preiskovali Se drugi italijanski naravoslovci. Med njimi je bil Giuseppe Gabriel
Balsamo-Crivelli, kateri je glivo poimenoval Botrytis bassiana v ¢ast Bassi-ju (Steinhaus,
1949, cit. po Zimmermann; Miiller-Kogler, 1965, cit. po Zimmermann; Rehner, 2005, cit.
po Zimmermann, 2007). Raziskovalec Beauverie je ponovno preuceval glivo v letu 1911.
Leta 1912 je Vuillemin ustvaril nov rod Beauveria poimenovan v cast Beauverie-ju. Po
njem in Bassiju je vrsto glive poimenoval Beauveria bassiana.

MacLeod je leta 1954 (cit. po Zimmermann, 2007) objavil natanc¢en pregled literature o
rodu Beauveria. Raziskave vkljucujejo gojitvene in morfoloske lastnosti $tevilnih izolatov
in vrst Beauveria spp.. V rodu Beauveria sta bili poimenovani dve vrsti z imenoma
Beauveria bassiana in Beauveria tenella. Pri obeh vrstah so se oblikovale razlicice
prvotnih imen — sinonimi. Beauveria bassiana je bila poimenovana $e z naslednjimi izrazi:
Beauveria stephanoderis, B. laxa, B. globulifera, B. effusa, B. vexans, B. doryphorae, B.
delacroixii in B. acridiorum. Sinonimi vrste Beauveria tenella so Beauveria densa, B.
melolonthae, B. brongniartii in B. shiotae.

Leta 1972 je De Hoog (cit. po Zimmermann, 2007) omejil rod Beauveria Vuill. na 3 vrste:
Beauveria bassiana, B. brongniartii in B. alba. Najpomembnej$i sinonimi, ki so se
ohranili vse do danes so bili delo vecih avtorjev (MacLeod, 1954, cit. po Zimmermann,
2007; De Hoog, 1972, cit. po Zimmermann, 2007; CABI Bioscience in sod., 2006, cit. po
Zimmermann, 2007). Sinonimi glive B. bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin (1912) so:

Beauveria laxa Petch (1931)

Beauveria globulifera (Speg.) Picard (1914)

Botrytis bassiana Balsamo (1835)

Botrytis necans Massee (1914)

Botrytis bassiana Sacc. subsp. tenella Delacroix (1937)
Botrytis bassiana var. lunzinensis Szilvinyi (1941)
Botrytis brongniartii subsp. delacroixii (Sacc.) Delacroix (1893)
Botrytis effusa Beauverie (1911)

Botrytis stephanoderis Bally (1923)

Sporotrichum densum Link (1809)

Sporotrichum globuliferum Speggazzini (1880)
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Sporotrichum minimum Speggazzini (1881)
Isaria shiotae Kuru (1931)

Klasifikacija glive Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin (1912):

KRALJESTVO: Fungi — glive
DEBLO: Ascomycota — zaprtotrosnice
PODDEBLO: Pezizomycotina
RAZRED: Sordariomycetes
PODRAZRED: Hypocreomycetidae
RED: Hypocreales

DRUZINA: Cordycipitaceae

ROD: Beauveria

VRSTA: Beauveria bassiana

2.2 SPLOSNI OPIS, RAZMNOZEVANJE, POJAVNOST V NARAVI TER
RAZSIRJENOST GLIVE Beauveria bassiana

B. bassiana je znacilno bela, kasneje rumenkasta do rdeckasta kolonija. Na spodnji strani
je brezbarvna, rumenkasta do roznata. Trosonosce (konidiofore) sestavljajo kroglasti do
buckasti bazalni deli in do 20 um dolgi strzen, ve¢inoma usmerjen »Cik — cak«. Konidiji
so prozorni, kroglasti, na splo$no elipsoidne oblike, ponavadi so velikosti 2 —3x 2 — 2,5
um. Konidiji se oblikujejo v skupinah kot snezne ali bombazne kepice (Rehner, 2005;
Rechner in Buckley, 2005, cit. po Zimmermann, 2007).

Gliva B. bassiana je najbolj razsirjena vrsta svojega rodu. Na splosno je najdena na
okuzenih zuzelkah, tako v zmernih kot tudi v tropskih obmod¢jih po vsem svetu. MacLeod
(1954, cit. po Zimmermann, 2007) navaja, da je bila B. bassiana izolirana iz 63 razli¢nih
vrst zuzelk zbranih iz razliénih krajev po vsej Kanadi. Prav tako so porocali, da so glivo
nasli v tkivih plju¢ 14 glodavcev. Histoloske preiskave niso pokazale, da bi gliva
povzrocila bolezensko stanje v tkivih glodavcev. Bomsch (1980, cit. po Zimmermann,
2007) je navedel pojavnost glive B. bassiana v naravi in razsirjenost glive v razli¢nih delih
sveta, in sicer: Turéija, Slonokos$¢ena obala, Z. Afrika, Centralna Afrika, J. Afrika,
Bahami, Nepal, V Sibirija, Nova Zelandija in Japonska. B. bassiana je bila izolirana iz
povrsja in notranjosti rastlin. S pomocjo selektivnega gojisca so glivo izolirali iz skorje
bresta, iz tal ob osnovi bresta (Doberski in Tribe, 1980) ter iz skorje oz. lubja ameriske
vrste belega gabra (Carpinus caroliniana) (Bills in Polishook, 1991). Nedavno so
raziskave pokazale, da se vrsta pojavlja tudi v Zivih mejah (Meyling in Eilenberg, 2006).
Ceprav glive rodu Beauveria nimajo ni¢ skupnega s prostozive¢imi glivami v zraku, so
glivo B. bassiana izolirali tudi iz zraka. V raziskavah biotske raznovrstnosti gliv v zraku v
Torinu (ltalija), je bila gliva najdena v povpre¢no 0,2 CFU/m® zraka v obdobju 10
mesecev/leto (Airaudi in Filipello — Marchisio, 1996, cit. po Zimmermann, 2007).
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Naravna gostota glive B. bassiana v zraku gozda na Japonskem zna$a dnevno 0 — 3,1 x 10?
CFU/m?® (Shimazu in sod., 2002).

2.3 KROG GOSTITELJEV

Gliva B. bassiana je vsesplosno razsirjena entomopatogena gliva, ki je bila izolirana iz
razli¢nih zuzelk iz razli¢nih redov (MacLeod, 1954; Leatherdale, 1970; Li, 1988; Goettel
in sod., 1990, cit. po Zimmermann, 2007). Leatherdale (1970, cit. po Zimmermann, 2007)
iz Velike Britanije je opisal 106 gostiteljev te entomopatogene glive. Gostitelji so:
Hemiptera (Picromerus bidens, Anthocoris nemorum); Coccoidea (Eulecanium spp.),
Lepidoptera (Hepialus spp., Hypocrita guttata, Phytodectra olivacea, Otiorhynchus
sulcatus, Sitona lineatus, S. sulcifrons, S. macularius, S. hispidulus, Anthonomus
pomorum, Hylaster ater), Hymenoptera (Lasius fuliginosus, Vespula spp., Bombus
pratorium), Diptera (Leria serrata) in pajki.

Na podlagi svetovno znanih podatkov je Li (1988, cit. po Zimmermann, 2007) zapisal 707
vrst gostiteljev za omenjeno glivo. Gostitelji pripadajo 521 rodovom, 149 druzinam v 15
redovih. Poleg tega je ugotovljenih 13 gostiteljskih vrst iz reda Acarina, ki so razdeljene v
7 rodov in 6 druzin. Redovi zuzelk, v katerih je bila B. bassiana opredeljena kot patogena
so naslednji: Lepidoptera (metulji), Coleoptera (hros¢i), Hymenoptera (Kozekrilci),
Homoptera (enakokrilci), Hemiptera (polkrilci), Diptera (dvokrilci), Orthoptera
(ravnokrilci), Isoptera (termiti), Thysanoptera (resarji), Mantodea (bogomolke),
Dermaptera (strigalice), Blattariae (S¢urki), Embioptera (nogoprelci). Ve¢ kot 100 izolatov
glive B. bassiana iz Stevilnih ZuZelk je opisanih in shranjenih v USDA ARS — zbirki
entomopatogenih gliv (Goettel, 1990, cit. po Zimmermann, 2007).

Kljub razsirjenosti glive B. bassiana na stevilnih ¢lenonozcih je znano, da ima vecina
izolatov glive omejen nabor gostiteljev (Goettel, 1990, cit. po Zimmermann, 2007;
Vestergaard, 2003, cit. po Zimmermann, 2007). Pred uporabo je pomembno preuciti
virulentnost pri razli¢nih izolatih glive in njihovo primernost za zatiranje izbranih ciljnih
vrst zuzelk.

2.4 NACIN OKUZBE GOSTITELJA IN POTEK BOLEZNI (PATOGENEZA)

Potek 0z. posamezne faze okuzbe gostitelja, ki jih predstavljata Steinhaus (1949, cit. po
Zimmermann, 2007) in Miiller — Kogler (1965, cit. po Zimmermann, 2007), so omejeni le
na splosni vidik poteka okuzbe.

Glive iz rodu Beauveria spp. okuzijo gostitelja skozi kutikulo. Okuzba je sestavljena iz
naslednjih stopen;j:

1. pritrditev spor na kutikulo (povrhnjico),
2. kalitev trosov (konidijev),

3. prodor glive skozi povrhnjico,
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4. obvladovanje gostiteljskih imunskih obrambnih funkcij in premagovanje gostiteljskega
odziva (obrambe),

5. razmnozevanje z delitvijo oz. z oblikovanjem hifnih teles (blastospor) znotraj
gostitelja,

6. saprofitsko izraSCanje iz mrtvega gostitelja in tvorba novih konidijev.

Pritrditev spor na povrhnjico je mozna zaradi hidrofobnosti konidijev kot tudi same
povrhnjice. Konidiji vsebujejo hidrofobin - obliko beljakovine, ki je na njihovem povrsju.
Uspes$na okuzba je odvisna od Stevilnih dejavnikov (dovzetnega gostitelja, povrhnjice
gostitelja, okoljskih razmer — optimalna temperatura in vlaznost). Kalitev konidijev je
odvisna od lastnosti kutikule (kratkih verig mascobnih kislin, aldehidov, voska, estrov,
ketonov in alkoholov, ki imajo antimikrobno delovanje). Povrhnjica gostitelja je lahko
prevlecena s snovmi, ki S0 pomembne za prepoznavanje s strani glive. Te snovi so proste
aminokisline oziroma peptidi in lahko sprozijo pritrditev konidijev glive oziroma njihovo
kalitev. Kalitev konidijev glive B. bassiana se za¢ne 10 ur po pritrditvi na gostitelja pri
temperaturi 20 do 25 °C in se zaklju¢i po 20 urah. Gliva prodre skozi tanjsa,
nesklerotizirana obmoc¢ja na povrhnjici gostitelja, kot so sklepi, med segmenti/razdelki ali
ustnimi deli. Pred prodorom v gostitelja zrastejo iz spor klicni mesicki, ki tvorijo
apresorije in infekcijske hife. Penetracija poteka mehani¢no ter s pomocjo veéjega Stevila
encimov, kot so proteaze, hitinaze in lipaze (Khachatourians, 1998, cit. po Zimmermann,
2007).

Gostiteljev  obrambni  mehanizem (tvorba encima fenoloksidaze, homocitov in
melanizacija) se odzove na vdor glive skozi povrhnjico in zafetek okuzbe. Povezanost
prodirajoce glive in gostiteljskega imunskega sistema je vecplasten proces, ki je sestavljen
iz Stevilnih celiénih in molekularnih reakcij. Predstavniki rodu Beauveria spp. med
procesom okuzbe tvorijo proteoliti¢ne encime in toksine, medtem ko se gostitelji odzovejo
s celiénimi obrambnimi reakcijami. Te reakcije so sestavljene iz tvorbe antiglivnih spojin,
induciranih proteaznih inhibitorjev in proteinov, ki razstrupljajo glivne strupe v telesu
gostitelja (Vilcinskas in Go6tz, 1999).

Po uspesnem prodoru, gliva za¢ne oblikovati hifna telesa, ki se pasivno razporedijo v
hemolimfi. Ti ji omogocajo, da gliva zavzame tkiva gostitelja z obsezno vegetativno rastjo
in tvorbo toksinov. Gliva ¢rpa hranilne snovi in telesne mas¢obe iz telesa gostitelja. Proces
se konca s smrtjo gostitelja in s tem se okuzba zaklju¢i (Boucias in Pendland, 1998).
Inkubacijska doba je odvisna od gostitelja, od razvojne faze v kateri je, temperature in
virulentnosti glive. Po gostiteljevi smrti micelij glive v vlaznih razmerah izrasca iz
kadavra (trupelca), oblikuje konidiogene celice, sledi sporulacija na povrSju odmrlega
organizma in sprosc¢anje konidijev v okolico. V suhih razmerah, gliva obstane kot micelij
znotraj kadavra, kjer tvori konidije (kobilice v Afriki) (Miiller-Kogler, 1965 cit. po
Zimmermann, 2007; Ekesi, 2001, cit. po Zimmermann, 2007; Ouedraogo in sod., 2003,
cit. po Zimmermann, 2007).
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2.5 TVORJENJE METABOLITOV/TOKSINOV

Mikroorganizmi, predvsem glive tvorijo veliko razli¢nih spojin ali metabolitov v okviru
sekundarnega metabolizma. Ti imajo razli¢no vlogo in delovanje. Vrste iz rodu Beauveria
spp. tvorijo vec toksi¢nih spojin in vitro ter in vivo. Veéina teh insekticidnih molekul ima
majhno molekulsko maso, predvsem cikli¢ni peptidi. Makromolekulski toksini se izloc¢ijo
med mikozo v hemolimfo (Fuguet in Vey, 2004).

Beauvericin je najbolj pomembna toksi¢na spojina, katero so prvi¢ ugotovili pri B.
bassiana. Je toksic¢en, cikli¢en heksadepsipeptid, ki ga tvori ciklicno ponavljajoce
zaporedje tren molekul N-metilfenilalanina izmeni¢no s 3 molekulami 2-
hidroksisovaleri¢ne kisline.

Bassianolid je ciklo—oktadepsipeptid, ki ga tvori B. bassiana. Ima antibioti¢no delovanje
(Strasser in sod., 2000).

Bassiakridin je strupen protein, katerega so izolirali iz seva B. bassiana, ki okuzuje
kobilice. Ima specificno delovanje na kobilice in podobnost s hitinom v kvasovkah
(Queseda-Moraga in Vey, 2004).

Bassianin je rumeno obarvan nepeptid, ki inhibira eritrocitne membrane ATP-aze (Jeffs in
Khatchatourians, 1997, cit. po Zimmermann, 2007).

Oksalna kislina je pomembna pri raztapljanju proteinov v povrhnjici gostitelja.

Med drugimi sekundarnimi metaboliti pri rodu Beauveria se pojavljajo $e tenellin (rumeno
obarvan nepeptid), beauveriolidi in beauverolidi (peptidi s podobno strukturo kot jo imata
beauvericin in bassianolid), oosporein (glavni sekundarni metabolit glive B. brongniartii)
(Vey in sod., 2001, cit. po Zimmermann, 2007).

2.6 VPLIV OKOLJSKIH DEJAVNIKOV

RazmnoZevanje in prezivetje katerega koli mikroorganizma v okolju je mo¢no povezano s
Stevilnimi abioti€énimi in bioticnimi dejavniki. Najpomembnejsi abioti€ni okoljski
dejavniki za glive so temperatura, vlaga in ultravijoli¢no sevanje. Ti dejavniki so povezani
z ucinkovitostjo entomopatogenih gliv v pridelovalnih razmerah (Clerk in Madelin, 1965,
cit. po Zimmermann, 2007; Miiller-Kogler, 1965, cit. po Zimmermann, 2007; Roberts in
Campbell, 1977, cit. po Zimmermann, 2007; Keller in Zimmermann, 1989, cit. po
Zimmermann, 2007; Fuxa, 1995, cit. po Zimmermann, 2007).

1. Temperatura (T)

Vpliva na entomopatogeno glivo na naslednje nacine: na kalitev in rast ter prezivetje glive
po smrti gostitelja. Visoke T inaktivirajo glivo preden pride v stik z gostiteljem ali
zZmanjsajo oz. pospesijo rast v Skodljivcu, odvisno od tolerantnosti glive na T. V nasprotju
s tem, nizke T zmanj$ajo ali celo ustavijo proces kalitve spor in rasti glive ter tako ovirajo
ali podaljsajo uspesno okuzbo.
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Pri glivi B. bassiana je optimalna temperatura 23 - 28 °C, minimalna 5 - 10 °C,
maksimalna 30 - 38 °C, kar je odvisno tudi od izolata (Miiller-Kogler, 1965; Roberts in
Campbell, 1977, cit. po Zimmermann, 2007).

2. Vlaznost/ relativna zra¢na vlaga (RZV)

Je zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na u¢inkovitost in prezivetje entomopatogene glive.
Za kalitev spor na povrhnjici gostitelja in sporulacijo na mrtvem gostitelju je potrebna
visoka vlaga. Razpon relativne zrane vlage za kalitev konidijev je med 92 - 100 %
(Walstad in sod., 1970; Hallsworth in Magan, 1999, cit. po Zimmermann, 2007). Kalitev
spor se rahlo zmanjsa pri 99 % relativni zra¢ni vlagi, medtem ko se kalitev ustavi pri 94 %
in rast pri 92 %. Patogeneza v gostiteljih se pojavi pri 60 - 70 % RZV.

3. Ultravijoli¢no UV sevanje
Skodljivi uginki vplivajo na obstojnost mikrobnih agensov. V entomopatogeni glivi
inaktivira insekticidno delovanje (Gardner in sod., 1977, cit. po Zimmermann, 2007).

2.7 USODA IN SIRJENJE GLIVE B. bassiana V OKOLJU

Raziskave o usodi in Sirjenju glive B. bassiana so pomembne v povezavi z njeno ekolosko
varnostjo (mozni potencialni nenamerni u¢inki na neciljne organizme, onesnazevanje
podtalnice).

2.7.1 Obstojnost v zraku in mobilnost glive B. bassiana

Konidiji glive B. bassiana so suhi, majhne velikosti in se zlahka prenasajo po zraku.
Mobilnost spor je ponavadi vezana na razli¢ne Zuzelke, ki so tako imenovani mehanski
prenasalci. Glivo B. bassiana uporabljajo v feromonskih vabah, kjer se njeni trosi
zuzelkam pritrdijo na povrhnjico in ti jih prenesejo v populacijo skodljivcev (Kreutz in
sod., 2004).

2.7.2 Mobilnost in obstojnost v vodi

Obstajajo razliéni vidiki mobilnosti in obstojnosti spor glive v vodi: voda se lahko
uporablja za dolgotrajno shranjevanje glive v laboratorijskih razmerah; voda je medij, Ki
omogoca migracijo spor Vv tla; voda v obliki deznih kapelj povzro¢i razprsenost 0z. §irjenje
spor.

2.7.3 Mobilnost in obstojnost v tleh

Mobilnost spor glive v tleh je predvsem posledica vode, dezja in talnih ¢lenonozcev.
Obstojnost je odvisna od Stevilnih abioti¢nih in bioti¢nih dejavnikov. Abioticni dejavniki
so: specificne lastnosti tal, temperatura, vlaga in voda ter kemi¢ni pripravki. Bioti¢ni
dejavniki so talni mikroorganizmi in talni ¢lenonozci (Keller in Zimmermann, 1989, cit.
po Zimmermann, 2007).
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Mobilnost
Prenos spor glive v tleh je pomemben dejavnik iz dveh razlogov:

- glivo Beauveria bassiana se lahko vnese v tla, kjer pride v stik s talnimi Skodljivci, Ki se
hranijo na koreninskem sistemu gostiteljske rastline;

- glivo se iz povrs$ja tal premesti le v obmocje koreninskega sistema rastline in tako ne
more onesnazevati podtalnice, ker jo ne doseze.

Gliva B. bassiana se pojavlja v naravnem okolju v tleh po vsem svetu. Nahaja se v

.....

Preizkusi z drugimi vrstami gliv so pokazali, da na migracijo vplivajo talni tipi in razli¢no
oblikovane spore (Mietkiewski in sod., 1995, cit. po Zimmermann, 2007)

Obstojnost

Ta lastnost je povezana s fungistazo tal. Izraz opisuje pojav, s katerim zive propagule gliv,
ne da bi bile pod vplivom endogenega ali konstitutivnega mirovanja, ne kalijo v
nesterilnih tleh, kljub ugodnim temperaturam in vlagi. Hife glive zaostajajo ali prenehajo
rasti zaradi neprimernih razmer v tleh oziroma zaradi neprimerne temperature in vlage.
Talna fungistaza se pojavlja v naravnih tleh in je dinamicen pojav. Ugotovljena je bila Ze
pred 50 leti (Dobbs in Hinson, 1953, cit. po Zimmermann, 2007). Prve raziskave z
ohranjanjem glive B. bassiana v tleh so bile narejene leta 1958 (Huber, cit. po
Zimmermann, 2007) in kasneje leta 1961 (Wartenberg in Freund, cit. po Zimmermann,
2007). Ugotovili so, da antibioti¢ne snovi, ki jih izlo¢ajo talni mikroorganizmi, zavirajo
kalitev spor pri glivi B. bassiana. Clerk (1969, cit. po Zimmermann, 2007) meni, da so
konidiji glive B. bassiana podvrzeni fungistati¢cnim vplivom v naravnih tleh. Naravni
zaviralci, ki so odgovorni za talno fungistazo so neznani. Kljub temu znanstveniki menijo,
da inhibitorne snovi spros$¢ajo talni mikroorganizmi. Clerk (1969, cit. po Zimmermann,
2007) je ugotovil, da konidiji lahko kalijo v nesterilnih tleh ali v tleh, ki so stimulirana z
zunanjimi viri hranil in sicer, prisotnost zuzelk v tleh vpliva na kalitev konidijev. Kalitev
konidijev in rast hif je lahko inhibirana z nesterilnimi vodnimi izvlecki iz tal. Izvle¢ki iz
najglobjih plasti zemlje so manj zaviralni v primerjavi z izvlecki iz plasti humusa —
bogatih s hranilnimi snovmi. Inhibicija izvleCkov se je zmanjSala po avtoklaviranju in
filtriranju izvleckov. S tem podatkom lahko potrdimo dejstvo, da humusna tla negativno
vplivajo na aktivnost gliv Beauveria spp. Rosina (1996, cit. po Zimmermann, 2007) je
ugotovil, da tla obogatena s svezim hlevskim gnojem Skodujejo glivi B. bassiana, medtem
ko so tla obogatena s kompostiranim gnojem koristna. Ocitno je, da nekateri dejavniki v
svezem gnoju zmanjSajo prezivelost glive.

Spremljanje mikroorganizmov v okolju je bistvenega pomena ne le za razvoj novih
bioti¢nih agensov, temve¢ tudi za razumevanje njihovih povezav z bivalnim okoljem,
ekoloskim vplivom in ocenam varnosti.
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2.8 VARNOST PRI UPORABI GLIVE B. bassiana KOT BIOTICNEGA AGENSA

VsesploSna uporaba entomopatogenih gliv in njihovih produktov v obliki
mikoinsekticidov zahteva registracijo pripravkov. V zacetnem razvoju bioti¢nega varstva
ni bilo zagotovila 0 mozZnih stranskih uc¢inkih ali varnostnih vidikov pri uporabi glive B.
bassiana. Steinhaus (1957, cit. po Zimmermann, 2007) je bil prvi, ki je sprozil vprasanja o
varnosti mikrobnih produktov za ¢loveka, druge vretencarje in celo poljs¢ine. Ugotovil je,
da entomopatogene glive v osnovi niso skodljive za ljudi, zivali in rastline. V letih med
1980 in 1990, ko je bioti¢no varstvo priSlo vse bolj v ospredje, so bili varnostni vidiki
podrobneje analizirani. Burges (1981, cit. po Zimmermann, 2007) je predstavil glavne
principe in smernice za testiranje varnosti entomopatogenov. Menil je, da mora biti
povzrocitelj bolezni registriran kot varen in hkrati imeti utemeljen dokaz, da je varen
oziroma imeti konkretne dokaze, da ni. Zavedati se je potrebno, da razmere brez tveganja
ne obstajajo. Pri kemicnih pesticidih kot tudi bioticnih agensih ne moremo nikoli
popolnoma potrditi ali zavre¢i negativne u¢inke.

Leta 1982 je Hall (cit. po Zimmermann, 2007) objavil prve smernice za registracijo
entomopatogenih gliv v obliki svetovalnega dokumenta pod okriljem 10BC. Znotraj EU
predpisov, se predpis 0 varnosti bioticnih agensov nahaja v dokumentu Direktiva
91/414/EEC. Nacionalna registracija mikrobioloskih produktov je mozZna le po obseznem
preizkusanju ter vkljucitvi mikroorganizmov v Aneks | — smernice. Aneks IIB in Aneks
IIIB v Direktivi 91/414/EEC dolocata zahteve o odmerkih, prilozenih v dokument, za
vkljucitev aktivne snovi, ki jo vsebuje mikroorganizem in viruse v Aneksu | k navedeni
Direktivi, registracijo varstva rastlinskih produktov, pripravke na osnovi mikroorganizmov
in virusov. Navodila za registracijo zahtev mikrobnih pesticidov so objavljena Se v OECD
(2003, cit. po Zimmermann, 2007).

Podro¢ja, ki jih zajemajo varnostni vidiki so:

e |dentifikacija Beauveria sp.

¢ Bioloske lastnosti Beauveria sp. (zgodovina, naravna pojavnost, geografska razsirjenost,
krog gostiteljev, na¢ini delovanja, tvorba metabolitev, vpliv okoljskih dejavnikov).

¢ Analiticne metode za doloCevanje in koli¢insko opredeljevanje ostankov.
e Usoda in obnasanje v okolju (mobilnost in obstojnost v zraku, vodi in v tleh).

e VVplivi na neciljne organizme (neciljni mikroorganizmi, rastline, zemeljski, vodni
organizmi, predatorji (plazilci, parazitoidi in neciljni ¢lenonozci).

¢ Vplivi na vretencarje (ribe, dvozivke, plazilci, ptici).

¢ Vplivi na sesalce in na zdravje ljudi.

Na podlagi znanja in testiranja, ki ga premorejo razli¢ni znanstveniki spadata vrsti B.
bassiana in B. brongniartii med varni vrsti.
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2.9 PRIPRAVKI NA PODLAGI ENTOMOPATOGENE GLIVE B. bassiana

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

Trzno registrirani mikoinsekticidi na podlagi glive B. bassiana (Butt in sod., 2001;
Wraight in sod., 2001; Copping, 2004, cit. po Zimmermann, 2007; Kabaluk in Gazdik,
2005, cit. po Zimmermann 2007; Zimmermann 2005, cit. po Zimmermann, 2007) so:

Bio — Power (Indija), BotaniGard ES (ZDA), BotaniGard 22WP (ZDA), Boverol (Ceska),
Conidia (Kolumbija), Mycotrol ES (ZDA), Mycotrol — O, Naturalis (Italija), Naturalis — L
(Svica in ZDA), Ostrinil (Francija), Proecol (Venezuela), Racer BB (Indija), Trichobass —
L in Trichobass — P (Spanija).

Naturalis je bioinsekticid na podlagi glive B. bassiana (izolat ATCC 74040). Pripravek
deluje kot kontaktni insekticid, hkrati pa zavira ovipozicijo pri samicah sadnih muh. S
sredstvom se tretira foliarno ali pa se uporablja kot talni insekticid. Sredstvo je v obliki
oljne disperzije (OD), s 7,16 % delezem glive (FITO — INFO, 2011).

1. Sredstvo se uporablja (FITO-INFO, 2011):
a) na breskvah, nektarinah, marelicah in slivah za zatiranje sadne muhe (Ceratitis
capitata) v 0,12 - 0,15 % koncentraciji (12-15 ml na 10 L vode);

b) na robidah za zatiranje tripsov (Frankiniella occidentalis, Thrips tabaci) v odmerku
120-150 ml na 100 L vode oziroma 1,0 - 1,5 L/ha, ter listnih usi (Aphididae) in navadne
prsice (Tetranichus urticae) v odmerku 80-120 ml na 100 L vode oziroma 0,75-1,0 L/ha;

C) na jagodah za zatiranje scitkarjev (Aleyrodidae) v odmerku 80-120 ml na 100 L vode
oziroma 0,75 -1,0 L/ha ter za zatiranje resarjev (Thrips spp.) v odmerku 120-150 ml na
100 L vode oziroma 1,0 - 1,5L/ha;

d) na ¢esnjah za zatiranje ¢eSnjeve muhe (Rhagoletis cerasi) v 0,12 - 0,15 % koncentraciji
(12-15 ml na 10 L vode).

2. Sredstvo se uporablja tudi v ekoloski pridelavi (FITO-INFO, 2011):
a) na paradizniku, papriki, jajcevcih, kumarah, bucah, buckah, melonah in lubenicah za
zatiranje strun (Elateridae) v odmerku 80-120 ml na 100 L vode;

b) na solati, endiviji in radic¢u za zatiranje strun (Elateridae) v odmerku 80-120 ml na 100
L vode;

¢) na korenju in krompirju za zatiranje strun (Elateridae) v odmerku 400-600 ml na 100 L
vode oziroma 2-3 L/ha, tretira se tla ob saditvi (pred zagrinjanjem) ali ob osipavanju;

d) na lesnikih za zatiranje lesnikarja (Curculium nucum) v odmerku 400-600 ml/100 L
vode oziroma 2-3 L/ha. Tretira se zemljisce pod grmi leske;
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e) na malinah za zatiranje tripsov (Frankiniella occidentalis, Thrips tabaci) v odmerku
120-150 ml na 100 L vode oziroma 1,0 - 1,5 L/ha, ter listnih usi (Aphididae) in navadne
prsice (Tetranichus urticae) v odmerku 80-120 ml na 100 L vode oziroma 0,75-1,0 L/ha;

f) na jagodah za zatiranje listnih usi (Aphididae) in navadne prsice (Tetranichus urticae) v
odmerku 80-120 ml na 100 L vode oziroma 0,75-1,0 L/ha.

Izolat glive B. bassiana MK 2001 je pri koncentraciji 1 x 10" konidijev/ml zelo patogen za
odrasle osebke travniske stenice Lygus lineolaris (Hemiptera). Izolat glive je bil izoliran iz
vrst rodu Lygus spp. v Kanadi. Izbran je bil zaradi svoje zgodnje sporulacije, obilnega
nastajanja konidijev in velike virulentnosti na travnisko stenico Lygus lineolaris (Kouassi
in sod., 2003).

Izolat glive B. bassiana 274 in 373 s koncentracijo 10° - 10° spor/ml so uporabili za
zatiranje li¢ink rumenega rizevega zavrtaca (Schirpophaga incertulas Walker) v
laboratorijskih razmerah. ZabelezZili so najvec¢jo umrljivosti omenjenega $kodljivca pri
vecjih koncentracijah spor/ml, poleg tega pa se je zmanjsal tudi odstotek izleganja jajcec
rumenega listnega zavrtata. V primerjavi s kontrolo je izolat 274 bolj patogen za
Skodljivca (jajceca, li¢inke, bube) kakor izolat 373 (Dhuyo in sod., 2008).

Izolat glive B. bassiana GHA je bil manj toleranten za fungicide pri so¢asni uporabi v
primerjavi s 6 naravnimi izolati iz orehovih nasadov. Bolj ucinkovit je postal s
selekcijskim pritiskom (Shapiro-Ilan in sod., 2002, cit. po Zou, 2006).

Uporabnost pripravkov na podlagi entomopatogenih gliv je v primerjavi S
konvencionalnimi  fitofarmacevtskimi  pripravki povezana predvsem z njihovo
ucinkovitostjo in ceno. Prednosti bioti¢nih pripravkov vkljucuje varnost ljudi in drugih
neciljnih organizmov, zmanjSevanje nevarnih ostankov v hrani, povecanje aktivnosti
drugih naravnih sovraznikov, ohranjanje oz. povecanje bioloske raznolikosti v okolju.
Pomembna prednost je tudi, da je nanasanje mogoce s konvencionalno opremo in moznost
dolgega shranjevanja pripravkov. Slabosti bioti¢nih pripravkov so povezane predvsem z
odpornostjo ciljnih organizmov na tovrstne pripravke, hitrostjo delovanja, s specificnim
delovanjem (preSirok ali preozek spekter ciljnih organizmov, na katere ucinkujejo) in
visokimi stroski (Lacey in sod., 2001).

Za ustrezno ucinkovitost sredstva moramo poiskati tudi primerno formulacijo pripravka,
ga aplicirati na rastlino oz. na Skodljivee v ustrezni koli¢ini in pravocasno. Odlocitev o
Casu nanaSanja biotiCnega pripravka je odvisna predvsem od zastopanosti dovzetnega
gostitelja v ustreznem razvojnem stadiju, ugodnih okoljskih dejavnikov in mora biti v
skladu z drugimi kmetijskimi opravili (namakanje, uporaba fungicidov) (Lacey in sod.,
2001).

Z uporabo semiokemikalij (feromonov) v vabah, ki privabljajo predvsem odrasle moske
osebke zuzelk lahko ustrezno izboljSamo ucinkovitost sredstev. Vabe pred uporabo
inokuliramo s sporami gliv. Konidiji glive se pritrdijo na odrasle osebke zuzelk, preden se
ta vrne na poljscino ter tako razsirijo patogena (glivo) med skodljivce. Ponavadi samec, Ki
je okuzen z glivo, prenese patogena na samico med parjenjem. TakSen nacin
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samorazsirjenja glive je zelo ucinkovita metoda, predvsem ko je v vabi nameS¢en ciljno
specifi¢en feromon. Koristi te metode so: je vrstno specifi¢na, Sama naprava je enostavno
sestavljena in vzdrzevana, okuzene Zuzelke se vrnejo v njihove habitate in tam Sirijo
patogena (glivo) (Vega in sod., 2000, cit. po Baverstock in sod., 2010; Yasuda, 1999, cit.
po Baverstock in sod., 2010).

V ta namen se uporabljajo tudi koristni organizmi kot so émrlji in &ebele. Cmrlj Bombus
impatiens je prenasalec glive B. bassiana v rastlinjakih, kjer so paprike napadene s
populacijo cvetlicnega resarja (Frankliniella occidentalis) in stenic (Kapongo in sod.,
2008, cit. po Baverstock in sod., 2010; Carreck in sod., 2007, cit. po Baverstock in sod.,
2010). Carreck (2007, cit. po Baverstock in sod., 2010) je ugotovil, da so ¢ebele uporabne
kot vektor glive Metarhizium sp. v poljsko populacijo repic¢arja Meligethes aeneus F.
Odmerek konidijev se mora optimizirati na maksimalno okuzbo $kodljivca ter hkrati
minimizirati smrtnost samega vektorja.

2.10 FITOFARMACEVTSKA SREDSTVA KOT NACIN KEMICNEGA VARSTVA
RASTLIN

Fitofarmacevtska sredstva, sredstva za varstvo rastlin ali pesticidi so spojine, ki jih
uporabljamo za zatiranje Skodljivcev rastlin, mikroorganizmov, ki na njih povzrocajo
bolezni in plevelov. Po kemicni sestavi so FFS anorganske ali organske spojine.

Glede na vrsto organizmov, ki jih FFS zatirajo, le — ta v grobem delimo na: baktericide
(zatiranje bakterij), fungicide (zatiranje gliv), insekticide (zatiranje zuzelk), akaricide
(zatiranje prSic), herbicide (za zatiranje plevelov oz. v SirSem smislu neZelenih snovi),
nematicide (za zatiranje ogoréic ali nematod), limacide (za zatiranje polzev), rodenticide
(za zatiranje glodavcev).

Vecina aktivnih snovi (ucinkovin) v FFS je bioticno moc¢no aktivnih. Aktivne snovi
ponavadi v svoji izhodis¢ni obliki sploh niso uporabne ali pa jih v prakticnih razmerah
sploh ne bi mogli odmerjati. Spraviti jth moramo v uporabno obliko, ¢emur pravimo
formuliranje. Aktivni snovi dodajo razne (neaktivne) snovi, kot so nosilci, topila,
emulgatorji, mocila in barve (Celar, 2006).

Delitev fungicidov v skupine:

1. Anorganski fungicidi

Pripravki na podlagi bakra (preventivna uporaba)
Pripravki na podlagi zZvepla (preventivna in kurativna uporaba)

2. Oraganski fungicidi (preventivni — kontaktni)

Prizadenejo procese, ki so namenjeni pridobivanju energije v organizmih; problemati¢ni
so z vidika toksi¢nosti; ovirajo Stevilne encime; nekateri reagirajo z encimi, ki vsebujejo
kovine in tvorijo z njimi kompleksne spojine (Celar, 2006).
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Skupine:

Organske kositrove spojine
Ditiokarbamati
Dikarboksimidne spojine
Strobilurini

Ftalimidne spojine

Ostale aktivne snovi

3. Organski fungicidi (sistemi¢ni — kurativni)

Rastlinski organi vpijejo aktivno snov, ta se prenese nespremenjena ali v obliki metabolita
na vecjo ali manjSo razdaljo znotraj rastline. Med aktivnimi snovmi obstajajo razlike v
mobilnosti, Ki izhajajo iz njihove kemijske strukture ali rastlinske vrste.

Skupine:

Derivati benzimidazola in tiofanata
Triazolske spojine

Spiroksanimi

Imidazolske spojine

Pirimidinske spojine

Inhibitorji sinteze (ergo)sterola
Karbamati

Acilalaninske spojine (fenilamidi)
Morfolinske in piperazinske spojine
Biofungicidi

Amidi akrilne Kisline

Kinolini

Vecina fungicidov deluje fungistati¢no (zavirajo rast glive), do smrtnih ucinkov pride le v
primerih, ko je gliva dolgo Casa izpostavljena aktivni snovi ali pa ¢e hkrati pride tudi do
obrambnih reakcij same rastline.

Fungicidi morajo biti selektivni, zato da bi se izognili fitotoksi¢nim uéinkom. Imeti
morajo majhno toksi¢nost za sesalce, ribe, Cebele in druge neskodljive organizme v
ekosistemu (Celar, 2006).
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3 MATERIAL IN METODE DELA

V laboratorijskem poskusu smo uporabili entomopatogeno glivo B. bassiana, ki smo jo
izolirali iz pripravka Naturalis INTRACHEM Bio ltalia S.p.A., distributer za SLO Karsia
d.0.0). Za hranljivo gojis¢e smo uporabili trdni krompirjev dekstrozni agar — PDA
(Merck).

Izolirano glivo smo precepili na trdno gojisce v petrijevke (¢ 90 x 15 mm), jo inkubirali 14
dni v rastni komori (Kambi¢) pri temperaturi 25 °C. Poskus smo nastavili v laboratoriju v
brezpra$ni komori pod sterilnimi razmerami. Ravno tako je bil razkuzen ves pribor
(skalpeli, pincete) ter delovna povrSina. Preucevali smo vpliv dveh fungicidnih
pripravkov, Antracol WG 70 z aktivno snovjo propineb (Bayer CropScience) in Shirlan
500 SC z aktivno snovjo fluazinam (ISK Biosciences Europe S.A., Syngenta), na rast
micelija glive B. bassiana pri $tirih razli¢énih odmerkih fungicidov (100 %, 75 %, 50 %, in
25 % priporoc¢enega odmereka) in dveh temperaturah (15 °C in 25 °C) ter 60 % zracni
vlagi. Kontrolno obravnavanje je bilo brez dodanega fungicida pri obeh temperaturah. Vsa
obravnavanja so imela 6 ponovitev. Pri izbiri priporo¢enega odmerka s strani proizvajalca
smo se pri obeh pripravkih odlo¢ili za odmerke, ki so priporo¢eni za uporabo v krompirju,
in sicer pri pripravku Antracol smo uporabili odmerek 2,5 kg/ha oz. 0,4 I/ha pri pripravku
Shirlan pri enotni porabi vode 1000 I/ha. Agarne ploscée s pripravkoma Antracol in Shirlan
z nacepljeno glivo B. bassiana smo inkubirali 14 dni v rastni komori pri 60 % zra¢ni vlagi
ter na dveh razli¢nih temperaturah (15 in 25 °C).

3.1 PRIPRAVA GOJISCA

PDA gojisc¢e smo si pripravili po navodilih proizvajalca. V steklenico z 1 | destilirane vode
smo zameSali 39 g PDA in jo segrevali v vodni kopeli na 140 °C, dokler se agar ni
popolnoma raztopil. Pripravili smo si 10 erlenmajeric z magnetnimi mesali v katere smo
zlili po 100 ml gojis¢a. Odprtine erlenmajeric smo pokrili z dvojno alufolijo in jih skupaj z
erlenmajerico s 50 ml destilirane vode 20 minut avtoklavirali pri temperaturi 120 °C in
tlaku 1,2 atm. Skupaj z njimi smo sterilizirali tudi nastavke (tipse) za pipete razlicnih
volumnov. Po avtoklaviranju smo gojis¢e ohladili na 50-55 °C in mu dodali ustrezno
koli¢ino pripravka, da smo dobili zeleno koncentracijo fungicida. Pri pripravku Antracol
smo pripravili zalozno raztopino, kjer smo v erlenmajerico s 50 ml sterilne destilirane
vode zamesali 12,5 g Antracola. Iz zalozne raztopine Antracola smo odpipetirali po 1 ml
(100 % odmerek), 0,75 ml (75 %), 0,50 ml (50 %) in 0,25 ml (25 %) v posamezne
erlenmajerice s po 100 ml PDA. Pred razlivanjem v petrijevke smo gojis€e z dodanim
pripravkom dobro premesali z magnetnim meSalom ogretim na pri 60 °C in 400-600
obratih. Razlili smo ga v 6 sterilnih petrijevk ter ga pustili, da se strdi. 1z dveh
pripravljenih erlenmajeric s 100 ml PDA brez dodanega pripravka, smo pripravili agarne
plosce za kontrolo, in sicer po 6 petrijevk za obe temperaturi (15 in 25 °C).

Pripravek Shirlan je v obliki suspenzije, tako da nam ni bilo potrebno pripravljati zalozne
raztopine. Iz pripravka smo odpipetirali 40 pl (100 % odmerek), 30 ul (75 %), 20 ul (50
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%), 10 ul (25 %) v preostale 4 erlenmajerice s po 100 ml agarja. Nadaljnji postopek je bil
enak kot pri pripravku Antracol.

3.2 NACEPLJANJE GLIVE B. bassiana

Uporabili smo 14 dni staro glivo B. bassiana, ki je rastla pri temperaturi 25 °C. S
plutovrtom premera 5 mm smo micelij glive po robu petrijevk naluknjali ter s skalpelom
prenesli koscek glive v vsako od zgoraj pripravljenih petrijevk. Vedno smo koscek
micelija obrnili tako, da je micelij takoj prisel v neposredni stik z gojis¢em. Po nacepljanju
smo petrijevke zatesnili s parafilmom, da smo agarne plosée zascitili pred izhlapevanjem
vode in morebitnimi kontaminacijami. Pripravljena gojis¢a smo dali v rastni komori s
temperaturama 15 °C in 25 °C pri 60 % zra¢ni vlagi za 14 dni.

3.3 MERITVE IN OBDELAVA PODATKOV

Prirast micelija glive B. bassiana smo ugotavljali po 7 in 14 dneh, tako da smo izmerili
premer micelija po dolzini in Sirini ter ob¢rtali zunanji rob micelija. Po 14 dneh smo vsa
obravnavanja skenirali ter jim dolo¢ili povr§ino z ra¢unalniskim programom Nis Elements
BR 2.30 (Nikon Instruments Inc., ZDA). Zbrane podatke smo uredili tabelari¢no in
graficno v programu Excel ter opravili statisticno analizo s pomocjo programa
Statgraphics Plus (Student-Newman-Keuls test pri 5 % tveganju). Fungicida Antracol in
Shirlan smo razvrstili glede na inhibicijo rasti glive B. bassiana po stopnji $kodljivosti na
organizem. Zgledovali smo se po stopnjah skodljivosti, ki so jih uporabili v raziskavah
Sterk in sod., leta 2002. Stopnje Skodljivosti na organizem obsegajo stiri razrede: 1 =
neskodljiv (< 25 % inhibicija rasti), 2 = rahlo skodljiv (25 — 50 %), 3 = zmerno $kodljiv
(51 - 75 %), 4 = skodljiv (> 75 %) (Sterk in sod., 2003). Odstotek inhibicije smo
izraCunali po naslednji formuli:

|(%)=%-1oo (D)

1(%) — odstotek inhibicije; K — povr$ina micelija v kontrolnem obravnavanju; F — povr§ina micelija v
obravnavanju s fungicidom.

3.4 OPIS KEMICNIH AKTIVNIH SNOVI DODANIH V GOJISCE
3.4.1 Propineb (Antracol WG 70)

Je preventivni kontaktni foliarni fungicid iz skupine ditiokarbamatov. V kemicnem
pripravku Antracol predstavlja 70 % vsebovane aktivne snovi. Na trgu ga je mogoce dobiti
v dveh oblikah: mocljiva zrnca WG in mocljiv praSek WP. V nasem primeru smo
uporabili mocljiva zrnca WG.
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Fungicid se uporablja za naslednje bolezni (FITO-INFO, 2011):
e na trti za pridelavo vinskega in namiznega grozdja za zatiranje:
¢ peronospore vinske trte (Plasmopara viticola),

e ¢rne pegavosti vinske trte (Phomopsis viticola),

e na jablanah in hruskah za zatiranje Skrlupa (Venturia spp.),

e na paradizniku v zaSc€itenih prostorih ali na prostem za zatiranje paradiznikove plesni
(Phytophthora infestans) in ¢rne listne pegavosti krompirja na paradizniku (Alternaria
solani),

e na kumarah, melonah in lubenicah za zatiranje kumarne plesni (Pseudoperonospora
cubensis) in kumarnega oziga (Colletotrichum lagenarium),

e na krompirju za zatiranje krompirjeve plesni (Phytophthora infestans) in ¢rne listne
pegavosti krompirja (Alternaria solani),

e na tobaku za zatiranje tobakove plesni (Peronospora tabacina),

e na nageljnih za zatiranje nageljnove rje (Uromyces dianthi).

Pripravek Antracol WG 70 se ne sme mesati s sredstvi, ki reagirajo alkalno ali izrazito
kislo. Mesanice z alkalnimi sredstvi (npr. bakreno-apnena brozga) je potrebno porabiti
takoj. Ob upostevanju predpisanega odmerka in pravilne uporabe, pripravek ni
fitotoksicen za omenjene rastline (FITO-INFO, 2011).

3.4.2 Fluazinam (Shirlan 500 SC)

Fungicid se uporablja za zatiranje krompirjeve plesni (Phytophora infestans) in ¢rne listne
pegavosti krompirja (Alternaria solani). Priporo¢eni odmerek za uporabo je 0,3 — 0,4 I/ha.
DeleZ fluazinama v pripravku je 50 %. Na isti povrSini se lahko pripravek uporabi
najveckrat 8 krat v eni rastni sezoni. V primeru $kropljenja z manj$im odmerkom razmak
med Skropljenji ne sme biti daljsi od 7 - 10 dni, kar je odvisno od vremenskih razmer.
Fluazinam ima Sirok spekter delovanja, deluje predvsem na energijski metabolizem gliv.
Spada v pirimidinsko skupino kemiénih pripravkov. Je kontaktni in preventivni fungicid
(FITO-INFO, 2011).
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4 REZULTATI

Kontrolni obravnavanji (gojis¢i brez fungicida) sta bili namenjeni za primerjavo v kolik$ni
meri posamezna fungicida Antracol in Shirlan zavirata rast in razvoj glive pri obeh
temperaturah (25, 15 °C). Povrsino micelija glive B. bassiana smo izmerili pri posameznih
obravnavanjih v 6 ponovitvah po enem tednu in 14 dneh pri omenjenih temperaturah z
ra¢unalniS$kim programom Nis Elements BR 2.30 (slika 2). Iz pridobljenih izmerjenih
povrsin smo izracunali povprec¢ja povrsin in v primerjavi s kontrolnim povprecjem izrazili
inhibicijo rasti glive B. bassiana.
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Slika 2: Merjenje povrsin v programu Nis Elements BR 2.30 (foto: Spela Sekne, 2011)



Sekne S. Uginek fungicidov propineba in fluazinama na rast in razvoj entomopatogene glive Beauveria bassiana ... Vuill. 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2012

Preglednica 1: Povpre¢na povrsina micelija in pripadajo¢i odstotek inhibicije rasti micelija glive B. bassiana
pri razliénih odmerkih fungicidov (Shirlan, Antracol) in kontroli pri temperaturi 25 °C po 7 dneh (lab. na
Katedri za fitomedicino, 2010)

Obravnavanje | Temperatura Odmerek Povprec¢je P1 | Inhibicija 1 | Stopnja*
(°C) (%) (cm?) (%) Skodljivosti

Kontrola 25 0 6,16 0

Shirlan 25 100 1,33 78,5 4
Shirlan 25 75 1,36 77,9 4
Shirlan 25 50 0,94 84,7 4
Shirlan 25 25 1,55 74,8 3
Antracol 25 100 1,15 81,3 4
Antracol 25 75 1,56 74,7 3
Antracol 25 50 15 75,6 3
Antracol 25 25 1,86 69,8 3

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

Po 7 dneh pri 25 °C je bila povpre¢na povrsina micelija pri kontrolnem obravnavanju brez
dodanega fungicida 6,16 cm? (preglednica 1). Pri obravnavanju, kjer smo dodali v
hranljivo gojis¢e fungicid Shirlan, je pri 100 % priporocenem odmerku povprecna
povrsina micelija glive 1,33 c¢cm? oz. je inhibicija prirasta micelija 78,5 %. Pri 75 %
odmerku fungicida je bila povpre¢na povrsina 1,36 cm? oz. je inhibicija prirasta 77,9 %.
Pri 50 % odmerku je bila povpre¢na povrsina 0,94 cm? oz. je inhibicija prirasta 84,7 %. Pri
25 % odmerku je bila povpre¢na povrsina 1,55 cm? oz. je inhibicija prirasta micelija 74,8
%. Pri obravnavanju, kjer smo uporabili fungicid Antracol v 100 % priporo¢enem
odmerku, je bila povpre¢na povrsina micelija 1,15 cm? oz. inhibicija 81,3 %. Pri dodanih
75 % polnega odmerka je povpre¢na povrsina micelija 1,56 cm? oz. 74,7 % inhibicija. Pri
50 % odmerku je povpre¢na povrsina micelija 1,5 ¢cm? o0z. 75,6 % inhibicija. Pri
najmanjsem 25 % odmerku je povpre¢na povrsina micelija 1,86 cm? oz. 69,8 % inhibicija.

Po 14 dneh smo ponovno izmerili priraste glive B. bassiana pri temperaturi 25 °C in
izraunali povprecja povrsin in pripadajo¢ odstotek inhibicije rasti (preglednica 2). Pri
kontrolnem obravnavanju je bila povpretna povrSina micelija glive 23,04 cm? Pri
obravnavanju s fungicidom Shirlan so bila povpre¢ja povrSin micelija in pripadajoce
inhibicije rasti glive naslednja: 2,92 cm? in 87,3 % inhibicija rasti glive pri 100 %
priporoc¢enem odmerku, 3,14 cm? in 86,4 % inhibicija rasti pri 75 % odmerku, 2,42 cm? in
89,5 % inhibicija pri 50 % odmerku ter 4,02 cm? in 82,6 % inhibicija pri 25 %
priporo¢enega odmerka. Pri obravnavanju s fungicidom Antracol so bila naslednja
povprecja povrSin micelija in pripadajoCe inhibicije rasti: 6,55 cm? in 71,6 % inhibicija
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rasti glive pri 100 % priporoc¢enem odmerku, 7,92 cm? in 65,6 % inhibicija pri 75 %
odmerku, 8,55 cm? in 62,9 % inhibicija pri 50 % odmerku ter 10,83 cm? in 52,9 %
inhibicija pri 25 % polnega odmerka.

Preglednica 2: Povpreéna povr$ina micelija in pripadajo¢i odstotek inhibicije rasti micelija glive B. bassiana
pri razliénih odmerkih fungicidov (Shirlan, Antracol) in kontroli pri temperaturi 25 °C po 14 dneh (lab. na
Katedri za fitomedicino, 2010)

Obravnavanje | Temperatura Odmerek Povprecje P2 | Inhibicija2 | Stopnja*
(°C) (%) (cm2) (%) Skodljivosti

Kontrola 25 0 23,038 0

Shirlan 25 100 2,92 87,3 4
Shirlan 25 75 3,14 86,4 4
Shirlan 25 50 2,42 88,7 4
Shirlan 25 25 4,015 82,6 4
Antracol 25 100 6,55 71,6 3
Antracol 25 75 7,92 65,6 3
Antracol 25 50 8,55 62,9 3
Antracol 25 25 10,83 52,9 3

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

Po enem tednu in pri temperaturi 15 °C je bila povprecna povrSina micelija pri kontrolnem
obravnavanju 2,89 cm? (preglednica 3). Pri obravnavanju z dodanim fungicidom Shirlan je
bila pri 100 % priporo¢enem odmerku povprecna povrSina micelija 0,86 cm? oz. 70,2 %
inhibicija. Pri 75 % odmerku je bila povrSina micelija 0,81 cm? oz. 71,8 % inhibicija. Ob
dodanem 50 % odmerku fungicida je bila povpre¢na povrsina micelija 0,84 cm? oz. 70,9
% inhibicija. Pri najmanjsem odmerku (25 %) je bila povpreéna povrSina micelija 1,03
cm? oz. 64,3 % inhibicija rasti glive. Obravnavanje pri katerem smo v hranljivo gojisce
dodali fungicid Antracol v 100 % priporo¢enem odmerku, je bila povpre¢na povrsina
micelija 0,58 cm? oz. 80,1 % inhibicija rasti micelija glive. Pri 75 % odmerku je bila
povprecna povrsina micelija 0,99 cm? oz. 65,9 % inhibicija. Pri 50 % odmerku je bila
povpreéna povrSina micelija 0,98 cm? oz. 66,3 % inhibicija. Pri 25 % odmerku je bila
povprecna povrsina micelija 0,99 cm? oz. 65,9 % inhibicija.
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Preglednica 3: Povpre¢na povrsina micelija in pripadajo¢i odstotek inhibicije rasti micelija glive B. bassiana
pri razliénih odmerkih fungicidov (Shirlan, Antracol) in kontroli pri temperaturi 15 °C po 7 dneh (lab. na
Katedri za fitomedicino, 2010)

Obravnavanje | Temperatura Odmerek Povprec¢je P1 | Inhibicijal | Stopnja*
(°C) (%) (cm?) (%) Skodljivosti

Kontrola 15 0 2,89 0

Shirlan 15 100 0,86 70,2 3
Shirlan 15 75 0,81 71,8 3
Shirlan 15 50 0,84 70,9 3
Shirlan 15 25 1,03 64,3 3
Antracol 15 100 0,58 80,1 4
Antracol 15 75 0,99 65,9 3
Antracol 15 50 0,98 66,3 3
Antracol 15 25 0,99 65,9 3

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

Povrsine micelija glive B. bassiana smo izmerili $e po 14 dneh pri temperaturi 15 °C
(preglednica 4). Povpre¢na povrSina micelija pri kontrolnem obravnavanju je bila 12,52
cm?. Pri obravnavanju z dodanim fungicidom Shirlan smo ugotovili naslednje povpre¢ne
povrsine micelija oz. odstotke inhibicije povprecno povrSino 2,29 cm? oz. 81,7 %
inhibicijo pri 100 % priporo¢enem odmerku, povprecno povrsino 2,29 cm? oz. 81,8 %
inhibicijo pri 75 % odmerku, povprecno povrsino 2,6 cm? oz. 79,2 % inhibicijo pri 50 %
odmerku, povpre¢no povrSino 2,96 cm? oz. 76,3 % inhibicijo pri 25 % odmerku. Pri
obravnavanju z dodanim fungicidom Antracol smo ugotovili naslednje povpre¢ne povrsine
micelija oz. pripadajoce odstotke inhibicije: 3,71 cm? oz. 70,4 % pri 100 % priporoc¢enem
odmerku, 4,87 cm? oz. 61,1 % pr1 75 % odmerku, 4,82 cm? oz. 61,5 % pri 50 % odmerku
ter 4,88 cm? 0z. 61 % inhibicijo pri najniZjem 25 % odmerku.

Gliva B. bassiana je toploljubna (optimum za razvoj se giblje med 20 in 26 °C), zato je
razumljivo, da je pri vi§ji temperaturi bolj vitalna in so povprecni prirasti glive so pri
temperaturi 25 °C tudi dvakrat vecji, kot pri 15 °C.
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Preglednica 4: Povpreéna povrsina micelija in pripadajoéi odsotek inhibicije rasti micelija glive B. bassiana
pri razli¢nih odmerkih fungicidov (Shirlan, Antracol) in kontroli pri temperaturi 15 °C po 14 dneh (lab. na
Katedri za fitomdicino, 2010)

Obravnavanje | Temperatura | Koncentracija | Povpre¢je P2 | Inhibicija 2 | Stopnja*
(°C) (%) (cm?) (%) Skodljivosti

Kontrola 15 0 12,52 0

Shirlan 15 100 2,29 81,7 4
Shirlan 15 75 2,29 81,7 4
Shirlan 15 50 2,6 79,2 4
Shirlan 15 25 2,96 76,3 4
Antracol 15 100 3,71 70,4 3
Antracol 15 75 4,87 61,1 3
Antracol 15 50 4,82 61,5 3
Antracol 15 25 4,88 61 3

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

Povpreéne povrsine micelija glive B. bassiana po enem tednu pri kontroli smo primerjali s
povprecnimi povrSinami glive z dodanimi razlicnimi koncentracijami fungicidov Shirlan
in Antracol pri temperaturah 15 °C in 25 °C (slika 3). Kontrola pri temperaturi 15 °C je
bila ista za oba fungicida. Pri fungicidu Shirlan smo s statisti¢no analizo ugotovili, da so
povprecne povrsine micelija v vseh obravnavanjih statisticno znacilno manjSe v primerjavi
s kontrolo. Iz slike in statistiCne analize je razvidno, da ima Shirlan pri vseh preucevanih
koncentracijah (25 — 100 %) enak zaviralni u¢inek. Pri povpre¢nih povrsinah micelija, kjer
smo v gojis¢e dodali fungicid Antracol, smo pri§li do podobnih rezultatov. Pri vseh
koncentracijah se je izkazalo, da ima fungicid Antracol enak statisticno znacilen
inhibicijski u¢inek v primerjavi s kontrolo. Pri temperaturi 25 °C so bile pri fungicidu
Shirlan pri vseh koncentracijah povprecne povrSine micelija statisticno znac¢ilno manjSe v
primerjavi s kontrolo. Med posameznimi dodanimi odmerki fungicida Shirlan ni bilo
statistiCne znacilne razlike. Povprec¢ni prirasti micelija so pri razlicnih odmerkih fungicida
Antracol statisticno znacilno manj$i v primerjavi s kontrolo. V vseh obravnavanjih
fungicida zavirata rast micelija.
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Slika 3: Povpre¢ne povrsine micelija glive B. bassiana pri razli¢nih odmerkih dveh fungicidov po enem
tednu pri temperaturi 15 °C in 25 °C ter 60 % r. z. v. (razli¢ne ¢rke pomenijo statisti¢no znacilne razlike v
prirastih micelija pri razliénih koncentracijah v okviru enega fungicida; navaden tisk pri 15 °C, krepek tisk
pri 25 °C) (lab. na Katedri za fitomedicino, 2010)
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Slika 4: Povpre¢ne povrSine micelija glive B. bassiana pri razliénih odmerkih dveh fungicidov po 14 dneh
pri temperaturi 15 °C in 25 °C ter 60 % r. z. v. (razli¢ne ¢érke pomenijo statistiéno znacilne razlike v prirastih
micelija pri razli¢nih koncentracijah v okviru enega fungicida; navaden tisk pri 15 °C, krepek tisk pri 25 °C)
(lab. na Katedri za fitomedicino, 2010)
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Po preteku 14 dni smo v istem poskusu dobili naslednje rezultate (slika 4). Vsi povprecni
prirasti micelija pri Shirlanu so statisti¢no znacilno manjsi v primerjavi s kontrolo. Tak$ne
rezultate smo dobili pri obeh temperaturah. Pri vseh obravnavanih odmerkih fungicida
Shirlan je bila rast micelija mo¢no zavrta. Pri pripravku Antracol se je pri obeh
temperaturah fungistaticnost zmanjSevala z manjSanjem odmerka pripravka v gojiscu,
vendar minimalno. Statisticno znacilna razlika je bila le med povprecnima povr§inama
micelija pri 25 in 100 % priporo€enega odmerka pripravka, med vmesnimi odmerki pa ne.
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Slika 5. Povpreéne inhibicije rasti micelija glive B. bassiana pri razliénih odmerkih fungicidov pri
temperaturi 15 °C in 25 °C v odstotkih (lab. na Katedri za fitomedicino) (z razli¢cnimi malimi érkami smo
oznacili statisti€no znacilne razlike v prirastih micelija pri istem pripravku in isti temperaturi, le pri razli¢nih
odmerkih;. z velikimi ¢rkami smo oznalili statisticno znacilne razlike v prirastin micelija v okviru
posameznega pripravka pri istem odmerku in razli¢nih temperaturah; navaden tisk pri 15 °C, krepek tisk pri
25°C)

Pri pripravku Shirlan razlicni odmerki fungicidov ne vplivajo na inhibicijo (slika 5).
Razlika v inhibiciji rasti (%) ugotovljeni pri fungicidu Antracol je statisti¢éno znacilna le
med 25 in 100 % odmerkom fungicida pri obeh temperaturah. Odstotki inhibicije micelija
pri fungicidu Shirlan so bili statisticno znacilni med temperaturama pri vseh
koncentracijah (25 — 100 %). Pri fungicidu Antracol med temperaturama ne obstajajo
statistino znacilne razlike pri inhibiciji rasti micelija. Inhibicija je pri obeh pripravkih v
korelaciji s koli¢ino fungicida v gojiscu, pri pripravku Shirlan pa tudi s temperaturo, kjer
je pri 25 °C inhibicija statisti¢no znacilno vecja.



Sekne S. Uginek fungicidov propineba in fluazinama na rast in razvoj entomopatogene glive Beauveria bassiana ... Vuill. 25
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2012

5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V poskusu smo ugotovili, da imata fungicida Antracol in Shirlan fungistatiCen vpliv na
rast micelija glive B. bassiana. Pripravek Shirlan pri vseh odmerkih (25 - 100 %) zavira
rast glive od 76 do 89 %, medtem ko pripravek Antracol pri enakih odmerkih od 52 do 71
%. Pri fungicidu Shirlan se je izkazalo, da ima pri vseh preucevanih odmerkih enak
zaviralni uc¢inek, pri Antracolu pa se fungistatiCen ucinek zmanjSuje z zmanjSevanjem
koli¢ine pripravka v gojiS€u. Statisticno znacilna razlika obstaja Vv rasti micelija pri
pripravku Antracol med prirastom micelija pri 25 in 100 % priporo¢enem odmerku
pripravka.

Odstotki inhibicije pri fungicidu Dithane so bili primerljivi z inhibicijo, ki smo jo
ugotovili pri fungicidih Shirlan in Antracol pri istih temperaturah. Pri vseh treh fungicidih
so bili zaviralni uéinki na miceliju glive B. bassiana mo¢no izrazeni. Pri temperaturi 15 °C
je fungicid Dithane inhibiral micelij glive od 73 do 83 %, Shirlan od 76 do 81 %, Antracol
od 61 do 70 %. Pri temperaturi 25 °C je fungicid Dithane zaviral rast micelija od 46 do 55
%, Shirlan od 64 do 70 %, Antracol od 65 do 80 %. Povzamemo lahko, da fungicidi
neugodno vplivajo na rast micelija glive (neobjavljeni podatki).

Izvedena je bila raziskava, ki je preucevala obcutljivost neciljnih ¢lenonozcev in koristnih
vrst gliv na kemi¢ne pripravke. Namen raziskave je bil ugotoviti stranske u¢inke FFS na
koristne organizme (prsice, ogorcice, glive,...), ki se jih uporablja v integrirani pridelavi.
V testiranje so vkljuéili 4 entomopatogene glive: Paecilomyces fumosoroseus (Wize)
Brown in Smith soj Apopka 97, Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas, Beauveria
bassiana in Trichoderma harzianum Tul. soj T39. Pri glivi B. bassiana so preucevali 12
fungicidov (kaptan, azoksistrobin, krezoksim-metil, trifloksistrobin, mepanipirim,
procimidon, Zzveplo, tolifluanid, imazalil, pirimetanil, tiram, bitertanol). Pri testiranju so
uporabili isto metodo kot je v naSem poskusu in jo izvedli v laboratorijskih razmerah.
Fungicida kaptan in zveplo sta bila najmanj toksi¢na za glivo. Po stopnji $kodljivosti so
med najmanj Skodljive uvrstili Se trifloksistrobin, mepanipirim, tolifluanid. Fungicidi
tiram, pirimetanil, procimidon in krezoksim-metil so bolj ali manj uporabni pri so¢asnem
nanosu z glivo. Insekticidno delovanje glive je manj omejeno, kadar so fungicidi ali gliva
aplicirani v ¢asovnem zamiku. Bitertanol, azoksistrobin in imazalil mo¢no inhibirajo rast
in razvoj glive in niso primerni za so¢asno uporabo z glivo. Vecino fungicidov so po
stopnji Skodljivosti uvrstili v razred 2 (malo skodljivi) in 3 (8kodljivi) za koristen
organizem. S tem se skladajo tudi naSi rezultati pri uporabi fungicida Shirlan in Antracol.
Se bolj se pokaze toksi¢nost posameznih fungicidov, ¢e namesto micelija glive uporabimo
njene blastospore ali konidije (Sterk in sod., 2003).

Fungicidi antagonisti¢no in sinergisticno vplivajo na Skodljivee in posledi¢no ovirajo
naraven potek okuzbe z glivo B. bassiana (Benz, 1987, cit po Kouassi in sod., 2003).

Kouassi in sod. (2003) so ugotovili, da pri socasni aplikaciji fungicidov metalaksil,
mankozeb in bakrov oksid z glivo B. bassiana, zmanj$ajo njeno insekticidno delovanje.
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Menijo, da fungicidi zavirajo kalitev spor na povrhnjici Skodljivca. V primeru, ko so
fungicide nanesli po nanosu glive (dva ali ve¢ dni), u¢inkovitost glive ni bila prizadeta.
Fungicidi nimajo vpliva na patogenost glive v notranjosti gostitelja.

S podobnim pristopom so opravili raziskavo v Iranu, kjer so preucevali vpliv 5
insekticidov (imidakloprid, flufenoksuron, teflubenzuron, endosulfan, amitraz) na rast
glive B. bassiana (izolat DEBI008) v in vitro razmerah. Raziskava temelji na souporabi
glive B. bassiana s pripravki Confidor (imidakloprid), Cascaid (flufenoksuron), Darton
(teflubenzuron), Tiodan (endosulfan) in Mitak (amitraz). Analizirali so vpliv uporabljenih
FFS na kalivost konidijev, vegetativno rast in sporulacijo glive B. bassiana. Pripravke so
testirali v treh koncentracijah (osnovni odmerek - x, % x, 2 x). Vsa FFS so zavirala
vegetativno rast glive B. bassiana. Flufenoksuron je povsem nezdruzljiv z glivo, ker
povzro¢i popolno inhibicijo rasti micelija. Pri ostalih insekticidih so ugotovili manjso
inhibicijo rasti, vendar $e vedno nezadovoljivo za so¢asno uporabo z glivo. Imidakloprid
nima negativnega vpliva na glivo B. bassiana, tako da ga je mozno uporabiti so¢asno s
glivo tudi v integriranem varstvu rastlin. Insekticidi so vplivali na kalitev spor glive B.
bassiana, njeno vegetativno rast in sporulacijo (Alizadeh in sod., 2007).

Pomemben vidik preu¢evanja entomopatogenih gliv v bioti¢nih pripravkih so predvsem
njihovi konidiji. Obstoj konidijev je povezan z agrokemikalijami, okoljskimi dejavniki in
kemi¢nimi sredstvi za varstvo rastlin, s katerimi pridejo v stik v tleh (Benz, 1987, cit. po
Alizadeh).

Zacetne okuzbe z glivami so pogojene s sposobnostjo 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).

Naslednja raziskava temelji na treh fungicidih (klorotalonil, mankozeb, bakrov hidroksid)
ki se uporabljajo za zatiranje listnih bolezni na krompirju (Solanum tuberosum).
Ugotavljali so njihov vpliv na insekticidno uc¢inkovitost in sporulacijo glive B. bassiana,
kadar se wuporabi za bioticno varstvo proti koloradskemu hros¢u (Leptinotarsa
decemlineata). Preucevali so neposreden ucinek fungicidov na glivo B. bassiana, ki
povzro¢a smrtnost koloradskega hrosca ter vpliv nanosa fungicida in glive v ¢asovnem
zamiku. Vpliv fungicidov na obstoj konidijev v tleh in na listju krompirja so preucevali v
naravnih razmerah. Pri pregledu li¢ink koloradskega hros¢a, so opazili, da je bila bistvena
vec¢ja smrtnost licink, ko so bile tretirane z glivo B. bassiana v primerjavi s kontrolo.
Fungicidi niso imeli specificnega vpliva na smrtnost li¢ink na krompirju. V laboratoriju je
bila bistveno veéja smrtnost li¢ink v primeru, ko so se hranile s krompirjevimi listi
poskropljenimi s fungicidi. Smrtnost li¢ink, ki jih je povzrocila gliva B. bassiana se je
pokazala le v primeru, ko je bilo listje poskropljeno z bakrovim hidroksidom ali vodo. Pri
tretiranju krompirjevih listov s klorotalonilom in mankozebom je bila smrtnost li¢ink
mocno povecana ne glede na prisotnost glive B. bassiana. Pri poljskem poskusu so
ugotovili, da fungicidi ne vplivajo na sporulacijo glive B. bassiana na kadavrih (trupelcih)
li¢ink v tleh. Vecji delez trupelc, Ki ga povzroci gliva, je bilo ugotovljeno na obmocjih,
Kjer je bil krompir apliciran z bakrovim hidroksidom ali vodo. Obstoj konidijev v tleh in
na krompirjevih listih je ve¢ji na obmocju, kjer je krompir apliciran z bakrovim
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hidroksidom ali vodo kot pri apliciranju z mankozebom in klorotalonilom. Bakrov
hidroksid je manj $kodljiv glivi B. bassiana kot mankozeb in klorotalonil (Jaros — Su in
sod., 1999).

Roberts in Humber (1981, cit. po Jaros - Su in sod., 1999) sta prikazala, da delovanje glive
B. bassiana na krompirjevih listih hitro upada s ¢asom od nanosa konidijske suspenzije.
Obstojnost glive je pogojena z okoljskimi razmerami, predvsem son¢nim UV sevanjem.

Loria in sod. (1983, cit. po Jaros - Su in sod., 1999) so preucevali obstoj konidijev po
vnosu fungicidov v agar v laboratorijskih razmerah in nanosu konidijev na krompirjevih
listih v poljskem poskusu. Ceprav sta mankozeb in metiram inhibirala obstojnost konidijev
na agarnih plos¢ah v laboratoriju, se je v in vivo razmerah,izkazalo, da je kljub uporabi
metirama koli¢ina konidijev povsem primerljiva s kontrolo. Casovni zamik pri nanosu
kemi¢nih sredstev predstavlja zelo pomemben dejavnik pri obstojnosti konidijev v
naravnih razmerah.

5.2 SKLEPI

Preucevana fungicida Antracol in Shirlan negativno vplivata na rast in razvoj glive B.
bassiana. Pri vseh preu¢evanih odmerkih (25 — 100 %) moc¢no inhibirata rast in razvoj
glive. Pripravek Shirlan pri vseh odmerkih (25 — 100 %) zavira rast glive od 76 do 89 %,
medtem ko pripravek Antracol pri enakih odmerkih od 52 do 71 %.

Temperatura ne vpliva na inhibicijo glive temve¢ le na prirast micelija pri fungicidu
Antracol, pri Shirlanu smo ugotovili vpliv temperature na inhibicijo glive B. bassiana
(slika 5).

Po stopnji Skodljivosti jih uvrSs¢amo med rahlo do Skodljive fungicide. Fungicida nista
primerna za so¢asno uporabo z glivo B. bassiana v integrirani pridelavi.

Dosedanje tuje raziskave preuCevanja razli€nih fungicidov so pokazale, da v vecini
primerov zavirajo rast in razvoj bioti¢nih agensov.

Kljub dobljenim rezultatom se moramo zavedati, da so laboratorijski rezultati le delno
primerljivi z dogajanjem v naravnih razmerah, zato je potrebno izvesti tudi poljske
poskuse, s katerimi potrdimo ali zavrnemo rezultate laboratorijskih poskusov.
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6 POVZETEK

Uporaba kemi¢nih fitofarmacevtskih sredstev postaja vse bolj sporna s strani
okoljevarstvenega, ekoloskega in vodovarstvenega vidika. Problematika se nanaSa
predvsem na neustrezno uporabo kemic¢nih sredstev. Pri integrirani pridelavi je v ospredju
bioti¢no varstvo. Temelj uporabe bioti¢nih pripravkov so zivi, koristni organizmi, Ki niso
Skodljivi neciljnim organizmom. S svojim insekticidnim delovanjem usmrtijo Skodljivca,
vendar je ucinkovitost odvisna tudi od vremenskih dejavnikov. Dosedanje tuje raziskave
preucevanja razli¢nih fungicidov so pokazale, da kemi¢ne snovi zavirajo v vecini
primerov rast in razvoj bioti¢nih agensov. V nasem primeru smo se osredotocili na glivo
B. bassiana. V raziskavi smo preucevali pogosto uporabljena fungicidna pripravka pri nas,
Antracol WG 70 (Bayer CropScience) in Shirlan SC (ISK Biosciences Europe S.A.,
Syngenta) z aktivnima snovema propineb in fluazinam. V tuji literaturi se ni bilo
omenjenih raziskav o u¢inku teh dveh fungicidov na entomopatogeno glivo B. bassiana.

V laboratoriju smo in vitro preuéevali u¢inek propineba (Antracol WG 70) in fluazinama
(Shirlan 500 SC) na rast micelija entomopatogene glive Beauveria bassiana (Bals.- Criv.)
Vuill. Glivo smo gojili na PDA gojis¢u z dodatkom dveh fungicidov v razli¢nih
koncentracijah (100, 75, 50, 25 in 0 % poljskega odmerka) pri 15 in 25 °C. Prirast micelija
glive B. bassiana smo ugotavljali po 7 in 14 dneh, tako da smo izmerili premer micelija po
dolzini in Sirini ter obértali zunanji rob micelija. Po 14 dneh smo vsa obravnavanja
skenirali ter jim dolo¢ili povr§ino z racunalniskim programom Nis Elements BR2.30
(Nikon Instruments Inc., ZDA). Izracunali smo tudi inhibicijo/zaviralni u¢inek fungicidov
na glivo. Inhibicija rasti micelija je v korelaciji s koli¢ino fungicida v gojiscu. Pri vi§jih
koncentracijah fungicidov v gojis¢u se poveca tudi inhibicija glive.

Laboratorijska raziskava je pokazala negativne ucinke fungicidov na podlagi propineba in
fluazinama na rast in razvoj glive. Pripravek Shirlan pri poljskih koncentracijah (25 — 100
%) zavira rast glive od 76 do 89 %, medtem ko pripravek Antracol pri enakih
koncentracijah od 52 do 71 %. Temperatura ne vpliva na inhibicijo glive temve¢ le na
prirast micelija pri fungicidu Antracol, pri Shirlanu smo ugotovili vpliv temperature na
inhibicijo glive B. bassiana. Po stopnji $kodljivosti jih uvrstimo med zmerno do skodljive
fungicide. Fungicida nista primerna za so¢asno uporabo z glivo B. bassiana.
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