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SAZETAK

Pronalazenje prikladne alternative malom broju postoje¢ih antimikrobnih
sredstava za suzbijanje biljnih patogena, vitalan je zadatak u suvremenoj poljoprivredi. U tu
svrhu se provode intenzivna istrazivanja kako bi se otkrili ekoloSki prihvatljivi i u€inkoviti
spojevi koji mogu suzbiti patogene otporne na primjenjivane antimikrobne aktivne tvari.
Ucinkovitost fenilboronske kiseline (PBA) protiv nekoliko fitopatogenih bazidiomicetnih vrsta
u smislu zastite drvne grade, poznata je od ranije, ali do sada nije testirana u suzbijanju
uzroCnika bolesti poljoprivrednih kultura. Cilj disertacije je testirati antibakterijski i
antimikoticki u€inak PBA na patogene u uzgoju rajCice i kontaminantnog patogena svjezih
plodova raj€ice u uvjetima in vitro i in vivo. Dobiveni rezultati potvrduju letalan u€inak PBA
na fitopatogenu gljivu Alternaria alternata i bakteriju Pseudomonas syringae pv. tomato pri
niskoj koncentraciji (0,05 %) u uvjetima in vitro. U usporedbi s tim, borna kiselina (BA) je na
patogenu gljivu imala fungistati¢ki uc¢inak, dok je rast bakterijskih patogena inhibiran pri pri
6 puta vecoj koncentraciji od primijenjene koncentracije PBA.

Bakterija Escherichia coli je ispirana s plodova rajCice otopinama PBA i BA, a otopine
nakon ispiranja su nano$ene na hranjive podloge odmah ili 120 min kasnije. Broj razvijenih
kolonija na mediju s 0,05 % (1/2 MIC) PBA bio je oko 40 % manji u odnosu na kontrolu
(ispranje sterilnom destiliranom vodom), a taj broj se 2,5 puta smanjio nakon inkubacije u
trajanju od 120 min. Podjednako smanjenje broja Zivih stanica bakterije postignuto je s 3
puta ve¢om koncentracijom BA.

Preventivnim tretiranjem biljaka raj¢ice cv. Rutgers s 0,05 % (1 MIC) PBA, provedenom
7 dana prije inokulacije gljivom Alternaria alternata ili bakterijom Pseudomonas syringae pv.
tomato, zabiljezeno je zna¢ajno smanjenje povrsine lezija koncentri¢ne pjegavosti (za 42 —
61 %) i bakteriozne pjegavosti (za 55 - 71 %) u odnosu na kontrolnu skupinu biljaka koje
nisu preventivno tretirane. Niska koncentracija PBA znacajno je reducirala simptome
koncentri€ne i bakteriozne pjegavosti u odnosu na ucinak BA, pri ¢emu znacajne razlike u
ucinku na fiziologiju zarazZenih biljaka tretiranih s PBA, odnosno s BA, nisu zabiljeZene.
Dokazana je profilaktiCka aktivnost PBA i BA na uzro¢nike bolesti rajcice, pri emu je PBA
pokazala znac&ajniji u€inak na supresiju simptoma bolesti raj¢ice od BA. Takoder, dokazano
je da PBA, kao i BA, nemaju Stetan utjecaj na zdravlje biljaka u baktericidnim i fungicidnim
koncentracijama.

Ova disertacija je prvo istrazivanje antibakterijskog i antimikotickog u€inka PBA na
uzrocnike bolesti zeljaste domacinske bilike, a testiranje je provedeno usporedno s
istraZivanjem ucinka medicinski znacajne BA. Ostvarenjem ciljeva i prihva¢anjem hipoteza
disertacije, postignut je preduvjet za nastavak istrazivanja PBA kao potencijalnog sredstva
za suzbijanje ekonomski znacajne fitopatogene bakterije i gljive u uzgoju rajCice, ali i za
razmatranje PBA kao potencijalnog dekontaminanta svjezih plodova raj€ice od patogene
bakterije Escherichia coli. Buduéi da nije Stetna za zrele biljke raj€ice, kao ni za sisavce, a
otpornost na testiranu fitopatogenu gljivu i bakteriju nije zamijecena, navedene spoznaje
kvalificiraju ekoloski prihvatljivu PBA kao prikladan antimikrobni spoj.

Kljuéne rije€i: Alternaria alternata, BA, Escherichia coli, PBA, Pseudomonas syringae pv.
tomato, raj€ica, ucinak



Antibacterial and antifungal activity of phenylboronic acid on
tomato plant pathogens

Finding a suitable alternative to the limited number of existing antifungal agents aimed
to control plant pathogens is a vital task in modern agriculture. Therefore, intensive research
is being conducted to identify environmentally friendly and effective compounds that can
control plant pathogens resistant to the antimicrobials used. Various studies cite
phenylboronic acid (PBA) as a commercially available, environmentally and
pharmaceutically acceptable compound known as the simplest boric acid (BA) derivative
that in certain concentrations has bactericidal and fungicidal effects on several species of
human fungi and bacteria. Previous studies demonstrate antifungal effect of PBA on
basidiomycete fungi that cause wood decay, but it has not been tested in controlling plant
pathogens in agriculture. This fact puts PBA in the context of a potential plant protection
compound and explains the need for research on agriculturally interesting herbaceous host
pathogens. Because tomato is globally one of the most famous crops whose cultivation is
hampered by damage caused by attack of resistant pathogens, it was selected as the
herbaceous host on which the bactericidal and fungicidal effect of PBA was investigated in
this research. For testing this compound, the economically important pathogens, after
isolation from symptomatic tomato leaves, were molecularly identified and morphologicaly
characterized.

The aim of the dissertation is to test, in vitro and in vivo, the antibacterial and antifungal
effect of PBA and BA on two tomato pathogens (fungus Alternaria alternata and
bacterium Pseudomonas syringae pv. tomato). The obtained results confirm the lethal
effect of PBA on the fungus A. alternata and the bacterium P. syringae pv. tomato at low
concentration (0.05 %) in vitro. In comparison, BA had a fungistatic effect on the pathogenic
fungus, while the growth of bacterial pathogen was inhibited at 6 times higher concentration
of BA than that of the applied PBA.

The severity of symptoms caused by infection of economically important tomato plant
pathogens was determined experimentally alongside with quantification of physiological
parameters of treated plants. Also, it has been shown that PBA, like BA, does not have a
detrimental effect on plant health in bactericidal or fungicidal concentrations when applied
in the late phenophase of development. By preventive in vivo application on tomato cv.
Rutgers 7 days before inoculation with fungus A. alternata or P. syringae pv. tomato, low
PBA concentration (0,05 %, 1 MIC) significantly reduced the symptoms of early blight (42 -
61 %) and bacterial speck (55 — 71 %) compared to the control group of plants that were
not treated. Prophylactic activity of PBA and BA on tomato pathogens has been
demonstrated, with PBA showing a stronger effect on the suppression of tomato disease
symptoms than BA.

In addition to economically important phytopathogens in tomato growing (A.
alternata and P. syringae pv. tomato), the negative aspect in tomato production is caused
by the human pathogen - bacterium Escherichia coli, which contaminates fruits through
manuring and irrigation with contaminated water. The bactericidal effect of PBA on E.
coli washed off from tomato fruits was investigated by the in vitro experiment. E. coli was
washed off from tomato fruits with PBA and BA solutions and these bacterial suspensions
were transferred to nutrient media immediately or 120 min later. Inactivation of E. coli from
tomato fruits (97 %) was achieved by 120 min exposition of the bacterium to 0,05 % PBA
(1/2 MIC) solution is equivalent to the effect of 3-time higher concentrations of BA. The
number of bacteria that developed colonies in 0,05 % (1/2 MIC) PBA was about 40 % lower
compared to the control, washed with water, and this number decreased 2,5 times after
incubation for 120 min.

This dissertation is the first study of the bactericidal and fungicidal effect of PBA on
pathogens of herbaceous host plant. By achieving the goals and accepting the hypotheses



of dissertation, the precondition for continuing research on PBA as a potential plant
protection compound for the control of economically important plant pathogenic bacterium
and fungus in tomato was achieved, as well as for considering PBA as a potential
decontaminant of fresh tomato fruits from human pathogen — bacterium E. coli. Since PBA
is not harmful to mature tomato plants and mammals, and no resistance of plant pathogenic
fungi and bacteria has been observed, the mentioned findings effectively qualify PBA as a
suitable antimicrobial compound. Additional advance of PBA is its environmental
friendliness.

Keywords: Alternaria alternata, BA, Escherichia coli, PBA, Pseudomonas syringae pv.
tomato, tomato, effect
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Analysis of variance, analiza varijance

Alternaria alternata

Anthocyanin indeks, sadrzaj antocijanina

microliter, mikrolitar

micrometer, mikrometar

Boric acid, borna kiselina

Basic Local Alignnment Search Tool

Base pair, par baza

Colony forming unit, jedinica za stvaranje kolonija
Chlorophyll indeks, sadrzaj klorofila
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Minimum inhibitory concentration, minimalna inhibitorna koncentracija
milliliter, mililitar

miligram per liter, miligram po litri

milimeter, milimetar

Nutrient agar

National Center for Biotechnology Information
Near-infrared reflectance, parametar blizu infracrvenog zracenja
Nutrient sacruose agar

Pseudomonas syringae pv. tomato

Phenylboronic acid, fenilboronska kiselina
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Tomato juice agar
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1. UVOD

Fitopatogene bakterije i gljive predstavljaju prijetnju globalnoj proizvodnji hrane.
Neki od mehanizama kojima se odrZavaju u okoliSu i u domacinskoj biljci ukljuuju
razvoj otpornosti na sredstva namijenjena njihovom suzbijanju. Osim otpornosti na
agrokemikalije, patogeni su sposobni razviti perzistentne stanice za odrzavanje u
nepovoljnim uvjetima zbog ¢ega agrokemijska sredstva Cesto ne mogu suzbiti Citavu
populaciju patogena. Kao posljedica toga, zaraza fitopatogenima se ponavlja, $to ima
negativan ekonomski i ekoloSki utjecaj na poljoprivredu (Martins i sur., 2018). Neke vrste
fitopatogenih gljiva, kao $to je Alternaria alternata (Fr.) Keissler, sposobne su razviti tzv.
kriznu otpornost kod koje se razvojem otpornosti na jedan fungicid gljiiva odupire
djelovanju fungicida istog mehanizma djelovanja, $to spektar fungicida (na koje razvija
otpornost) ¢ini Sirim (Yang i sur., 2019). S druge strane, poznato je da se fitopatogene
bakterije na globalnoj razini suzbijaju primjenom antibiotika i pripravaka na bazi bakra.
Spektar djelovanja bakrovih spojeva uklju¢uje mnoge patogene, $to ovaj metal Cini
jednim od glavnih sastojaka formulacija fungicida i baktericida (La Torre i sur., 2018).
Premda se otpornost gljivicnih patogena na bakar ne razvija brzo, neki bakteriozni
patogeni (medu kojima je Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe i sur.) razvili su
otpornost na spojeve bakra. U&estala upotreba baktericida i fungicida na bazi bakra
rezultirala je ekotoksikoloskim problemom akumulacije bakra u tlu. Svijest o tome dovela
je 2002. godine do ograni¢enja u koristenju bakrovih pripravaka u poljoprivredi od strane
Europske Unije (Uredba Komisije 473/2002 cit. prema La Torre i sur., 2018). Godine
2020., na popisu registriranih sredstava za zastitu bilja od strane Ministarstva
poljoprivrede (Fitosanitarni informacijski sustav, FIS) nalazilo se 35 pripravaka na bazi
bakra od kojih je samo 7 bilo registrirano za suzbijanje uzro¢nika fitobakterioza, a rok
valjanosti rjeSenja za neke od tih pripravaka istekao je krajem iste godine. Trenutno se
na istom popisu nalazi 19 pripravaka na bazi bakra od kojih je 4 registrirano za
suzbijanje fitobakterija, a rok valjanosti navedenih pripravaka isti¢e krajem 2023. Kako
primjena antibiotika u biljnoj proizvodniji nije dozvoljena (FIS, 2022), problem ograni¢ene
upotrebe sredstava za suzbijanje (osobito fitopatogenih bakterija) postaje veci, kao Sto
su izvijestili Martins i sur. (2018). Problem se rjeSava istrazivanjem ekoloski prihvatljivin
spojeva sa Sto vecom antibiotskom ucinkovitoScu. Jedna takva kemikalija moze biti
fenilboronska kiselina (eng. phenylboronic acid, PBA), poznata kao derivat medicinski

vazne borne kiseline (BA) (Michaelis i Becker 1880; Liu i sur., 1994; Lopalco i sur.,



2020). RijeC je o komercijalno dostupnom i farmaceutski prihvatljivom spoju koji u
odredenim koncentracijama ima antibakterijski i antimikoticki u€inak na nekoliko vrsta
humanih gljiva i bakterija (Freeman i sur., 2010) te nije toksiCan za okoli$ (Yalinkilic i
sur., 1998). Novija istrazivanja, poseban naglasak u suzbijanju stavljaju na nove
ekoloski prihvatljive spojeve koji su uéinkoviti u suzbijanju bakterija pri niskim
koncentracijama i koji ne dovode do brzog razvoja otpornosti. U raznim istrazivanjima,
(Freeman i sur., 2010; Gonzalez-Bello, 2017) PBA se navodi i kao inhibitor 3-laktamaze,
enzima klju¢nog u razvoju otpornosti patogenih bakterija. Osim u humanoj medicini,
istrazivanjem Liu i sur. (1994) i Yalinkilic i sur. (1998), dokazan je antimikoti¢ki ucinak
PBA na pojedine bazidiomicetne gljive koje su uzroCnici propadanja drva japanskog
cedra (Cryptomeria japonica). Buduéi da je istrazivanje pokazalo znac¢ajan antimikoticki
uc¢inak na uzrocnike propadanja drva u uvjetima in vitro i in vivo, PBA se smatra
sredstvom koje ima karakteristike potencijalnog sredstva za zastitu drvenastih kultura
od gljiva iz odjela Basidiomycota (Liu i sur., 1994). Osim letalnog ucinka PBA, starija
istraZivanja testirala su utjecaj PBA na organogenezu nekoliko vrsta biljaka medu kojima
se istiCe rajCica Solanum lycopersicum L. (Haccius i Garrecht, 1963; Mathan, 1965).
Haccius i Garrecht (1963) utvrdili su negativan u€inak ove supstance na organogenezu
rajCice, §to za posljedicu ima promjene u morfologiji listova, ali samo pri tretmanu
klijavog sjemena. Kod zrelih biljaka raj€ice tretiranih s PBA u postembrionskom stadiju,
nisu potvrdene promjene u morfologiji biljike (Mathan, 1965). Osim navedenog, proucen
je i negativan uc€inak PBA kao specificnog kompetitora za bor (Matthes i sur., 2020) koji
u biljaka, u odredenim koncentracijama, uzrokuje deficit bora. U istrazivanju iz 2004.
navodi se kako je primjena PBA uzrokovala povecanje rasta korijena u borom
ishranjenoj biljci graha (Bassil i sur., 2004), na $to se referira istrazivanje iz 2019. kojim
je potvrdeno kako ishrana borom smanjuje deficit bora uzrokovan djelovanjem PBA
(Houshi sur., 2020). Izbjegavanje uvjeta koji dovode do negativnog u€inka PBA na biljku
(rana fenofaza biljke, nedovoljna ishrana borom i visoke koncentracije PBA), omogucuje
istrazivanje karakteristika PBA koje su zamijec¢ene u radu Liu i sur. (1994). Istrazeni
letalni u€inak PBA u uvjetima in vitro i in vivo na drvenastoj domacinskoj biljci potaknuo
je razvoj ideje ove disertacije o testiranju letalnog u€inka PBA na zeljastoj domacinskoj
bilici, buduéi da takva istrazivanja nisu zabiljezena. Da je odabir rajCice kao zeljastog
domacdina na kojem bi se istraZio antibakterijski i antimikotic¢ki u¢inak PBA opravdan,
svjedoCi interes prehrambene industrije, proizvodaca, konzumenata, ali i znanstvenika
za ovu kulturu. Poznato je da je uzgoj rajcice otezan zbog Steta uzrokovanih otpornim
patogenima medu kojima su bakterija P. syringae pv. tomato (Stamova, 2009; La Torre

i sur., 2018) i gljiva A. alternata (Yang i sur., 2019). Osim ekonomski znacajnih



fitopatogena u uzgoju rajCice, negativni aspekt uzrokuje i patogena bakterija
Escherichia coli, koja kao kontaminant na svjeZze plodove dospijeva gnojidbom i
navodnjavanjem kontaminiranom vodom (Ibekwe i sur., 2004). Nedavna istrazivanja
(Zhang i sur., 2019) opisuju rezultate inaktivacije populacije bakterije E. coli na povrsini
plodova koriStenjem raznih spojeva s dekontaminiraju¢im ucinkom, no antibakterijski
ucinak PBA na bakteriju E. coli ispiranjem s plodova rajCice nije poznat. Izbjegavanje
negativnog djelovanja primjenom PBA u minimalnoj inhibitornoj koncentraciji na rajCicu
u poznoj fenofazi razvoja, omogucilo je odredivanije jaine simptoma uzrokovane uslijed
infekcije ekonomski znagajnim patogenima ovog zeljastog domacina. Kako se biljna
bolest uzrokovana fitopatogenim organizmom opisuje kao pojava poremecaja u
fiziologiji bilike (Abdulkhair i Alghuthaymi, 2016), istrazivanje letalnog ucinka PBA osim
fitopatoloSkim testovima in vitro i in vivo, istrazeno je i mjerenjem sadrzaja klorofila i
drugih vegetacijskih parametara testiranih biljaka, $to pomaze u prihvac¢anju ili
odbacivanju hipoteza istrazivanja ove disertacije. Buduci da je PBA derivat BA Ciji je
antibakterijski i antimikoti¢ki u€inak poznat u medicini (Adamczyk-Wozniak i sur., 2012),
BA je koridtena kao kontrola. Eventualni negativni u€inak PBA na rajcicu testiran je
ukljuivanjem tretmana kontrolne skupine zdravih rajCica. Sukladno navedenom,
oshovni cilj ove disertacije je testirati antibakterijski i antimikotiCki u€inak PBA na
ekonomski znagajnog bakterioznog i gljivicnog patogena raj€ice u uvjetima in vitro i in
vivo, uz testiranje antibakterijskog ucinka istog spoja na medicinski znacajnog

patogenog kontaminanta ploda rajcice, bakteriju E. coli.



1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

U istraZivanje se ulazi sa sljede¢im hipotezama i ciljevima:

H1) PBA u usporedbi s BA, u nizim koncentracijama inhibira rast i razvoj patogena rajcice

(Alternaria sp. i Pseudomonas sp.) u uvjetima in vitro.

C1) Testirati antibakterijski i antimikoti¢ki uc¢inak razli¢itih koncentracija PBA i kontrolne BA

na odabrane uzroc¢nike bolesti u uzgoju rajice u uvjetima in vitro.

H2) Ispiranje s PBA u usporedbi s BA, u nizim kocentracijama inaktivira populaciju bakterije

E. coli na plodovima raj€ice.

C2) Istraziti antibakterijski u¢inak PBA i kontrolne BA na populaciju bakterije E. coli na

plodovima rajcCice.

H3) Folijarna aplikacija PBA, u usporedbi s BA, u nizim koncentracijama smanjuje jacinu

simptoma bolesti rajcice u uvjetima in vivo.

C3) U uvjetima in vivo, testirati antibakterijski i antimikoti¢ki u¢inak PBA i kontrolne BA na

jacinu simptoma bolesti rajCice.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Rajéica Solanum lycopersicum L.

Rajcica (Solanum lycopersicum L.) je jedna od najvaznijih Siroko uzgajanih povrtnih
kultura koja se naj¢esce proizvodi i konzumira (Zorzoli i sur., 2007; Knapp i Peralta, 2016;
Meena i sur., 2016) u cijelom svijetu (Hussein, 2019). Kultura pripada porodici Solanaceae
(pomocénice) i rodu Solanum koji uklju€uje nekoliko komercijalno vaznih vrsta biljaka.
Rajc¢ica je dvosupnica i viSegodiSnja zeljasta bilka koja se najéed¢e uzgaja kao
jednogodisnja kultura, a ujedno je druga povrtna kultura po vaznosti. Prema statistici
Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO), u 2014. godini svjetska proizvodnja raj€ice
kretala se oko 171 milijuna tona, a glavne zemlje po proizvodnji su Kina i Indija (Knapp i
Peralta, 2016; Lii sur., 2017). Gotovo 60 % svjetske proizvodnje rajcice dolazi iz Azije, 13,3
% iz Europe, 11,3 % iz Afrike, 8,7 % iz Sjeverne Amerike i 6,6 % iz Srednje i Juzne Amerike
(FAOSTAT, 2017.). Prema FAOSTAT-u (2017), pet najvecih svjetskih proizvodaca rajcice
u 2014. godini bile su Kina, Indija, Sjedinjene Drzave, Turska i Egipat (Knapp i Peralta,
2016), a 2018., Indija je proizvela 18,74 milijuna tona sa stopom produktivnosti od 21,24 t/
ha (Kumar i sur., 2020).

Rajcica je izvorno dobila ime Solanum lycopersicum, Linnaeus 1753., medutim
klasifikacija rajcice bila je predmet mnogih rasprava zbog ¢ega je rod Solanum ponovo
taksonomski procijenjen. Rajcica je dugo bila poznata kao Lycopersicon esculentum no
mnoga su istrazivanja pokazala da je ova vrsta dio roda Solanum zbog ¢ega se ponovo
naziva Solanum lycopersicum (Knapp i Peralta, 2016).

Rajcica je vazno povrée Sirom svijeta jer su ga mnoge zemlje usvojile kao vrijedan dio
njihove svakodnevne prehrane, pa €ak i kulinarske tradicije (Moghaddam i sur., 2019).
Moze se uzgajati u razli€itim geografskim zonama na otvorenim poljima ili u staklenicima, a
plod se mozZe ubrati ru¢nim ili mehanickim sredstvima. Kako je rije€ o kulturi koja se uzgaja
Sirom svijeta za lokalnu upotrebu ili kao izvozna kultura, ne ¢udi da se globalna proizvodnja
rajéice smanjuje napadom raznih Stetnika i bolesti (Hussein, 2019).

Medu poznatijim kultivarima raj€ice navodi se "Rutgers" koji je proizveden selekcijom
tijekom kasnih 1920-ih godina. Ovaj kultivar je izvorno trebao biti koristen za prodaju u
svjezem stanju i za preradu, a sjeme se prvi puta pojavilo na trzistu 1934. godine. "Rutgers"
je bio najistaknutiji kultivar tijekom kasnih 1940-ih, a najpopularniji u svijetu poslije 1950-ih
godina (McGay, 2019). Navedeni kultivar ima izrazen obrambeni mehanizam uslijed
interakcija s razli¢itim patogenima (Lépez-Gresa i sur., 2010), osobito kod infekcije

bakterijom P. syrinage pv. tomato (Bellés i sur., 1999; Lépez-Gresa i sur., 2011) zbog ¢ega



se Cesto koristi kao indikatorska biljka u raznim istrazivanjima patogeneze, ali i kao
indikatorska test biljka za ispitivanje dostupnosti bora u tlima jer pokazuje osjetljivost na
nedostatak bora (Brown i Ambler, 1973; Brown 1979).

2.2. Problematika suzbijanja biljnih patogena

Suvremeni problem u suzbijanju fitopatogenih bakterija i gljiva oCituje se u razvoju
adaptivnih sposobnosti navedenih mikroorganizama, kao $to su razvoj otpornosti na
sredstva namijenjena njihovom suzbijanju te razvoj perzistentnih morfolodkih struktura
kojima se odrzavaju u okoliSu. Osim otpornosti na agrokemikalije, patogeni su sposobni
razviti perzistentne stanice za odrZzavanje u nepovoljnim uvjetima zbog €ega sredstva
namijenjena njihovom suzbijanju €esto ne mogu suzbiti €itavu populaciju patogena. Kao
posljedica toga, zaraza fitopatogenima se ponavlja, to ima negativan ekonomski i ekoloski
utjecaj na poljoprivredu (Martins i sur., 2018). S druge strane, poznato je da se fitopatogene
bakterije na globalnoj razini suzbijaju primjenom antibiotika i pripravaka na bazi bakra.
Spektar djelovanja bakrovih spojeva uklju¢uje mnoge patogene, $to ovaj metal &ini jednim
od glavnih sastojaka formulacija fungicida i baktericida (La Torre i sur., 2018).

Premda se otpornost gljivicnih patogena na bakar ne razvija brzo, mnogi bakteriozni
patogeni su razvili otpornost na spojeve bakra. UCestala upotreba baktericida i fungicida na
bazi bakra rezultirala je ekotoksikoloskim problemom akumulacije bakra u tlu. Svijest o tome
dovela je 2002. godine do ograni¢enja u koristenju bakrovih pripravaka u poljoprivredi od
strane Europske Unije (Uredba Komisije 473/2002 cit. prema La Torre i sur., 2018). Godine
2020., na popisu registriranih sredstava za za$titu bilja od strane Ministarstva poljoprivrede
(Fitosanitarni informacijski sustav, FIS) nalazilo se 35 pripravaka na bazi bakra od kojih je
7 bilo registrirano za suzbijanje uzro¢nika fitobakterioza, a rok valjanosti za neke od tih
pripravaka istekao je krajem iste godine. Trenutno se na navedenom popisu nalazi 19
pripavaka na bazi bakra od kojih je 4 registrirano za suzbijanje fitopatogenih bakterija, a rok
valjanosti istiCe krajem 2023. godine. Zamjetno je da se prema podatcima FIS-a broj
raspoloZivih sredstava za suzbijanje uzro€nika fitobakterioza, iz godine u godinu, smanjuje.
Kako primjena antibiotika u biljnoj proizvodnji nije dozvoljena (FIS, 2022), problem
ograni¢ene upotrebe sredstava za suzbijanje (osobito fitopatogenih bakterija) postaje vedi,

kao Sto su izvijestili Martins i sur. (2018).



2.3. Uzroé€nici bolesti raj€ice

Poznato je da je uzgoj rajCice oteZzan zbog Steta uzrokovanih otpornim patogenima
medu kojima su bakterija P. syringae pv. tomato (Stamova, 2009; La Torre i sur., 2018) i
gljiva A. alternata (Yang i sur., 2019). Osim ekonomski znacCajnih fitopatogena u uzgoju
rajCice, negativni aspekt uzrokuje i patogena bakterija Escherichia coli, koja kao
kontaminant gnojidbom i navodnjavanjem kontaminiranom vodom, dospijeva na svjeze
plodove (Ibekwe i sur., 2004).

Medu Sirokim spektrom gljivicnih patogena, gljiva A. alternata uzro¢nik je koncentrine
pjegavosti na rajici (Ramezani i sur., 2019). Rije€ je o jednoj od najpoznatijih i najvaznijih
bolesti raj¢ice koja uzrokuje znacajne gubitke, te smanjuje kvalitetu hranjivih vrijednosti ove
kulture. Ova bolest najviSe Steti rajCici Solanum lycopersicum L. u regijama s visokom
vlagom i prili¢no visokim temperaturama, od 24 — 29 °C te u poluaridnim klimatskim uvjetima
gdje su Ceste i dugotrajne noéne rose (Chaerani i sur., 2006). U nasadima u SAD-u,
Australiji, Izraelu, Velikoj Britaniji, Brazilu i Indiji, gubitci uzrokovani ovim patogenom krec¢u
se od 35 do 80 % (Bessadat i sur., 2016). Velika zaraza koncentricnom pjegavosc¢u rajcice
dovodi do potpune defolijacije i velikih gubitaka u usjevu u kratkom vremenskom razdoblju
(Bessadat i sur., 2016). Rajcica je zarazena patogenom Alternaria sp. tijekom cijelog svog
rasta i razvoja, a infekciju karakterizira pojava kloroti¢nih i nekroti€nih simptoma na
nadzemnim dijelovima, $to dovodi do ozbiljnih ekonomskih gubitaka (Meena i sur., 2016).
Vrste Alternaria sp. mogu uzrokovati manje ekonomski vazne simptome na rajcici,
ukljucujudi lezije bazalnog dijela stabljike presadnica, lezije stabljike na odrasloj biljci i trulez
plodova (Walker, 1952; Chaerani i sur., 2006) gdje uzrokuje gubitke prinosa do 79 %. Lezije
na stabljikama mogu uzrokovati gubitke sadnica u polju od 20 % do 40 % (Sherf i MacNab
1986; Chaerani i sur., 2006).

Bakteriozna pjegavost je najpoznatija bakterijska bolest u industriji rajéice koju uzrokuje
P. syringae pv. tomato. RijeC je o bakterijskom uzro€niku bolesti koji se javlja Sirom svijeta
i uzrokuje ozbiljno smanjenje prinosa i kvalitete ploda, posebno tijekom hladnih i vlaznih
proljeca (Cai i sur., 2011). Zaraza ovom bakterijom u fazi sadnice moze uzrokovati do 75 %

ukupnog gubitka prinosa i zna€ajno smanijiti kvalitetu rajcice (Li i sur., 2017).



2.3.1. Rod Alternaria

Gljiviéni rod Alternaria, koji je prvi je predstavio Nees (1816) pripada carstvu Fungi,
odjelu Ascomycota, pododjelu Pezizomycotina, razredu Dothiodeomycetes, redu
Pleosporales i porodici Pleosporaceae (Ramezani i sur., 2019). Rije€ je o rodu Kkoji
obuhvaca skup fitopatogenih i saprofitnih gljiva (Thomma, 2003) te ubikvista koji su dio
globalne mikroflore (Maskova i sur., 2012). Vrste unutar roda otkrivene su kao endofiti i
patogeni ljudi i Zivotinja (Lawerence i sur., 2015).

Unutar roda Alternaria, opisano je preko 600 vrsta dok je 400 vrsti poznato kao
ekonomski znacajni biljni uzro€nici bolest na biljkama (Meena i sur., 2016), osobito povréa
(El-Gazzar i Ismail, 2020). U istrazivanju Bessadat i sur. (2016) uzro¢nik roda Alternaria
otkriven je u viSe od 80 % zarazenog biljnog materijala i u vise od 50 % ukupnih izolata
gljiiva iz bilinog uzorka, $to potvrduje veliku patogenost ovog roda. Osim toga, nekoliko vrsti
unutar roda vazne su kao alergeni u zraku i humani patogeni kod imunolo$ki ugrozenih
pacijenata. Osim ekonomskih Steta na poljoprivrednim kulturama, vrste su znacajne jer
produciraju mikotoksine koji dospijevaju u hranu (Rotem, 1994; Meena i sur., 2016) stoga
je ispravna i brza identifikacija vrsti roda Alternaria od velike koristi zbog znacajnih

negativnih ucinaka na poljoprivredu i zdravlje ljudi (Ratmahzai i sur., 2016).

2.3.1.1. Vrsta Alternaria alternata

Vrste roda Alternaria uzrokuju bolesti u gotovo 400 biljnih vrsta, od kojih samo vrsta
Alternaria alternata (Fr.) Keissler moze zaraziti vise od 100 biljnih vrsta (Meena i sur., 2016).
Medu raznim bolestima koje utje€u na usjeve rajCice u svijetu, koncentriCna pjegavost
smatra se najstetnijom. Navedena bolest uzrokovana je od strane nekoliko vrsta gljiva koje
pripadaju rodu Alternaria, ukljuujuci vrstu A. alternata (Moghaddam i sur., 2019). Rijec je
o dominantoj, najpatogenijoj i najéesce izoliranoj vrsti roda Alternaria obzirom da uzrokuje
znacajne gubitke i naru$ava hranjivu vrijednost rajcice (Hussein, 2019; Moghaddam i sur.,
2019; El-Gazzar i Ismail, 2020).

Patogen A. alternata je sveprisutna, saprofitska gljiva izolirana iz razli¢itog odumrlog
biljnog materijala, a poznata je i kao patogen koji uzrokuje oportunistiCke bolesti na brojnim
usjevima (Thomma, 2003). UspjeSna patogenost ove vrste, posljedica je produkcije
razliCitih toksina s jedinstvenim nacinom djelovanja (Meena i sur., 2016). Bolest

koncentriCne pjegavosti koju uzrokuje vrsta A. alternata, prvi puta je opisana 1903. godine



u Australiji kada je zarazila listove, grancice i nezrele plodove mandarine, Sto je dovelo do
smanjenja prinosa i narusavanja komercijalne vrijednost tog voc¢a (Hussein, 2019).
Osobito je vrsta A. alternata sposobna zaraziti usjeve raj€ice u ranim fazama razvoja
biljaka, uzrokujuci znatne gubitke tijekom berbe (Moghaddam i sur., 2019). Na temelju
patoloskih, fenotipskih i genotipskih izvjestaja, El Gobashy i sur. (2018) u svom istraZivanju
navode da vrsta A. alternata uzrokuje koncentriénu pjegavost rajcice u Egiptu, $to potvrduje
adaptivhu sposobnot patogena na Sirok interval temperature i vlage. lzvijeSteno je da
navedeni patogen inficira 30 % biljaka razmnozZenih u staklenicima i oko 80 % biljaka
uzgajanih u nekontroliranim uvjetima (El-Gazzar i Ismail, 2020). Osim znacajnih adaptivnih
sposobnosti, ova vrsta razvija kriznu otpornost na fungicide, $to otezava primjenu vec¢

ograni¢enih sredstva namijenjenih njenom suzbijanju (Yang i sur., 2019).

2.3.1.2. Taksonomija roda Alternaria

Taksonomija roda Alternaria temelji se na konidijalnim morfoloSkim karakteristikama, $to
ukljucuje oblik, boju, septaciju konidija, ali i spektar biljnih domacina te produkciju
sekundarnih metabolita. Rod Alternaria koji je prvi put opisan 1817. zajedno s izolatom
Alternaria tenuis. Keissler (1912), nalazio je na nejasno¢e u opisima vrste A. tenuis te
sinonimizirao vrstu A. tenuis i Torula alternata u jednu vrstu — A. alternata. Teleomorfni
(spolni) stadij gljive nije bio evidentiran unutar roda, zbog ¢ega je rod Alternaria svrstan u
red Fungi Imperfecti s ostalim anamorfnim (nespolnim) gljivama. Unutar roda opisano je
preko 1000 vrsti Alternaria. Mnogi od ovih naziva vrsti nisu bili ispravni te su tijekom
vremena razvrstani u druge rodove (Simmons, 2007; Armitage, 2013). Kontinuirana revizija
roda odrazava njegovu raznoliku prirodu jer vrste posjeduju znatne varijacije u strukturi
spora i identificiraju se u razli¢itim ekoloskim niSama. Zanimljivo je da se vecina klasifikacija
Alternaria sp. temelji na morfologiji, a o tome svjedodi djelovanje E.G. Simmonsa koji je
objavio 355 eseja i radova 0 morfologiji vrsti roda Alternaria (Simmons, 1967; Simmons,
1981; Simmons, 2003; Armitage, 2013). Cijelokupni Zivotni rad je kasnije sazet u
identifikacijski vodi¢ za rod Alternaria koji morfoloSki opisuje 275 vrsti unutar roda
(Simmons, 2007; Armitage, 2013).



2.3.1.3. Morfoloske karakteristike roda Alternaria

Gljiive roda Alternaria stvaraju dobro razvijen, obi¢no povrSinski (supstratni) i
viSestani¢ni micelij, tamnozelene, sive ili crne boje (Maskova i sur., 2012; Troncoso-Rojas
i Tiznado-Hernandez, 2014) promjera preko 70 mm, nakon 7-10 dana (Chaerani i sur.,
2006) (Slika 2.1 C). Tipi¢ne kolonije gljive A. alternata obi¢no imaju istaknutu bijelu marginu
(2-5 mm) micelija pri uzgoju na PDA (Troncoso-Rojas i Tiznado-Hernandez, 2014). Svi
pripadnici roda Alternaria stvaraju konidije koje su muriformne, kljunaste, viSestani¢ne,
septirane i tamno obojene (melanizirane) (Slika 2.1 A). Razvijaju se kao pojedinaCne spore
ili u lancima, oblika jajeta, cilindricne, usko elipsoidne ili zaobljene, kljunaste ili nekljunaste,
blijede ili maslinastosmede do smede, glatke s popre¢nim i sa ili bez kosih ili uzduznih
pregrada (Chaerani i sur., 2006). Konidiofori su jednostavni ili nepravilni te slabo razgranati,

blijedo smedi ili smedi, pojedinacni ili u skupinama (Slika 2.1 B) (Lawerence i sur., 2015).

Vrsta A. alternata se odlikuje stvaranjem primarnih lanaca koji sadrze od 6 do 14 konidija
i razvojem brojnih sekundarnih lanaca koji sadrze od 2 do 8 konidija. Male konidije (20-50
pMm) su vazna karakteristika ove vrste. Konidije su jajolikog oblika, podijeljene popre¢nim i
okomitim septama s minimalnim razvojem vrsnih produzZetaka. Vrsta u kulturi stvara duge
konidiofore koji su septirani i svijetlosmede boje (Troncoso-Rojas i Tiznado-Hernandez,
2014).

Slika 2.1 MorfoloSke karakteristike vrste roda Alternaria; konidije (A), konidiofori (B) i Cista
kultura (C) (original).
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2.3.1.4. Simptomatologija roda Alternaria

Razne vrste Alternaria sp. uzro€nici su destruktivne bolesti rajCice — koncentricne
pjegavosti. NekrotiChe lezije u koncentricnim prstenovima obrubljene Zutim kloroti¢nim
prstenom, Cest su simptom bolesti koju uzrokuju patogene gljive roda Alternaria (Slika 2.2).
Temeljem simptoma, Stete se manifestiraju u svim fazama rasta nadzemnih dijelova rajcice
(Ramezani i sur., 2019). Prvi simptomi koncentricne pjegavosti su male, tamne, nekroticne
lezije koje se obicno pojavljuju na starijim listovima i Sire se u svojoj veli€ini kako biljke stare.
U teskim epidemijama, uzroénik moze uzrokovati prijevremenu defolijaciju koja slabi biljke
i izlaze plodove ozliedama od Sunca. Na stabljikama se mogu pojaviti velike, tamne i
utonule lezije u prizemnom dijelu stabljike sadnica, Sto uzrokuje djelomi¢no opasavanje
poznato kao trulez ovratnika. Sadnice su oslabljene i mogu uginuti kad je stabljika potpuno
opasana lezijom. Jako zarazeni plodovi ¢esto ispadaju prije sazrijevanja (Chaerani i sur.,
2006).

Slika 2.2 Simpomi na rajCici koje uzrokuje Alternaria sp. Koncentri¢ne lezije na listovima
rajCice (A), (B). Lezije na plodovima rajcice (C) (original).
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2.3.1.5. Biologijai epidemiologija roda Alternaria

Gljive roda Alternaria se odrzavaju kao micelij ili u obliku nespolnih spora - konidija u
tlu, na biljnim ostacima i sjemenu (Rotem, 1994). Takoder, hlamidospore mogu posluziti
kao strukture za prezivljavanje. U uvjetima visoke vlage zraka i u Sirokom rasponu
temperatura (8 — 32 °C), konidije vrSe primarnu infekciju na domacinskim biljkama. Ove
spore direktno prodiru u stanice epiderme domacina appresorijem i ulaze kroz pudi ili rane.
Do prodora u biljno tkivo dolazi kada su temperature izmedu 10 i 25 °C. Kolonizaciju
domacina olakSavaju enzimi (celulaze, pektin metil galakturonaze) koji razgraduju stani¢nu
stijenku stanica domacina i niz toksina koji ubijaju stanice domadina, $to omoguéuje
patogenu dobivanje hranjivih sastojaka iz uginulih stanica. Ovaj relativho kratak ciklus
bolesti omogucuje policiklicku infekciju u éemu se oc€ituje ekonomski zna€aj ovih vrsta gljiva
(Chaerani i sur., 2006).

2.3.1.6. Suzbijanje roda Alternaria

Primjena fungicida je naj¢eS¢a metoda koja se koristi za smanjenje gubitaka
uzrokovanih patogenom gljivom Alternaria sp. (Bessadat i sur., 2016). Mjere suzbijanja
ukljuéuju 3 do 5 godina plodoreda, rutinske primjene fungicida i uporabu zdravog sadnog
materijala. Suzbijanje bolesti fungicidima opcenito je najucinkovitija mjera suzbijanja, ali
takva mjera nije ekonomski izvediva u svim dijelovima svijeta. Otporne sorte potencijalno
su najekonomicnija mjera kontrole jer se mogu proSiriti razmaci izmedu aplikacija fungicida
(Chaerani i sur., 2006). Utvrdeno je kako neki gljiviéni patogeni, kao &to je vrsta A. alternata,
imaju sposobnost razviti kriznu otpornost. Rije€ je o otpornosti koja nastaje jer se patogen
uspjesno odupre jednom antimikrobnom spoju, a takoder je otporan na jedan ili nekoliko
drugih spojeva. ObiCno se javlja medu antimikrobnim spojevima koji imaju isti nacin
djelovanja. Ovakav tip otpornosti smatra se ozbiljnom prijetnjom suvremenoj proizvodnji
hrane. U istrazivanju Yang i sur. (2019) potvrdena je krizna otpornost vrste A. alternata na
dva fungicida (mankozeb i difenokonazol) s razli€itim mehanizmom djelovanja. Takoder, u
istrazivanju Yanga i sur. (2019) isti€u kako bi patogeni mogli razviti kriznu otpornost na
fungicide s razli¢itim mehanizmom djelovanja, na Sto ukazuje snazna pozitivha korelacija
izmedu tolerancije na mankozeb i difenokonazol te patogena A. alternata Sto Ce u
buduénosti dodatno otezavati suzbijanje bolesti bilja.

Alternativa za postizanje i optimizaciju suzbijanja biljnih bolesti uzrokovanih gljivama
roda Alternaria te minimaliziranje rizika od razvoja otpornosti, je razvitak novih fungicida s

kontrastnim nacinima djelovanja u folijarnoj primjeni (Avenot i sur., 2007; Avenot i
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Michailides, 2007). Smatra se kako je dugotrajna upotreba fungicida rezultirala razvojem
rezistentnih sojeva gljiva. Testovima in vitro otkriveno je nekoliko izolata A. alternata
rezistentnih na boskalid (Avenot i sur., 2007), piraklostrobin, strobilurine (Avenot i
Michailides, 2007) i azoksistrobin (Ma i sur., 2003) zbog &ega su ove sintetiCke kemikalije
postale neucinkovite na navedenu vrstu gljiva. Takoder, postoji sve veca zabrinutost
potroSata zbog rezidua pesticida u hrani, zbog €ega fungicidi vide nisu prva metoda
suzbijanja gljivicnih bolesti. Novi bioloSki nadini suzbijanja vrsti roda Alternaria ukljucuju
upotrebu esencijalnih ulja, mikrobnih antagonista (Wang i sur., 2008), nanocestica (El-
Gazzar i Ismail, 2020), a navedene metode napredovale su kao potencijalne alternative

sinteti¢kim fungicidima za suzbijanje koncentri€ne pjegavosti rajcice.
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2.3.2. Rod Pseudomonas

Predstavnici bakterijskog roda Pseudomonas imaju veliki znac¢aj u fitomedicini buduci
da su vrlo rasprostranjeni, a Stete koje uzrokuju parazitiranjem na biljkama domacinima su
znacCajne. Neke fitopatogene vrste unutar roda Pseudomonas, izraziti su polifagi koji
parazitiraju uglavhom parenhimsko, ali i druga biljna tkiva zeljastih i drvenastih domacina.
Spektar domacina ovih bakterija ukljuéuje brojne kultivirane biljke na kojima uzrokuju
razliCite simptome kao S$to su nekrotiCne pjege, rak- rane, tumori, venuca i trulez
(Arsenijevi¢, 1986). Vrste Pseudomonas sp. rastu epifitski, iako populacije u polju opadaju
u odsutnosti osjetljivog domacina. Ozbiljna izbijanja bolesti relativno su rijetka, a pogoduju
im visoka vlaznost zraka, niske temperature i mehani¢ka oSte¢enja koja omogucavaju
Sirenje bakterija izmedu biljaka domacina (Preston, 2000). Osim na biljkama, neke vrste
roda Pseudomonas parazitiraju na zivotinjama i ljudima.

Veliki broj ovih bakterija na hranjivoj podlozi lu€i pigment fluorescein, koji difundiranjem
kroz podlogu stvara fluorescenti sjaj zuCkastozelene boje. Na hranjivoj podlozi, veéina
bakterija roda Pseudomonas stvara bijele kolonije koje su sluzave, sivobjelkastog ili
plavkastog odsjaja pri propustanju svjetlosti. Rije¢ je uglavhom o aerobnim, Stapicastim,
sporogenim i Gram- negativnim bakterijama koje imaju bieve na polovima, lofotrihog ili
amfitrihog tipa. Pretpostavlja se kako ove bakteriju potjeCu od saprofitske vrste

Pseudomonas fluorescens koja pripada rizosfernoj mikroflori (Arsenijevic, 1986).

2.3.2.1. Vrsta Pseudomonas syringae pv. tomato

Vrsta Pseudomonas syringae pv. tomato je gram-negativna, hemibiotrofna bakterija
(Moyano i sur, 2019) koja uzrokuje bakterioznu pjegavost listova, stabljike i plodova u ¢emu
se o ituju veliki ekonomski gubitci rajéice, obi¢no u uzgoju na polju, ali u zatvorenim
prostorima (Tate i van der Mespel, 1976; Zhao i sur., 2007; Uppalapati i sur., 2008; Li i sur.,
2017; Mansfield i sur., 2012). Rije€ je o fitopatogenoj bakteriji koja je aerobna, pokretna,
Stapicastog oblika s polarnim biCevima. Vrsta je primarno prou€avana kao uzroCnik
bakteriozne pjegavosti rajCice premda je izolirana iz Sirokog spektra kulturnih biljaka i
korova (Preston, 2000).

Bakteriozna pjegavost je prvi puta opisana 1933. godine (Okabe 1933; Bryan 1933) i
prvi puta pronadena na Novom Zelandu (1944) (Reid, 1948) gdje je uzrokovala ozbiljno
zaostajanje u razvoju sorata rajcice u polju i znacajne infekcije lista sadnica. Bolest je danas

raSirena na Novom Zelandu gdje uzrokuje ekonomske gubitke zbog smanjenog prinosa i
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usporavanja dozrijevanja plodova, zbog ¢ega se prinosi smanjuju prilikom infekcije ploda i
listova raj€ice.

Vrsta P. syringae pv. tomato ima dva nacina Zivota: pocetna epifitska faza na povrsini
lista zdrave biljke i endofitska faza u apoplastu nakon ulaska u biljku kroz prirodne otvore
i/ili rane (Xin i sur., 2018; Moyano i sur., 2019). Eepifitski nacin zivota ovog folijarnog
patogena klju€an je za kolonizaciju domacinske biljke. Svjetlost i sustav fitokroma patogena
P. syringae pv. tomato imaju utjecaj na pokretljivost, stvaranje biofilma, prijanjanje bakterije
na povrsini bilike te su u snaznoj korelaciji s poCetnom fazom kolonizacije kada bakterija
mora epifitski prezivjeti s ciliem uzrokovanja bolesti u biljci domacinu (Xin i sur., 2018;

Moyano i sur, 2019).

2.3.2.2. Taksonomijaroda Pseudomonas

Vrsta P. syringa pv. tomato koja uzrokuje bakterioznu pjegavost rajcice, otkrio je Okabe
1933. i u pocetku je nazvana Phytomonas tomato Okabe. Iste godine, Bryan (1933) je
opisao bakterioznog patogena rajcice i nazvao ga Bacterium puctulans Bryan. U Bergeyu
priruéniku za determinacijsku bakteriologiju iz 1939., vrsta Bacterium puctulans je navedena
kao moguéi sinonim za vrstu Phytomonas tomato (Pyke, 1980), a 1943. Dowson
mikroorganizmu dodjeljuje naziv Pseudomonas punctulans (Bryan) Dowson (Pyke, 1980).
Naziv Pseudomonas tomato predlozen je 1944. (Alstatt 1944; Pyke 1980) i danas se
naj¢eS¢e koristi u klasifikaciji navedenog patogena. Young i sur. (1978) predlozili su
nomenklaturu i klasifikacijski sustav za fitopatogene bakterije u kojem se vrsta
Pseudomonas tomato naziva Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young , Dye i
Wilkie.

2.3.2.3. Morfoloske karakteristike roda Pseudomonas

Vrste bakterijskog roda Pseudomonas su gram-negativne bakterije ravnog ili blago
zakrivljenog Stapi¢astog oblika (0,5 x 1,5 um) s polarnim flagelama koje tvore golemu i
heterogenu skupinu strogo aerobnih i kemoorganotrofnih mikroorganizama (Bryan 1933;
Mulcahy, 1993). Vecina pripadnika roda Pseudomonas fluorescira zelenom ili plavom
bojom na King's B mediju pod ultraljubi€astim svjetlom u zamracenoj prostoriji (Slika 2.3 B).
Na prirodnom svjetlu pojavljuju se blago uzdignute i zaobljene kolonije svijetloZute boje
(Wilkie i Dye 1974Db) (Slika 2.3 C). Rod Pseudomonas koji je imenovao Migula 1894. godine,
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najvazniji je od mnogih rodova bakterija koje posjeduju navedene karakteristike (Palleroni,
1986; Mulcahy, 1993).

Vrsta P. syringae pv. tomato je aerobna, fluorescentna, asporogena, Gram- negativna
bakterija Stapi¢astog oblika (Arsenijevi¢, 1986). Kretanje i vrtnju omogucuju joj flagele
(biCevi) koji su smjesteni na polu bakterijske stanice. Prisutnost flagela i njihov polozaj na
bakteriji doprinosi njezinoj morfoloSkoj identifikaciji (Blancard, 2012). Ova patogena vrsta
na hranjivoj podlozi lu€i pigment fluorescein koji difundiranjem kroz podlogu stvara
fluorescenti sjaj zuCkastozelene boje. Kolonije P. syringae pv. tomato su bijele i sluzave,
sivobjelkastog ili plavkastog odsjaja pri propustanju svjetlosti (Arsenijevi¢, 1986) (Slika 2.3
A).

Slika 2.3 MorfoloSke karakteristike kolonije vrste Pseudomonas sp.; Cista kultura na
hranjivoj podlozi (A). Vizualizacija kulture pod UV svjetlom (B). Izgled kolonija (C) (original).

2.3.2.4. Simptomatologijaroda Pseudomonas

Fitopatogen P. syringae pv. tomato uzrokuje bakterioznu pjegavost rajcice koja se lako
prepoznaje po karakteristicnim simptomima na plodovima, listovima i stabljikama. Zaraza
ovom bakterijom rezultira pojavom malih, ulegnutih i crnih lezija na nadzemnom dijelu biljke
(Li i sur., 2017). Simptomi na folijarnim lezilama se ocituju kao tamnosmeda do crna
nekroti¢na podrucja okruzena Zutim prstenovima (Bryan, 1933) (Slika 2.4 A, B), dok su
lezije na plodovima blago izdignute i razlikuju se u veli€ini, od manjih mrlja do vidljivih lezija,
veli¢ine 3 mm u promjeru (Uppalapati i sur., 2008; Goode i Sasser, 1980). Prilikom jacih
zaraza, dolazi do propadanja cijele biljke (Slika 2.4 C) i do infekcije ploda, Sto dovodi do

zaraze sjemena rajCice (Uppalapati i sur., 2008; Devash i sur., 1980).
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Slika 2.4 Simptomi na rajéici koje uzrokuje vrsta roda Pseudomonas; nekoti¢ne pjege na
listovima (A), (B); suSenije cijele biljke (C) (original).

2.3.2.5. Biologijai epidemiologija roda Pseudomonas

Pripadnici roda Pseudomonas zauzimaju dominantan poloZaj u biosferi u smislu
raznolikosti staniSta i broja vrsti u odredenom stanistu. Vrste roda se nalaze u velikom broju
u svim glavnim prirodnim kopnenim i vodenim ekosustavima te u mnogim razli¢itim
zajednicama s biljkkama i Zivotinjama (Clarke i Slater, 1986; Mulcahy, 1993). Optimalna
temperatura rasta za vecinu vrsti roda Pseudomonas je 28 °C, ali mnoge vrste su sposobne
rasti na temperaturama u rasponu od 4 — 43 °C. Basu (1966) i Grogan i sur. (1974) izvijestili
su da razvoju bakteriozne pjegavosti pogoduju temperature od 24 -27 °C i relativna vlaznost
zraka od 90 %. Umjerene temperature i visoka vlaga vrlo su pogodni za poja¢an razvoj
bakterije P. syringae pv. tomato. Ova bakterija raste pri temperaturama izmedu 13 i 28 °C,
a raspon temperatura od 18 - 24 °C je optimalan, dok je njezina aktivnost znatno smanjena
pri temperaturama viSim od 30 °C (Venette, 1996; Gullino i sur., 2009). Patogen moze biti
prisutan na listovima raj€ice u malom broju, ne uzrokujuéi bolest, sve dok povoljni uvjeti ne
omogucée masovno razmnozavanje (Gullino i sur., 2009). Nepovoljne uvjete, bakterija moze
prezivjeti u tlu, ali i na bilinim ostacima, najmanje 7 mjeseci (Blancard, 2012), zatim na
povrsini sjemenki rajCice te na povrsini kontaminirane mehanizacije i alata koji se koristi u
proizvodnji rajCice. Navedeni nacini prezivljavanja predstavljaju potencijalne izvore
inokuluma patogena za sljedece usjeve (Gullino i sur., 2009). Blancard (2012) isti¢e da vrsta

P. syringae pv. tomato mozZe u podrucjima proizvodnje rajCice preZivjeti na samoniklim
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biljkama, na korijenu i listovima korovnih vrsta koje ne pripadaju porodici pomoc¢nica premda

je raspon domacina ove bakterije uzak i ogranic¢en na rajcicu.

2.3.2.6. Suzbijanje roda Pseudomonas

Primjena kemijskih baktericida za suzbijanje ove bolesti uzrokovala je nezeljenu
otpornost patogena i oneciScenje okoliSa (Li i sur., 2017). Zbog znacajne Stetnosti,
bakteriozna pjegavost meta je brojnih studija 0 mjerama suzbijanja za zastitu rajcice,
ukljucujuci bioloSku i kemijsku kontrolu. Zabiljezeno je da neke bakterije, kao §to su Bacillus
pumilus i B. amyloliquefacies (Lanna Filho i sur., 2013; Li i sur., 2017) imaju sposobnost
ograni€iti uzro¢nika bakteriozne pjegavosti rajCice, medutim antibakterijska ucinkovitost
mikroorganizma koji se koriste u svrhu biokontrole, ovisi o uvjetima okoli$a koji su Cesto
nepovoljni $to otezava koristenje bioloSkih metoda suzbijanja. Premda su kemijska sredstva
(prema ucinkovitosti) prakti¢nija i brza u suzbijanju bakteriozne pjegavosti (Conlin, 1983; Li
i sur., 2017), dugotrajna upotreba ovih biocida dovodi do otpornosti patogena (Bower i
Daeschel, 1999; Louws i sur., 2001; Li i sur., 2017). Buduci da su ostaci kemijskih sredstava
u tlu i hrani Stetni za okoli$ i ljudsko zdravlje (Zhang i sur., 2011; Li i sur., 2017), potrebno
je razviti alternativne baktericide za zastitu rajCice od infekcija ovim ekonomski znacajnim

patogenom.
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2.4. Bakterija Escherichia coli — kontaminant plodova rajcice

Osim ekonomski znacajnih fitopatogena u uzgoju rajCice, negativni aspekt uzrokuje i
patogena bakterija Escherichia coli O157:H7, koja kao kontaminant na svjeze plodove
dospijeva gnojidbom i navodnjavanjem kontaminiranom vodom (Ibekwe i sur., 2004).
Bakterija E. coli pripada porodici Enterobacteriaceae i jedan je od najbolje okarakteriziranih
mikroorganizama na svijetu, buduéi da je opsezno proucavan vise od jednog stolje¢a
(Hufnagel i sur., 2015). Medutim, veéina istrazivanja usmjerena je na bakteriju E. coli
uzgojenu u laboratorijskim uvjetima koji ne simuliraju vjerno njezino prirodno okruzenje.
Enterobakteriju E. coli prvi je izolirao Theodor Escherich iz uzorka ljudske stolice 1886.
(Shulman i sur., 2007; Hufnagel i sur., 2015), nakon &ega je otkriveno da je rije¢ o gram-
negativnoj bakteriji ravnog Stapi¢astog oblika, dimenzija 1,5 pm x 0,5 pm (Shiomi i sur.,
2009) koja je najcescée pokretni peritrin iako su neki sojevi nepokretni (Mears i sur., 2014).
Bakterija se prepoznaje po velikim okruglim sivkasto bijelim kolonijama glatke i vlazne
povrSine koje razvija na NA (Rhodes, 1966). Glavna niSa E. coli je donji crijevni trakt
sisavaca, ptica i gmazova (Smith, 1965; Hufnagel i sur., 2015), zbog ¢ega ne Cudi da je
optimalna temperatura rasta i razvoja ove bakterije 37 °C (Ron i Davis, 1971; Plank i
Harvey, 1979). Kao fakultativni anaerob, bakterija E. coli mozZe preZivjeti i u prisutnosti i u
odsutnosti kisika (von Wulffen i sur., 2016), povecavajuci rizik od kontaminacije hrane (Tack
i sur., 2017).

Poznato je da bakterija E. coli moze dovesti do bolesti putem konzumacije
kontaminiranog svjezeg voc¢a i povréa zbog Cega je ova bakterija veliki problem u
prehrambenoj industriji gdje predstavlja trajni izazov u sigurnosti hrane (Tack i sur., 2017;
Zhang i sur., 2019). Svjezi proizvodi su bili identificirani kao jedni od najrizi€nijih namirnica
povezanih s ovim patogenom. Nguyen i Carlin (1994) izvijestili su da je bakterija E. coli
pronadena u salatama od sirovog voca i povrca, a konzumacija kontaminirane hrane dovodi
do razliCitih gastrointestinalnih infekcija stoga je posebno opasan patogen za
imunokompromitirane ljude (Rowe, 2009; Tack i sur., 2017). Bakterija E. coli indikatorski je
mikrorganizam za onecCiS¢enje vode fekalijama (Clesceri i sur., 1998; Gupta i Madramooto,
2017) zbog €ega je takva voda za navodnjavanje potencijalni izvor kontaminacije svjezeg
voca i povréa (Ibekwe i sur., 2004; Gupta i Madramooto, 2017). Ulazak patogena u biljku
mogao bi biti putem kontaminirane vode za navodnjavanje koja dolazi u kontakt s pu¢ima
na povrsini lista ili stabljike, kroz rane ili prskanjem kiSnih kapi s povrSine tla (Gu i sur.,
2011). Drugi moguci razlog kontaminacije mogu biti bioaerosoli (Pianietti i sur., 2004.) koji
nastaju navodnjavanjem prskalicama. Ovi bioaerosoli s mikroorganizmima mogu ostati na

biljci ili povrsini voéa i povréa te uzrokovati kontaminaciju.
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Solomon i sur. (2003) izvijestili su da je navodnjavanje prskalicama povezano s
oneciS¢enjem usjeva i sugerirali su da ponovljeno izlaganje kontaminiranoj vodi, biljkama
povecava populaciju bakterije E. coli.

Naj¢es¢éa namirnica koja ima veliki rizik od kontaminacije bakterijom E. coli je raj€ica
buduéi da se konzumira diljem svijeta u sirovom ili preradenom obliku. SvjeZa raj¢ica moze
biti kontaminirana patogenima i moze rezultirati bolestima i epidemijama koje se prenose
hranom. O tome svjedoe Guo i sur. (2001.) koji su izvijestili da je 1990. u lllinoisu,
Michiganu, Minnesoti i Wisconsinu zabiljezeno 176 sluCajeva epidemija uzrokovanih
hranom i povezanih s konzumacijom sirovih rajcica. Zbog kontinuiranog porasta bolesti koje
se prenose hranom uzrokovanih konzumacijom sirovog povréa kao §to je rajcica, potrebne
su ucinkovite antimikrobne mjere nakon berbe plodova (Shu i sur., 2021) s ciliem
sprjeCavanja kontaminacije plodova bakterijom E. coli. Nedavna istrazivanja (Zhang i sur.,
2019) opisuju rezultate inaktivacije populacije bakterije E. coli na povrsini plodova
koristenjem raznih spojeva s dekontaminiraju¢éim ucinkom. Premda su ucinkovita u
smanjenju unakrsne kontaminacije plodova bakterijom E. coli, sredstva za dekontaminaciju
na bazi klora predstavljaju ograni¢enja jer njihova ucinkovitost inaktivacije se brzo smanjuje
(Praeger i sur., 2018.), a neke kemikalije su eksplozivne ili su iritansi (Olmez i Kretzschmar,
2009). Alternativni pristup dekontaminacije plodova od bakterije E. coli je primjena spojeva

niske toksic¢nosti i visoke ucinkovitosti pri niskim koncentracijama (Zhang i sur., 2019).
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2.5. Boronske kiseline

Boronske kiseline pripadaju grupi organskih derivata bora izrazene formulom RB (OH)..
Za ove spojeve prijavljeno je da imaju bioloSke aktivnosti koje supresiraju muhe i gljivicne
organizme tj. imaju sposobnost inhibiranja odredenih enzima koje izluCuju gljive kao
uzroénici propadanja drva (Yalinkilic i sur., 1998) te su vrlo u€inkovite u suzbijanju bakterija
(Lee i sur., 2020). Posljednjih godina, sve vedi interes za istraZivanjem ucinka boronskih
kiselina povezan je s njihovim novim primjenama, od kojih su najvaznije njihova uporaba
kao bioloski aktivnih spojeva koji inhibiraju velik spektar gljiva i bakterija (Adamczyk-
Wozniak i sur., 2012).

Boronske kiseline su enzimski inhibitori u stanicama gljiva i bakterija (Adamczyk-
Wozniak i sur., 2012) zbog €ega djeluju kao antibakterijski, antifungalni, antimalarijski
(Adamczyk-Wozniak i sur., 2012) i antiprotozoalni ljekovi (Jacobs i sur., 2011; Adamczyk-
Wozniak i sur., 2012). Ucinak bioloSke aktivnosti boronskih kiselina u antikancerogenim,
antibakterijskim i antivirusnim aplikacijama, takoder je dokazan (Trippier i McGuigan, 2010;
Wieczorek i sur., 2014) zbog ¢ega se Siroko primijenjuju u medicini i biologiji (Hall, 2011).
U radu iz 2013., boronske kiseline se spominju kao novi antibiotici u medicini, a glavni razlog
zbog kojeg su odabrane kao potencijalni lijekovi je nedostatak toksi¢nosti (Barquero, 2013).

Neki bakterijski sojevi stekli su otpornost na gotovo sve antibiotike kako u humanoj
medicini tako i u fitomedicini, stoga su nova antibakterijska sredstva (kao $to su boronske
kiseline) presudni za suzbijanje rezistentnih bakterija deaktiviranjem mehanizma

rezistencije tj. inhibicijom B-laktamaze (Breijyeh i sur., 2020).
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2.5.1. Fenilboronska kiselina

Fenilboronska kiselina (eng. phenylboronic acid, PBA) (CsH/BO;) je komercijalno
dostupan i farmaceutski prihvatljiv spoj poznat kao najjednostavniji derivat borne kiseline
(eng. boric acid, BA) (Liu i sur., 1994) koji u odredenim koncentracijama ima antibakterijski
i antimikoti¢ki u€inak na nekoliko vrsta humanih gljiva i bakterija (Freeman i sur., 2010), nije
toksi¢an za okoli$ (Yalinkilic i sur., 1998) i sisavce te ima antitumorski u€inak (Marasovic i
sur., 2017). Poznato je da PBA stupa u interakciju s bioloSkim membranama raznih stanica,
virusa, bakterija i gljiva putem ugljikohidrata koji ¢ine stani€nu membranu (Matsumoto i sur.,
2009; Huang i sur., 2014). Temeljem navedenog, razvio se interes za ovu kiselinu sto je
dovelo do istrazivanja Sebastian i Kolattukudy (1988) kojim je utvrden antibakterijski u€inak
PBA koja je inhibirala aktivnost bakterijske cutinaze za 63 % i 80 % pri 0,07 % i 0,1 %.
Novija istraZivanja poseban naglasak u suzbijanju stavljaju na one spojeve koji su inhibitori
B-laktamaze, enzima kljuénog u razvoju otpornosti patogenih bakterija. Razna istrazivanja
(Kiener i Waley, 1978; Freeman i sur., 2010; Gonzalez-Bello, 2017) otkrivaju da je PBA
ucinkovita protiv bakterija rezistentnih na beta-laktamske antibiotike buduci da PBA djeluje
kao inhibitor odredenih beta-laktamaza. Zbog inhibicije aktivnosti laktamaza, PBA djeluje
antibakterijski, iako u ve¢im koncentracijama nego beta-laktamski antibiotici. Hipoteza
Freemanovog istraZivanja je da prilikom ulaska u stanicu, PBA se degradira do toksiChog
fenilnog spoja, koji potom ubija stanicu (Freeman, 2010). Dokazan je i efikasan medicinski
ucinak PBA na kancerogene stanice gdje je pokazala snazniji u€inak u usporedbi s BA
(Bradke i sur., 2008; Marasovi¢ i sur., 2017).

Osim u humanoj medicini, istrazivanjem Liu i sur. (1994) i Yalinkilic i sur. (1998)
dokazan je antimikotiCki u€inak PBA na pojedine bazidiomicetne gljive koje su uzro€nici
propadanja drva japanskog cedra (Cryptomeria japonica). Buduéi da je istrazivanje
pokazalo znacajan antimikoti¢ki u€inak na uzro¢nike propadanja drva u uvjetima in vitro i in
vivo, PBA se smatra sredstvom koje ima karakteristike potencijalnog sredstva za zastitu
drvenastih kultura od gljiva iz odjela Basidiomycota (Liu i sur., 1994). Osim antibakterijskog,
istrazen je antimikotiki u€inak PBA na dva gljivicna uzro€nika propadanja drva - Trametes
versicolor (Linnaeus et Fries) Pilat i Postia placenta (Fries) M. Larsen et Lombard (Liu i
sur.,1994). U preliminarnom laboratorijskom ispitivanju iz 1994., PBA se pokazala kao
potencijalno sredstvo za zastitu drveta od od basidiomycetnih gljiva koje dovode do
propadanja drva. U radu Yalinkilic i sur. (1998), istrazena je antimikotiCka i termiticidna
uCinkovitost PBA u drvu Cryptomeria japonica, a istrazivanje je provedeno na gljivicnim
uzro€nicima propadanja drva- Coriolus versicolor (L. ex Fr.) Quel. i Tyromyces palustris

(Berk. I Curt) Murr. te na podzemnom termitu Coptoterrnes formosanus Shiraki. Drvo
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tretirano s 0,3 % PBA bilo je rezistentno na obje gljive koje uzrokuju propadanje drva dok
je tretman s 1 % PBA, potpuno supresirao podzemnog termita (Yalinkilic i sur., 1998).
Insekticidni uc€inak PBA dokazan je i u ranijim istraZivanjima gdje rezultati potvrduju
antitermitska svojstva (Toriki i Furuse, 1988) te insekticidni u€inak na muhe (Brotherton i
sur., 1985). Takoder, istrazen je antifungalni uCinak PBA i na askomicetne gljivicne
patogene kao $to su Aspergillus niger, A. terreus, Fusarium solani, F. dimerum i Penicillium
ochrochloron. Istrazivanje je provedeno difuzijskom agar metodom (Adamczyk-Wozniak i
sur., 2012; Wieczorek i sur., 2014) kojom nije dokazana antifungalna aktivnost u koristenim
koncentracijama (0,01 % PBA) (Wieczorek i sur., 2014), premda rezultati ranijeg
istrazivanja in vitro (Bonnen i Hammerschmidt, 1989), sugeriraju da primjerna 0,01 % PBA
inhibira enzim kutinazu odgovoran za razgradnju polimernog dijela biljne kutikule - kutina u
fitopatogenoj gljivi Colletotrichum lagenarium.

Osim letalnog ucinka PBA, starija istrazivanja testirala su utjecaj PBA na organogenezu
nekoliko vrsta biljaka medu kojima se isti€e rajCica Solanum lycopersicum L. (Haccius i
Garrecht, 1963; Mathan, 1965). U radu Milborrow (1962), navedeni su rezultati tretmana
sjemena rajCice Lycopersicum esculentum var. Ailsa Craig s 0,01 % PBA koji pokazuju
promjenu pigmentacije tj. posmedenje listova klijanaca uslijed nedostatka bora. S druge
strane, Odhnoff (1961) u svom istrazivanju biljezi poviSen sadrzaj klorofila u biljkama graha
kojima nedostaje bor, tretiranih s PBA. Temeljem sli¢nih morfoloskih rezultata klijanaca
rajcice tretiranih s PBA i BA, Odhnoffu (1961) navodi da se PBA pona$a kao "djelomi¢no
onemogucéena BA". U istraZivanju Odhnoffu (1961), tretirano je sjeme rajCice Solanum
lycopersicum (var. Rheinlalids Slava) $to je dovelo do promjene u morfologiji listova
klijanaca rajCice. Takozvana "lanceolatna blokada", inducirana je tretmanom sjemena
rajCice s PBA, Sto se navodi kao "lanceolatni mutant" tj. "lanceolatni alelni razvojni
poremecaj" (Haccius i sur., 1963). Istrazivanje Haccius i Garrecht (1963) pokazuje da
tretman klijavih sjemenki rajcice tretiranih s PBA dovodi do razvoja lanceolatnih listova koji
nastaju kao prvi pravi listovi presadnica. Tretman klijavih sjemenki raj¢ice s PBA stimulirao
je uc¢inak mutiranog alela lanceolatnog gena u odnosu na indukciju listova lanceolata i na
porast aktivnosti 4 oksidativnih enzima - tirozinaza, lakaza, peroksidaza i katalaza (Mathan,
1965). Primjena PBA kod klijavih sjemenki rajCice i presadnica uzrokuje smanjenje veliCine
listova, no zanimljivo je da zreli listovi tretirani s PBA ne pokazuju nikakve morfoloSke
promjene u rastu i razvoju (Mathan, 1965).

Istrazivanje Torsell-a (1956), radeno s nekoliko supstituiranih derivata PBA, ne daju
dokaze o sposobnosti te kiseline da omoguci bor biljci. Tvrdnja da su PBA i njeni derivati
aktivni kao izvori bora jer se razgraduju do fenola i BA, malo je vjerojatno jer je PBA stabilna

u vodenoj otopini i u kromato-grafickim otapalima (Neales, 1967). Takoder, utvrdeno je kako
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je PBA stabilna na hidrolizu tijekom autoklaviranja i skladiStenja na sobnoj temperaturi u 1
% otopini. U istraZivanjima iz 1994. i 1997., potvrdena je stabilnost PBA unutar drvenog
matriksa (Liu i sur., 1994), §to se nastavlja na rezultate analize ionske kromatografije vruéih
vodenih ekstrakata obradenog drva prije i nakon ispiranja koji potvrduju da je PBA znac¢ajno
otporna na ispiranje vodom unutar drvenog matriksa (Yalinkilic i sur., 1998). Navedene
prednosti istiCu karakteristike PBA kao konzervansa za drvene vrste biljaka (Liu i sur.,
1994).

Osim navedenog, proucen je i negativan utjecaj PBA kao specificnog kompetitora za
bor (Matthes i sur., 2020) koji u biljaka, u odredenim koncentracijama, uzrokuje deficit bora.
U istrazivanju iz 2004. navodi se kako je primjena PBA uzrokovala povecanje rasta korijena
u borom ishranjenoj biljci graha (Bassil i sur., 2004), na $to se referira istrazivanje iz 2019.
kojim je potvrdeno kako ishrana borom smanijuje deficit bora uzrokovan djelovanjem PBA
(Housh i sur., 2020). Ulaskom u biljku, boronske kiseline (kao $to je PBA) traze mjesta na
koja bi se vezala i tako promijenile bioloSke procese u biljkama $to ¢esto dovodi do mutacija.
Bor konkurenti, kao §to su BA i PBA, razlikuju se po tome $to obje kiseline imaju isti afinitet
vezanja za specifitha mjesta u biljci (na mjesto bora), no BA za razliku od PBA, ne moze
zbog svog kemijskog oblika posluZiti za umrezavanje molekula (Matthes i Torres-Ruiz,
2017). Primije¢eno je da je stupanj inhibicije klijanja peludi od strane PBA obrnuto
proporcionalan koncentraciji bora, §to znaci da je PBA manje inhibirala klijavost polena pri
veéim koncentracijama bora. Razlog tomu je $to se bor moze ucinkovitije natjecati s PBA
za mjesta vezivanja bora, ali PBA ne moze zamijeniti funkciju bora u procesu klijanja peludi
petunije zbog problema u vezivanju molekule na mjesto gdje se veze bor (Bassil i sur.,
2004). S druge strane, primjena PBA u grahu uzrokovala je produzenje korijena ¢ak i u
prisutnost bora istovremeno promovirajuci stabilizaciju stani¢ne stjenke, $to je inhibiralo
prekomjernim izduzivanjem korijena graha (Odhnoff, 1961; Bassil i sur., 2004). Medutim,
rezultati sugeriraju da je smanjenje duzine primarnog korijena uzrokovano tretmanom PBA,
zapravo posljedica nedostatka bora, a ne toksi¢nosti PBA (Housh i sur., 2019). Dodavanje
BA djelomi¢no je zaostavilo smanjivanje primarne duljine korijena uslijed djelovanja PBA.
Rije€ je o djelomi€nom spasu, a ne potpunom spasavanju ko-inkubacije PBA s BA, sto se
moze objasniti veCom Cvrstocom vezanja PBA u usporedbi s BA (Housh i sur., 2019). To je
izmijenilo izglede za konkurentno vezivanje bora u korist PBA. Housh i sur. (2019) navode
da nakon Sto se PBA veze na B-vezivno mjesto unutar staniCne stijenke biljke, BA se viSe
ne moze se ravnopravno natjecati s PBA jer je mjesto vezanja za BA izgubljeno. Ova
Cinjenica objasnjava zasto samo velike koli¢ine BA mogu djelomi¢no spasiti nedostatke B
deficita uzrokovane primjenom PBA. Istodobno, koncentracija BA je ograniCena jer

povecCanje koncentracije BA dovodi do simptoma toksi¢nosti u bilici. Ovu hipotezu
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potkrepljuju prethodne studije s PBA, gdje su oste¢enja uzrokovana s PBA samo djelomi¢no
ili uopce nisu spasena s dodatkom BA (Housh i sur., 2019).

Usprkos negativnim uéincima PBA, izbjegavanje uvjeta koji dovode do negativhog
uCinka PBA na biljku (rana fenofaza biljke, nedovoljna ishrana borom i visoke koncentracije
PBA), omogucuje istrazivanje karakteristika PBA koje su zamije¢ene u radu Liu i sur.
(1994).
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2.5.2. Borna kiselina

BA (H3BO3) je blaga organska Lewisova kiselina sa strukturnim znacajkama sli¢nim
ugljiku (Marasovic¢ i sur., 2017). Ova kiselina je ucinkovita u suzbijanju gljiva i ksilofagnih
insekata te se smatra netoksi¢nim spojem za ljude i okoli$, ako se koristi pod ograniCenjem
navedenim u Direktivi o biocidnim proizvodima 98/8 /EC (Europska komisija, 1998 cit.
Palanti i sur., 2012). Spojevi bora, kao $to je BA, imaju nizu toksi¢nost za ljude nego za
neke zivotinjske vrste (Thévenon i sur., 2010), stoga se BA ve¢ duzi niz godina smatra
prihvatljivim spojem za okoli§. Pregledom literature, ustanovljeno je da se BA moze pronaci
u bilikama, uklju€ujuéi gotovo sve plodove (Allen i Tankard, 1904).

Osim ekoloSkog aspekta, za BA je poznat antifungalni i antibakterijski u¢inak u veterini
i humanoj medinici (Lopalco i sur., 2020). Iznenaduju¢e malo se zna o ucincima BA, iako je
rije€ o najceSée koristenom antimikrobnom sredstvu u medicini. BA utjeCe na transformaciju
hifa i razvoj biofilma, no Cini se da je inhibicija oksidativnog mehanizma kljuéni protugljivicni
mehanizam ove kiseline (De Seta i sur. 2009). Toksi¢ni kemijski spojevi bazirani na boru
mogu se razviti intracelularno, $to je sugerirano postojanjem antibiotika koji sadrzi bor —
boromicina, tj. prirodne tvari izolirane iz bakterijskog roda Streptomyces (Kohno i sur.,
1996). Sukladno tome, istrazivanje Peppoloni i sur. (2020) potvrduje antibakterijski ucinak
pri 0,3 % BA koriStenjem metode mikrorazrijedenja u mikrotitarskim plo€icama na odabrane
sojeve bakterija od Kklinicke i veterinarske vaznosti, medu kojima je Pseudomonas
aeruginosa. Yiimaz (2012) je prvi objavio MIC BA za neke gram-pozitivne i gram-negativne
humane sojeve bakterija gdje spominje da MIC za bakterijske vrste, kao Sto je P.
aegurinosa, iznosi izmedu 0,7 % i 1,5 % BA. Takav interval koncentracija BA, koje inhibiraju
navedenu bakteriju, sugerira da razli¢iti mediji i volumen mogu biti odgovorni za takve
varijacije, kao $to su primijetili Caroline i Campbell (1990).

Osim u humanoj medicini, BA pokazuje ucinkovito djelovanje i u podrucju fitomedicine.
Borati, kao Sto je BA, ve¢ dugi niz godina dokazuju svoju ucinkovitost kao sredstva za
zastitu drva Sirokog spektra djelovanja. BA ima brojne prednosti, ukljuCujuci to Sto je
financijski dostupan spoj, bez mirisa, boje i nezapaljiv. Takoder, kiselina je topiva u vodi $to
omogucava unoSenje u drvo konvencionalnim metodama poput difuzije ili obrade
vakuumskim pritiskom (Thévenon i sur., 2010). Takvo svojstvo BA iskoriSteno je u
istrazivanju in vivo €iji rezultati svjedoCe da je visoka razina ucinkovitosti BA zabiljezena u
suzbijanju basidiomicetne gljive Trametes versicolor (Palanti i sur., 2012). Ranija
istrazivanja in vitro, iznose da je maksimalna inhibicija rasta gljiva Aspergillus flavus,
Penicillium chrysogenum i P. expansum postignuta aplikacijom 2 % BA, Sto je rezultiralo
postotcima inhibicije od 44 %, 52 % i 61 % (Alubaidy i sur., 2007). S druge strane, BA je
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uzrokovala nagli porast rasta micelija Alternaria alternata pri nizim koncentracijama od 0,01
% 10,02 %, ali je usporila rast micelija pri 0,09 %. Utvrdeno je da su rast, sporulacija i klijanje
spora gljive A. alternata posebno tolerantni na BA. Narancin ekstrakt sadrzi iznenadujuce
velike koli¢ine BA u usporedbi s drugim mineralima, $to moze objasniti afinitet A. alternata
prema BA u hranjivom mediju (Singh i Khanna, 1969). U istraZivanju in vitro, medu ispitanim
biljnim ekstraktima, testirana je BA u inhibiciji rasta micelija Alternaria solani koristenjem
metode poisoned food (Grover i Moore, 1962). Istrazivanjem Bhalerao i sur. (2019), utvrden
je fungistaticki u€inak BA na A. solani u koncentraciji od 1 % i 2 %. Pet razli€itih kemikalija,
medu kojima je i BA, testirane su in vitro radi njihovog ucinka na rast i klijanje spora
uzrocnika koncentrine pjegavosti rajCice - vrste Alternaria sp. (Patel i sur., 2005). Rezultati
istrazivanja in vitro, gdje je otopina suspenzije spora Alternaria sp. pomijeSana pojedinaéno
u istom volumenu s istrazenim koncentracijama otopine BA, pokazuju da je BA u visokoj
koncetraciji od 2,5 % reducirala klijanje spora Alternaria sp. za 44 %, u koncentraciji od 5
% BA za 39 % i u koncentraciji od 10 % BA za 36 % u odnosu na kontrolu nakon 48 sati.
Takoder, promjer lezija uzrokovanih patogenom gljivom Alternaria sp. u pred tretmanu
(aplikacija BA 12 sati prije inokulacije ploda patogenom), smanjen je za 77 %, dok je u post
tretmanu (inokulacija ploda patogenom 12 sati prije aplikacije BA) na hranjivom mediju,
reduciran za 57 % u odnosu na kontrolu (Patel i sur., 2005).

Osim fitopatogenih gljiva, BA je koriStena u suzbijanju gljivi€ne infekcije u akvati¢nim
uvjetima. Saprolegnioza je globalno rasprostranjena gljivicna infekcija koja pogada
slatkovodne ribe i njihova jaja (Ali i sur., 2019). Istrazivanja pokazuju visoku smrtnost i
naknadne ekonomske godidSnje gubitke riba od infekcija saprolegnijom. Vecina
terapeutanata u suzbijanju infekcija uzrokovanih Saprolegnia sp. su neucinkovite, a neke
imaju negativan utjecaj na okolis. IstraZivanjem in vitro iz 2019., testirana je sposobnost BA
da inhibira infekciju saprolegnijom te je zabiljezena potpuna inhibicija rasta vrste
Saprolegnia hyphae primjenom BA u koncentraciji = 0,6 % (Ali i sur., 2019).

Rezultati folijarne aplikacije na zrelim raj¢icama u radu Roy i sur. (2020), sugeriraju da
0,01% BA ima pozitivan utjecaj na visinu, broj listova, rast, cvatnju, prinos i kvalitetu rajcice
u odnosu na 0,02 %. Dakle, osim inhibitornog ucinka BA na razne vrste gljivicnih i
bakterijskih patogena, zabiljezen je pozitivan u€inak u odredenoj koncentraciji na rajcicu sto

omogucuje koriStenje ovog spoja u planiranom istrazivanju.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Prikupljanje biljnog materijala

U nasadu u Gornjem Ladudu, prikuplien je biljni materijal rajCice (lat. Solanum
lycopersicum L. cv. Rutgers) sa simptomima ekonomski znac€ajnih patogena: gljive
Alternaria sp. i bakterije Pseudomonas sp. Od lipnja do srpnja, nasumiéno su sakupljeni
listovi sa simptomima navedene gljivicne i bakterijske bolesti.

U vrijeme dozrijevanja plodova, u istom nasadu su prikupljeni plodovi "cherry" rajcice
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) (plodovi do 8 g prema protokolu metode Zhang i
sur., 2019). Uzorci prikupljenog biljnog materijala dopremljeni su u laboratorij Zavoda za

fitopatologiju, Sveuciliste u Zagrebu Agronomskog fakulteta gdje su testirani.

3.2. lzolacija gljiviEnog uzro€énika bolesti raj€ice

Prikupljeni zarazeni lisni materijal povrsinski je steriliziran potapanjem u etanol (70 %) u
trajanju od 1 min nakon ¢ega je ispran sterilnom destiliranom vodom. PovrSinski steriliziran
bilini materijal postavljen je na PDA i u vlaznu komoru, u uvjete in vitro. Petrijevke s biljnim
materijalom inkubirane su radi stimulacije rasta patogena, u komori za uzgoj
mikroorganizama uz termostatski kontrolirane optimalne uvjete tj. na 25 °C, u mraku. Po
zavrSetku inkubacije, reprezentativhe kolonije su odabrane i prociSéene ponovljenim
nanoSenjem na PDA prema metodi Mitchell (1997), kako bi se dobila Cista kultura patogena

u svrhu provedbe molekularne i morfoloSke analize patogena. Postupak izolacije gljiviénog

uzro¢nika bolesti rajCice iz simptomatskog biljnog materijala, prikazan je shematski (Slika
3.1).

Povréipski ste_riliziran‘!isni Inkubacija simptomatskog Sporulacija gljive na Izolacija fitopatogene gljive
materijal sa simptomima . biljnog materijala na —> hranjivoj podlozi nakon u &istu kulturu
koncentri¢ne pjegavosti hranjivoj podlozi inkubacije

Slika 3.1 Prikaz provedbe izolacije gljivicnog uzroCnika koncentricne pjegavosti rajCice
(original).
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3.2.1. Morfoloska determinacija gljive Alternaria sp.

Determinacija gljive Alternaria sp. provedena je istrazivanjem makroskopskih i
mikroskopskih karakteristika prema Nagrale i sur. (2013). MorfoloSke karakteristike
gljivitnog patogena koji inficira rajCicu, zapazene su istrazivanjem rasta i razvoja kulture na
3 razli¢ita hranjiva medija (PDA, MEA, TJA) u trajanju do 10 dana, na 25 °C, sa svjetlosnim
rezimom - 16 sati bijele svijetlosti / 8 sati mraka.

U sterilizirane petrijevke (@ 9 cm) uliven je hranjiv medij. Nakon skrucivanja medija,
petrijevke su inokulirane u srediStu micelarnim diskom (@ 10 mm) izrezanim kruznim
sjekaCem iz 7 dana starih kultura. Nacijepljene petrijevke su inkubirane u klima komori na
25 °C, sa svjetlosnim rezimom - 16 sati bijele svjetlosti / 8 sati mraka. Rast kolonija gljive
biliezen je svakih 48 sati do 6. dana rasta, a karakteristike konidiofora i konidija zabiljezene
su 4. dana, dok su morfoloSka obiljezja hlamidospora istrazena 10. dana od nacjepljivanja
gliive. Rast micelija, veli¢ina konidiofora, konidija i hlamidospora istrazene su svjetlosnim
mikroskopom (SZ BH 021 Olympus BH, Japan) (= 1000 X) i stereomikroskopom (SZ ST
4045, Olympus, Japan) (= 250 X). Strukture su uslikane, a prosjeci veli€ina promatranih
struktura su izmjereni raCunalnim programom ImageJ (izmjeri provjereni postavljanjem
skale raCunalnog programa na temelju mikroskopske skale na okularu) na temelju 30
opazanja svake navedene strukture, snimljenih s 5 razliitih mikroskopskih preparata od 10

nasumiéno odabranih struktura sa svakog preparata.

3.2.2. Molekularna identifikacije gljive Alternaria sp.

3.2.2.1. Ekstrakcija DNA vrste Alternaria sp.

Za provedbu DNA ekstrakcije, micelij izolata gljive Alternaria sp. inokuliran je u srediste
petrijevke s prethodno izlivenim PDA i postavljenim steriliziranim celofanom. Nacijepljene
petrijevke inkubirane su u klima komori na 25 °C, u mraku. Nakon 4 dana, genomski DNA
vrste Alternaria sp. izoliran je prema metodi Elias i sur. (2004) koriste¢i CTAB (3 %) pufer.
Micelij, uzgojen na PDA tj. na celofanu, je sakupljen i usitnjen u prah uporabom tucka i
tarionika, uz dodatak tekuéeg dusSika. Oko 70 mg praha je odvagano u 1,5 ml
mikrocentrifugalnu tubicu. U tubicu koja sadrzi prah micelija gljiive, dodan je CTAB pufer
(3% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 3% PVP-40) za lizu u koli¢ini
800 pl te 24 pl B-mercaptoethanola (Sigma- Aldrich, Njemacka). Sadrzaj tubice je

"vorteksiran" i inkubiran na 65 °C na mijeSalici (Thermomixer comfort, Eppendorf,
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Njemacka) u trajanju od 1 sata. Tijekom inkubacije, tubica je invertirana 3 puta. Kloroform-
isoamil alkohol (Sigma- Aldrich, Njemacka) (24:1) dodan je u koli€ini 500 pl u tubicu koja je
zatim "vorteksirana" u trajanju od 1 min. Lizat je centrifugiran 10 minuta na 8000 rpm.
Supernatant u koli¢ini 500 ul, pipetiran je u novu mikrocentrifugalnu tubicu (1,5 ml) u koju
je dodano 500 pl kloroform- isoamil alkohola i 200 yl CTAB (3 %) pufera. SadrZaj nove
tubice je centrifugiran 10 minuta na 8 000 rpm. Supernatant u koli€ini 500 pl, iz tubice je
pipetiran u novu mikrocentrifugalnu tubicu (1,5 ml) nakon ¢ega je dodano 350 ul ohladenog
(na - 20 °C) isopropanola (Sigma- Aldrich, Njemacka) te pomijeSano tijekom pipetiranja.
Sadrzaj tubice je centrifugiran 10 minuta na 8 000 rpm. Nakon centrifugiranja, na dnu tubice
sadrzana je genomska DNA u obliku peleta. 1z tubice je izvucen tekuci sadrzaj, a tubica s
peletom na dnu je postavljena u laminar na suSenje u trajanju od 10 min kako bi ostatak
alkohola ispario. Nakon susenja peleta, u tubicu je pipetirano 100 pl TE pufera 10X (Sigma-
Aldrich, Njemacka). Tubica s genomskom DNA i puferom postavlja se na inkubaciju na 37
°C na mijeSalicu, u trajanju od 30 min. Nakon inkubacije, genomska DNA je uskladiStena

na -20 °C sve do ponovne upotrebe.

3.2.2.2. PCR amplifikacija DNA odsje€aka vrste Alternaria sp.

Odsjecci DNA gljivicne vrste Alternaria sp., amplificirani su koristeci par primera; ITS1
(5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3) i ITS2 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3')
(White i sur., 1990) te ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3)iITS4 (5'-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC -3') (White i sur., 1990) prema metodi Zheng i sur., (2015).

PCR amplifikacija provedena je u reakcijskoj smjesi (25 pl) koja sadrzi 2,5 yl CoralLoad
PCR Buffer 10X (Qiagen, Njemacka), 8,5 ul Q- solution 5X (Qiagen, Njemacka), 1,25 pl
smjese primera (svaki primer 10 uM), 0,5 pl dNTP-Mix (Qiagen, Njemacka), 0,125 pl Hot
Star Taq Plus DNA Polymerase (Qiagen, Njemacka), 15,125 pl UP H>O i 0,5 pl uzorka DNA.

Uvjeti PCR reakcije sastoje se od pocetne denaturacije u trajanju od 5 minuta na 94 °C,
zatim slijedi 35 ciklusa denaturacije na 94 °C od 40 sekundi, sparivanje pocetnica (primera)
na 58 °C u trajanju od 40 sekundi te produljivanje DNA lanca na 72 °C u trajanju od 1
minuta, nakon Cega je amplifikacija zavrSena s jednim ciklusom kona¢nog produljenja na
72 °C u trajanju od 10 minuta (Zheng i sur., 2015). PCR metoda provedena je u uredaju za

provedbu PCR reakcije — MasterCycler Thermal Cycler (Eppendorf, Njemacka).
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3.2.2.3. Vizualizacija PCR produkata vrste Alternaria sp.

Za potrebe vizualizacije PCR produkata, provedeno je razdvajanja produkata prema
veli¢ini DNA odsjeCaka metodom elektroforeze. U svrhu provedbe elektroforeze, koristeno
je 2 ul uzorka aplificirane DNA vrste Alternaria sp. postavljenog na 1,5 % agarozni gel s
dodatkom 10 X TBE pufera (Sigma- Aldrich, Njemacka). Prilikom izrade agaroznog gela za
elektroforezu, u gel je pipetirano 10 pl GelRed (Olerup, Svedska) u svrhu obojenja i
vizualizacije odsje€aka pomocu uredaja UV -Transilluminator 2000 (Biorad, SAD). Metoda
je provedena na 90 V u trajanju od 60 minuta. Priblizna veli€ina amplificiranih odsjeCaka
procijenjena je usporedbom s 100 bp ljestvice DNA (Gel Pilot, 100 bp Plus DNA Ladder,
Qiagen, Njemacka).

Postupak provedbe molekularne identifikacije vrste roda Alternaria, prikazan je
shematski (Slika 3.2).

3.2.2.4. Analiza sekvenci vrste Alternaria sp.

Nukleotidne sekvence DNA odsjeCaka uskladene su koriste¢i Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA), verzija 5.10. Prednji i nasuprotni DNA odsjecak su provjereni i
uredeni prema potrebi u programu BioEdith, verzija 7.2. Nakon nastanka konsenzusnog
odsjecka iz svakog poravnavanja, odsjec€ci su usporedivani s odsje¢cima iz GenBank-baze

koristeCi Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Cista kultura
Alternaria sp.

Vizualizacija PCR - <

produkata na UV Elektroforetsko PCR amplifikacija Priprema reakcijske

transiluminatoru razdvajanje PCR odsjecaka DNA smjese za PCR
produkata

Slika 3.2 Prikaz provedbe molekularne identifikacije gljivilne vrste Alternaria sp.
konvencionalnom PCR metodom (original).
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3.3. lzolacija bakterioznog uzroénika bolesti rajcice

Zarazeni lisni materijal sa simptomima bakteriozne pjegavosti, povrsinski je steriliziran
potapanjem u etanol (70 %) u trajanju od 1 min nakon &ega je ispran sterilnom destiliranom
vodom. PovrsSinski steriliziran biljni materijal postavljen je na standardni hranjivi medij (NA)
i na poluselektivni medij King B (KB), u uvjete in vitro. Petrijevke s biljnim materijalom
inkubirane su radi stimulacije rasta patogena, u komori za uzgoj mikroorganizama, uz
termostatski kontrolirane optimalne uvjete od 28 °C, u mraku. Nakon inkubacije,
reprezentativne kolonije su odabrane i proCiS¢ene ponovljenim nanoSenjem na NA. Kolonije
izraslih patogena izolirane su u Cistu kulturu prema Mitchell (1997) u svrhu provedbe
molekularne i morfoloSke analize patogena.

Postupak izolacije bakterioznog uzro¢nika bolesti rajCice, prikazan je shematski (Slika
3.3).

PovrSinski steriliziran lisni
materijal sa simptomima
bakterijske pjegavosti

—»  Inkubacija simptomatskog ___, Pojava bakterijskih kolonija ___,  Izolacija fitopatogene
bilinog materijala na na hranjivoj podlozi nakon bakterije u &istu kulturu
hranjivoj podlozi inkubacije

Slika 3.3 Prikaz provedbe izolacije bakterioznog uzro€nika bakteriozne pjegavosti rajCice
(original).
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3.3.1. Morfoloska determinacija bakterije Pseudomonas sp.

U svrhu morfoloSke determinacije bakterije Pseudomonas sp., istrazene su
makroskopske karakteristike kolonije bakterije uzgojene na razli¢itim hranjivim medijima
(NA, KB, NSA) te su provedeni biokemijski test (KOH- test) i test produkcije flourescentnog
pigmenta prema Gormez i sur. (2013). Suspenzija bakterije Pseudomonas sp. dobivena
metodom serijskog razrijedenja (10° CFU/ml), ravnomjerno je nanesena staklenim etalerom
pojedinacno u sterilne petrijevke (@ 9 cm) koje sadrze razliCite hranjive medije (NA, KB,
NSA). Nacijepljene petrijevke s bakterijskim uzro¢nikom su inkubirane u klima komori na 28
°C, u mraku. Nakon 72 sata, zabiljeZen je rast kolonija bakterije Pseudomonas sp. na
razlicitim hranjivim medijima.

Proveden je KOH test na nacin da je na predmetno mikroskopsko stakalce postavljena
kap 3% otopine kalijevog hidroksida u koju je emulgirano nekoliko kolonija bakterioznog
patogena. Neprestanim mijedanjem u trajanju od 60 sekundi, njeZno je povuéena petlja od
suspenzije.

Kako bi se provjerila produkcija flourescentnog pigmenta, serijski razrijedena
suspenzija (10° CFU/ml) izolirane bakterije, nacijepliena je na KB. Nakon inkubacije
petrijevki na 28 °C, u mraku, u trajanju od 72 sata, petrijevke su postavljene na UV-
transiluminator pomoc¢u kojeg je vizualno zabiljezena procjena produkcije flourescentnog

pigmenta.
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3.3.2. Molekularna identifikacije bakterije Pseudomonas sp.

3.3.2.1.  Ekstrakcija DNA vrste Pseudomonas sp.

Kako bi se provela DNA ekstrakcija, suspenzija bakterijskog izolata Pseudomonas sp.
serijski je razrijedena i nacijepljena u petrijevke na prethodno izlivenu hranjivu podlogu NA.
Nacijepljene petrijevke su inkubirane u klima komori na 28 °C, u mraku. Nakon 72 sata,
genomska DNA vrste Pseudomonas sp. izolirana je prema metodi Elias i sur. (2004)
koriste¢i CTAB (3 %) pufer. Polovica petrijevke s kolonijama bakterije uzgojene na NA,
prikupljene su laboratorijskom ezom i prenesene u mikrocentrifugalnu tubicu u koju je
prethodno pipetiran 1 ml sterilne destilirane vode. Tubica s bakterijskom suspenzijom
centrifugirana je na 10 000 rpm u trajanju od 10 min kako bi se bakterijske stanice natalozile
u dnu tubice. Nakon centrifugiranja, tekuci dio je uklonjen pipetom, a na talog bakterijskih
stanica pipetirano je 800 ul CTAB (3 %) pufera za lizu i 24 pl B-mercaptoethanola. Sadrzaj
tubice je "vorteksiran" i inkubiran na 65 °C na mijesalici (Thermomixer comfort, Eppendorf,
Njemacka) u trajanju od 1 sata. Tijekom inkubacije, tubica je invertirana 3 puta. Kloroform-
isoamil alkohol (Sigma- Aldrich, Njemacka) (24:1) dodan je u koli€ini 500 pl u tubicu koja je
zatim "vorteksirana" u trajanju od 1 min. Lizat je centrifugiran 10 minuta na 8 000 rpm.
Supernatant u koli¢ini 500 ul, pipetiran je u novu mikrocentrifugalnu tubicu (1,5 ml) nakon
Cega je dodano 500 pl kloroform- isoamil alkohola i 200 yl CTAB (3 %) pufera. Sadrzaj nove
tubice je centrifugiran u trajanju od 10 minuta na 8 000 rpm. Supernatant u koli€ini 500 ul iz
tubice, pipetiran je u novu mikrocentrifugalnu tubicu (1,5 ml) nakon ¢ega je dodano 350 ul
isopropanola (Sigma- Aldrich, Njemacka) ohladenog na - 20 °C te pomijeSano tijekom
pipetiranja. Sadrzaj tubice je centrifugiran 10 minuta na 8 000 rpm. Nakon centrifugiranja,
na dnu tubice nalazila se genomska DNA u obliku peleta. 1z tubice je izvu€en tekuéi sadrzaj,
a tubica s peletom na dnu je postavljena u laminar na suSenje u trajanju od 10 min kako bi
ostatak alkohola ispario. Nakon su$enja peleta, u tubicu je pipetirano 100 ul 10X TE pufera
(Sigma- Aldrich, Njemacka). Tubica s genomskom DNA i puferom postavljena je na
inkubaciju na 37 °C na mijeSalicu, u trajanju od 30 min. Nakon inkubacije, genomska DNA

je uskladistena na -20 °C sve do ponovne upotrebe.
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3.3.2.2. PCR amplifikacija DNA odsje¢aka vrste Pseudomonas sp.

DNA odsjecci vrste Pseudomonas sp. amplificirani su koristeCi par primera; Pst_F 5’-
ATG ATC GGA GCG GAC AAG 3'iPst_ R5 GCT CTT GAG GCA AGC ACT 3’ (Guilbaud
i sur., 2015) prema metodi Guilbaud i sur. (2015).

PCR amplifikacija provedena je u reakcijskoj smjesi (25 pl) koja sadrzi 2,5 pl
CoralLoad PCR Buffer 10X (Qiagen, Njemacka), 8,5 ul Q- solution 5X (Qiagen, Njemacka),
1,25 pl smjese primera (svaki primer 10 pM), 0,5 pl dNTP-Mix (Qiagen, Njemacka), 0,125
pl Hot Star Tag Plus DNA Polymerase (Qiagen, Njemacka), 15,125 pl ultra pure H.O i 0,5
ul uzorka DNA.

Uvjeti PCR reakcije sastoje se od pocetne denaturacije u trajanju od 5 minuta na 96
°C, zatim slijedi 30 ciklusa denaturacije na 94 °C od 30 sekundi, sparivanje pocetnica
(primera) na 61 °C u trajanju od 30 sekundi te produljivanje DNA lanca na 72 °C u trajanju
od 30 sekundi, nakon &ega je amplifikacija zavrSena s jednim ciklusom konaénog
produljenjana 72 °C u trajanju od 10 minuta (Guilbaud i sur., 2015). PCR metoda provedena

je u uredaju za provedbu PCR reakcije — MasterCycler Thermal Cycler (Eppendorf).

3.3.2.3. Vizualizacija PCR produkata vrste Pseudomonas sp.

U svrhu provedbe vizualizacije PCR produkata, provedena je metoda razdvajanja PCR
produkata prema veli€ini odsjeCaka DNA, elektroforezom. U svrhu provedbe elektroforeze,
koriSteno je 2 ul uzorka aplificirane DNA vrste Pseudomonas sp. postavijene na 1,5 %
agarozni gel s dodatkom 10 X TBE pufera. Prilikom izrade agaroznog gela za elektroforezu,
u gel je pipetirano 10 pl GelRed (Olerup, Svedska) u svrhu obojenja i vizualizacije odsjecaka
pomocu UV -Transilluminator 2000 (Biorad, SAD). Metoda je provedena na 90 V u trajanju
od 60 minuta. Priblizna veli€¢ina amplificiranih podrucja je procijenjena usporedbom sa 100
bp ljestvice DNA (Gel Pilot, 100 bp Plus DNA Ladder, Qiagen, Njemacka).

Postupak provedbe molekularne identifikacije vrste roda Pseudomonas, prikazan je
shematski (Slika 3.4).
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3.3.2.4. Analiza sekvenci vrste Pseudomonas sp.

Nukleotidne sekvence DNA odsjeCaka uskladene su koriste¢i Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA), verzija 5.10. Predniji i nasuprotni DNA odsje¢ak su provjereni i
uredeni prema potrebi u programu BioEdith, verzija 7.2. Nakon nastanka konsenzusnog
odsjecka iz svakog poravnavanja, odsjecci su usporedivani s odsje¢cima iz GenBank-baze

koristeci Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
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Cista kultura
Pseudomonas sp. Ekstrakcija DNA

Pelet DNA

Vizualizacija PCR

produkata na UV Elektroforetsko PCR amplifikacija Priprema reakcijske
transiluminatoru razdvajanje PCR odsjetaka DNA smjese za PCR
produkata

Slika 3.4 Prikaz provedbe molekularne identifikacije bakterijske vrste Pseudomonas sp.
konvencionalnom PCR metodom (original).
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3.4. Sjetvai uzgoj biljaka domacina

Sjetva i uzgoj domacinskih biljaka rajcice (lat. Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers)
provedena je u plasteniku Zavoda za fitopatologiju, Sveucilista u Zagrebu Agronomskog
fakulteta (Slika 3.5). Sjeme rajcice je posijano u 2 tegle (80 x 17 x 14 cm) u svrhu klijanja.
Presadnice su presadene u plasti¢ne teglice (& 10 cm) koje su sadrzavale ekoloSki supstrat
(Substral Naturen Bio, Salzburg, Austrija) do razine ruba taglice i uzgajane u optimalnim
uvjetima za rast i razvoj prema Shamshiri i sur. (2018). Zalijevanje biljaka provodilo se
jednom dnevno ili prema potrebi, ruénim zalijevanjem. Prihranjivanje biljaka provedeno je
prema preporukama proizvodaca organskog tekuceg gnojiva za rajCice (Celaflor Naturen,
Salzburg, Austrija). S ciliem neometanog horizontalnog rasta i razvoja, biljke su povezane
vezicama za tanki drveni potporanj sukladno fenofazi razvoja u kojoj je to bilo potrebno.

Nakon postavljanja pokusa, biljke su prostorno izolirane s ciljem izbjegavanja unakrsnih
infekcija izmedu kontrolnih i test biljaka. Tijekom uzgoja u zatvorenom prostoru, suzbijanje
patogena i Stetnika provodilo se bez primjene pesticida, mehanic¢kim uklanjanjem
simptomati¢nih biljaka. Biljke rajCice u fenofazi razvoja 9. pravog lista, koristene su za
istrazivanje in vivo u svrhu izbjegavanja rane faze razvoja rajcice koja bi mogla dovesti do
eventualnog negativnog u€inka PBA na rajcicu.

Takoder, kultivar "Rutgers" je odabran kao indikatorska test bilika jer ima izrazenu
hipersenzitivhu reakciju uslijed infekcije patogenima i osjetljivost na nedostatak bora, a
temeljni razlog odabira je uoCena osjetljivost kultivara nakon izolacije gljive Alternaria sp. i

Pseudomonas sp. iz prirodno zarazenih "Rutgers" raj€ica uzgojenih u poljskim uvjetima.

F N, ] . e

Slika 3.5 Uzgoj rajcica u plasteniku; sjetva (A); presadnice (B) (original).
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3.5. Pokusi in vitro

Za potrebe istrazivanja u laboratorijskim uvjetima, koriSteni su determinirani izolati —
gliva A. alternata i bakterija P. syringae pv. tomato koji se €uvaju u zbirci Zavoda za
fitopatologiju, Agronomskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu te izolat kontaminirajuce
bakterije Escherichia coli iz zbirke Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢

u Zagrebu.

3.5.1. Poisoned food metoda

U prvom pokusu in vitro istrazena je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) PBA
koja ima letalan uCinak na patogene u uzgoju rajCice. MIC je najniza koncentracija
antimikrobnog sredstva (mg/L) koja, u definiranim uvjetima in vitro, sprje€ava pojavu
vidljivog rasta mikroorganizma unutar definiranog vremenskog razdoblja $to donosi podatke
o osjetljivosti mikrorganizma na antimikrobno sredstvo i pomaze u donoSenju odluka o
suzbijanju (EUCAST, 2003). MIC za PBA odredena je prema modificiranoj metodi Qadoos
i sur. (2016) - poisoned food (Grover i Moore, 1962) za gljivicnog patogena A. alternata,
bakterioznog patogena P. syringae pv. tomato i kontaminiraju¢u bakteriju E. coli.

3.5.1.1. Pripremainokulumaizolata

Prema protokolu metode, gljivicni izolat A. alternata uzgojen je na PDA na 25 °C u
svjetlosnom rezimu (16 sati bijele svjetlosti / 8 sati mraka) i trajanju inkubacije od 7 dana u
klima komori, u svrhu stimulacije rasta i razvoja gljive. Bakterijski izolat P. syringae pv.
tomato uzgojen je na KB na 28 °C, dok je izolat kontaminirajuce bakterije E. coli uzgojen na
NA, na 35 °C. Oba bakterijska izolata inkubirana su 72 sata u navedenim uvjetima u svrhu
rasta i razvoja kolonija, u klima komori.

Nakon inkubacije svakog pojedinog izolata, pripremljen je inokulum. Kako bi se istraZila
MIC PBA koja ima antimikoticki u€inak na patogena A. alternata, iz Ciste kulture gljive stare
7 dana, kruznim sjekac¢em (& 5 mm) izrezani su micelarni diskovi (inokulum gljive) za daljnje
istraZivanje. U svrhu testiranja MIC PBA koja ima antibakterijski u¢inak na patogena P.
syringae pv. tomato, pripremljena je bakterijska suspenzija (inokulum bakterije) metodom
serijskog razrijedenja koja iznosi 5,6 x 106 CFU/ml. Istom metodom, bakterijska suspenzija
je pripremljena i za kontaminirajuéu bakteriju E. coli (7,5 x 108 CFU/ml) u svrhu testiranja
MIC PBA koja ima antibakterijski u¢inak.
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3.5.1.2. Pripremaraspona koncentracija kiselina

U pokusu je koridtena PBA (Sigma-Aldrich, SAD) u Sirokom rasponu koncentracija (0,04
%, 0,05 %, 0,06 %, 0,07 %, 0,08 %, 0,09 %, 0,1 %, 0,2 % 0,3 %). U 50 ml sterilne destilirane
vode otopljeno je 0,5 mg PBA kako bi se dobila otopina od 1 % PBA. Temeljem faktora
razrijedenja, pripremljena otopina 1 % PBA pipetirana je u odredenom volumenu u 50 mi
tekuce hranjive podloge dostatne za ravnomjerno izlijevanje jedne varijante hranjive

podloge, ukupno u 3 repeticije. Isti postupak, ponovljen je za BA (Sigma-Aldrich, SAD).

3.5.1.3. Postavljanje pokusa i nacin oéitavanja rezultata

Prema protokolu modificirane metode poisoned food (Grove i Moore, 1962; Qadoos i
sur., 2016) micelarni diskovi gljive A. alternata postavljaju se u srediSte petrijevki koje
sadrze izliven i ohladen PDA supstrat u koji je prethodno inkorporiran raspon koncentracija
PBA. U kontrolne petrijevke je umjesto raspona koncentracija PBA, koristen raspon
koncentracija BA i sterilne destilirane vode.

Pripremljena bakterijska suspenzija patogena P. syrinage pv. tomato (5,6 x 106 CFU/ml),
pipetirana je u srediste petrijevki koje sadrZze prethodno inkorporiran raspon koncentracija
PBA u hranjiv medij KB te je ravnomjerno nanesena po povrsini medija staklenim etalerom.
U kontrolnim petrijevkama je umjesto raspona koncentracija PBA, koriSten raspon
koncentracija BA i sterilne destilirane vode. Isti postupak ponovljen je sa suspenzijom
kontaminiraju¢e bakterije E. coli (7,5 x 108 CFU/ml).

Pokus je za svakog patogena postavljen pojedina¢no u 27 varijanti i 3 repeticije (Slika
3.6). Ocitanja rezultata provedena su 5. dan za gljivi€énog i 3. dan za bakterijske patogene
od inokulacije patogena, fotografiranjem (mobilnim uredajem Samsung Galaxy S8) izraslih
kolonija u petrijevkama na nacin da je objektiv postavljen okomito (udaljenost 40 cm) u
odnosu na petrijevku (“pti¢ja perspektiva”).

Ocitanje rasta micelija gljive provedeno je pomoc¢u racunalnog programa ImageJ
(Schneider i sur., 2012) prema Guzman i sur. (2014) na nacin da je mjerena ukupna
povrSina micelija gljive. Na isti nacCin su bakterijske kolonije izbrojane (kako bi se dobio
ukupan broj kolonija) i izmjerena je ukupna povrsina bakterijskih kolonija (kako bi se dobila

ukupna velicina kolonija).
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c (%) 0,04% 0,05% 0,06% 0,07% 0,08% 009% 01% 02%  03%

(T) patogen + PBA = = = - = = - = -
(K) patogen + BA - = - - - - - — -
(K) patogen + dH20 - - - - - - - - -

petrijevka s inokuliranim patogenom u sredistu

(M testne varijante
(K) kontrolne varijante
c (%) koncentracija

Slika 3.6 Shematski prikaz metode testiranja rajcice in vitro - poisoned food metoda prema
Qadoos i sur. (2016) (original).

3.5.2. Metoda inaktivacija kontaminirajuc¢e bakterije Escherichia coli
ispiranjem plodova rajcice

U drugom pokusu in vitro testirana je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) PBA
koja ima antibakterijski uc€inak na bakteriju E. coli u Laboratoriju za molekularnu
mikrobiologiju Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢. Inaktivacija
bakterije E. coli ispiranjem sa svjezih plodova provedena je prema modificiranoj metodi
Zhang i sur. (2019).

3.5.2.1. Priprema suspenzije izolata
U svrhu testiranja MIC PBA koja ima antibakterijski u¢inak na kontaminirajucu bakteriju

E. coli, pripremljena je bakterijska suspenzija metodom serijskog razrijedenja (7,9 x 102

CFU/ml) iz kulture E. coli inkubirane u klima komori na KB i na 35 °C, u trajanju od 72 sata.
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3.5.2.2. Pripremaraspona koncentracija kiselina

Temeljem odredene MIC PBA iz prvog pokusa in vitro, pripremljena je PBA u
odredenom rasponu koncentracija (*/» MIC, 1 MIC, 2 MIC, 3 MIC). U 50 ml sterilne
destilirane vode otopljeno je 0,5 mg PBA kako bi se dobila otopina 1 % PBA. Temeljem
faktora razrijedenja, pripremljena otopina 1 % PBA pipetirana je u odredenom volumenu u
50 ml sterilne destilirane vode. Isti postupak ponovljen je za kontrolnu BA. Raspon
koncentracija MIC kiselina pripremljen je u plasticnim ependorf tubicama (50 ml) koje su
prethodno autoklavirane. Za provedbu metode, pripremljena je kontrolna otopina 1 %

etanola (Zhang i sur., 2019) i sterilne destilirane vode.

3.5.2.3. Postavljanje pokusa i na€in o¢itavanja rezultata

Prema protokolu modificirane metode inaktivacije kontaminirajuce bakterije E. coli
ispiranjem plodova raj¢ice prema Zhang i sur. (2019), plodovi rajéice potapaju se u
suspenziju kontaminirajuce bakterije E. coli (7,9 x 108 CFU/mI) u sterilnoj staklenoj posudi i
ostavljaju se potoplieni 30 min. Nakon potapanja, plodovi su izvadeni i postavljeni na
susenje u laminar s ciliem boljeg prijanjanja bakterija na povrSini ploda rajcice. U prethodno
autoklaviranu plasti¢nu kutijicu (8 x 6 x 7 cm), steriliziranom pincetom postavlja se plod
rajCice i izlijeva se pripremljena koncentracija PBA. Zatvorena kutijica koja sadrzi plod
uronjen u odredenu koncentraciju PBA, postavlja se na mijeSalicu (Thermomixer Comfort,
Eppendorf, Njemacka) i osigurava ljepljivom vrpcom za podlogu. Pokretanjem mije3alice na
800 rpm u trajanju od 2 min, plod je postepeno ispiran otopinom PBA. Postupak je ponovljen
za ispiranje plodova raj€ice i s kontrolnim otopinama etanola (1 %), sterilne destilirane vode
i raspona MIC BA koncentracija. Nakon ispiranja, otopina u kojoj su plodovi rajCice bili
isprani, pipetirana je u koli¢ini 100 pl na prethodno izliven hranjiv supstrat (KB) u dno
sterilnih petrijevki (& 9 cm) te ravnomjerno nanesena staklenim etalerom. Tako nacijepljene
petrijevke inkubirane su u klima komori na 35 °C, u mraku. Postupak provedbe metode,
prikazan je shematski (Slika 3.7).

Pokus je ponovljen s izlozeno$¢u plodova otopinama u trajanju od 120 minuta. Trajanje
vremenske ekspozicije odredeno je preliminarnim pokusom kojim je utvrdeno da ne dolazi
do raspucavanja niti do promjene boje ploda rajCice nakon 120 minuta potapanja u
koriStenim otopinama vode, etanola i (P)BA.

Pokus je postavljen pojedinacno u 16 varijanti i 3 repeticije (Slika 3.8). Ocitavanja
rezultata provedena su nakon 72 sata od postavijanja pokusa fotografiranjem (mobilnim

uredajem Samsung Galaxy S8) izraslih kolonijau petrijevkama na nacin da je objektiv
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postavljen okomito (udaljenost 40 cm) u odnosu na petrijevku ("pti¢ja perspektiva”). Mjerenje

ukupne povrSine kako bi se odredila veliina kolonija te brojanje kolonija bakterije E. coli,

provedeno je pomoc¢u raunalnog programa ImageJ (Schneider i sur., 2012) prema
Guzmén i sur. (2014).

SLLLIT)
/
LT T
Potapanje plodovau
susF;erizijFi) Ecoli |1zloZenost plodova Susenje kontaminiranih |zlijevanje otopine

bakterijskoj suspenziji plodova

Ravnomjerna aplikacija Pipetiranje otopine na IzloZzenost ploda

Simulirano ispiranje
otopine na hranjivoj podlozi hranjivu podlogu otopini

ploda na mijesalici

Slika 3.7 Prikaz provedbe metode inaktivacije bakterije Escherichia coli ispiranjem plodova
rajCice (original).

C (%) Y2 MIC 1MIC 2MiC 3MIC
(T) patogen + PBA \ = } g = ) ’\ - ) € — )
(T) patogen + BA =) L = J{ = ) l‘, = )
(K) patogen + dH20 ‘\ ' ] ( - JL =) - )

(K) patogen + C2H50H f

{ ) petrijevka s inokuliranim patogenom u sredistu

(T) testne varijante
(K) kontrolne varijante
c(%) — koncentracija

Slika 3.8 Shematski prikaz metode in vitro - Metoda inaktivacija kontaminiraju¢e bakterije
Escherichia coli ispiranjem plodova raj€ice prema Zhang i sur. (2019) (original).
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3.6. Pokus in vivo

U uvjetima plastenika, istrazen je u€inak PBA primijenjene u rasponu MIC koncentracija
na bakterioznog (P. syrinage pv. tomato) i gljivicnog patogena (A. alternata) pojedinacno,
prema modificiranoj metodi Nashwa i Abo-Elyousr (2012). Testiranje u€inka MIC PBA
provedeno je u postembrionskoj fenofazi raj€ice, tj. BBCH 109 koja ozna¢ava pojavu 9.

lista rajcice prema Meier (2001).

3.6.1. Priprema suspenzije izolata

Za potrebe pokusa in vivo, gljiviéni izolat A. alternata uzgojen je na PDA na 25 °C u
svjetlosnom rezimu (16 sati bijele svjetlosti / 8 sati mraka) i trajanju inkubacije od 7 dana u
klima komori u svrhu stimulacije sporulacije gljive. Nakon inkubacije, pripremljena je
suspenzija spora gljivicnog patogena A. alternata iz Cistih kultura starih 7 dana. U 10
petrijevki s razvijenim kolonijama gljive, pojedinacno je izliveno 20 ml sterilne destilirane
vode te pomocu laboratorijske Spatule, spore gljive su sastrugane. Broj spora vrste A.
alternata izmjeren je hemocitometrom (8,2 x 10° spora/ml), a pripremljena suspenzija je
izlivena u ruénu prskalicu koja je prethodno sterilizirana.

Bakterijski izolat P. syringae pv. tomato uzgojen je na KB i na 28 °C te inkubiran u klima
komori u trajanju od 72 sata. U 10 petrijevki s razvijenim kolonijama bakterije uliveno je 20
ml sterilne destilirane vode nakon &ega su laboratorijskom Spatulom kolonije strugane.
Dobivena suspenzija bakterijskih stanica (6,1 x 10° CFU/ml) izlivena je u prethodno
steriliziranu ruénu prskalicu.

Suspenzije gljivicnog i bakterioznog patogena pripremljene su pojedinacno u volumenu

od 200 ml dostatnom za aplikaciju svih varijanti u pokusu in vivo.

3.6.2. Pripremaraspona koncentracija kiselina

Temeljem odredene MIC PBA iz prvog pokusa in vitro za gljivu A. alternata i bakteriju
P. syringae pv. tomato, pripremljena je PBA u odredenom rasponu koncentracija (/> MIC,
1 MIC, 2 MIC, 3 MIC). U 50 ml sterilne destilirane vode, otopljeno je 0,5 mg PBA kako bi se
dobila otopina 1 % PBA. Temeljem faktora razrijedenja, pripremljena otopina 1 % PBA

pipetirana je u odredenom volumenu u 200 ml sterilne destilirane vode. Isti postupak
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ponovljen je za kontrolnu BA. Raspon koncentracija MIC kiselina pripremljen je u plasti¢nim
ruénim prskalicama, u volumenu od 200 ml dostatnom za aplikaciju svih varijanti u pokusu

in vivo.

3.6.3. Postavljanje pokusa i na¢in ocitavanja rezultata

Odredene MIC koncentracije PBA i BA dobivene pokusom in vitro za svakog patogena,
koristene su u istrazivanju in vivo.

Kako bi se testirao antimikoticki i antibakterijski ucinak, preventivna aplikacija MIC PBA
provedena je u rasponu koncentracija (Y2 MIC, 1 MIC, 2 MIC, 3 MIC) i u razli¢éitom
vremenskom rasponu (7 i 2 dana prije inokulacije patogena) folijarnim prskanjem biljaka
pomocu rucne prskalice. Kao kontrolne varijante, koriStene su umjetno zarazene biljke
prskane s BA u razli¢itom rasponu koncentracija (*/>MIC, 1 MIC, 2 MIC, 3 MIC) i sterilnom
destiliranom vodom. Zasebna kontrolna skupina sadrzavala je biljke koje su tretirane raznim
koncentracijama PBA i BA, bez prethodne zaraze patogenima. Za potrebe inokulacije, biljke
rajéice ranjavane su primjenom praha karborunduma prema Fallik i sur. (1983) i potom
zarazene aplikacijom pripremljenih suspenzija oba patogena pomocu ruénih prskalica.
Nakon inokulacije patogena, rajcice su pokrivene plastificiranom folijom u trajanju od 48 sati
u svrhu postizanja visoke vlage zraka. Nakon 48 sati, plasti¢na folija je uklonjena sa raj€ica
koje su zadrzane u optimalnim uvjetima plastenika (25 +/- 2 °C) do pojave prvih simptoma.

Pokus je postavljen za svakog patogena pojedinacno u 48 varijanti i 3 repeticije (Slika
3.9). Ocitanja rezultata provedena su 14. (i)i 15. (ii) dana od folijarne aplikacije (P)BA na
dva nacina:

i) analizom odabranih fizioloSkih parametara koji ukazuju na zdravlje testiranih rajcica
(sadrzaj antocijanina ARI, parametar refleksije blizu infracrvenog zracenja NIR, sadrzaj
klorofila CHI i parametar pojavnosti boje HUE) na Zavodu za ishranu bilja SveuciliSte u
Zagrebu Agronomskog fakulteta, snimanjem multispektralnih fotografija visoke rezolucije
Sest reprezentativnih odvojenih listova pomoéu uredaja CropReporter (Phenovation Life
Sciences, Wageningen, Nizozemska) (Slika 3.10). Multispektralne analize provedene su
mjerenjem refleksije listova u crvenom (640 nm), zelenom (550 nm), plavom (475 nm),
spektru specificnom za refleksiju klorofila (730 nm) i antocijanina (540 nm) te near infra-red
spektru (769 nm). Iz izmjerenih podataka refleksije izraunati su sadrzaj klorofila (CHI)
(Gitelson i sur., 2003), sadrzaj antocijanina (ARI) (Gitelson i sur., 2001) te HUE (0-360°).

i) raCunalnom obradom fotografija cijelih biljaka sa simptomima bolesti uz procijenu jacine

simptoma zarazenih rajCica koristenjem racunalnog programa ImageJ (Schneider i sur.,

44



2012) prema Laflamme i sur. (2016). Jacina simptoma bolesti odredena je mjerenjem
ukupne simptomatske povrsine zaraZenih rajcica.

U svrhu provedbe snimanja multispektralnih fotografija uredajem CropReporter, raj€ice su
postavljene u klima komoru, u mrak, 24 sati prije ocitanja. Kako bi se provelo ocitavanje
programom ImageJ, rajCice su fotografirane (mobilnim uredajem Samsung Galaxy S8)
pojedinaéno na bijelom platnu, osvjetlijene reflektorima u svrhu izbjegavanja sjena i to na
nacin da je objektiv postavljen okomito (udaljenost 2,5 m) u odnosu na biliku (“pti¢ja

perspektiva”).

7 dana prije inokulacije patogena 2 dana prije inokulacije patogena

¢ (%) %MIC 1MIC 2MC 3MIC ¢ (%) “BMIC  AMIC  2MIC 3 MIC

(T) patogen + PBA (T) patogen + PBA

(K) patogen + BA (K) patogen + BA

(K) patogen + dHz0

(K) patogen + dHz0

(T) PBA (T) PBA

(K) BA (K)BA

(K) dH20

£
,‘\6&
indikatorska domacinska biljka
()

testne varijante

(K) dHz0

(K) kontrolne varijante
c (%) koncentracija

Slika 3.9 Shematski prikaz metode testiranja rajcice in vivo prema Nashwa i Abo- Elyousr
(2012) (original).
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Slika 3.10 Ocitavanje fizioloSkih parametara testiranih raj¢ica; uredaj Cropreporter (A); prikaz
analize sadrzaja klorofila i antocijanina na zaslonu uredaja Cropreporter (B).
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3.7. Kochovi postulati

Kochovi postulati za patogene vrste A. alternata i P. syringae pv. tomato, testirani su u
uvjetima in vitro prema metodi Mitchell (1997). Nakon o itanja rezultata pokusa in vivo,
provedena je reizolacija gljiviénog i bakterioznog patogena iz zarazenog biljnog materijala.
Prikupljen je lisni materijal rajCice sa simptomima koncentri€ne pjegavosti i postavljen na
PDA i u vlaznu komoru s ciljem stimulacije rasta i razvoja gljivicnog patogena. Inkubacija
nacijepljenog biljnog materijala provedena je u klima komori, na 26 °C sa svjetlosnim
rezimom - 16 sati bijele svjetlosti/ 8 sati mraka. Nakon 7 dana, provedena je izolacija
reizoliranog gljivicnog patogena u €istu kulturu nakon ¢ega je je patogen ponovo morfoloski
i molekularno determiniran.

Takoder, prikupljen je lisni materijal rajCice sa simptomima bakteriozne pjegavosti i
nacijeplien na selektivni hranjiv medij KB, na 28 °C i postavljen u klima komori u svrhu
stimulacije rasta kolonija bakterioznog patogena. Nakon trodnevne inkubacije, kolonije
bakterioznog patogena reizolirane su u &istu kulturu. Kultura bakterije je morfoloski i

molekularno determinirana.

3.8. Statisticka analiza podataka

Svi pokusi in vitro i in vivo izvedeni su u tri ponavljanja, a rezultati su predstavljeni
njihovim srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima. Podatci koji odgovaraju
normalnoj distribuciji, analizirani su jednosmjernom analizom varijance (One Way ANOVA),
a razlike izmedu tretmana su evaluirane Tukey testom (p < 0,05) (Tukey, 1949) u programu
SPSS, verzija 27 (IBM SPSS Statistics IBM, Corp., New York, NY, 2020).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Rezultati determinacije patogena

4.1.1. Rezultati morfoloSke determinacije gljive Alternaria sp.

Istrazene morfoloSke karakteristike izoliranog gljivicnog patogena iz simptomatskog
biljnog materijala rajCice, odgovaraju vrsti A. alternata. Srednje vrijednosti promjera rasta i
veli¢ina morfoloSkih struktura vrste A. alternata, prikazane su u Tablici (4.1).

IstraZzivanjem morfoloSkih karakteristika rasta i razvoja gljive, zamijeéeno je da izolat
vrste A. alternata ima obilan micelaran rast na PDA. U pocetku je micelij filamentozan i
hijalin, a sa zrelo$¢u poprimia sivo-smeckasto obojenje. Micelij je viSestani¢an, septiran i
nepravilno razgranat. U ranoj fazi rasta, hife su tanke, uske, hijaline, a sa zreloS¢u postaju
blago zadebljane. Dugacki ili kratki konidiofori razvijaju se pojedinacno ili u skupinama,
maslinasto do maslinasto-smede obojeni, ravni ili zakrivljeni pod kutem, s konidijama u
lancima. Srednja vrijednost konidiofora iznosi 41 pum duljine i 4 ym Sirine. Na vrhu
konidiofora, stvaraju se do 10 ili viSe maslinasto smedih do tamnosmedih, zaobljenih do
pretezno elipsoidnih i muriformnih kondija s 1-8 poprec¢nih i 1-2 uzduznih pregrada (septi).
Muriformne konidije, bez kljuna, u prosjeku iznose 57,8 um duljine i 20 um Sirine.
Zamijeceno je da vecina konidija ima kratki stozasti ili cilindri¢ni kljun koji se suzava prema
vrhu i Cesto je svijetlije obojen od ostatka tijela konidije. Kljun konidija u prosjeku iznosi 20,3
um duljine i 6,9 um Sirine.

Hlamidospore su zabiljezene 10. dana u kulturi vrste A. alternata. Ove trajne spore su
interkalarne i terminalne, debelih stijenki, okruglog do ovalnog oblika, tamnosmede boje i

prosje¢nog promjera od 7,6 pum.

Tablica 4.1. Izmjeri morfolo$kih struktura vrste Alternaria alternata.

Izmjeri struktura
MorfoloSke strukture

duljina(um) Sirina (um) duljina : Sirina (um)
konidije 57,8 20,7 2,8
kljun konidija 20,3 6,9 2,9
konidiofori 41 4 10,2
hlamidospore - 7,6 -
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Rast i razvoj kolonija gljive A. alternata na razliCitim hranjivim medijima biljezeni su
svakih 48 sati. KoriSteni hranjivi mediji pokazali su razli€it stupanj rasta kolonija.

Maksimalan rast vrste A. alternata zabiljeZen je na PDA, dok je rast na MEA nakon 6
dana maniji za 25 % u odnosu na PDA, a rast na TJA je manji za 50 % u odnosu na rast
gljive na PDA (Tablica 4.2). Micelij gljive A. alternata razlikovao se u nacinu rasta ovisno o
vrsti hranjive podloge. Na svim podlogama se razvio micelij koji je okruzen bijelom do
svijetlo smedom marginom, a jedino na MEA je primije¢en razvoj vunastog micelija koji je
blago izdignut od podloge.

Rezultati morfoloSke karakterizacije rasta i razvoja gljivicnog patogena A. alternata
pokazuju da je PDA najoptimalniji medij za rast i sporulaciju testirane vrste gljive, dok MEA
i TJA produciraju dobar micelarni rast s umjerenom sporulacijom.

Makroskopske i mikroskopske karakteristike vrste A. alternata prikazane su slikom
4.1.

Tablica 4.2. MorfoloSke karakteristike micelarnog rasta i razvoja vrste Alternaria alternata
na razli¢itim hranjivim podlogama.

promijer kolonije (mm) karakteristike kolonije
Hranjiva podloga
48 sati 96 sati 144 sati boja oblik tip
tamnosmed micelij . . supstratni
PDA 7,2 15,2 24 s bijelom marginom ~ Cirkulami micelij
svjetlo siv micelij s . . izdignut
MEA 6,4 10,9 18 bijelom marginom  Cirkularni micelj
tamnosmed micelij tratni
TIA 6,1 9 12 sa svijetlo smedom  cirkularni  SUPS ‘T‘__
marginom micellj
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Slika 4.1 Morfoloske karakteristike gljive Alternaria alternata — Cista kultura na PDA (A), MEA
(B), TJA (C) nakon 5 dana. Konidije vidljive svjetlosnim mikroskopom (D). Prikaz interkalarne
(E) i terminalne (F) hlamidospore svjetlosnim mikroskopom. Konidiofori vidljivi
stereomikroskopom (G).
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4.1.2. Rezultati molekularne identifikacije gljive Alternaria sp.

Na temelju sekvenciranja amplificiranog odsjecka regije ITS-rDNA izolata Alternaria
sp. koriStenjem seta pocetnica ITS1/ITS4, izolati su identificirani kao vrsta A. alternata (Slika
4.2). Elektroforeza amplificiranih PCR produkata rezultirala je amplifikacijom od 530 bp
koristenjem seta pocCetnica ITS1/ITS4 kod svih Cetiri testiranih izolata. Dobivene sekvence
veli€ine 530 bp, usporedivane su sa sekvencama u NCBI koristenjem BLAST programa.
Rezultati su pokazali da dobivene sekvence izolata imaju najvec¢u homolognost s vrstom A.
alternata koja iznosi 100 % (GenBank pristupni broj MT482506). ZabiljeZeni rezultati
odgovaraju molekularnoj identifikaciji vrste A. alternata provedenoj u istraZivanju Parkunan
i sur. (2013).

Identifikacija izolata fitopatogene gljive dodatno je potvrdena setom pocetnica
ITS1/ITS2 (Slika 4.2). Duljine sekvenci odredene metodom razdvajanja DNA odsjeCaka gel
elektroforezom iznosile su 205 bp koridtenjem seta pocetnica ITS1/1TS2 kod Cetiri testirana
izolata. Dobivenim rezultatima utvrdeno je da svi izolati imaju identi¢nu sekvencu u ITS-
regiji. BLAST analiza sekvenci ITS rDNA podrzala je morfoloSku identifikaciju vrste pri Eemu
je utvrdeno da najblize podudaranje iznosi 100 % homolognosti u bazi podataka NCBI s
vrstom A. alternata (GenBank pristupni broj OL514181).

Slika 4.2 Vizualizacija PCR produkata amplificiranih setom pocetnica ITS1/ITS2 (1- 4)
veliine 205 bp (—); ITS1/ITS4 (5- 8) veliCine 530 bp () za vrstu Alternaria alternata; M -
marker molekularne veli€ine fragmenata 100, 200, 300, 400, 500 bp; N, negativna kontrola.
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4.1.3. Rezultati morfoloske determinacije bakterije Pseudomonas sp.

Izolirana bakterija Pseudomonas syringae pv. tomato na hranjivom mediju NA formira
kremasto bijele, blago izdignute, glatke i okrugle kolonije s nepravilnim rubovima. Na NSA,
bakterija stvara kolonije koje su takoder kremasto bijele boje, koveksne, glatke i sluzave,
dok na King B agaru, vrsta P. syringae pv. tomato stvara kolonije s obilnim flourescentnim
pigmentom koji difundira u podlogu.

IstraZivanjem rasta i razvoja kolonija na razli€itim hranjivim medijima, zabiljeZeno je da
izolirana bakterija P. syringae pv. tomato razvija kolonije na NA i NSA agaru nakon 48 sati,
dok na King B agaru formira kolonije nakon 72 sata u uvjetima inkubacije od 28 °C, u mraku.

Istrazivanjem mikroskopskih karakteristika bakterije, na svjetlosnom mikroskopu
uoCene su pokretne Stapicaste bakterije. Veli€ina stanica bakterije u prosjeku iznosi 1,8 um
duljine.

Ispitivanjem topivosti KOH testom, potvrdeno je da je izolirana bakterija Gram
negativna.

Rezultati testa produkcije flourescentnog pigmenta dokazuju da testirana bakterija
razvija flourescentni pigment na King B mediju, $to se postize vizualizacijom pomoc¢u UV-
transiluminatora.

MorfoloSke karakteristike i reakcije bakterije P. syringae pv. tomato na biokemijske

testove, prikazani su slikom 4.3.
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Slika 4.3 Morfolo$ke karakteristike bakterije Pseudomonas syringae pv. tomato — Cista kultura
na KB (A), NA (B), NSA (C) nakon 3 dana. Bakterijske stanice vidljive svjetlosnim
mikroskopom (D). Izgled kolonije pod stereomikroskopom na NA (E), NSA (F) i KB (G); KOH
test (E). Testiranje fluorescentnog pigmenta kolonije na UV- transiluminatoru (F).
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4.1.4. Rezultati molekularne identifikacije bakterije Pseudomonas sp.

Sekvenciranjem amplificiranog odsjecka izolata Pseudomonas sp. koriStenjem seta
pocCetnica preuzetima iz rada Guilbaud i sur. (2015), izolati su identificirani kao vrsta P.
syringae pv. tomato (Slika 4.4). Duljine sekvenci odredene metodom razdvajanja DNA
odsjeCaka gel elektroforezom, iznosile su 144 bp koristenjem seta dizajniranih pocetnica
(Gulbaud i sur., 2015) kod 3est testiranih izolata. BLAST analiza sekvenci podrzala je
morfolosku identifikaciju vrste pri ¢emu je utvrdeno da podudaranje iznosi 100 %
homolognosti u NCBI bazi podataka s vrstom P. syringae pv. tomato (GenBank pristupni
broj CP019874).

Slika 4.4 Vizualizacija PCR produkata amplificiranih setom Psy pocetnica prema Guilbaud
i sur. (2015) veli¢ine 144 bp (—*) (1-6) za vrstu Pseudomonas syringae pv. tomato; M -
marker molekularne veli€ine fragmenata 100, 200, 300, 400, 500 bp; N, negativna kontrola.
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4.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije borne i
fenilboronske kiseline u uvjetima in vitro

4.2.1. Antimikoti€ki u€inak borne kiseline na rast patogena Alternaria
alternata

Rezultati istrazivanja antimikotiCkog ucinka BA na rast micelija patogena A. alternata
usporedno s kontrolnom varijantnom bez BA (0 %), prikazani su tablicom 4.3 i slikom 4.5.
Rast micelija patogene gljive A. alternata zabiljezen je na svim hranjivim podlogama koje
sadrze testirane koncentracije BA (0,04 % - 0,3 %). Na hranjivom mediju s 0,04 % BA, rast
micelija gljive smanjen je za 27 %, dok je na hranjivoj podlozi s 0,05 %, 0,06 % i 0,07 % BA,
rast micelija smanjen za 37 %, 45 % i 33 % u odnosu na kontrolu. Rast micelija gljivicnog
patogena na hranjivim podlogama s 0,08 %, 0,09 % i 0,1 % BA, reduciran je za 31 %, 37
% 121 %, dok je na hranjivoj podlozi s 0,2 % i 0,3 % BA, zabiljeZeno smanjenje rasta micelija
za 16 % i 9 % u odnosu na kontrolu.

Srednje vrijednosti povrSine micelija patogena A. alternata zna¢ajno su smanjene u
varijantama s koncentracijama 0,04 % - 0,2 % BA, dok srednja vrijednost povrsine micelija
gljive u varijanti s 0,3 % BA, nije znaajno smanjena u odnosu na srednje vrijednosti

kontrolne skupine (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.3. Antimikoticki ucinak razli¢itih koncentracija BA na povrsinu micelija patogena
Alternaria alternata nakon 5 dana.

koncentracija

BA (%) 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,2 0,3 0

srednja vrijednost 12,00c 11 2ab 9,72 11,8abc 12 Dabc 11,2ab 14¢d 14,9¢d 16,20 17,7e+

pozgig?;mscsma +11 +0,7 +04 +1 +0,5 +1,3 +01 1 +0,6 0,5

* razli¢ita slova ozna¢avaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

)
) (& f

Kontrola 0,04 % 0,05 % 0,06 % 0,07 % 0,08 % 0,09 % 0,1 % 0,2 %
(Alt.+ dH20)

Slika 4.5 AntimikotiCki u€inak BA na rast i razvoj patogena Alternaria alternata usporedno s
kontrolom nakon 5 dana.
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4.2.2. Antimikoticki u€inak fenilboronske kiseline na rast patogena
Alternaria alternata

Rezultati istrazivanja antimikotickog ucinka PBA na rast micelija patogena A. alternata
usporedno s kontrolom bez PBA (0 %), prikazani su tablicom 4.4 i slikom 4.6. Na hranjivim
podlogama koje sadrze testirane koncentracije PBA (0,05 % - 0,3 %), nije zabiljezen rast
micelija gljive A. alternata. Na hranjivom mediju s 0,04 % PBA rast micelija gljive smanjen
je za 98 %, dok je na hranjivim podlogama s 0,05 % - 0,3 % PBA, rast micelija smanjen za

100 % u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Tablica 4.4. AntimikotiCki ucinak razli€itih koncentracija PBA na povrSinu micelija patogena
Alternaria alternata nakon 5 dana.

koncentracija
PBA (%) 0,04 005 0,06 0,07 008 009 0,1 0,2 0,3 0
srednja vrijednost
povrsine micelija 0,33 0 0 0 0 0 0 0 0 17,7
(cm?)

Kontrola 0,04 % 0,05 % 0,06 % 0,07 % 0,08 % 0,09 % 0,1 % 0,2 %
(Alt.+ dH20)

Slika 4.6 AntimikotiCki u¢inak PBA na rast i razvoj patogena Alternaria alternata usporedno
s kontrolom nakon 5 dana.
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4.2.3. Antibakterijski u€inak borne kiseline na broj kolonija patogena P.
syringae pv. tomato

Rezultati istraZivanja antibakterijskog u¢inka BA na broj kolonija patogena P. syringae
pv. tomato usporedno s kontrolom bez BA (0 %), prikazani su tablicom 4.5 i slikom 4.7. Na
hranjivim podlogama sa svim testiranim koncentracija (0,04 % - 0,3 % BA), zabiljeZen je
rast kolonija patogena. Na hranjivom mediju s 0,04 % BA, broj kolonija bakterije smanjen je
za 4 %, dok je na hranjivim podlogama s 0,06 %, 0,07 %, 0,08 % i 0,09 % BA, broj kolonija
smanjen za 15 %, 38 %, 68 % i 34 % u usporedbi s kontrolnom skupinom. Na hranjivim
podlogama koje su sadrzavale 0,1 % i 0,2 % BA, broj kolonija je reduciran za 60 % i 70 %
u usporedbi s kontrolom, dok na hranjivoj podlozi s 0,3 % BA, rast patogena nije zabiljezen.

Na hranijivoj podlozi s 0,05 % BA, broj kolonija je uve¢an za 12 % u odnosu na kontrolu.

Tablica 4.5. Antibakterijski ucinak razli€itih koncentracija BA na broj kolonija patogena
Pseudomonas syringae pv. tomato nakon 72 sata.

koncentracija

BA (%) 004 005 0,06 007 008 0,09 0,1 0,2 03 0

srednja
vrijednost broja  173,3 205,3 153 111,6 57 1196 716 543 O 180,3
kolonija
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4.2.4. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline na broj kolonija
patogena P. syringae pv. tomato

Antibakterijski u€¢inak PBA na broj kolonija patogena P. syringae pv. tomato usporedno
s kontrolom bez PBA (0 %), prikazan je tablicom 4.6 i slikom 4.8. Na hranjivim podlogama
koje sadrze koncentracije 0,05 % - 0,3 % PBA, kolonije patogena P. syrinage pv. tomato
nisu zabiljezene. Na hranjivom mediju s 0,04 % PBA, broj kolonija bakterije reduciran je za

34 % u odnosu na kontrolu.

Tablica 4.6. Antibakterijski ucinak razliCitih koncentracija PBA na broj kolonija
Pseudomonas syringae pv. tomato nakon 72 sata.

koncentracija

PBA (%) 0,04 005 0,06 0,07 008 009 01 02 03 0

srednja vrijednost

) o 120 0 0 0 0 0 0 0 0 180,3
broja kolonija
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4.2.5. Antibakterijski u€inak borne kiseline na veli€inu kolonija patogena
P. syringae pv. tomato

Rezultati istrazivanja antibakterijskog u€inka BA na veli€inu kolonija patogena P.
syringae pv. tomato usporedno s kontrolnom varijantnom bez BA (0 %), prikazani su
tablicom 4.7 i slikom 4.7. Na hranjivim podlogama koje sadrze koncentracije 0,04 % - 0,2
% BA, zabiljezen je rast kolonija patogena P. syrinage pv. tomato, dok na podlozi s 0,3 %
BA, rast kolonija bakterije nije zabiljezen. Na hranjivom mediju s 0,04 % i 0,05 % BA,
povrsina kolonija bakterije reducirana je za 74 % i 76 %, dok je na hranjivim podlogama s
0,06 %, 0,07 %, 0,08 % i 0,09 % BA, povrSina kolonija smanjena za 71 %, 83 %, 92 % i 76
% u usporedbi s kontrolnom skupinom. Na hranjivim podlogama koje su sadrzavale 0,1 %
i 0,2 % BA, povrsina kolonija je reducirana za 92 % i 96 % u usporedbi s kontrolom bez BA,
dok na hranjivoj podlozi s 0,3 % BA, rast patogena nije zabiljezen.

Tablica 4.7. Antibakterijski ucinak razliitih koncentracija BA na povrSinu kolonija
Pseudomonas syringae pv. tomato nakon 72 sata.

koncentracija

BA (%) 0,04 005 006 0,07 008 0,09 01 0,2 0,3 0

srednja vrijednost
povrSine kolonija 4.4 4,0 4.8 2,9 1,4 4,0 1,4 0,6 0 16,7
(cm?)

q /,' - \\,“ “’/, - \\\ . \

Kontrola 0,04 % 0,05 % 0,06 % 0,07 % 0,08 % 0,09 % 0,1 % 0,2%
(Pst.+ dH20)

Slika 4.7 Antibakterijski u¢inak BA na broj i povrsinu kolonija patogena Pseudomonas syringae
pv. tomato usporedno s kontrolom nakon 72 sata.
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4.2.6. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline na veli€inu kolonija
patogena P. syringae pv. tomato

Rezultati istrazivanja antibakterijskog uc€inka PBA na veli€inu kolonija patogena P.
syringae pv. tomato usporedno s kontrolnom varijantnom bez PBA (0 %), prikazani su
tablicom 4.8 i slikom 4.8. Na hranjivim podlogama s koncentracijama 0,05 % - 0,3 % PBA,
kolonije patogena P. syrinage pv. tomato nisu rasle. Na hranjivom mediju s 0,04 % PBA

povrsina kolonija bakterije reducirana je za 92 % u odnosu na kontrolu.

Tablica 4.8. Antibakterijski ucinak razliCitih koncentracija PBA na povrSinu kolonija
Pseudomonas syringae pv. tomato nakon 72 sata.

koncentracija

PBA (%) 0,04 0,05 006 007 008 009 01 0,2 0,3 0

srednja vrijednost
povrsine kolonija 1,27 0 0 0 0 0 0 0 0 16,7
(cm?)

=

. "“\_\ /..»- /w,.-..,.-_ ; 4 5 ’_‘"_"x‘\. ‘/,,x»'-».-;‘; . )
YOO OO O

S—

Kontrola 0,04 % 0,05 % 0,06 % 0,07 % 0,08 % 0,09 % 0,1 %
(Pst.+ dH20)

Slika 4.8 Antibakterijski u€inak PBA na broj i povrSinu kolonija patogena Pseudomonas
syrinage pv. tomato usporedno s kontrolom nakon 72 sata.
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4.2.7. Antibakterijski u€inak borne kiseline na broj kolonija bakterije E.
coli

Antibakterijski u€inak BA na broj kolonija bakterije E. coli usporedno s kontrolnom
varijantnom bez BA (0 %), prikazan je tablicom 4.9 i slikom 4.9. Na hranjivim podlogama s
koncentracija 0,04 % - 0,2 % BA zabiljezen je rast kolonija bakterije, dok na hranjivom
mediju s 0,3 % BA, rast kolonija bakterije nije zabiljezen. Na podlozi s 0,04 %, 0,05 % i 0,06
% BA, broj kolonija bakterije smanjen je za 84 %, 45 % i 84 %, dok je na hranjivim
podlogama s 0,07 %, 0,08 % i 0,09 % BA, broj kolonija smanjen za 86 %, 87 % i 45 % u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Na hranjivim podlogama koje su sadrZzavale 0,1 % i 0,2
% BA, broj kolonija je reduciran za 86 % i 84 % u usporedbi s kontrolom, dok na hranijivoj

podlozi s 0,3 % BA, rast patogena nije zabiljezen.

Tablica 4.9. Antibakterijski ucinak razli€itih koncentracija BA na broj kolonija Escherichia
coli nakon 72 sata.

koncentracija

BA (%) 0,04 005 006 007 008 009 01 0,2 0,3 0

srednja vrijednost

) o 426 148 43 39 36 148,6 37 42,7 0 270
broja kolonija
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4.2.8. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline na broj kolonija
bakterije E. coli

Antibakterijski u€inak PBA na broj kolonija bakterije E. coli usporedno s kontrolnom
varijantnom bez PBA (0 %), prikazan je tablicom 4.10 i slikom 4.10. Na mediju s
koncentracija 0,04 % - 0,09 % PBA, zabiljezen je rast kolonija bakterije, dok na hranjivom
mediju s 0,1 %, 0,2 % i 0,3 % PBA, nije uoCen rast bakterija. Na podlozi s 0,04 %, 0,05 % i
0,06 % PBA, broj kolonija bakterija smanjen je za 85 %, 85 %, 62 %, dok je na hranjivim
podlogama s 0,07 %, 0,08 % i 0,09 % PBA, broj kolonija smanjen za 85 %, 87 % i 92 % u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Na hranjivim podlogama koje su sadrzavale 0,1 % i 0,2
% i 0,3 % PBA, broj kolonija bakterije E. coli reduciran je za 100 % u usporedbi s kontrolom,

tj. na navedenim varijantama nije zabiljezen rast kolonija.

Tablica 4.10. Antibakterijski u€inak razli¢itih koncentracija PBA na broj kolonija Escherichia
coli nakon 72 sata.

koncentracija

PBA (%) 0,04 005 006 0,07 008 0,09 01 0,2 0,3 0

srednja vrijednost

; " 39,6 42 104 413 351 206 0 0 0 270
broja kolonija
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4.2.9. Antibakterijski u€¢inak borne kiseline na veli€inu kolonija bakterije
E. coli

Antibakterijski u€inak BA na veli€inu kolonija bakterije E. coli usporedno s kontrolom
bez BA (0 %), prikazan je tablicom 4.11 i slikom 4.9. Na hranjivim podlogama s
koncentracijama 0,04 % - 0,2 % BA, zabiljeZen je rast kolonija bakterije, dok na hranjivom
mediju s 0,3 % BA, rast kolonija bakterije nije zabiljeZzen. Na hranjivom mediju s 0,04 %,
0,05 % i 0,06 % BA, povrsina kolonija bakterije smanjena je za 85 %, 83 % i 95 %, dok je
na hranjivim podlogama s 0,07 %, 0,08 % i 0,09 % BA, povrSina kolonija smanjena za 93
%, 86 % i 85 % u usporedbi s kontrolnom skupinom. Na hranjivim podlogama koje su
sadrzavale 0,1 % i 0,2 % BA, povrSina kolonija reducirana je za 95 % i 97 % u usporedbi s

kontrolom, dok na hranijivoj podlozi s 0,3 % BA, rast patogena nije zabiljezen.

Tablica 4.11. Antibakterijski ucinak razliitih koncentracija BA na povrSinu kolonija
Escherichia coli nakon 72 sata.

koncentracija
BA (%)

srednja vrijednost
povrsine kolonija 15 1,7 0,5 0,7 1,3 1,5 0,5 0,3 0 9,8
(cm?)

0,04 005 006 007 008 009 01 0,2 0,3 0

ole

Kontrola 0,04 % 0,05 % 0,06 % 0,07 % 0,08 % 0,09 % 0,1% 0,2 % 0,3 %
(E.c + dH20)

Slika 4.9 Antibakterijski u€inak BA na broj i povrsinu kolonija bakterije Escherichia coli u
odnosu na kontrolu nakon 72 sata.
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4.2.10. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline na veli¢inu kolonija
bakterije E. coli

Ucinak PBA na veli€inu kolonija bakterije E. coli usporedno s kontrolom bez PBA (0
%), prikazan je tablicom 4.12 i slikom 4.10. Na mediju s koncentracijama 0,04 % - 0,09 %
PBA, zabiljezen je rast kolonija bakterije, dok na hranjivom mediju s 0,1 %, 0,2 % i 0,3 %
PBA, nije uoCen rast bakterije. Na podlogama s 0,04 %, 0,05 % i 0,06 % PBA, povrsina
kolonija bakterije E. coli smanjena je za 90 %, 98 % i 93 %, dok je na hranjivim podlogama
s 0,07 %, 0,08 % i 0,09 % povrSina kolonija smanjena za 97 %, 95 % i 99,6 % u usporedbi
s kontrolnom skupinom. Na hranjivim podlogama koje su sadrzavale 0,1 % i 0,2 % i 0,3 %
PBA, povrsina kolonija bakterije E. coli reducirana je za 100 % u usporedbi s kontrolom, tj.

na navedenim varijantama nije zabiljezen rast kolonija.

Tablica 4.12. Antibakterijski ucinak razli¢itih koncentracija PBA na povrSinu kolonija
Escherichia coli nakon 72 sata.

koncentracija
PBA (%)

srednja vrijednost
povrSine kolonija 1,0 0,2 0,6 0,3 0,5 0,04 0 0 0 9,8
(cm?)

0,04 005 006 007 008 009 01 0,2 0,3 0

Kontrola 0,04 % 0,05 % 0,06 % 0,07 % 0,09 % 0,1% 0,2 %
(E.c + dH20)

Slika 4.10 Antibakterijski u¢inak PBA na broj i povrinu kolonija bakterije Escherichia coli u
odnosu na kontrolu nakon 72 sata (original).
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4.3. Metoda inhibicije bakterije E. coli ispiranjem s plodova
rajéice u uvjetima in vitro

4.3.1. Uc¢inak borne kiseline na broj kolonija bakterije E. coli ispiranjem s
plodova rajc€ice

Rezultati inhibicije broja kolonija E. coli ispiranjem plodova raj€ice s rasponom MIC BA
usporedno s kontrolom — dH2O i etanolom (C>HsOH) (1%), prikazani su tablicom 4.13 i
slikom 4.11. Nakon ispiranja plodova s koncentracijama % MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2
MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA, na hranjivim podlogama zabiljezen je rast kolonija bakterije
E. coli. Broj kolonija bakterije nakon ispiranja plodova rajcice s ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC
BA, inhibiran je za 39 %, 65 %, 85 % i 80 % u odnosu na ispiranje s dH20. Ispiranje
kontaminiranih plodova rajcice s %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA rezultiralo je inhibicijom
broja kolonija bakterije za 46 %, 69 %, 86 % i 82 % u odnosu na kontrolno ispiranje s
C2HsOH (1%).

Srednje vrijednosti broja kolonija vrste E. coli zna¢ajno su smanjene u svim testiranim
varijantama (Y2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA) u usporedbi sa srednjim vrijednostima broja
kolonija u kontrolnim varijantama gdje su plodovi ispirani s dH.0 i C,HsOH (1 %) (P <0,05,

Tukey test).

Tablica 4.13. UC€inak raspona MIC BA na broj kolonija bakterije Escherichia coli ispiranjem
s plodova rajcice usporedno s kontrolnim ispiranjem (dH>O i C,HsOH) nakon 72 sata.

koncentracija dH20 CHsOH >MICBA 1MICBA 2MICBA 3 MICBA
(%) + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c.
srednja

vrijednost broja  32,6a+2,5 372+ 2,0 20°+1,0 11,6°+0,5 59+ 1,0 6,66+ 0,5
kolonija + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statistiCki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Y2 MIC 1MIC 2MIC 3 MIC

Kontrola o
(E.c +dH20) RetOR N (0,15 %) BA (0,3%) BA (0,6 %) BA (0,9%) BA

Slika 4.11 Inhibitorni uCinak raspona MIC BA na bakteriju Escherichia coli ispiranjem s
plodova raj€ice usporedno s kontrolnim varijantama dH>O i C;HsOH (1%) nakon 72 sata.
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Smanjenje broja kolonija E. coli ispiranjem s BA s plodova rajCice i 120-minutnom
izloZenoS¢u plodova usporedno s kontrolom - dH2O i C:HsOH (1 %), prikazani su tablicom
4.14 i slikom 4.12. Nakon ispiranja plodova s koncentracijama ¥2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3
%), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA i vremenskom ekspozicijom plodova u navedenim
koncentracijama, zabiljeZen je rast kolonija bakterije E. coli. Broj kolonija bakterije E. coli
nakon ispiranja plodova raj€ice i izloZzenosti plodova u ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA,
inhibiran je za 75 %, 86 %, 86 % i 90 % u odnosu na ispiranje s dH-O. Ispiranje plodova
rajCice kontaminiranih bakterijom E. coli s %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA i vremenske
ekspozicije u navedenim koncentracijama, rezultiralo je inhibicijom broja kolonija bakterije
od 78 %, 88 %, 88 % i 91 % u odnosu na kontrolno ispiranje s C,HsOH (1%).

Srednje vrijednosti broja kolonija vrste E. coli zna¢ajno su manje u svim testiranim
varijantama (Y2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA) u usporedbi s kontrolnim varijantama na
kojima su koristene dH>0 i C;HsOH (1 %) (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.14. UCinak raspona MIC BA na broj kolonija bakterije Escherichia coli ispiranjem
i 120- minutnom ekspozicijom plodova raj€ice usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH»O i
C2Hs0OH (1 %) nakon 72 sata.

koncentracija dH20 C2Hs0OH % MIC BA 1 MIC BA 2 MIC BA 3 MIC BA
(%) + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c.
srednja

vrijednost broja 32,6625 379+ 2,0 8,3°+0,5 4,6%*+05 46%+05 3,32£0,5
kolonija + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Kontrola C2HsOH (1%) %2 MIC 1MIC 2MIC 3 MIC
(E.c +dH20) (0,15 %) BA (0,3 %) BA (0,6 %) BA (0,9 %) BA

Slika 4.12 Inhibitorni u€inak raspona MIC BA na bakteriju Escherichia coli ispiranjem i 120-
minutnom ekspozicijom plodova rajcice usporedno s kontrolnim varijantama dH.O i C2HsOH
(1%) nakon 72 sata.
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4.3.2. Ué¢inak fenilboronske kiseline na broj kolonija bakterije E. coli
iIspiranjem s plodova rajéice

Rezultati inhibicije broja kolonija E. coli ispiranjem plodova rajcice s rasponom MIC
PBA usporedno s kontrolom - dH20 i C2:HsOH (1%), prikazani su tablicom 4.15 i slikom 4.13.
Nakon ispiranja plodova s koncentracijama ¥z MIC (0,05 %), 1 MIC (0,1 %), 2 MIC (0,2 %)
i 3 MIC (0,3 %) PBA, na hranjivim podlogama, zabiljeZen je rast kolonija bakterije E. coli.
Broj kolonija bakterije E. coli nakon ispiranja s %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA s plodova
rajcice, inhibiran je za 39 %, 83 %, 38 % i 28 % u odnosu ispiranje s dH0O. Ispiranje kolonija
bakterije E. coli s 2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA s plodova rajcice, rezultiralo je
inhibicijom broja kolonija bakterije za 46 %, 85 %, 46 %, 36 % u odnosu na kontrolno
ispiranje s CoHsOH (1%).

Srednje vrijednosti broja kolonija vrste E. coli zna€ajno su manje u svim testiranim
varijantama (%2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA) u usporedbi sa srednjim vrijednostima broja
kolonija u kontrolnim varijantama - dH,O i C:HsOH (1%) (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.15. U€inak raspona MIC PBA na broj kolonija bakterije Escherichia coli ispiranjem
s plodova rajc€ice u usporedbi s kontrolnim ispiranjem dH,O i C;HsOH nakon 72 sata.

koncentracija dH20 C2Hs0OH % MICPBA 1MICPBA 2MICPBA 3MICPBA
(%) + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c.
srednja

vrijednost broja  32,6c+2,5 37,00£2,0 20,0°+1,5 562+ 0,5 20,3*+ 1,1 23,6°+0,5
kolonija + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Kontrola Y2 MIC 1MIC 2MIC 3MIC

C2HsOH (1%)

(E.c. +dH:0) (0,05 %) PBA (0,1 %) PBA (0,2 %) PBA (0,3 %) PBA

Slika 4.13 Inhibitorni u€inak raspona MIC PBA na bakteriju Escherichia coli ispiranjem plodova
rajCice usporedno s kontrolnim varijantama dH>O i C>HsOH (1%) nakon 72 sata.

67



Smanjenje broja kolonija E. coli ispiranjem s plodova raj¢ice s PBA i 120-minutnom
izloZenoS¢u plodova usporedno s kontrolama - dH2O i C:HsOH (1%), prikazani su tablicom
4.16 i slikom 4.14. Nakon ispiranja plodova s koncentracijama ¥2 MIC (0,05 %), 1 MIC (0,1
%), 2 MIC (0,2 %) i 3 MIC (0,3 %) PBA i ekspozicijom plodova u navedenim
koncentracijama, zabiljeZen je rast kolonija bakterije E. coli. Broj kolonija bakterije E. coli
nakon ispiranja i ekspozicije plodova plodova rajCice u ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA u
navedenom rasponu koncentracija, inhibiran je za 80 %, 65 %, 55 % i 87 % u odnosu na
ispiranje s dH:0O. Ispiranje i vremenska ekspozicija plodova rajCice kontaminiranih
bakterijom E. coli s ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA, rezultiralo je smanjenjem broja
kolonija bakterije za 82 %, 70 %, 61 % i 88 % u odnosu na kontrolno ispiranje s CoHsOH (1
%).

Srednje vrijednosti broja kolonija vrste E. coli, zna¢ajno su manje u svim testiranim
varijantama (%2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA) u usporedbi sa srednjim vrijednostima broja
kolonija u kontrolnim ispiranjima s dH.O i C;HsOH (1%) (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.16. U€inak raspona MIC PBA na broj kolonija bakterije Escherichia coli ispiranjem
i 120 minutnom ekspozicijom plodova raj€ice usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH-O i
C2Hs0H (1 %) nakon 72 sata.

koncentracija dH20 C2HsOH % MICPBA 1MICPBA 2MICPBA 3MICPBA
(%) + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c.
srednja

vrijednost broja  32,6°+25 37,00£20 6,62+0,5 11,3*+ 0,5 14,6°+0,5 4,32+0,5
kolonija + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Kontrola %2 MIC 1MIC 2MIC 3 MIC

(E.c. +dHz0) C2HsOH (1%) (0,05 %) PBA (0,1 %) PBA (0,2 %) PBA (0,3 %) PBA

Slika 4.14 Inhibitorni u€inak raspona MIC PBA na bakteriju Escherichia coli ispiranjem i 120—
minutnom ekspozicijom plodova rajcice usporedno s kontrolnim varijantama dH-O i C.HsOH
(1%) nakon 72 sata.
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Antibakterijski uCinak na broj kolonija patogena E. coli nakon ispiranja s MIC PBA
usporedno s kontrolnim ispiranjem s BA u istom MIC rasponu, dH2O i C:HsOH (1%),
prikazan je tablicom 4.17. Prema Tukey testu (P <0,05), srednje vrijednosti broja kolonija
patogena E. coli u varijantama s 1 MIC (0,1 %), 2 MIC (0,2 %) i 3 MIC (0,3 %) PBA u odnosu
na ispiranje s MIC koncentracijama BA, dH-»O i C,HsOH (1%), znaajno su manje. Srednje
vrijednosti broja kolonija patogena E. coli u varijanti s ¥2 MIC (0,05 %) PBA, nisu znacajno
promijenjene u odnosu na srednje vrijednosti broja kolonija u varijanti s BA, dok su znacajno
manje u odnosu ha kontrolno ispiranje s dH,O i C:HsOH (1%) (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.17. Antibakterijski uCinak PBA na broj kolonija patogena Escherichia coli
usporedno s kontrolama - BA, dH»0 i C;HsOH (1 %) unutar iste vrijednosti MIC nakon 72
sata.

Escherichia coli

dH20+ E.c. C2HsOH (1%)+ E.c. BA+ E.c. PBA+ E.c.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost  srednja vrijednost  srednja vrijednost
broja kolonija £ broja kolonija + broja kolonija £ broja kolonija +
SD SD SD SD
% MIC 32,62+ 2,5 372+ 2,0 20,00+ 1,0 20,0t + 1,5
1 MIC 32,62+ 2,5 372+ 2,0 11,6°+ 0,5 5,6c+ 0,5
2 MIC 32,62+ 2,5 372+ 2,0 5,00+ 0,0 20,3¢+1,1
3 MIC 32,62+ 2,5 372+ 2,0 6,6+ 0,5 23,66+ 0,5

* razli¢ita slova oznacGavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Antibakterijski u€inak na broj kolonija patogena E. coli nakon ispiranja i 120-minutne
izloZzenosti plodova u rasponu MIC PBA usporedno s kontrolnim ispiranjem s BA u istom
MIC rasponu, dH20 i C2HsOH (1%), prikazan je tablicom 4.18. Prema Tukey testu (P <0,05),
srednje vrijednosti broja kolonija patogena E. coli u varijantama s 1 MIC (0,1%) i 2 MIC (0,2
%) PBA u odnosu na ispiranje s MIC koncentracijama BA, dH.O i C;HsOH (1%), zna¢ajno
su smanjene. Srednje vrijednosti broja kolonija patogena E. coli u varijantama s ¥ MIC
(0,05 %) ii 3 MIC (0,3 %) PBA, nisu znacajno promijenjene u odnosu ha srednje vrijednosti
broja kolonija nakon ispiranja s BA, dok su u odnosu na kontrolno ispiranje s dH>O i CoHsOH

(1%), znacajno smanjene (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.18. Antibakterijski u¢inak PBA na broj kolonija patogena Escherichia coli nakon
ispiranja i 120- minutne ekspozicije plodova rajcice usporedno s kontrolama -BA, dH.O i
C2HsOH unutar iste vrijednosti MIC nakon 72 sata.

Escherichia coli

dH20+ E.c. C2HsOH (1%) BA+ E.c. PBA+ E.c.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost  srednja vrijednost
broja kolonija + broja kolonija £ broja kolonija + broja kolonija +
SD SD SD SD
% MIC 32,62+ 2,5 37,02+ 2,0 8,3*+0,5 6,6+ 0,5
1 MIC 32,62+ 2,5 37,02+ 2,0 4,6°+£0,5 11,3°+0,5
2 MIC 32,62+ 2,5 37,02+ 2,0 4,66+0,5 14,6°+ 0,5
3 MIC 32,62+25 37,02+ 2,0 3,3*+0,5 4,3°+0,5

* razli¢ita slova oznacavaju statistiCki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.3.3. Uc¢inak borne kiseline na veli€inu kolonija bakterije E. coli
ispiranjem s plodova rajc€ice

Rezultati mjerenja povrsine kolonija E. coli ispiranjem plodova raj€ice s rasponom MIC
BA usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH-O i C;HsOH (1%), prikazani su tablicom 4.19 i
slikom 4.11. Nakon ispiranja plodova s koncentracijama ¥ MIC (0,15 % ), 1 MIC (0,3 %), 2
MIC (0,6 %) i3 MIC (0,9 %) BA, zabiljezen je rast kolonija bakterije E. coli. PovrSina kolonija
bakterije E. coli nakon ispiranja plodova rajcice s %2 MIC, 1 MIC i 2 MIC BA viSa je za 60 %,
54 % i 28 % u odnosu na ispiranje s dH,O, dok je povrSina kolonija bakterija nakon ispiranja
s 3 MIC BA inhibirana za 50 %. Ispiranje plodova rajCice kontaminiranih bakterijom E. coli
s ¥ MIC, 1 MIC i 2 MIC BA rezultiralo je poveéanjem ukupne povrsine kolonija bakterije za
71 %, 66 % i 47 % u odnosu na kontrolno ispiranje s C:HsOH (1 %), dok je povrSina kolonija
bakterije nakon ispiranja s 3 MIC BA, inhibirana za 32 %.
Srednje vrijednosti povrSine kolonija vrste E. coli zna¢ajno su vece pri ispiranju plodova
s ¥ MIC, 1 MIC, i 2 MIC BA u usporedbi s kontrolnim ispiranjem s dH>O i C2HsOH (1%).
Premda je ispiranje s 3 MIC BA smanijilo ukupnu povrsinu kolonija E. coli, ono statisticki nije

znacajno (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.19. Uc&inak raspona MIC BA na povrSinu kolonija bakterije Escherichia coli
ispiranjem plodova raj€ice usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH»O i C2HsOH (1 %) nakon
72 sata.

dH0+ C2HsOH *»»MICBA 1MICBA 2MICBA 3 MICBA

koncentracija (%) Ec +E.c. +E.c. + E.C. + E.c. + E.c.

srednja vrijednost
povrSine kolonija  3,42+0,2 2,5°+0,1 8,6°+0,6 7,49+0,2 4,7°+0,6 1,7°+04
(cm?) + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statistiCki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Rezultati mjerenja povrSine kolonija E. coli ispiranjem i 120- minutnom ekspozicijom
plodova u otopini raspona MIC BA usporedno s kontrolnim ispiranjem s dHO i C2HsOH)
(1%), prikazani su tablicom 4.20 i slikom 4.12. Nakon ispiranja i vremenske ekspozicije
plodova u koncentracijama ¥z MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %)
BA, zabiljezen je rast kolonija bakterije E. coli. PovrSina kolonija bakterije E. coli nakon
ispiranja i ekspozicije plodova s %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA inhibirana je za 74 %, 97
%, 88 % i 91 % u odnosu na ispiranje s dHO. Ispiranje i ekspozicija plodova kontaminiranih

bakterijom E. coli s ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA rezultiralo je smanjenjem povrsine
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kolonija bakterije za 64 %, 96 %, 84 %, 88 % u odnosu na kontrolno ispiranje s CoHsOH
(1%).

Srednje vrijednosti povrSine kolonija vrste E. coli zna¢ajno su manje u svim testiranim
varijantama (¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA) u usporedbi sa srednjim vrijednostima
povrSine kolonija nakon kontrolnih ispiranja s dH20 i C2HsOH (1%) (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.20. Ucinak raspona MIC BA na povrsinu kolonija bakterije Escherichia coli
ispiranjem i ekspozicijom plodova rajcCice usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH->O i
C2Hs0H (1 %) nakon 72 sata.

koncentracija (%) dH20 C:HsOH Y»>MICBA 1MICBA 2MICBA 3 MICBA
I 0 + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c. + E.c.
srednja vrijednost
povrsine kolonija 3,49+0,2 25°+0,1 0,9°+0,1 0,12+0,2 0,42+0,0 0,32+0,8
(cm?) + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statistiCki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05
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4.3.4. Uc¢inak fenilboronske kiseline na veli€inu kolonija bakterije E. coli
iIspiranjem s plodova rajéice

Rezultati mjerenja povrsine kolonija E. coli ispiranjem plodova raj€ice s rasponom MIC
PBA usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH20 i C2HsOH (1%) prikazani su tablicom 4.21
i slikom 4.13. Nakon ispiranja plodova s koncentracijama ¥2 MIC (0,05 %), 1 MIC (0,1 %), 2
MIC (0,2 %) i 3 MIC (0,3 %) PBA, zabiljezen je rast kolonija bakterije E. coli. PovrSina
kolonija E. coli nakon ispiranja plodova rajcice s ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA smanjena
je za 41 %, 59 %, 53 % i 85 % u odnosu na kontrolno ispiranje s dH;O. Ispiranje
kontaminiranih plodova rajcice s %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA rezultiralo je smanjenjem
ukupne povrsine kolonija bakterije E. coli za 20 %, 44 %, 36 % i 80 % u odnosu na kontrolno
ispiranje s C2HsOH (1%).

Srednje vrijednosti povrSine kolonija vrste E. coli zna¢ajno su manje u svim testiranim
varijantama (%2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA) u usporedbi s kontrolnim ispiranjem s dH,O
i C2HsOH (1%) (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.21. UCinak raspona MIC PBA na povrSinu kolonija bakterije Escherichia coli
ispiranjem s plodova rajcice usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH>O i C2HsOH (1 %)
nakon 72 sata.

dH20 C2HsOH Y»2MIC PBA 1MICPBA 2MIC PBA 3 MIC PBA

koncentracija (%) +Ec. +Ewc. +EcC. +E.c. +E.c. +E.c.

srednja vrijednost
povrSine kolonija  3,4¢+0,2 259+0,1 2,0°+0,2 1,4v+0,2 1,60+0,4 0,52+£0,2
(cm?) £ SD

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Rezultati mjerenja povrSine kolonija E. coli ispiranjem i 120-minutnom izloZzeno$¢u
plodova rajcice rasponu MIC PBA usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH>O i C,HsOH
(1%), prikazani su tablicom 4.22 i slikom 4.14. Nakon ispiranja i ekspozicije plodova u
koncentracijama % MIC (0,05 %), 1 MIC (0,1 %), 2 MIC (0,2 %) i 3 MIC (0,3 %) PBA,
zabiljeZen je rast kolonija bakterije E. coli. PovrSina kolonija bakterije E. coli nakon ispiranja
i ekspozicije plodova u %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA, inhibirana je za 97 %, 68 %, 94
% i 97 % u odnosu na ispiranje s dH2O. Ispiranje i ekspozicija plodova rajCice u %2 MIC, 1
MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA rezultiralo je smanjenjem ukupne povrsine kolonija bakterije E. coli
za 96 %, 56 %, 92 % i 96 % u odnosu na kontrolno ispiranje s CoHsOH (1%).

Srednje vrijednosti ukupne povrSine kolonija vrste E. coli zna¢ajno su manje u svim
testiranim varijantama (2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA) u usporedbi sa kontrolnim
varijantama s dH,0 i C2HsOH (1%) prema Tukey testu (P <0,05).
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Tablica 4.22. U&inak raspona MIC PBA na povrsinu kolonija bakterije Escherichia coli
ispiranjem i ekspozicijom plodova rajCice usporedno s kontrolnim ispiranjem s dH>O i
C>Hs0H (1 %) nakon 72 sata.

dHz20 C2HsOH % MIC PBA 1MICPBA 2MICPBA 3 MIC PBA

koncentracija (%) +Ec. +Ec. +EcC. +E.cC. +E.c. + E.c.

srednja vrijednost
povrsine kolonija
(cm?) £ SD

3,49+

0.2 25°+0,1 0,12+0,0 1,1°+0,1 0,22+ 0,0 0,12+0,0

*razliCita slova oznacCavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Antibakterijski u€inak na veli€inu kolonija patogena E. coli nakon ispiranja s rasponom
MIC PBA usporedno s BA u istom rasponu MIC, dH;0 i C2HsOH (1%) prikazan je tablicom
4.23.

Prema Tukey testu (P<0,05), srednje vrijednosti povrsine kolonija patogena E. coli u
varijantama sa svim koncentracijama PBA, u odnosu na ispiranje s BA i dH»O, znac¢ajno su
smanjene. Srednje vrijednosti povrSine kolonija patogena E. coli u varijantama s %2 MIC
(0,05 %) i 2 MIC (0,2 %) PBA nisu znacajno razliCite u odnosu na srednje vrijednosti

povrsine kolonija u kontrolnoj varijanti s C:HsOH (1%) (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.23 Antibakterijski u€inak raspona MIC PBA na povrSinu kolonija patogena
Escherichia coli nakon ispiranja plodova rajcice usporedno s BA, dH»O i CoHsOH unutar
iste vrijednosti MIC nakon 72 sata.

Escherichia coli

dH20+ E.c. C2HsOH (1%)+ E.c. BA+ E.c. PBA+ E.c.
MIC srednja vrijednost  srednja vrijednost srednja vrijednost  srednja vrijednost
povrsine kolonija povrsine kolonija povrsine kolonija povrsine kolonija
(cm?) + SD (cm?) £ SD (cm?) £ SD (cm?) £ SD
% MIC 3,4+ 0,2 2,52 +0,1 8,6+ 0,6 2,42+ 0,2
1 MIC 3,42+ 0,2 2,5 +0,1 7,4+ 0,2 1,49+ 0,2
2 MIC 3,4+ 0,2 2,58 +0,1 4,7+ 0,6 1,62+ 0,4
3 MIC 3,42+ 0,2 2,5 +0,1 1,7¢+£0,4 0,59 + 0,2

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Antibakterijski uCinak MIC PBA na veli€inu kolonija patogena E. coli nakon ispiranja i 120-
minutne izloZenosti plodova rajcice, usporedno s istim rasponom MIC BA, dH20 i C;HsOH
(1%), prikazan je tablicom 4.24.

Prema Tukey testu (P <0,05), srednje vrijednosti povrSine kolonija bakterioznog
patogena u varijantama s ¥2 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA, ne razlikuju se zna€ajno, dok su
srednje srednje vrijednosti povrSine kolonija u varijanti s 1 MIC PBA znacajno vece u
odnosu na varijantu s BA. Isto tako, srednje vrijednosti povrsine kolonija E. coli u svim
testiranim varijantama (*2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC) PBA zna¢ajno su manje, u odnosu
na srednje vrijednosti povrSine kolonija u kontrolnim varijantama s dH2O i CoHsOH (1%)
(Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.24. Antibakterijski u€inak raspona MIC PBA na povrSinu kolonija patogena
Escherichia coli nakon ispiranja i ekspozicije plodova raj€ice usporedno s BA, dH;O i
C2HsOH unutar iste vrijednosti MIC nakon 72 sata.

Escherichia coli

dH20+ E.c. C2HsOH (1%)+ E.c. BA+ E.c. PBA+ E.c.
MIC srednja vrijednost  srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
povrsine kolonija povrsine kolonija povrsine kolonija povrsine kolonija
(cm?) + SD (cm?) £ SD (cm?) + SD (cm?3) + SD
% MIC 3,49+ 0,2 2,5¢+0,1 0,92+ 0,1 0,12+ 0,0
1 MIC 3,49+ 0,2 2,5¢+0,1 0,12+ 0,2 1,1°+0,1
2 MIC 3,4¢+0,2 2,5b+0,1 0,42+ 0,0 0,22+ 0,0
3 MIC 3,4¢+0,2 2,5 +0,1 0,32+ 0,8 0,12+ 0,0

* razliCita slova oznacCavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4. Pokus na raj€ici in vivo

4.4.1. U¢inak borne kiseline (aplicirane 2 dana prije aplikacije sterilne
destilirane vode) na povrsinu lezija rajéice

Rezultati uinka aplikacije raspona MIC BA (2 dana prije aplikacije dH-O) na povrsinu
lezija rajCice nakon 14 dana, prikazani su tablicom 4.25 i slikom 4.15. Ukupna povrSina
lezija na listovima zabiljezena je na svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija
Y MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA. Na test biljkama na koje
je aplicirana BA u koncentracijama %2 MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 10 % i 22 % ukupne
povrsine lezija, dok na test biljkama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC zabiljezeno je 34 %

i 44 % ukupne povrsine lezija u odnosu na varijantu bez BA (0 MIC).

Tablica 4.25. Ucinak MIC BA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH.O na povrSinu lezija
rajCice nakon 14 dana.

koncentracija o MIC 1
BA (%) (dH20) 2 MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
srednja vrijednost 0 9.5 223 34.4 44.4

povrsine lezija (cm?)

Kontrola (- BA) % MIC 1 MIC 2MIC 3MIC
(0,15%) BA (0,3 %) BA (0,6 %) BA (0,9 %) BA

Slika 4.15 Prikaz ukupne povrsine lezija raj¢ice 14 dana nakon preventivne aplikacije MIC
BA (2 dana prije aplikacije dH>O) u usporedbi s kontrolom (oCitanje ImageJ).
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4.4.1. UcCinak fenilboronske kiseline (aplicirane 2 dana prije aplikacije
sterilne destilirane vode) na povrsinu lezija rajcice

Rezultati u€inka aplikacije raspona MIC PBA (2 dana prije aplikacije dH-O) na povrsinu
lezija rajCice nakon 14 dana, prikazani su tablicom 4.26 i slikom 4.16. Ukupna povrsina
lezija na listovima zabiljezena je na svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija
- MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA. Na test biljkama na
koje je aplicirana PBA u koncentracijama ¥2 MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 7 % i 25 % ukupne
povrsine lezija, dok na test biljikama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljezeno je 31

% i 29 % ukupne povrsine lezija u odnosu na kontrolu bez PBA (0 MIC).

Tablica 4.26. U€inak MIC PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH-O na povrSinu lezija
rajéice nakon 14 dana.

koncentracija o MIC .
PBA (%) (dH20) /o MIC 1MIC 2MIC 3MIC
srednja vrijednost
0 6,7 24,7 31 29,2

povrsine lezija (cm?)

Kontrola (-PBA) Y2 MIC 1 MIC 2MIC 3MIC
(0,025 %) PBA (0,05 %) PBA (0,1 %) PBA (0,15 %) PBA

Slika 4.16 Prikaz ukupne povrSine lezija raj¢ice 14 dana nakon preventivhe aplikacije MIC
PBA (2 dana prije aplikacije dH-O) u usporedbi s kontrolom (o€itanje ImageJ).
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4.4.2. Ucinak borne kiseline (aplicirane 2 dana prije aplikacije sterilne
destilirane vode) na multispektralne parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fiziolodkih parametara nakon aplikacije raspona MIC BA (aplikacija

2 dana prije aplikacije dH20) na raj€ici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.27.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljkama na koje
je aplicirana BA u koncentracijama ¥2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC

(0,9 %), nisu znacajno promijenjene unutar raspona MIC i u odnosu na srednje vrijednosti

navedenih parametara kontrolne varijante (0 MIC) prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.27. UCinak BA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH>O na fizioloSke parametre
rajCice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

MIC

srednja vrijednost

srednja vrijednost

srednja vrijednost

srednja vrijednost

CHI £ SD ARI + SD HUE + SD NIR = SD
0 Mic 1,88+ 0,4 2,46+0,7 99,3+ 4,7 18329,5+ 1112,2
(dHZO) ! - ! - 9 = o Ju ,
¥ MIC 1,96+ 0,5 2,77+0,9 100,7+ 8,7 18203,5+ 491,8
1 MIC 1,81+0,5 249+1 98,3+ 8,4 18832,1+ 1112,5
2 MIC 1,68+ 0,6 2,27+0,9 95,3+12,1 18173,5+937,8
3 MIC 1,67+0,5 2,11+1 959+85 17485,8 + 1029

* nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona MIC koncentracija

(Tukey test, P <0,05)
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4.4.3. Ucinak fenilboronske kiseline (aplicirane 2 dana prije aplikacije
sterilne destilirane vode) na multispektralne parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona MIC PBA (2 dana
prije aplikacije dH>O) na rajCici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.28.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljkama na koje
je aplicirana PBA u koncentracijama - ¥ MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3
MIC (0,15 %), nisu znacajno promijenjene unutar raspona MIC i u odnosu na srednje
vrijednosti kontrole (0 MIC) prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.28. Ucinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH.O na fizioloSke parametre
rajCice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

MIC srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI + SD ARI + SD HUE + SD NIR + SD

0 MiC 1,88+ 0,9 2,46+ 0,4 99,3+4,7 | 183295+ 1112,2
(dHZO) 7 - 1 7 - 1 L - 7 L - 1
1 MIC 1,91+0,7 2,34+ 0,5 100,3+ 7,7 18201,7 £ 440,6
1 MIC 2,03+0,8 2,71+ 0,5 102,1+5,8 18351,3+ 507,1
2 MIC 1,90+ 0,9 2,48+ 0,5 99,6+7,4 18302,7+ 757,1
3 MIC 1,95+1 2,68+0,5 100,3+ 7 18158,3 + 643,6

* nema statistiCki znacajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona MIC koncentracija

(Tukey test, P <0,05)

Ucinak preventivne aplikacije PBA (2 dana prije aplikacije dH.O) na odabrane

fiziolo8ke parametre (CHI ARI, HUE, NIR) rajCice, usporedno s kontrolnim aplikacijama
dH20 i MIC BA nakon 15 dana, prikazan je tablicama 4.29 — 4.32.

Srednje vrijednosti testiranih fizioloSkih parametara na test billkama na koje je
aplicirana PBA u koncentracijama ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC

(0,15 %), nisu znacajno promijenjene u odnosu na srednje vrijednosti istih parametara kod

biljaka u kontrolnim varijantama na koje je aplicirana BA i dH-O (Tukey test, P <0,05).
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Tablica 4.29. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH-O na sadrzaj klorofila (CHI)
rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI £ SD CHI £ SD CHI £ SD
% MIC 1,88+ 0,9 1,96+ 0,5 1,91+0,7
1 MIC 1,88+ 0,9 1,81+0,5 2,03+0,8
2 MIC 1,88+0,9 1,68+ 0,6 1,90+ 0,9
3 MIC 1,88+0,9 1,67+0,5 1,95+ 1

* nema statisticki znacajnih razlika izmedu srednijih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar iste vrijednosti MIC (Tukey test,
P <0,05)

Tablica 4.30. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH,O na sadrzaj antocijanina

(ARI) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH2O) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15
dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
ARI £ SD ARI £ SD ARI £ SD
% MIC 2,46+ 0,7 2,77+0,9 2,34+05
1 MIC 2,46+ 0,7 2,49+ 1 2,71+05
2 MIC 2,46+ 0,7 2,27+0,9 2,48+0,5
3 MIC 2,46+ 0,7 2,11+1 2,68+0,5

* nema statisticki znacajnih razlika izmedu srednijih vrijednosti fizioloskih parametara unutar iste vrijednosti MIC (Tukey test,
P <0,05)
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Tablica 4.31 UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH>O na parametar pojavnosti

boje (HUE) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH-O) unutar iste vrijednosti MIC nakon
15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
HUE + SD HUE + SD HUE + SD
% MIC 99,3+4,7 100,7 £8,7 100,3+ 7,7
1 MIC 99,3+4,7 98,3+8,4 102,1+5,8
2 MIC 99,3+4,7 95,3+12,1 99,6+7,4
3 MIC 99,3+47 95,9+8,5 100,3+7

* nema statisti¢ki znac¢ajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti fizioloskih parametara unutar iste vrijednosti MIC (Tukey test,
P <0,05)

Tablica 4.32. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije dH-O na parametar refleksije

blizu infracrvenog zracenja (NIR) raj€ice u usporedbi s kontrolama (BA i dH2O) unutar iste
vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
NIR = SD NIR = SD NIR + SD
% MIC 18329,5+ 1112,2 18203,5+ 491,8 18201,7 + 440,6
1 MIC 18329,5+ 1112,2 18832,1+ 1112,5 18351,3+ 507,1
2 MIC 18329,5+ 1112,2 18173,5+937,8 18302,7 + 757,1
3 MIC 18329,5+ 1112,2 17485,8 + 1029 18158,3 + 643,6

* nema statisticki znacajnih razlika izmedu srednijih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar iste vrijednosti MIC (Tukey test,
P <0,05)
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4.4.1. Uc¢inak borne kiseline (aplicirane 7 dana prije aplikacije sterilne
destilirane vode) na povrsSinu lezija rajcice

Rezultati uinka aplikacije raspona MIC BA (7 dana prije aplikacije dH-O) na povrsinu
lezija rajCice nakon 14 dana, prikazani su tablicom 4.33 i slikom 4.17. Ukupna povrSina
lezija na listovima zabiljeZzena je na svim biljkkama na koje je apliciran raspon koncentracija
- %2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA. Test bilke na koje je

aplicirana BA u koncentracijama ¥2 MIC i 1 MIC, pokazuju 6 % i 8 % ukupne povrsine lezija,

dok test bilike na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, pokazuju 25 % i 34 % povrSine lezija u
usporedbi s kontrolnom varijantom bez BA.

Tablica 4.33. Ucinak MIC BA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH-O na povrsinu lezija
rajCice nakon 14 dana.

koncentracija o MIC 1
BA (%) (dH20) 2 MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
srednja vrijednost
povrsine lezija (cm2) 0 6,3 8,1 24,5 34,2
2%
3 ‘i::,: & Q._\:“
£\ "!; .7 JITH
“/f? 3 e e
i Y 74 : F,IW
e’ LS “a—
<« ".‘ ~"*3‘
wi %5}
Kontrola (- BA) % MIC 1MIC
(0,15%) BA

2MIC 3 MIC

(0,3 %) BA (0,6 %) BA (0,9 %) BA
Slika 4.17 Prikaz ukupne povrsine lezija rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije BA
(7 dana prije aplikacije dH»O) u usporedbi s kontrolom (ocitanje ImageJ).
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4.4.1. Ucinak fenilboronske kiseline (aplicirane 7 dana prije aplikacije
sterilne destilirane vode) na povrsinu lezija rajcice

Rezultati u€inka aplikacije raspona MIC PBA (7 dana prije aplikacije dH2O) na povrsinu
lezija rajCice nakon 14 dana, prikazani su tablicom 4.34 i slikom 4.18. Ukupna povrSina
lezija na listovima zabiljeZzena je na svim biljkkama na koje je apliciran raspon koncentracija
- MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA. Na test biljkama na
koje je aplicirana PBA u koncentracijama 2 MIC i 1 MIC, zabiljeZeno je 12 % i 11 % ukupne
povrsine lezija, dok na test biljkama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljeZeno je 31

% povrsine lezija u odnosu na kontrolnu varijantu bez PBA.

Tablica 4.34. Ucinak MIC PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH>,O na ukupnu povrsinu
lezija rajCice nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC

1
PBA (%) (dH20) Y2 MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC

srednja vrijednost

povrsine lezija (cm?) 0 12 1 30,7 30,6

)
%
Y. \A/ (—v“:{ %’Q‘
X

Kontrola (-PBA) 2 MIC 1 MIC 2MIC 3MIC
(0,025 %) PBA (0,05 %) PBA (0,1 %) PBA (0,15 %) PBA

Slika 4.18 Prikaz ukupne povrsine lezija raj¢ice 14 dana nakon preventivhe aplikacije MIC
PBA (7 dana prije aplikacije dH-O) u usporedbi s kontrolom (o€itanje ImageJ).
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4.4.2. Ucinak borne kiseline (aplicirane 7 dana prije aplikacije sterilne
destilirane vode) na multispektralne parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fiziolodkih parametara nakon aplikacije raspona MIC BA (7 dana

prije aplikacije dH>O) na rajCici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.35.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljkama na koje
je aplicirana BA u koncentracijama - %2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC

(0,9 %), nisu znacajno promijenjene unutar raspona MIC prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.35. Ucinak BA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH>O na fizioloSke parametre
raj¢ice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

MIC BA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE £ SD NIR £ SD
0 Mic 1,88+0,3 2,46+ 0,7 99,3+4,7 18329,5+ 1112,2
(dHZO) ’ - ' = 19 = fro Juu y
¥% MIC 1,79+0,8 2,28+1 96,3+ 15,1 17653,3+ 1017,6
1 MIC 1,83%0,2 2,24+ 0,2 99,4+ 3,3 18905,1+ 1186,9
2 MIC 1,68+0,6 2,02+ 0,9 94,8+11,1 17331,0+ 1067,3
3 MIC 1,95+0,3 2,39+ 0,6 99,4+4,4 17869,8 + 593,8

* nema statisti¢ki znac¢ajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona MIC koncentracija

(Tukey test, P <0,05)
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4.4.3. Ucinak fenilboronske kiseline (aplicirane 7 dana prije aplikacije
sterilne destilirane vode) na multispektralne parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona MIC PBA (7 dana
prije aplikacije dH20) na rajcici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.36.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljkama na koje
je aplicirana PBA u koncentracijama - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3
MIC (0,15 %), nisu znagajno promijenjene, osim srednjih vrijednosti ARI i NIR koje su
znacajno viSe na test biljlkama na koje je aplicirana %2 MIC PBA u odnosu na ostale MIC

varijante unutar raspona koncentracija prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.36. Uc€inak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH.O na fizioloSke parametre
rajCice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

MIC PBA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE £ SD NIR £ SD
0 MIC
1,88+0,3 2,462+ 0,7 99,3+4,7 18329,52+ 1112,2
(dH20)
% MIC 2,00+0,3 4,256+ 0,9 97,6+ 3,6 28522+ 1864,5
1 MIC 1,73+0,3 2,252+ 0,6 96,9+ 6,7 18685,12+ 611,6
2 MIC 1,88+0,2 2,512+ 0,3 99,2+ 3 18594,52+ 428,2
3 MIC 1,41+05 1,572+ 0,7 91,5+9,8 17371,52+ 1475,9

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednijih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona

MIC koncentracija (Tukey test, P <0,05)
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Ucinak preventivne aplikacije PBA na testirane parametre rajCice (7 dana prije
aplikacije dH20) usporedno s kontrolnom aplikacijom dH.O i BA unutar iste vrijednosti MIC
nakon 15 dana, prikazan je tablicama 4.37 — 4.40.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljkama na
koje je aplicirana PBA u koncentracijama - %2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1
%) i 3 MIC (0,15 %), nisu znacajno promijenjene, osim srednjih vrijednosti ARI i NIR biljaka
na koje je aplicirana %2 MIC PBA koje su znacajno viSe u usporedbi sa srednjim
vrijednostima parametara kontrolnih varijanti na koje je aplicirana dH20 i % MIC BA, (Tukey
test, P <0,05).

Tablica 4.37. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH-O na sadrzaj klorofila (CHI)
rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI £ SD CHI £ SD CHI £ SD
% MIC 1,88+ 0,3 1,79+0,8 1,91+0,7
1 MIC 1,88+0,3 1,83+0,2 2,03+0,8
2 MIC 1,88+0,3 1,68 +0,6 1,90+ 0,9
3 MIC 1,88+0,3 1,95+0,3 1,95+ 1

* nema statisti¢ki znac¢ajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar iste vrijednosti MIC (Tukey test,
P <0,05)

Tablica 4.38. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH.O na sadrzaj antocijanina
(ARI) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH-O) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15
dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
ARI £ SD ARI £ SD ARI £ SD
% MIC 2,462+ 0,7 2,282+ 1 4,25+ 0,9
1 MIC 2,46+ 0,7 2,24+0,2 2,25+ 0,6
2 MIC 2,4+0,7 2,02+0,9 2,51+0,3
3 MIC 2,46+ 0,7 2,39+ 0,6 157+0,7

* razliCita slova oznacavaju statistiCki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Tablica 4.39. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH>O na parametar pojavnosti

boje (HUE) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH.O) unutar iste vrijednosti MIC nakon
15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
HUE + SD HUE £ SD HUE + SD
% MIC 99,3+4,7 96,3+ 15,1 97,6+4,7
1 MIC 99,3+4,7 99,4+ 3,3 96,9+ 3,6
2 MIC 99,3+ 4,7 94,8+ 11,1 99,2+ 6,7
3 MIC 99,3+4,7 99,4+ 4,4 915+3

* nema statistiCki znacajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar iste vrijednosti MIC (Tukey test,
P <0,05)

Tablica 4.40. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije dH.O na parametar refleksije

blizu infracrvenog zraCenja (NIR) raj€ice u usporedbi s kontrolama (BA i dH2O) unutar iste
vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers

dH20 BA PBA
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
NIR £ SD NIR £ SD NIR £ SD
Y% MIC 18329,52+ 1112,2 17653,32+ 1017,6 285220+ 1864,5
1 MIC 18329,5+ 1112,2 18905,1+ 1186,9 18685,1+ 611,6
2 MIC 18329,5+ 1112,2 17331,0+ 1067,3 18594,5 + 428,2
3 MIC 18329,5+ 1112,2 17869,8 + 593,8 17371,5+ 1475,9

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.4. Antimikoti€ki u€inak borne kiseline (aplicirane 2 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na ja€inu simptoma bolesti rajCice

Rezultati prikazuju antimikoti¢ki uc€inak raspona MIC BA (2 dana prije aplikacije
patogena) na jainu simptoma koje uzrokuje gljivicni patogen A. alternata na raj€ici nakon
14 dana (Tablica 4.41 i slika 4.19). Simptomi koncentricne pjegavosti zabiljezeni su na svim
test biljlkama na koje je apliciran raspon koncentracija - ¥2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2
MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA. Na test bilikama na koje je aplicirana BA u koncentracijama
¥% MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 17 % i 32 % simptomatske povrSine, dok na test bilkama na
koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljezeno je 79 % i 92 % simptomatske povrSine u
usporedbi s kontrolom varijantnom bez BA (s patogenom).

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana BA u
koncentracijama %2 MIC, 1 MIC i 2 MIC, znacajno su manje u odnosu na srednje vrijednosti
simptomatske povrsine kontrolnih biljaka bez BA i biljaka na koje je aplicirana 3 MIC BA.
Srednje vrijednosti 3 MIC i kontrolne varijante koja sadrzi samo patogena (0 MIC), statisticki

nisu razli¢ite (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.41. AntimikotiCki u€inak MIC BA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria
alternata na jacinu simptoma na rajcici nakon 14 dana.

. 0 MIC 1 MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
0,
koncentracija BA (%) +AIL, +AIL. +AIL, +AIL. +AIL,
srednja vrijednost
simptomatske 29,84+ 0,9 52+ 1,1 9,56+ 0,5 24°+ 1.8 27,79+ 1,4

povrsine (cm?) + SD

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

¥ 5 "hew APE
% - L “ag% % S i y -
: ?" w“: '(&v'ﬂ‘ 3 ‘%%‘ ‘?; . ¥ B ol
TR AR : B ., ¥
bt 2 i‘& &_‘%W‘ ' ?}‘ 's
»T‘T% H ¢ Et i : ;'“
2
Y2 1MIC 2 MIC 3MIC
Kontrola (-Alt.) Kontrola (+ Alt.) 0.1 5‘,2)'\/'8'& Al (0,3 %) BA + Alt. (0,6 %) BA + Alt. (0.9 %) BA +Alt.

Slika 4.19 Prikaz simptomatske povrSine rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije MIC
BA (2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata) u usporedbi s kontrolom (ocCitanje
ImageJ).
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4.4.5. Antimikoti¢ki uc¢inak fenilboronske kiseline (aplicirane 2 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na ja€inu simptoma bolesti rajCice

Rezultati antimikoti¢kog ucinka raspona MIC PBA (2 dana prije aplikacije patogena) na
jacinu simptoma koje uzrokuje gljivicni patogen A. alternata na rajCici nakon 14 dana,
prikazani su tablicom 4.42 i slikom 4.20. Simptomi koncentri¢ne pjegavosti zabiljeZzeni su
na svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05
%), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA. Na test biljkama na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama %2 MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 10 % i 19 % simptomatske povrsine, dok na
test biljikama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljezeno je 36 % i 59 % simptomatske
povrsine u usporedbi s kontrolom bez PBA (s patogenom).

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama %2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC, znacajno su smanjene u odnosu na srednje
vrijednosti simptomatske povrSine biljaka bez PBA (0 MIC). Srednje vrijednosti
simptomatske povrsine biljaka na koje su primijenjene MIC PBA, medusobno se znacajno

razlikuju prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.42. Antimikoti¢ki uCinak MIC PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive
Alternaria alternata na ja¢inu simptoma na raj€ici nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC % MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
PBA (%) + Alt. + Alt. + Alt. + Alt. + Alt.
srednja vrijednost
simptomatske 29,82+ 0,9 2,82+ 0,2 5,5+0,5 9,6°+ 0,6 17,59+ 1,7

povrsine (cm?) = SD

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

2 MIC 1 MIC 2 MIC 3MIC
(0,025 %) PBA +Alt. (0,05 %) PBA + Alt. (0,1 %) PBA +Alt. (0,15 %) PBA + Alt.

Kontrola (-Alt.) Kontrola (+ Alt.)

Slika 4.20 Prikaz simptomatske povrSine raj¢ice 14 dana nakon preventivne aplikacije MIC
PBA (2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata) u usporedbi s kontrolom (ocitanje
ImageJ).
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Antimikoticki u€inak na jaCinu simptoma koje uzrokuje gljivicni patogen A. alternata na
rajcici nakon preventivne aplikacije PBA (2 dana prije aplikacije patogena) u usporedbi s
aplikacijom dH20 i BA unutar iste vrijednosti MIC nakon 14 dana, prikazan je tablicom 4.43.

Prema Tukey testu (P <0,05), srednje vrijednosti simptomatske povrSine koju uzrokuje
patogen A. alternata na rajcici u varijantama s 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15
%) PBA znacajno su smanjene u odnosu na varijante u kojima je na biljke aplicirana BA u
istom rasponu MIC koncentracija i na varijante koje ne sadrze PBA (s patogenom). Srednje
vrijednosti simptomatske povrsine koncentriCne pjegavosti u varijanti s ¥2 MIC (0,025 %)
PBA, nisu znacajno promijenjene u usporedbi sa srednjim vrijednostima simptomatske
povrsine u varijantama s istom MIC BA, dok su znacajno smanjene u odnosu na srednje

vrijednosti simptomatske povrsine u varijanti bez PBA (s patogenom) (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.43. AntimikotiCki u€inak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria
alternata na jacinu simptoma na rajcici u usporedbi s kontrolama (BA i dH.O +Alt.) unutar
iste vrijednosti MIC nakon 14 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Alt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
simptomatske povrsine simptomatske povrSine simptomatske povrSine
(cm?) + SD (cm?) + SD (cm?) + SD
% MIC 29,82+ 0,9 50+ 1,1 2,8°6+0,2
1 MIC 29,82+ 0,9 9,5+ 0,5 5,5¢+ 0,5
2 MIC 29,82+ 0,9 24>+ 1.8 9,6°+ 0,6
3 MIC 29,82+ 0,9 27,72+ 14 17,5+ 1,7

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.6. Antimikoticki u€inak borne kiseline (aplicirane 2 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na multispektralne parametre lista

rajCice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona BA (2 dana prije

aplikacije patogena A. alternaria) na rajcici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.44.

Srednje vrijednosti fizioloSkih parametara (CHI, ARI i HUE) raj€ica na koje je aplicirana
BA u testiranim koncentracijama - ¥z MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC

(0,9 %), znacajno su vide u odnosu na vrijednosti istih parametara kod kontrolnih biljaka

bez BA (s patogenom). Na test biljkama na koje je apliciran raspon MIC BA, srednje

vrijednosti parametra NIR nisu zna¢ajno promijenjene unutar raspona MIC (Tukey test, P

<0,05).

Tablica 4.44. UCinak BA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
fizioloSke parametre rajcice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Alternaria alternata

MIC BA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI + SD ARI + SD HUE + SD NIR + SD
0 MIC
(+Alt) 0,92+0,4 12+ 0,5 80,22+ 10,3 16404 + 1199
% MIC 1,7°+0,3 2,1°+0,5 96,7° + 4,9 17250,6 + 618,8
1 MIC 1,52+ 0,3 1,7+ 0,4 93,6°+ 4,1 17414,1 £ 410,7
2 MIC 1,42+ 0,4 1,78+ 0,7 91,3 +9,5 17160,6 + 723,7
3 MIC 1,7°+0,3 2,1°+0,6 96,4 + 6,3 17336,6 + 426,4

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednijih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona
MIC koncentracija (Tukey test, P <0,05)
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4.4.7. Antimikoticki u€inak fenilboronske kiseline (aplicirane 2 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na multispektralne parametre lista
rajCice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona MIC PBA (2 dana
prije aplikacije patogena A. alternata) na raj€ici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.45.

Srednje vrijednosti testiranih parametara CHI, ARl i HUE na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA,
znacajno su vise u odnosu na srednje vrijednosti biljaka na koje nije aplicirana PBA (0 MIC)
prema Tukey testu (P <0,05). Srednja vrijednost parametra NIR na koje je aplicirana 1 MIC
PBA, znacajno je viSa u odnosu na srednje vrijednosti biljaka na koje su aplicirane ostale
MIC koncentracije te biljaka bez PBA (Tukey testu, P <0,05).

Tablica 4.45. Uc€inak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
fizioloSke parametre rajcice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Alternaria alternata

MIC PBA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI +SD ARI £ SD HUE + SD NIR + SD
?+,|\A\/|||tg 0,902+ 0,4 12+ 0,5 80,22 + 10,3 164042 + 1199
% MIC 1,80°+0,3 2,200+ 0,6 98,7° + 4,4 17504,82 + 237,1
1 MIC 1,70°+ 0,3 20+ 0,6 96,6 + 6,2 17832,1° + 390,4
2 MIC 1,80°+0,3 2,20°+ 0,6 99+ 5,1 174502 + 763,6
3 MIC 1,80+ 0,3 2,400 + 0,6 99,4b + 4,9 173762 + 719,7

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednijih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona
MIC koncentracija (Tukey test, P <0,05)

UcCinak preventivne aplikacije PBA (2 dana prije aplikacije patogena A. alternata) na
Cetiri fizioloSka parametra rajcice usporedno s kontrolnim varijantama (BA i bez PBA s
patogenom) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana, prikazan je tablicama 4.46 — 4.49.

Srednje vrijednosti testiranih parametara CHI, ARI i HUE test biljka na koje je aplicirana
PBA u svim testiranim koncentracijama - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %)
i 3 MIC (0,15 %), znacajno su viSe u usporedbi sa srednjim vrijednostima istih parametara
biljaka u kontrolnim varijantama koje ne sadrZze PBA (samo patogen) (Tukey test, P <0,05).
Srednje vrijednosti parametara CHI i HUE na koje je aplicirana 2 MIC PBA, tj. srednje

vrijednosti ARI biljaka na koje su aplicirane 1 MIC i 2 MIC PBA, znacajno su vise u usporedbi
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s kontrolnom varijantom (biljke s analognom MIC BA). Kod test biljaka na koje je aplicirana
PBA u koncentraciji 1 MIC (0,05 %), srednje vrijednosti parametra NIR znacajno su viSe u
usporedbi s vrijednostima NIR biljaka iz kontrolne skupine na koje je aplicirana ista MIC BA
i biljaka koje ne sadrze PBA, dok kod ostalih koncentracija (*2 MIC, 2 MIC i 3 MIC) PBA,
vrijednosti nisu zna€ajno razli¢ite u odnosu na srednje vrijednosti NIR kontrolnih varijanti s
BA i bez PBA (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.46. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
sadrzaj klorofila (CHI) rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH:O+Alt.) unutar iste
vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Alt. BA+ Alt. PBA+ Alt.

MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI + SD CHI + SD CHI + SD
% MIC 0,902+ 0,4 1,700+ 0,3 1,80°+0,3
1 MIC 0,902+ 0,4 1,50+ 0,3 1,70+ 0,3
2 MIC 0,902+ 0,4 1,402+ 0,4 1,80°+0,3
3 MIC 0,902+ 0,4 1,70°+ 0,3 1,80°+0,3

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Tablica 4.47. UcCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
sadrzaj antocijanina (ARI) rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O +Alt.) unutar iste
vrijednosti MIC nakon 14 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Allt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
ARI + SD ARI + SD ARI + SD
% MIC 12+ 0,5 2,10 + 0,5 2,20°+ 0,6
1 MIC 12+ 0,5 1,708+ 0,4 2+ 0,6
2 MIC 12+ 0,5 1,708 + 0,7 2,20+ 0,6
3 MIC 12+ 0,5 2,10+ 0,6 2,400 + 0,6

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Tablica 4.48. UCinak PBA apliciranih 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
parametar pojavnosti boje (HUE) rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O +Alt.) nakon

15 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Allt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
HUE + SD HUE + SD HUE = SD
% MIC 80,22+ 10,3 96,7 + 4,9 98,7° + 4,4
1 MIC 80,22+ 10,3 93,6+ 4,1 96,6 + 6,2
2 MIC 80,22+ 10,3 91,32 + 9,5 99 +5,1
3 MIC 80,22+ 10,3 96,4 + 6,3 99,4b + 4,9

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Tablica 4.49. UcCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
parametar refleksije blizu infracrvenog zragenja (NIR) raj€ice u usporedbi s kontrolama (BA

i dH20 +Alt.) nakon 15 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Alt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
NIR + SD NIR + SD NIR + SD
% MIC 164042 + 1199 17250,62 + 618,8 17504,820 + 237,1
1 MIC 164042 + 1199 17414,12 £ 410,7 17832,1° + 390,4
2 MIC 164042 + 1199 17160,62 + 723,7 174502 + 763,6
3 MIC 164042 + 1199 17336,62 + 426,4 173762 + 719,7

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.8. Antimikoti¢ki u€inak borne kiseline (aplicirane 7 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na multispektralne parametre lista
rajcice

Antimikoti¢ki ucinak raspona MIC BA (7 dana prije aplikacije patogena) na jacinu
simptoma koje uzrokuje gljivicni patogen A. alternata na raj€ici nakon 14 dana, prikazan je
tablicom 4.50 i slikom 4.21. Kloroti¢ni i nekroti¢ni simptomi zabiljezeni su na svim test
billkama na koje je apliciran raspon koncentracija - ¥2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC
(0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA. Na test billkama na koje je aplicirana BA u koncentracijama ¥z
MIC, 2 MIC i 3 MIC, zabiljezeno je 40 %, 83 % i 78 % simptomatske povrSine, dok na test
biljlkama na koje je aplicirana 1 MIC BA, zabiljeZzeno je 2 % viSe simptomatske povrsine u
odnosu na kontrolu bez BA (s patogenom).

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana BA u
koncentracijama % MIC i 3 MIC znafajno su smanjene, dok srednje vrijednosti
simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana BA u koncentraciji 1 MIC i 2 MIC, nisu
znacajno promijenjene u odnosu na srednje vrijednosti simptomatske povrsine kontrolne

varijante koja ne sadrzi BA (P <0,05, Tukey test).

Tablica 4.50. Antimikoti¢ki u¢inak BA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria
alternata na jaCinu simptoma u usporedbi s kontrolom nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC % MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
BA (%) + Alt. + Alt. + Alt. + Alt. + Alt.
srednja vrijednost
simptomatske 29,84+ 7,1  11,82+1,5 30,49+ 3,1 24,6c+22 23,3°+0,4

povrsine (cm?) + SD

*razli¢ita slova oznaCavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05
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P
Ve 1 MIC 2 MIC 3MIC
Kontrola (-Alt.) Kontrola (+ Alt.) (0’1502)%';:+ Alt. (0,3 %) BA + Alt. (0,6 %) BA +Alt. (0,9 %) BA + Alt.

Slika 4.21 Prikaz simptomatske povrsine raj¢ice 14 dana nakon preventivne aplikacije BA (7
dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata) u usporedbi s kontrolom (oc&itanje ImageJ).
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4.4.1. Antimikoti¢ki u€inak fenilboronske kiseline (aplicirane 7 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na ja€inu simptoma bolesti raj€ice

Rezultati prikazuju antimikoticki uCinak raspona MIC PBA (7 dana od aplikacije
patogena) na ja€inu simptoma koje uzrokuje gljiviéni patogen A. alternata na raj€ici nakon
14 dana (Tablica 4.51. i slika 4.22). Simptomi kloroze i nekroze zabiljezeni su na svim
bijkama na koje je apliciran raspon koncentracija - %2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2
MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA. Na test bilikama na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama %2 MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 13 % i 40 % simptomatske povrSine, dok na
test bilkama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC PBA, zabiljezeno je 56 % i 59 %
simptomatske povrsine u odnosu na kontrolnu varijantu koja sadrzi samo patogena.

Srednje vrijednosti simptomatske povrsSine biljaka na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama ¥z MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA, znacajno su manje u odnosu na srednje

vrijednosti kontrolne varijante bez PBA prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.51. Antimikoti¢ki ucinak MIC PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria
alternata na jacinu simptoma nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC % MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
PBA (%) + Alt. + Alt. + Alt. + Alt. + Alt.
srednja vrijednost
simptomatske 29,84+ 1,4 6,02+ 0,2 126+ 1,2 16,7°+ 1,6 17,7+ 1,3

povrsine (cm?) = SD

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tuke testu na razini P <0,05

2 MIC 1 MIC 2MIC 3MIC
(0,025 %) PBA +Alt. (0,05 %) PBA + Alt. (0,1 %) PBA +Alt. (0,15 %) PBA + Alt.

Kontrola (-Alt.) Kontrola (+ Alt.)

Slika 4.22 Prikaz simptomatske povrSine rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije PBA
(7 dana od aplikacije gljive Alternaria alternata) u usporedbi s kontrolom (ocCitanje ImageJ).
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Antimikoticki u€inak na jaCinu simptoma gljivicnog patogena A. alternata na rajcici nakon
preventivne aplikacije PBA (7 dana prije aplikacije patogena) usporedno s kontrolama (BA
i dH>O +Alt.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 14 dana, prikazan je tabli€no (Tablica 4.52).

Prema Tukey testu (P <0,05), srednje vrijednosti simptomatske povrsine koju uzrokuje
patogen A. alternata na raj€ici, zna¢ajno su smanjene u svim varijantama - %2 MIC (0,025
%), 1 MIC (0,05 %) 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA u odnosu na srednje vrijednosti u

kontrolnim varijantama iste MIC koncentracije BA i varijantama bez PBA (s patogenom).

Tablica 4.52. Antimikoti¢ki ucinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria
alternata na jacinu simptoma na rajcici u usporedbi s kontrolama (BA i dH.O +Alt.) unutar
iste vrijednosti MIC nakon 14 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Alt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
simptomatske povrS§ine  simptomatske povrsine simptomatske povrsine

(cm?) + SD (cm?) £ SD (cm?) £ SD

2 MIC 29,82+ 7,1 11,80+ 1,5 6,0c+ 0,2

1 MIC 29,82+ 7,1 30,42+ 3,1 12b+1,2

2 MIC 29,82+ 7,1 24,6+ 2,2 16,7°+ 1,6

3 MIC 29,82+ 7,1 23,3*+ 0,4 17,7+ 1,3

* razliCita slova ozna€avaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.2. Antimikoti¢ki u€inak borne kiseline (aplicirane 7 dana prije
aplikacije gljive A. alternata) na multispektralne parametre lista

rajcice

Rezultati testiranja fiziolodkih parametara nakon aplikacije raspona MIC BA (7 dana

prije aplikacije patogena A. alternaria) na rajCici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.53.

Srednje vrijednosti parametara CHI, HUE i NIR na test billkama na koje je aplicirana
BA u koncentracijama - %2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %), ne
razlikuju se znacajno unutar raspona MIC prema Tukey testu (P <0,05). Kod test biljaka na

koje je aplicirana BA u rasponu MIC koncentracija, srednje vrijednosti parametra ARI,

znacajno su vide, u odnosu na srednje vrijednosti ARI kontrolnih biljaka bez BA (Tukey test,

P <0,05).

Tablica 4.53. AntimikotiCki u€inak BA aplicirane 7 dana prije aplikacije Alternaria alternata
na fizioloSke parametre raj€ice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Alternaria alternata

srednja vrijednost

srednja vrijednost

srednja vrijednost

srednja vrijednost

MIC BA CHI + SD ARI + SD HUE + SD NIR + SD
?+,I\A/|Ilt_c) 0,00 + 0,4 12405 80,2 + 10,3 16404 + 1199
15 MIC 1,60+ 0,2 2+ 0,4 95,1 + 3,7 18184,6 + 538,8
1MIC 1,30+ 0,6 1,60% + 0,7 88,2+ 15,1 17040,6 + 2403,8
2 MIC 1,60 + 0,4 2% + 0,6 92,8+ 8,6 17397,6 + 803
3MIC 1,50 + 0,4 1,900 + 0,7 92,7+8 16961,8 + 804,2

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona

MIC koncentracija (Tukey test, P <0,05)
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4.4.3. Antimikoti€ki u€inak fenilboronske kiseline (aplicirane 7 dana prije
aplikacije gljive na A. alternata) na multispektralne parametre lista
rajcice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona MIC PBA (7 dana
prije aplikacije patogena A. alternata) na rajcici nakon 15 dana, prikazani su tablicom 4.54.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE i NIR) na test biljkama na koje
je aplicirana PBA u koncentracijama - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i3
MIC (0,15 %), znaCajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti parametara u kontrolnim
varijantama bez PBA (0 MIC), osim srednijih vrijednosti NIR na biljkama na koje su aplicirane
1 MIC, 2 MIC i 3 MIC ¢ije srednje vrijednosti nisu znacajno razli¢ite od vrijednosti istog
parametra na test biljkama s %2 MIC i kontrolnim biljkama bez PBA (Tukey testu, P <0,05).

Tablica 4.54. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
fizioloSke parametre rajcice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15 dana.

Alternaria alternata

MIC PBA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE £ SD NIR £ SD
0 MIC
0,902+ 0,4 12+ 0,5 80,22 + 10,3 164042 + 1199
(+Alt.)
% MIC 1,80°+ 0,3 2,40° + 0,5 100° £ 5,2 17921,5° + 509,4
1 MIC 1,80+ 0,3 2,30°+ 0,6 98,7°+ 5,6 17083,12> + 413,5
2 MIC 1,70°+ 0,2 2°+ 0,4 96,5 + 3,9 17197,82 + 267,2
3 MIC 1,70°+ 0,2 2,200+ 0,5 97°+ 3,8 17493,82° + 772,2

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona
MIC koncentracija (Tukey test, P <0,05)

Ucinak preventivne aplikacije raspona MIC PBA (7 dana prije aplikacije patogena A.
alternata) na Cetiri fizioloSka parametra u usporedbi s kontrolnim varijantama istih MIC
koncentracija BA i varijantom bez PBA, prikazan je tablicama 4.55 — 4.58.

Srednje vrijednosti CHI, ARI i HUE na test biljkama na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %),
znacajno su viSe u usporedbi sa srednjim vrijednostima istih parametara kod biljaka u
kontrolnim varijantama bez PBA, dok iste srednje vrijednosti (osim 1 MIC) nisu znacajno
razliCite u usporedbi sa srednjim vrijednostima parametara biljaka tretiranih s rasponom

koncentracija BA (Tukey test, P <0,05). Kod biljaka na koje je aplicirana PBA u koncentraciji
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1 MIC, 2 MIC i 3 MIC, srednje vrijednosti parametra NIR, nisu zna¢ajno promijenjene u
odnosu na srednje vrijednosti istog parametra kod kontrolnih biljaka na koje je aplicirana
BA u istim koncentracijama i biljaka bez PBA. Srednje vrijednosti parametra NIR kod test
biljaka na koje je aplicirana ¥2 MIC PBA, znacajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti
NIR kontrolnih biljaka koje ne sadrze PBA, dok u usporedbi sa srednjim vrijednostima NIR
kod biljaka na koje je aplicirana BA u istoj koncentraciji, srednje vrijednosti nisu znacajno

promijenjene (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.55. Ucinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije patogena Alternaria alternata na
sadrzaj klorofila (CHI) rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O +Alt.) unutar iste

vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Alt. BA+ Alt. PBA+ Alt.

MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI £ SD CHI £ SD CHI £ SD
% MIC 0,902+ 0,4 1,60°+0,2 1,80°+0,3
1 MIC 0,902+ 0,4 1,30% + 0,6 1,80°+0,3
2 MIC 0,902+ 0,4 1,60°+ 0,4 1,70+ 0,2
3 MIC 0,902+ 0,4 1,50°+ 0,4 1,70+ 0,2

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Tablica 4.56. Ucinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
sadrzaj antocijanina (ARI) raj¢ice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O+Alt.) unutar iste
vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Alternaria alternata

dH20+ Allt. BA + Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
ARI £ SD ARI £ SD ARI £ SD
Y% MIC 12+ 0,5 2°+ 0,4 2,400 + 0,5
1 MIC 12+ 0,5 1,602 + 0,7 2,30+ 0,6
2 MIC 12+ 0,5 2°+ 0,6 20°+ 0,4
3 MIC 12+ 0,5 1,902 + 0,7 2,20+ 0,5

* razliCita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Tablica 4.57. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
parametar pojavnosti boje (HUE) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH.O +Alt.) unutar
iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Alternaria alternata

dH2O+ Allt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
HUE + SD HUE + SD HUE = SD
% MIC 80,22+ 10,3 95,1k + 3,7 100° £ 5,2
1 MIC 80,22+ 10,3 88,28+ 15,1 98,7°+ 5,6
2 MIC 80,22+ 10,3 92,8 + 8,6 96,5 + 3,9
3 MIC 80,22+ 10,3 92,7°+ 8 97°+ 3,8

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Tablica 4.58. Uc€inak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije gljive Alternaria alternata na
parametar refleksije blizu infracrvenog zragenja (NIR) raj¢ice u usporedbi s kontrolama (BA
i dH2O +Alt.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Alternaria alternata

dH20 +Alt. BA+ Alt. PBA+ Alt.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
NIR £ SD NIR £ SD NIR £ SD
Y% MIC 164042 + 1199 18184,6" £ 538,8 17921,5° + 509,4
1 MIC 164042 + 1199 17040,62 + 2403,8 17083,12 £ 413,5
2 MIC 164042 + 1199 17397,62+ 803 17197,82 £ 267,2
3 MIC 164042 + 1199 16961,82 + 804,2 17493,82 £ 772,2

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.4. Antibakterijski u€inak borne kiseline (aplicirane 2 dana prije
aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na jaéinu simptoma
bolesti rajCice

Rezultati antibakterijskog ucinka raspona MIC BA (2 dana prije aplikacije patogena)
na jac¢inu simptoma bakteriozne pjegavosti koju uzrokuje patogen P. syringae pv. tomato
na rajcici nakon 14 dana, prikazani su tablicom 4.59 i slikom 4.23. Kloroti¢ni i nekroti¢ni
simptomi zabiljeZeni su na svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija - ¥2 MIC
(0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA. Na test billkama na koje je
aplicirana BA u koncentracijama 72 MIC i 1 MIC, zabiljeZzeno je 16 % i 26 % simptomatske
povrsine, dok na test billkama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljeZeno je 38 % i 69
% simptomatske povrSine u usporedbi s kontrolom bez BA (s patogenom).

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana BA u
koncentracijama ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC, zna¢ajno su manje u odnosu na kontrolnu
varijantu bez BA prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.59. Antibakterijski u€inak MIC BA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije
Pseudomonas syringae pv. tomato na ja€inu simptoma nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC % MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
BA (%) +Pst. +Pst. +Pst. +Pst. +Pst.
srednja vrijednost
simptomatske 40,4¢+ 1,7 6,42+ 0,6 10,5+ 0,7 15,6°+ 1,9 28,29+ 1,5

povrsine (cm?) + SD

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

Bf D0
L ”.r Lt
ot e
b ¢ i~
¥
2 MIC 1MIC 2MIC IMic
Kontrola (-Pst.) Kontrola (+ Pst.) (0,15%) BA + Pst. (0,3 %) BA + Pst. (0,6 %) BA + Pst. (0,9 %) BA + Pst.

Slika 4.23 Prikaz simptomatske povrSine rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije BA
(2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae pv. tomato) u usporedbi s kontrolom
(oCitanje ImageJ).
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4.4.5. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline (aplicirane 2 dana
prije aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na ja€inu
simptoma bolesti rajcice

Rezultati antibakterijskog ucinka raspona MIC PBA (2 dana prije aplikacije patogena)
na jaCinu simptoma bakterioznog patogena P. syringae pv. tomato na rajcici nakon 14 dana,
prikazani su tablicom 4.60 i slikom 4.24. Kloroti¢ni i nekroti¢ni simptomi zabiljezeni su na
svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija - MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2
MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA. Na test billkama na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama 2 MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 7 % i 11 % simptomatske povrSine u odnosu
na kontrolne varijante, dok na test biljkama na koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljezeno
je 18 % i 41 % simptomatske povrSine u usporedbi s kontrolom koja ne sadrzi PBA (s
patogenom).

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama ¥2 MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC, zna¢ajno su manje u odnosu na kontrolnu
varijantu (bez PBA) prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.60. Antibakterijski u¢inak MIC PBA aplicirane 2 dan prije aplikacije bakterije
Pseudomonas syringae pv. tomato na ja€inu simptoma nakon 14 dana.

koncentracija PBA 0 MIC ¥ MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
(%) +Pst. +Pst. +Pst. +Pst. +Pst.

srednja vrijednost
simptomatske povrSine 40,49+ 1,7 2,72+ 0,6 4,78+ 0,5 7,7°+0,3 16,9+ 2,0
(cm?3) + SD

* razli¢ita slova oznacavaju statistiCki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05
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-1
?
3MIC
Kontrola (-Pst. K | Pst. 2 MIC 1 MIC 2MIC ;
el (P e (0,025 %) PBA +Pst. (0,05 %) PBA + Pst. (0,1 %) PBA +Pst. (0,15 %) PBA + Pst.

Slika 4.24 Prikaz simptomatske povrsine rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije MIC
PBA (2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae pv. tomato) u usporedbi s
kontrolom (ocitanja ImageJ).
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Antibakterijski u€inak preventivne aplikacije PBA (2 dana prije aplikacije patogena) na
jacinu simptoma koje uzrokuje bakterija P. syringae pv. tomato na rajcici, u usporedbi s
kontrolnim varijantama (BA i +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 14 dana, prikazan je
tablicom 4.61.

Prema Tukey testu (P <0,05), srednje vrijednosti simptomatske povrSine na raj€ici u
svim varijantama - %2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %) PBA,
znacajno su manje u odnosu na srednje vrijednosti simptomatske povrsine u varijanama s
istom MIC koncentracijom BA i varijantom bez PBA (samo s patogenom) (Tukey test, P
<0,05).

Tablica 4.61. Antibakterijski ucinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije
Pseudomonas syringae pv. tomato na jainu simptoma u usporedbi s kontrolom (BA i dH.0
+Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 14 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst. BA+ Pst. PBA +Pst.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
simptomatske povrS§ine  simptomatske povrSine  simptomatske povrsine
(cm?) £ SD (cm?) £ SD (cm?) £ SD
¥ MIC 40,42+ 1,7 6,4+ 0,6 2,7°+0,6
1 MIC 40,42+ 1,7 10,5+ 0,7 4,7°+£ 0,5
2 MIC 40,42+ 1,7 15,6°+£1,9 7,7°%+0,3
3 MIC 40,42+ 1,7 28,2°+ 1,5 16,9c+ 2,0

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.6. Antibakterijski u€¢inak borne kiseline (aplicirane 2 dana prije
aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na multispektralne
parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja Cetiri fizioloSka parametra nakon aplikacije raspona MIC BA (2 dana
prije aplikacije patogena P. syringae pv. tomato) na raj€ici hakon 15 dana, prikazani su
tablicom 4.62.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE) na test biljikama na koje je
aplicirana BA u koncentracijama - ¥2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %) i 2 MIC (0,6 %) znacajno
su vide u odnosu na srednje vrijednosti parametara u kontrolnoj varijanti bez BA, osim
vrijednosti biljaka istih parametara na koje je aplicirana 3 MIC (0,9 %) prema Tukey testu
(P <0,05). Srednje vrijednosti ARI i HUE na biljikama na koje je aplicirana BA u
koncentracijama %2 MIC, 1 MIC i 2 MIC, tj. CHI na biljkama na koje je primijenjena %2 MIC i
2 MIC, znacajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti kontrole bez BA i varijante na kojoj
je aplicirana 3 MIC BA. Na test bilkama na koje je aplicirana BA u svim testiranim
koncentracijama, srednje vrijednosti NIR viSe su u odnosu na vrijednosti zabiljeZzene na

kontrolnoj skupini koja ne sadrzi BA (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.62. U&inak BA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na fiziolo8ke parametre rajCice unutar raspona MIC koncentracija nakon 15
dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

MIC BA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE £ SD NIR £ SD
0 MIC
0,922+ 0,4 0,942+ 0,5 822+ 11 15899,32 + 598,2
(+Pst.)
% MIC 1,71 + 0,2 2,22b¢ +0,4 98,30 + 4 17307,2° £ 528,9
1 MIC 1,600+ 0,3 3,18°+ 0,9 96bc + 4,8 17367,8 + 533,7
2 MIC 2,21¢+0,1 2,92¢+0,3 105,26+ 2,2 17843,7° £ 262,6
3 MIC 1,432+ 0,4 1,68 + 0,5 912> + 6,4 16937,5° + 809,7

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona MIC
koncentracija (Tukey test, P <0,05)
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4.4.7. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline (aplicirane 2 dana

prije aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na multispektralne
parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona MIC PBA (2 dana

prije aplikacije patogena P. syringae pv. tomato) na rajici nakon 15 dana, prikazani su

tablicom 4.63.

Srednje vrijednosti testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljkama na koje
je aplicirana PBA u koncentracijama - ¥2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i3

MIC (0,15 %), zna€ajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti kontrolnih varijanti bez PBA

prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.63. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na fizioloSke parametre rajCice u usporedbi s kontrolom nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv.tomato

MIC PBA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE = SD NIR £ SD
0 MIC
0,922+ 0,4 0,942+ 0,5 822+ 11 15899,32 + 598,2
(+Pst.)
% MIC 1,950+ 0,2 2,50+ 0,4 101,4*+ 3,6 17875,3°+ 742,9
1 MIC 1,98°+0,2 2,62+ 0,3 102,2 + 3,8 17687,7° + 688,5
2 MIC 1,66°+0,3 2,14+ 0,5 97,2+ 6,4 17538,8" £ 1058,2
3 MIC 1,66°+ 0,2 2,11*+0,3 97,5+ 3,4 17823,5 + 500,9

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona MIC
koncentracija (Tukey test, P <0,05)
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Antibakterijski u€inak preventivne aplikacije PBA (2 dana prije aplikacije patogena P.
syringae pv. tomato) na fizioloSke parametre (CHI, ARI, HUE, NIR) rajcice u usporedbi s
kontrolnom aplikacijom BA i kontrolom bez PBA unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana,
prikazan je tablicama 4.64 — 4.67.

Srednje vrijednosti svih parametra (CHI, ARI, HUE i NIR) na test biljkama na koje je
aplicirana PBA u MIC koncentracijama - ¥ MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %)
i 3 MIC (0,15 %), znacCajno su promijenjene u usporedbi s vrijednostima istih parametara u
kontrolnim varijantama bez PBA (s patogenom), dok u odnosu na srednje vrijednosti
kontrolne varijante s BA, ne razlikuju se znacajno. Srednje vrijednosti parametra CHI i AR,
u test biljkkama na koje je aplicirana koncentracija 2 MIC PBA, znaCajno su smanjene u
odnosu na srednje vrijednosti istih parametara biljaka na koje je aplicirana BA u istoj
vrijednosti MIC (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.64. U&inak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na sadrzaj klorofila (CHI) rajéice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O+Pst.)
unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv.tomato

dH20 +Pst. BA +Pst. PBA +Pst.

MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI £ SD CHI £ SD CHI £ SD
% MIC 0,922+ 0,4 1,71°+ 0,2 1,952+ 0,2
1 MIC 0,922+ 0,4 1,60+ 0,3 1,98°+0,2
2 MIC 0,922+ 0,4 2,21*+0,1 1,66°+0,3
3 MIC 0,922+ 0,4 1,432+ 0,4 1,66°+ 0,2

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Tablica 4.65. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na sadrzaj antocijanina (ARI) rajéice nakon 15 dana u usporedbi s kontrolama
(BA i dH20 +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst. BA +Pst. PBA +Pst.

MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
ARI + SD ARI + SD ARI + SD
% MIC 0,942+ 0,5 2,220+ 0,4 2,500+ 0,4
1 MIC 0,942+ 0,5 3,18+ 0,9 2,62°+0,3
2 MIC 0,942+ 0,5 2,92°+0,3 2,14°+ 0,5
3 MIC 0,942+ 0,5 1,68°+0,5 2,11*+0,3

* razliCita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Tablica 4.66. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas
syringae pv. tomato na parametar pojavnosti boje (HUE) raj¢ice u usporedbi s kontrolama
(BA i dH20 +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst. BA +Pst. PBA +Pst.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
HUE + SD HUE + SD HUE + SD
% MIC 822+ 11 98,3" + 4 101,4°+ 3,6
1 MIC 822+ 11 96° + 4,8 102,2° + 3,8
2 MIC 822+ 11 105,2°+ 2,2 97,2+ 6,4
3 MIC 822+ 11 9120 + 6,4 97,50 + 3,4

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Tablica 4.67. UCinak PBA aplicirane 2 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na parametar refleksije blizu infracrvenog zracenja (NIR) rajcice u usporedbi s
kontrolama (BA i dH,O +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst. BA +Pst. PBA +Pst.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
NIR + SD NIR + SD NIR + SD
¥ MIC 15899,32 + 598,2 17307,2° £ 528,9 17875,3° £ 742,9
1 MIC 15899,32 + 598,2 17367,8° + 533,7 17687,7° + 688,5
2 MIC 15899,32 + 598,2 17843,7° + 262,6 17538,8 + 1058,2
3 MIC 15899,32 + 598,2

16937,5° + 809,7 17823,5° + 500,9

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.8. Antibakterijski u€inak borne kiseline (aplicirane 7 dana prije
aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na jaéinu simptoma
bolesti rajCice

Rezultati antibakterijskog ucinka raspona MIC BA (7 dana prije aplikacije patogena)
na jacinu simptoma bakteriozne pjegavosti koju uzrokuje bakterija P. syringae pv. tomato
na rajcici nakon 14 dana, prikazani su tablicom 4.68. i slikom 4.25. Kloroti¢ni i nekroti¢ni
simptomi zabiljezeni su na svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija - ¥2 MIC
(0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9 %) BA. Na test billkama na koje je
aplicirana BA u koncentracijama % MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 9 % i 40 % simptomatske
povrsine u odnosu na kontrolne varijante, dok na test bilkama na koje je aplicirana 2 MIC i
3 MIC, zabiljezeno je 51 % i 58 % simptomatske povrSine u usporedbi s kontrolom.

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine biljaka na koje je aplicirana BA u
koncentracijama ¥z MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA, znagajno su manje u odnosu na kontrolnu
varijantu bez BA (s patogenom) prema Tukey testu (P <0,05). Srednje vrijednosti
simptomatske povrsine test biljaka na koje je aplicirana BA u koncentracijama 2MIC i 3 MIC,

nisu znacajno razliCite (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.68. Antibakterijski u€inak MIC BA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije
Pseudomonas syringae pv. tomato na ja€inu simptoma nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC % MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
BA (%) +Pst. +Pst. +Pst. +Pst. +Pst.
srednja vrijednost
simptomatske 40,4% 2,6 3,72+ 0,5 16,3°+ 1,5 20,7+ 0,8 23,6°+1,8

povrsine (cm?) + SD

* razliCita slova oznacCavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05

% MIC 1MIC 2MIC SMIG
Kontrola (-Pst.) Kontrola (+ Pst.) (0,15%) BA + Pst. (0,3 %) BA + Pst. (0.6 %) BA + Pst. (0.9 %) BA + Pst.

Slika 4.25 Prikaz simptomatske povrsSine rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije MIC
BA (7 dana prije aplikacije patogena Pseudomonas syringae pv. tomato) u usporedbi s
kontrolom (o€itanje ImageJ).
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4.4.9. Antibakterijski u€inak fenilboronske kiseline (aplicirane 7 dana
prije aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na ja€inu
simptoma bolesti rajéice

Rezultati antibakterijskog u€inka raspona MIC PBA (7 dana prije aplikacije patogena)
na jacinu simptoma bakterioznog patogena P. syringae pv. tomato na rajcici nakon 14 dana,
prikazani su tablicom 4.69. i slikom 4.26. Kloroti¢ni i nekroti¢ni simptomi zabiljezeni su na
svim biljkama na koje je apliciran raspon koncentracija — ¥ MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %),
2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %). Na test biljkama na koje je aplicirana PBA u koncentracijama
% MIC i 1 MIC, zabiljezeno je 15 % i 12 % simptomatske povrSine, dok na test biljkama na
koje je aplicirana 2 MIC i 3 MIC, zabiljezeno je 5 % i 34 % simptomatske povrSine u
usporedbi s kontrolom bez PBA (s patogenom).

Srednje vrijednosti simptomatske povrSine rajCica na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama ¥z MIC, 1 MIC, 2 MIC i 3 MIC PBA, znacajno su manje u odnosu na srednje
vrijednosti kontrolne varijante bez PBA (s patogenom) prema Tukey testu (P <0,05). Na test
biljlkama na koje je aplicirana PBA u koncentracijama % MIC, 1 MIC i 2 MIC, srednje

vrijednosti nisu znacajno razliite (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.69. Antibakterijski u¢inak MIC PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije
Pseudomonas syringae pv. tomato na ja€inu simptoma nakon 14 dana.

koncentracija 0 MIC % MIC 1 MIC 2 MIC 3 MIC
PBA (%) +Pst. +Pst. +Pst. +Pst. +Pst.
srednja vrijednost
simptomatske 40,4°+£2,6 6,112+54 4,836+ 3,6 2,12+ 3,1 13,6°+5,5

povrsine (cm?) + SD

* razliCita slova oznaavaju statisti¢ki zna€ajnu razliku prema Tukey testu na razini P <0,05
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Kontrola (-Pst. K | Pst. 2 MIC 1 MIC 2MIC
ROzl Aol bok) (0,025 %) PBA +Pst. (0,05 %) PBA + Pst. (0,1 %) PBA +Pst. (0,15 %) PBA + Pst.

Slika 4.26 Prikaz simptomatske povrsine rajCice 14 dana nakon preventivne aplikacije MIC
PBA (7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae pv. tomato) u usporedbi s
kontrolom (ocitanje ImageJ).
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Antibakterijski u€inak preventivne aplikacije PBA (7 dana prije aplikacije patogena) na
jacinu simptoma koje uzrokuje bakterija P. syringae pv. tomato na rajcici usporedno s
kontrolnim varijantama (BA i dH.O+ Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 14 dana,
prikazan je tablicom 4.70.

Prema Tukey testu (P <0,05), srednje vrijednosti simptomatske povrSine koju uzrokuje
patogen P. syringae pv. tomato na raj€ici u varijantama s 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3
MIC (0,15 %) PBA, znacajno su manje (osim ¥ MIC koja je znacajno visa), u odnosu na
srednje vrijednosti simptomatske povrSine na kontrolnim varijantama s istom MIC BA i

varijantom bez PBA (s patogenom) (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.70. Antibakterijski uCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije
Pseudomonas syringae pv. tomato na jacinu simptoma u usporedbi s kontrolama (BA i
dH-O +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 14 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst. BA +Pst. PBA +Pst.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
simptomatske povrS§ine  simptomatske povrSine  simptomatske povrsine
(cm?) £ SD (cm?) + SD (cm?) £ SD
Y% MIC 40,42+ 2,6 3,7+ 0,5 6,11°+ 5,4
1 MIC 40,42+ 2,6 16,3+ 1,5 4,8+ 3,6
2 MIC 40,42+ 2,6 20,7°+ 0,8 2,1+ 3,1
3 MIC 40,42+ 2,6 23,6+ 1,8 13,6°+5,5

* razliCita slova oznacCavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.4.10. Antibakterijski u€inak borne kiseline (aplicirane 7 dana prije
aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na multispektralne
parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fizioloSkih parametara nakon aplikacije raspona MIC BA (7 dana
prije aplikacije patogena P. syringae pv. tomato) na rajici nakon 15 dana, prikazani su
tablicom 4.71.

Srednje vrijednosti parametra ARI na test biljkama na koje je aplicirana BA u svim
testiranim koncentracijama - ¥2 MIC (0,15 %), 1 MIC (0,3 %), 2 MIC (0,6 %) i 3 MIC (0,9
%), znacajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti ARI u kontrolnim varijantama (bez
BA), dok srednje vrijednosti parametra HUE na test biljakama na koje je aplicirana BA u
svim testiranim koncentracijama, nisu znacajno promijenjene u odnosu nha srednje
vrijednosti HUE u kontrolnim varijantama (bez BA). Kod test biljaka na koje je su aplicirane
koncentracije ¥2 MIC, 2 MIC i 3 MIC BA, srednje vrijednosti CHI znacajno su viSe u odnosu
na srednje vrijednosti CHI u kontrolnim varijantama, dok srednje vrijednosti CHI u varijatni
s 1 MIC BA, nisu znacajno razliC¢ite u odnosu na srednje vrijednosti parametra u kontroli.
Takoder, kod test biljaka na koje je aplicirana BA u koncentracijama %2 MIC i 3 MIC, srednje
vrijednosti NIR, znagajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti NIR u kontrolnim
varijantama i u test varijantama s 1 MIC i 2 MIC BA koje nisu znacajno razli¢ite u odnosu

na srednje vrijednosti NIR u kontroli (Tukey testu, P <0,05).

Tablica 4.71. U&inak BA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na fizioloSke parametre raj€ice u usporedbi s kontrolom nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

MIC BA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE = SD NIR £ SD
MIC O
0,922+ 0,4 0,942+ 0,4 82+11 15899,32 + 596,2
(+Pst.)
% MIC 1,63+ 0,2 2,24+ 0,4 94,5+ 3,3 19139,5¢+ 371,8
1 MIC 1,326+ 0,4 1,80°+ 0,4 84,6 +1,3 16472,82° + 216
2 MIC 1,63°+0,1 1,97°+0,2 94,2 +2,7 17421,82b¢ + 402,7
3 MIC 1,54°+ 0,4 1,95+ 0,4 92 +6,2 18001,5%¢ + 615,4

* razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona MIC
koncentracija (Tukey test, P <0,05)
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4.4.11. Antibakterijski uéinak fenilboronske kiseline (aplicirane 7 dana

prije aplikacije bakterije P. syringae pv. tomato) na multispektralne
parametre lista raj€ice

Rezultati testiranja fiziolodkih parametara nakon aplikacije MIC BA (7 dana prije
aplikacije patogena P. syringae pv. tomato) na rajcici nakon 15 dana, prikazani su tablicom
4.72. Srednje vrijednosti svih testiranih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) na test biljikama
na koje je aplicirana PBA u koncentracijama - %2 MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1
%) i 3 MIC (0,15 %), znacajno su viSe u odnosu na srednje vrijednosti kontrolnih varijanti
(bez PBA) prema Tukey testu (P <0,05).

Tablica 4.72. U&inak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na fizioloSke parametre rajCice u usporedbi s kontrolom nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

MIC PBA srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost | srednja vrijednost
CHI £ SD ARI £ SD HUE £ SD NIR £ SD
MIC O
0,922+ 0,4 0,942+ 0,4 822+ 11 15899,32 + 596,2
(+Pst.)
% MIC 1,87°+0,3 2,39+ 0,5 100,1°+ 4,5 17363,0° £ 423
1 MIC 1,65°+ 0,2 2,18*+0,1 96,6° + 4,5 18461,8° + 697
2 MIC 1,70°+ 0,2 2,20+ 0,1 95,4+ 2,1 19187,3¢ + 929,9
3 MIC 1,70°+ 0,1 2,23*+ 0,1 97,3+ 0,4 18662,8¢ + 309

* razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednijih vrijednosti fizioloSkih parametara unutar raspona
MIC koncentracija (Tukey test, P <0,05)

Ucinak preventivne aplikacije PBA (7 dana prije aplikacije patogena P. syringae pv.
tomato) na analizirane parametre (CHI, ARI, HUE, NIR) raj¢ice usporedno s kontrolnim
varijantama (BA i dH.O +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana, prikazan je
tablicama 4.73 — 4.76.

Srednje vrijednosti parametra CHI na test biljkama na koje je aplicirana PBA u
testiranim koncentracijama - %2 MIC (0,025 %),1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15
%), znacCajno su viSe u usporedbi sa srednjim vrijednostima CHI kod biljaka u kontrolnim
varijantama na koje je apliciran samo patogen, dok iste vrijednosti (osim 1 MIC) u svim
varijantama MIC PBA, nisu znaCajno promijenjene u usporedbi sa srednjim vrijednostima
CHI kod biljaka u kontrolnim varijantama na koje aplicirana ista MIC BA (Tukey test, P
<0,05)
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Tablica 4.73. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas
syringae pv. tomato na sadrzaj klorofila (CHI) rajCice u usporedbi s kontrolama (BA i dH,O
+Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv.tomato

dH20 +Pst. BA +Pst. PBA +Pst.

MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
CHI + SD CHI £ SD CHI + SD
% MIC 0,922+ 0,4 1,636+ 0,2 1,87°+0,3
1 MIC 0,922+ 0,4 1,322+ 0,4 1,65°+ 0,2
2 MIC 0,922+ 0,4 1,63°+0,1 1,70+ 0,2
3 MIC 0,922+ 0,4 1,54+ 0,4 1,70+ 0,1

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Srednje vrijednosti ARI na test biljkama na koje je aplicirana PBA u svim testiranim
koncentracijama - ¥ MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %),
znacajno su vise u usporedbi sa srednjim vrijednostima ARI kod biljaka u kontrolnim
varijantama koje sadrze samo patogena, dok iste vrijednosti u svim varijantama PBA, nisu
znacajno razliCite u usporedbi sa srednjim vrijednostima ARI kod biljaka na koje su

aplicirane MIC koncentracije BA (Tukey test, P <0,05).

Tablica 4.74. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na sadrzaj antocijanina (ARI) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH.O +Pst.)
unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst BA +Pst. PBA +Pst.

MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
ARI £ SD ARI £ SD ARI £ SD
Y% MIC 0,942+ 0,4 2,24+ 0,4 2,39 + 0,5
1 MIC 0,942+ 0,4 1,80°+ 0,4 2,18*+0,1
2 MIC 0,942+ 0,4 1,97°+0,2 2,20+ 0,1
3 MIC 0,942+ 0,4 1,95°+ 0,4 2,23+ 0,1

* razliCita slova oznac¢avaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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Srednje vrijednosti HUE na test biljkama na koje je aplicirana PBA u svim testiranim
koncentracijama - ¥ MIC (0,025 %), 1 MIC (0,05 %), 2 MIC (0,1 %) i 3 MIC (0,15 %),
znacajno su vide u usporedbi sa srednjim vrijednostima HUE kod biljaka u kontrolnim
varijantama koje sadrze samo patogena. Na test billkama na koje je aplicirana PBA u
koncentracijama ¥2 MIC, 2 MIC i 3 MIC, srednje vrijednosti parametra HUE znacajno su
viSe u odnosu na srednje vrijednosti HUE kod biljaka u kontrolnim varijantama na koje je

aplicirana BA u istom rasponu koncentracija.

Tablica 4.75. U€inak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na parametar pojavnosti boje (HUE) rajcice u usporedbi s kontrolama (BA i dH-O
+Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst BA +Pst. PBA +Pst.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
HUE + SD HUE + SD HUE + SD
% MIC 822+ 11 94,5 + 3,3 100,1°+ 4,5
1 MIC 822+ 11 84,62+ 1,3 96,6 + 4,5
2 MIC 822+ 11 94,20+ 2.7 95,4+ 2,1
3 MIC 822+ 11 923 + 6,2 97,3*+ 0,4

* razliCita slova oznacCavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC

Srednje vrijednosti NIR na test bilikama na koje je aplicirana %2 MIC, zna€ajno su manje,
dok su vrijednosti NIR na biljkama s apliciranom 2 MIC PBA znacajno viSe u usporedbi sa
srednjim vrijednostima NIR kod biljaka u kontrolnim varijantama bez PBA i varijantama na
koje je aplicirana ista MIC BA. Iste vrijednosti u varijantama s 1 MIC i 3 MIC PBA, nisu
znacajno promijenjene u usporedbi sa srednjim vrijednostima NIR kod biljaka u kontrolnim
varijantama na koje aplicirana BA, ali su znacajno vise u odnosu na kontrolnu varijantnu

koja sadrzi samo patogena (Tukey test, P <0,05).
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Tablica 4.76. UCinak PBA aplicirane 7 dana prije aplikacije bakterije Pseudomonas syringae
pv. tomato na parametar refleksije blizu infracrvenog zracenja (NIR) rajcice u usporedbi s
kontrolama (BA i dH,O +Pst.) unutar iste vrijednosti MIC nakon 15 dana.

Pseudomonas syringae pv. tomato

dH20 +Pst BA +Pst. PBA +Pst.
MIC srednja vrijednost srednja vrijednost srednja vrijednost
NIR + SD NIR + SD NIR + SD
% MIC 15899,32 + 596,2 19139,5°+ 371,8 17363,0° + 423
1 MIC 15899,32 + 596,2 16472,82° + 216 18461,8° + 697
2 MIC 15899,32 + 596,2 17421,8 + 402,7 19187,3¢+ 929,9
3 MIC 15899,32 + 596,2

18001,5°+ 615,4 18662,8° + 309

* razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku prema Tukey testu (P <0,05) unutar iste vrijednosti MIC
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4.5. Rezultati Kochovih postulata

Kochovi postulati za fitopatogene vrste koriStene u istrazivanju in vivo, potvrdeni su u
uvjetima in vitro prema metodi Mitchell (1997). Rezultati ponovljene morfolosSke i molekularne
identifikacije reizoliranih patogena iz lisnog materijala sa simptomima (gljivicne) koncentri¢ne
(Slika 4.27 A) i bakteriozne pjegavosti (Slika 4.27 B), potvrduju fitopatogenu gljivu A.

alternata i bakteriju P. syringae pv. tomato koristene u istrazivanju in vivo.
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Slika 4.27 Reizolacija gljive Alternaria alternata iz lista rajCice sa simptomima koncentri¢ne
pjegavosti nakon 5 dana na PDA supstratu (A) i bakterije Pseudomonas syringae pv. tomato
iz lista rajcice sa simptomima bakteriozne pjegavosti nakon 3 dana na KB (B).
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5. RASPRAVA

5.1. Pokus in vitro - Metoda poisoned food

Rezultati istrazivanja antimikotickog ucinka PBA in vitro na fitopatogenu gljivu A.
alternata, pokazuju potpunu inhibiciju rasta micelija gljive pri niskim koncentracijama
primijenjene PBA (0,05 %). Ovaj dio istrazivanja je u skladu s antimikotiCkim ucinkom in
vitro Liu i sur. (1994) u kojem je primjenjena PBA u koncentraciji 0,3 %, u potpunosti
inhibirala rast i razvoj bazidiomicetnih gljiva koje uzrokuju propadanje drva japanskog cedra.
Usporedujuci rezultate antimikotickog u€inka PBA na bazidiomicetnim gljivama i rezultate
ovog dijela istrazivanja, zna€ajna razlika je u izraZenijoj osjetljivosti askomicetne gljive A.
alternata, €iji je rast inhibiran pri 6 puta niZzoj koncentraciji PBA (0,05 %). Nadalje, prilikom
istraZivanja antimikoti¢kog u€inka BA na navedenog patogena, uoc€en je rast micelija na
svim hranjivim podlogama s testiranim rasponom koncentracija BA tj. potpuna supresija
micelija gljive nije uoCena niti u jednoj varijanti. UoCene razlike antimikotickog ucinka
testiranih boronskih kiselina u Sirokom rasponu koncentracija na rast micelija A. alternata
mogu biti posljedica mogucénosti da neke koncentracije BA imaju stimulativni u€inak na rast
micelija gliive na hranjivoj podlozi §to potvrduje istrazivanje Singh i Khanna (1969).
Alternativno, buducéi da je rast gljive smanjen kod svih testiranih koncentracija BA u sli¢noj
mjeri, razlike medu njima mogu biti posljedica eksperimentalnih varijacija. MorfoloSke
karakteristike micelija uzgojenog na podlozi s razli€itim koncentracijama BA, razlikuju se u
odnosu na kontrolu. Micelij je manje obojen i manje razgranat za razliku od micelija koji
raste na supstratu bez BA. To bi moglo biti zato $to BA u odredenoj koncentraciji dovodi do
smanjenja sporulacije A. alternata iako nema znacajnog smanjenja rasta micelija izmedu
medija koji sadrze razliCite koncentracije BA. Kako je gljiva A. alternata folijarni patogen,
Cija patogenost ovisi o sporulaciji i nacinu Sirenja konidija (Reis i sur., 2006), inhibicija
sporulacije je vazna karakteristika u smanjenju procesa Sirenja bolesti. Premda BA nema
antimikoti¢ki u€inak u testiranim koncentracijama, sukladno smanjenju brzine rasta i
sporulacije gljive A. alternata, moze se zakljuciti da BA ima fungistatski uc€inak pri 6 puta
vecoj koncentraciji od primijenjene koncentracije PBA. U studiji in vitro Bhalerao i sur.
(2019), metoda poisoned food pokazala je da BA u koncentraciji od 1 % i 2 % inhibira rast
i razvoj patogene gljive A. solani dok je u studiji Patel i sur. (2005) BA primijenjena u
koncentraciji od 0,2 %, smanjila klijanje spora Alternaria sp. za 44 %, u koncentraciji od 0,5
% za 39 % i u koncentraciji od 1 % za 36 % u odnosu na kontrolu nakon 48 sati inkubacije.
Medu prvim istrazivanjima ucinka BA na fitopatogene vrste gljiva, uoCeno je da je A.

alternata tolerantna na BA (Singh i Khanna, 1969), Sto je potvrdeno ovim istrazivanjem in
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vitro. Premda je rije€ o fungistatskom ucinku BA na gljivu A. alternata, 0,3 % BA prihva¢ena
je kao MIC BA buduéi da gljiva na mediju s navedenom koncentracijom, gotovo da ne i
razvija spore.

Osim antimikotickog uc€inka, rezultati ovog istrazivanja in vitro potvrduju i antibakterijski
uCinak PBA na bakterioznog patogena P. syringae pv. tomato pri nizim koncentracijama
PBA (0,05 %) Sto se oCituje u potpunoj inhibiciji bakterijskih kolonija u svim testiranim
koncentracijama viSim od 0,04 %. Za razliku od PBA, potpuna inhibicija bakterijskih kolonija
zabiljezena je na hranjivom mediju koji sadrzi najvecu testiranu koncentraciju BA (0,3 %)
(Martinko i sur., 2021) to je u skladu s rezultatima istrazivanja Yilmaza i sur. (2012) prema
kojima MIC BA od 0,76 % ima antibakterijski u€inak na medicinski znacajnu vrstu
Pseudomonas aeruginosa. Sli¢ni rezultati postignuti su i u istrazivanju Sayin i sur. (2016),
gdje MIC BA iznosi izmedu 0,07 % i 0,15 % Sto sugerira da razli¢iti mediji i primijenjene
koncentracije BA mogu biti razlog za takve varijacije MIC-a, kao $to su primijetili Caroline i
Campbell (1990). Takoder, razlicite vrste unutar roda Pseudomonas mogu biti razli¢ito
osjetlive na BA (Caroline i Campbell, 1990). Zanimljivo je da u protokolu pripreme
selektivnog King B agara za detekciju Pseudomonas syringae, BA se koristi kao dodatak
smjesi (Mohan i Schaad, 1985) Sto potvrduje kako BA u odredenoj koncentraciji stimulira
rast i razvoj bakterije na hranjivoj podlozi. Primijeceno je kako na mediju s 0,05 % BA broj
kolonija bakterije P. syringae pv. tomato je vec¢i u odnosu na broj kolonija kontrolne
petrijevke bez BA, dok je rast bakterije u potpunosti reduciran na podlozi s istom
koncentracijom PBA. Premda je broj kolonija bakterioznog patogena bio veéi za 12 % u
odnosu na kontrolu, ukupna povrsina kolonija bakterije na istom mediju s BA reducirana je
za 78 % u odnosu na povrsinu kolonija kontrolne petrijevke. Evidentno je kako je patogen
u prisustvu BA u hranjivoj podlozi razvio veci broj kolonija, ali manje ukupne povrsine §to
ne upucuje na stimulativni u€inak BA ve¢ razlog takvih varijacija vjerojatno je posljedica
interaktivnog odgovora bakterija na biokemijske karakteristike hranjivog medija s
inhibitornim ¢imbenikom, a to potvrduje nekoliko istrazivanja (Cooper i sur., 1968; Jeanson
i sur., 2015). Zanimljivo je kako je PBA u niskoj koncentraciji (0,05 %) smanijila broj kolonija
bakterioznog patogena, dok je ucinak navedene koncentracije PBA na veliinu kolonija
patogena pokazao jednak ucinak iste koncentracije BA. Temeljem antibakterijskog uCinka
boronskih kiselina, odredena MIC PBA iznosi 0,05 %, dok MIC BA iznosi 0,3 % za bakteriju
P. syringae pv. tomato.

Sliéni rezultati redukcije broja i veli€ine bakterijskih kolonija zabiljeZzeni su u dijelu
laboratorijskog istrazivanja s kontaminirajuéom bakterijom E. coli kojim je dokazan
antibakterijski u€inak boronskih kiselina na broj kolonija E. coli pri relativno niskim
koncentracijama (0,1 % MIC PBA i 0,3 % MIC BA), gdje PBA ima vedi antibakterijski u€inak
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u odnosu na BA kojoj je utvrdena 3 puta veca inhibitorna koncentracija od koncentracije
primijenjene PBA. Jednako kao i u dijelu istraZivanja s patogenom P. syringae pv. tomato,
broj i veli€ina kolonija bakterije E. coli nisu proporcionalni s povecanjem koncentracije
boronskih kiselina u hranjivom mediju ve¢ su promijenjivi, ali reducirani u odnosu na
kontrolnu varijantu. Takoder, antibakterijski u¢inak PBA pri 0,05 % na broj kolonija bakterija
E. coli zna€ajniji je u odnosu na istu koncentraciju BA, a na veli€¢inu kolonija pokazuje
jednako inhibitoran ucinak kao i BA. Promatranjem broja i veli€ine kolonija uslijed rasta na
podlogama koje sadrze (P)BA, bakterije razvijaju veéi broja kolonija, ali su manje, tj. ukupna
povrsina kolonija je manja $to upucuje na moguci obrambeni mehanizam bakterija kao

odgovor na inhibitorni u¢inak boronskih kiselina prisutnih u hranjivoj podlozi.

5.2. Pokus in vitro - Metoda inaktivacija kontaminirajuce
bakterije E. coli ispiranjem plodova rajcice

Da su eksperimentalne varijacije posljedica razli€itih medija i koncentracija boronskih
kiselina (Caroline i Campbell, 1990), ali i laboratorijskin metoda, najbolje se primijeti u
rezultatima inhibitornog u€inka boronskih kiselina na bakteriju E. coli testiranog metodom
ispiranja kontaminiranih plodova rajcice u otopinama MIC koncentracija (P)BA, prethodno
odredenih poisoned food metodom u laboratorijskim uvjetima. Rezultati ovog pokusa in vitro
dokazali su da PBA pri niskoj koncentraciji (0,05 %), nakon simuliranog ispiranja
kontaminiranih plodova raj€ice u toj otopini, dovodi do znacajno veceg inhibitornog ucinka
na broj (za 39 %) i na povrSinu (za 30 %) kolonija bakterije E. coli, u odnosu na kontrolno
ispiranje sterilnom destiliranom vodom. Pri tome je ucinak PBA (0,05 %) imao znacajno visi
inhibitorni uc¢inak (72 %) na povrsinu kolonija E. coli, dok je na broj kolonija taj u€inak bio
isti u usporedbi s 3 puta vecom koncentracijom BA. Zanimljivo je da je u varijanti bez
ekspozicije, najmanja koristena koncentracija PBA (0,05 %), zna€ajno (za 39 %) inhibirala
populaciju bakterije E. coli na hranjivoj podlozi u odnosu na kontrolu sa steriinom
destiliranom vodom i etanolom (za 46 %), dok znaCajna razlika u inhibitornom ucinku nije
primijecena u usporedbi s BA tj. boronske kiseline su imale isti uCinak na bakteriju. Takoder,
potpuna inhibicija populacije E. coli nije primije¢ena ni pri najviSoj koncentraciji PBA (0,3
%). Temeljem pregleda literature i pretpostavke kako ce izlozenost kontaminiranih plodova
rajCice u otopini boronskih kiselina dovesti do vece inhibicije bakterije, ovaj dio istrazivanja
in vitro nadopunjen je uvodenjem vremenske ekspozicije u trajanju od 120 min. Trajanje

ekspozicije odredeno je preliminarnim pokusom kojim je dokazano da ekspozicija plodova
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rajCice u otopinama boronskih kiselina ne dovodi do raspucavanja ploda niti do promjene
boje, &to bi ukazivalo na negativan ucinak kiselina na plod rajcice, na $to su upozorili Zhang
I sur. (2019). S duzom vremenskom izloZzenoS¢u plodova otopini niske koncentracije PBA
(0,05 %), zabiljezen je inhibitorni u€inak na broj (za 21 %), ali znacajno veci u€inak na
povrsinu (za 89 %) kolonija bakterije E. coli, u odnosu na ucinak istog MIC-a BA. U ostalim
varijantama, inhibitorni u€inak se takoder ocitovao u zna¢ajnom smanjenju povrsine kolonija
E. coli $to je proporcionalno poveéanju primijenjenih MIC koncentracija PBA. Premda je broj
kolonija bakterija na hranjivim podlogama varirao, povecanje broja kolonija u odnosu na
kontrolne varijante nije zabiliezeno. U pokusu sa 120-minutnim izlaganjem niskoj
koncentraciji PBA (0,05 %) uo&eno je znacajno veée smanjenje povrsine kolonija bakterije
E. coli (89 %) u odnosu na smanjenje povrSine postignuto istom koncentracijom BA, $to Cini
primjetnu razliku u redukciji povrSine kolonija E. coli s ekspozicijom plodova od one
zabiljezene u varijantama bez produzene vremenske ekspozicije (za 72 %). Takoder,
evidentno je da je vedéi inhibitorni u¢inak na bakteriju E. coli, ve¢ pri nizim koncentracijama,
postignut ekspozicijom kontaminiranih plodova raj¢ice otopini PBA (97 %) u odnosu na
inhibitorni u€inak bez vremenske ekspozicije plodova (za 30 %) u istoj otopini. S druge
strane, kod ispiranja kontaminiranih plodova raj€ice s nizim koncentracijama BA, zamije¢en
je stimulativni u¢inak BA na povecanje povrsine kolonija E. coli bez ekspozicije u odnosu
na kontrolne varijante, 8to nije primije¢eno kod ispiranja s PBA. Usprkos razlici u
laboratorijskim metodama aplikacije BA, rezultati inhibicije bakterije E. coli ispiranjem
plodova s BA u varijanti s vremenskom ekspozicijom, potvrduju rezultati dobiveni u radu
Yilmaza (2012), gdje je 0,76 % BA u hranjivom mediju inhibirala bakteriju E. coli, dok
inhibicija bakterije u navedenoj koncentraciji BA nije bila potpuna u varijanti bez ekspozicije.
PredloZzeno je kako odredena vremenska izloZzenost bakterijske stanice boronskim
kiselinama dovodi do vece inhibicije bakterijskih kolonija E. coli. To potvrduju rezultati
dobiveni u prvom dijelu istrazivanja in vitro gdje je zabiljezena potpuna inhibicija rasta
kolonija bakterije E. coli koristenjem metode poisoned food, kojom je bakterija izloZzena
kontinuiranoj absorpciji boronskih kiselina zajedno s hranjivim komponentama iz medija, §to
nije slu€aj u ovom dijelu pokusa in vitro. Pretpostavlja se kako je razlika u inhibitornom
uCinku boronskih kiselina izmedu metoda posljiedica razlike u vremenskoj izlozenosti
bakterija E. coli boronskim kiselinama. Da je vremenska ekspozicija zna€ajna za inhibiciju
kontaminirajucih bakterija u otopini boronskih kiselina sugeriraju rezultati istrazivanja Shen
i sur. (2013), koji potvrduju bolju inaktivaciju bakterije E. coli u vodenoj otopini klora uz
uvodenje vremenske ekspozicije. Takoder, potvrdeno je da inaktivacija patogena E. coli
ovisi o u€inkovitosti i koncentraciji spoja te vremenu ekspozicije bakterije (P)BA, &to je

dokazano dobivenim rezultatima istrazivanja in vitro. Poznato je da ucinkovitost
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antibakterijskih spojeva ovisi o sposobnosti da prodru u stanicu preko stanicne membrane
te postignu letalnu koncentraciju na ciljinom mjestu unutar stanice u svrhu antimikrobnog
djelovanja (Virto i sur., 2005). Veca inhibicija bakterije E. coli, nakon vremenske ekspozicije,
sugerira da se PBA prilikom ulaska u bakterijsku stanicu degradirala do toksi¢nog fenilnog
spoja, Sto je dovelo do ugibanja bakterijskih stanica (Freeman, 2010) u odnosu na bakterije
koje nisu bile dovoljno vremenski izlozene PBA koja, pretpostavljeno, nije usla u sve stanice
bakterija. Komparacijom dobivenih rezultata oba pokusa in vitro uo€ene su razlike izmedu
inhibitornog ucinka na E. coli koristenjem otoplijene PBA u destiliranoj vodi uz ekspoziciju
(pri ¢emu je antibakterijski uc¢inak postignut pri 0,05 %) i inhibitornog u€inka PBA otopljene
u hranjivom mediju (antibakterijski u€inak pri 0,1 %). Dobivene rezultate moguce je objasniti
rezultatima istrazivanja Virto i sur. (2005) kojima je dokazano da je inaktivacija bakterije E.
coli klorom otopljenim u destiliranoj vodi, zna¢ajno vecéa od inaktivacije bakterija koje su bile
izloZene kloru u organskom mediju. Njihovi rezultati sugeriraju kako su ostecenja stanicne
membrane bakterije veéa u vodi u odnosu na organski medij koji je sprije€io propusnost

staniéne membrane i prodiranje klora u stanicu bakterije.

5.3. Pokus in vivo na raj€ici

Dobiveni rezultati inhibicije gljivi€nog i bakterioznog patogena raj¢ice nakon aplikacije
boronskih kiselina u laboratorijskim uvjetima, istraZzeni su i u uvjetima plastenika. Pokusom
in vivo, testiran je ucinak BA i njenog derivata PBA u suzbijanju simptoma koncentrine
pjegavosti (kod rajcica zarazenih gljivom A. alternata) i bakteriozne pjegavosti (kod rajCica
zarazenih bakterijom P. syringae pv. tomato). Pracenjem izgleda i intenziteta lezija na
listovima testiranih rajCica, kao i mjerenjem Cetiri odabrana fizioloSka parametra koji
odrazavaju zdravlje biljaka, rezultati su pokazali da BA i PBA djeluju profilakti¢ki na gljivicnu
i bakterijsku infekciju. Takav u€inak postignut je smanjenjem jacine simptoma gljiviCne i
bakterijske bolesti rajcice i sprje€avanjem negativnog utjecaja na fizioloSke parametare koji
nastupaju nakon zaraze raj€ica patogenima.

Rezultati u€inka boronskih kiselina aplicirani u rasponu MIC koncentracija (2 dana i 7
dana prije aplikacije vode) i kvantificirani na temelju ukupne povrSine lezija (uglavnom
kloroza i nekroza) pomocu racunalnog programa ImageJ, biljeze ve¢u ukupnu povrSinu
lezija na listovima raj€ica u odnosu na biljke iz kontrolne skupine na koje nisu aplicirane
(P)BA. Racunalni program ImageJ zabiljezio je Cak i blage depigmentacije na lisnoj povrsini,
a uoCena ograniCena podruCja blage depigmentacije uglavnom su klorotiCne lezije.

Sukladno kvantifikaciji promjene obojenja lisne povrSine pomoc¢u ImageJ, primijeceno je
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kako PBA (aplicirana preventivno 2 dana prije aplikacije vode) pri niskim koncentracijama
(0,025 %), uzrokuje smanjenu pojavu lezija (za 30 %) na listovima rajCice, dok ista
koncentracija PBA (primijenjena 7 dana prije aplikacije vode) uzrokuje znacajno viSe lezija
(za 48 %) u usporedbi s u€inkom 6 puta vece koncentracije BA. Primjetno je da je ukupna
povrSina lezija proporcionalna porastu koncentracija uslijed preventivhe aplikacije
boronskih kiselina na listovima test rajCica. Premda je pomocu programa ImageJ
zabiljezena viSa ukupna povrsina lezija na raj¢icama na koje su aplicirane boronske kiseline
(< 50 %), vrijednosti analiziranih fizioloSkih parametara istih biljaka nisu promijenjene u
odnosu na vrijednosti istih parametara biljaka iz kontrolne skupine bez tretmana s (P)BA.
Zanimljivo je da ne postoji razlika izmedu vrijednosti fizioloSkih parametara kao posljedice
aplikacije PBA, u odnosu na vrijednosti analiziranih parametara biljaka na koje je aplicirana
BA u istrazenom rasponu koncentracija. Ukratko, rezultati dobiveni pomoc¢u ImageJ, ne
prate rezultate dobivene analizom fizioloSkih parametara raj€ica iz varijante u kojoj su
aplicirane P(BA), premda se promjene u fiziologiji rajCica naziru. Interesantno je kako
aplikacija kiselina na povrSinu listova rajCica nije dovela do smanjenja ili povecanja
analiziranih fizioloskih parametara u odnosu na biljke koje nisu bile tretirane s (P)BA. Razlog
neproporcionalnosti podataka (dobivenih pomocu ImageJ i analize fizioloSkih parametara
rajcica) sugerira kako aplikacija boronskih kiselina nije imala utjecaj na fizioloke procese u
rajicama tj. primjena P(BA) nije Stetna za rajcice u rasponu istraZzenih koncentracija.
Nadalje, uoCen je paradoksalan ucinak. Preventivha aplikacija (P)BA na rajCice
zarazene gljivi€nim i bakterioznim patogenom rezultirala je zna€ajnim smanjenjem jacine
simptoma bolesti raj€ice nakon 14 dana, u odnosu na zarazene rajCice bez (P)BA.
Odredivanjem jacCine simptoma koncentri€ne i bakteriozne pjegavosti rajCice vec pri niZoj
koncentraciji PBA (0,05 %) (aplicirana 2 dana prije aplikacije patogena), uocen je znacajno
veci antimikoti¢ki u€inak na gljivu A. alternata (42 %) i bakteriju Pseudomonas syringae pv.
tomato (55 %) u odnosu na ucinak BA aplicirane u 6 puta vecoj koncentraciji. Preventivna
aplikacija iste koncentracije PBA (aplicirana 7 dana prije aplikacije patogena), znacajno je
smanijila ja€inu simptoma koncentrine pjegavosti rajCice (za 61 %) (Martinko i sur., 2022),
te jaCinu simptoma bakteriozne pjegavosti (za 71 %) u odnosu na aplikaciju BA u istoj MIC
koncentraciji. Dakle, PBA primijenjena u niskoj koncentraciji zna€ajnije smanjuje simptome
bolesti (osobito bakteriozne pjegavosti) u odnosu na isti MIC BA kada se duze nalazi na
povrSini lista rajCice (7 dana) prije aplikacije patogena. Premda je povecanje viSih
koncentracija (P)BA proporcionalno povecanju jaCine simptoma bolesti na rajCicama,
najvida aplicirana koncentracija obje kiseline ne dovodi do znacajne jadine simptoma u

usporedbi s onima u kontrolnoj skupini biljaka (prema rezultatima ImageJ).
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Rezultati dobiveni analizom fizioloSkih parametara testiranih raj¢ica (na koje su
aplicirane boronske kiseline i patogeni) prate rezultate znaCajnog smanjenja jacine
simptoma bolesti dobivene programom ImageJ. Analizom fiziolo8kih parametara nakon 15
dana od postavljanja pokusa, utvrdeno je zna€ajno povecanje vrijednosti svih parametara
kod rajCica na koje je aplicirana PBA 7 dana prije aplikacije gljive (28 % CHI, 31 % ARI, 11
% HUE, 11 % NIR) (Martinko i sur., 2022) i bakterije (20 % CHI, 18 % ARI, 13 % HUE, 0,5
% NIR), u odnosu na vrijednosti istih parametara analiziranih kod zarazenih raj€ica na koje
je aplicirana 6 puta veca koncentracija BA. Usporedbom ucinka PBA s BA na fizioloSke
parametre zarazenih rajCica, uoCeno je da PBA ne dovodi do znacajnih promjena u
vrijednostima parametara u odnosu na fizioloSke parametre zarazenih biljaka na koje je
aplicirana BA pri aplikaciji provedenoj 2 dana prije aplikacije patogena, dok kod ranije
aplikacije (7 dana prije aplikacije patogena), dolazi do zna¢ajnog porasta parametara.

Koristenje fenotipizacijske tehnike s multispektralnim fotografijama biljaka daje uvid u
fizioloSku pozadinu odgovora rajcice na utjecaj patogeneze i aplikacije boronskih kiselina.
Analizom odredenih parametara (CHI, ARI, HUE, NIR) utvrdena je fizioloSka pozadina
testiranih biljaka raj€ice i utjecaj apliciranih (P)BA. Buduéi da su antocijanini nefotosintetski
pigmenti povezani s otpornoSc¢u biljaka na stres uzrokovan napadom patogena (Ustin i sur.,
2009), analiziran je sadrzaj antocijanina biljaka rajcice koridtenih u ovom istraZivanju.
Poznato je da infekcija biljaka patogenima dovodi do sinteze antocijanina kao kratkotrajnih
zastitnih spojeva u vegetativnom tkivu biljaka (Field i sur., 2001; Wrolstad, 2006; Lev-Yadun
i Gould, 2009; Kiferle i sur., 2015; Sivankalyani i sur., 2016) zbog ¢ega se sadrzaj
antocijanina povecava (Dixon i Paiva 1995; Gould, 2004; de Vries i sur., 2018) kao odgovor
na induciranu otpornost biljke. Novija istraZivanja dokazuju da infekcija rajCice gljivi€nim
patogenom Botrytis cinerea (Turnbull, 2019), pogotovo virulentnijim sojevima (Meng i sur.,
2020) te bakterioznim patogenom P. syringae pv. tomato (Dadakova i sur., 2020), dovodi
do pojaane sinteze antocijanina, $to pozitivno utjeCe na obrambeni odgovor rajcice u
patogenezi. Zna€ajno povecanje sadrzaja antocijanina u biljkama Arabidopsis thaliana
nakon infekcije bakterijom P. syringae pv. tomato, dovelo je do smanjenja simptoma bolesti
temeljem rezultata dobivenih kombinacijom multispektralnih i fluorescentnih fotografija u
radu Romero-Pérez i sur. (2021). Medutim, nakupljanjem antocijanina oko mjesta infekcije
s ciliem apsorpcije viSka svjetlosti i sprjeCavanja razgradnje klorofila (Lu i sur., 2017),
smanjuje se ucestalost i ozbiljnost fotoinhibicije kao $to se i ubrzava fotosintetski oporavak
biljike (Feild i sur., 2001; Gould, 2004). Budu¢i da sadrzaj antocijanina i klorofila u listovima
daju vrijedne informacije o fizioloSkom statusu biljaka, postoji potreba za procjenom ovih
biokemijskih parametara vegetacije (Gitelson i sur., 2009). Navedeni radovi idu u prilog

dobivenim rezultatima ovog istrazivanja in vivo, koji pokazuju znacajno povecéanje sadrzaja
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antocijanina (= 60 %) i klorofila (= 50 %) u varijantama gdje je na biljke rajCice aplicirana
PBA (0,05 %) zajedno s patogenima A. alternata i P. syringae pv. tomato, u odnosu na
kontrolne rajéice (bez PBA i patogena). PovecCanje sadrZaja antocijanina u navedenoj
varijanti upuéuje na aktivaciju obrambenog odgovora bilke 3to potvrduje proces
patogeneze u rajCicama od strane apliciranih uzroénika bolesti. MoZe se pretpostaviti kako
je indukcija prirodnog obrambenog odgovora rajCice doprinijela poveéanju sadrzaja
antocijanina kako bi se umanijila posljedica patogeneze u biljaka inficiranih patogenima i
Stetan utjecaj na klorofil. Rezultati ovog istrazivanja potvrduju i Cinjenicu koju iznose
Stambuk i sur. (2021) da je vrijednost pojavnosti boje (HUE), proporcionalna ukupnom
klorofilu bilike. Temeljem navedenog, moze se postaviti gruba procjena o fotosintezi lista
(Stambuk i sur., 2021). Stoga ne ¢udi da je u varijantama pokusa gdje je na rajdice
aplicirana PBA zajedno s patogenima, nakon 15 dana utvrdeno znacajno povecanje
parametra HUE (=20 %), Sto je proporcionalno povecéanju sadrzaja klorofila u istim
varijantama u odnosu na kontrolne varijante (bez PBA i patogena). U varijantama gdje su
na biljke rajcice aplicirane boronske kiseline bez patogena, znacajne promjene parametra
HUE (pa tako i sadrzaja klorofila) nisu zabiljeZzene u usporedbi s vrijednostima istog
parametara u kontrolnim biljkama (bez PBA i BA). Rezultati upuéuju na pretpostavku da je
proces patogeneze potaknuo indukciju prirodnog obrambenog odgovora test biljaka raj€ice
dovodedéi do sinergije fitohormona koji sudjeluju u procesu obrane s folijarno apliciranim
spojevima bora Sto za posljedicu ima ograniCavanje patogena u procesu patogeneze i
smanjenje fiziolodkog ostecenja rajcice od strane patogena. Poznato je da biljke induciraju
obrambene odgovore koriStenjem &vrsto reguliranih mreza fitohormona (Pye i sur., 2013)
medu kojima je salicilna kiselina tj. endogena signalna molekula koja igra kljuénu ulogu u
obrani biljaka od infekcije patogenima (Uppalapati 2007; Pye i sur., 2013; EI-Shennawy i
Abd El, 2018). O tome svjedoce radovi (Ogawa i sur., 2006; Kim i Hwang, 2014; Hao i sur.,
2018; Zhao i sur., 2019; Lefevere, 2020) u kojima se istiCe povecanje razine salicilne
kiseline nakon infekcije biljke fitopatogenima. Osim u ograni€avanju patogeneze, povecanje
razine salicilne kiseline ublazava simptome fitotoksi¢nosti nastale uslijed deficita ili suficita
bora, kako isticu Nawaz i sur. (2020). U prilog tome navodi se istrazivanje EI-Shennawy i
Abd EI (2018) gdje je kombinacija salicilne kiseline s BA znaCajno smanjila jaCinu simptoma
koncentri¢ne pjegavosti rajCice Sto je dovelo do povecéanja sadrZaja klorofila u testiranim
biljkama. Aplikacijom boronskih kiselina, pretpostavljena sinergija spojeva bora i mreze
fitohormona (nastala kao posljedica indukcije obrambenog odgovora rajcice), dovela je do
povecanja sadrzaja klorofila (CHI), time i parametra pojavnosti boje (HUE), a u nekim
varijantama i do povecanja parametra refleksije blizu infracrvenog zracenja (= 15 % NIR).

Zanimljivo je da se povecanje parametra NIR odnosi na zdrave biljke (Pefiuelas i Filella,
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1998; Li i sur., 2014). Na ovaj parametar ne utjeCe pigment lista ve¢ ga odreduju opticka
svojstva lista vezana uz morfologiju lista, debljinu, sadrzaj vode te rasprSivanje svjetlosti
unutar lista. Raspr8ivanjem svjetlosti unutar lista, svjetlost se lomi na povr3ini stanica koje
u zdravom listu nisu dregradirane $to vrijednost NIR ¢ini viSom. Buduci da uslijed napada
patogena dolazi do degradacije stanica biljke, svjetlost se unutar lista slabije lomi 3to
rezultira smanjenjem vrijednosti NIR (Merzlyak i sur., 2003). Zanimljivo je kako su fizioloSki
parametri znacajno bili visi kod zarazenih raj€ica na koje su aplicirane (P)BA, u odnosu na
kontrolne biljke koje nisu sadrzavale patogena ali su bile tretirane boronskim kiselinama.
Povec¢anje lezija na povrSini listova rajCica tretiranih s (P)BA bez patogena,
proporcionalno je povecanju koncentracija apliciranih kiselina no temeljem fenotipizacije,
razlog povecanja lezija s rastom koncentracija nije posljedica fitotoksi¢nosti u varijantama
pokusa gdje su rajéice tretirane s (P)BA. Cinjenica da razli¢ite koncentracije boronskih
kiselina dovode do fitotoksi¢nosti zbog suficita ili deficita bora (Nawaz i sur., 2020), vrijedi
ukoliko je bor uspjeSno usvojen od strane biljke. Folijarna aplikacija bora (najée$ce u obliku
borne kiseline) moze dovesti do pojave ozegotina jer se koncentracija bora poveéava
isklju€ivo u listovima (Du i sur., 2020; Dinh i sur., 2021). Premda bor u obliku borne kiseline
ulazi u biljku pasivnhom difuzijom (jer lako prolazi kroz membrane biljnih stanica), transport
ovog mikronutrijenta predstavlja problem zbog €ega folijarna aplikacija bora nije toliko
u€inkovita kao aplikacija u korijen (Dinh i sur., 2021). Takva saznanja mogu objasniti
znacajnu ukupnu povrsinu lezija i neznacajne fizioloSke promjene rajcica tretiranih s (P)BA
u odnosu na biljke iz kontrolne skupine (bez PBA i BA). Pretpostavka je kako je folijjarna
aplikacija boronskih kiselina dovela do oteZanog transporta bora kroz biljku 3to je
uzrokovalo pojavu oZegotina na lisnim plojkama zbog zadrZzavanja bora najvisSe u listovima.
Temeljem istraZivanja Dinh i sur. (2021) u kojem se navodi kako folijarna aplikacija bora
dovodi do povecanja koncentracije isklju€ivo u listovima (ali ne utje€e posljedi¢no na suhu
tvar biljke, time niti na fotosintetske procese), za pretpostaviti je kako je to vjerojatan razlog
neznacajnih promjena u fiziologiji rajcica tretiranih boronskim kiselinama. Takav slu€aj nije
uoCen u varijantama gdje je na biljke, osim boronskih kiselina, apliciran gljivicni tj.
bakteriozni patogen. Buduéi da fitohormoni sudjeluju u transportu bora (Gémez-Soto i sur.,
2019), povecanje razine fitohormona kao odgovora na proces patogeneze u biljkama,
moglo bi objasniti zasto su biljke rajCice na koje su aplicirane boronske kiseline zajedno s
patogenima, pokazale manje simptoma i pozitivan fizioloSki odgovor u odnosu na biljke na

koje su aplicirane boronske kiseline bez patogena.
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6. ZAKLJUCCI

1. Testiranjem antibakterijskog i antimikoti¢kog ucinka razli¢itih koncentracija PBA i BA
na odabrane uzroénike bolesti raj€ice u uvjetima in vitro, potvrdeno je da PBA pri niskoj
koncentraciji (0,05 %) potpuno inhibira rast testiranih patogena rajcice, kako fitopatogene
gljive Alternaria alternata, tako i fitopatogene bakterije Pseudomonas syringae pv. tomato.
BA jednak ucinak na bakteriju P. syringae pv. tomato postiZze tek kad je primijenjena u 6
puta vecoj koncentraciji u odnosu na PBA, dok ista koncentracija BA nije uspjela potpuno
zaustaviti rast gljive A. alternata.

2. Antibakterijski i antimikoticki u€inak PBA i BA na jaCinu simptoma bolesti rajCice in
vivo, testiran je u uvjetima plastenika. Utvrdeno je da folijarna aplikacija PBA pri niZim
koncentracijama (0,05 %), znacajno smanjuje povrsinu lezija koje su simptomi gljivicne
koncentri¢ne pjegavosti (42 - 61 %) i bakteriozne pjegavosti rajcice (55 - 71 %), u usporedbi
s BA primijenjenom u 6 puta vecéoj koncentraciji.

3. Uz mjerenje povrsine lezija odredivan je i u€inak na Cetiri fizioloSke znacajke testnih
biljaka rajcice na koje je je aplicirana BA i PBA. Aplikacija BA i PBA u koncentracijama 0,15-
0,9 % i 0,025-0,03 % nije uzrokovala zna¢ajne promjene mjerenih parametara rajcica. Za
razliku od toga, u bilkama zarazenim gliivom A. alternata detektirane su znacajne i
specificne promjene u vrijednostima mjerenih fizioloskih parametara. Predtretmanom s BA
i PBA inokuliranih biljaka, u njima nisu uoene navedene promjene, iz ¢ega proizlazi da BA
i PBA imaju profilakti¢ko djelovanje u odnosu na zarazu tom gljivom.

4. Rezultati pokusa in vivo dodatno proSiruju raspon koncentracija PBA koje se mogu
sigurno primijeniti na raj€icu jer nisu pokazale negativan fizioloski u€inak na zrelim biljkama.
MozZe se zakljuciti da se BA kao i PBA mogu razmatrati kao sredstva za suzbijanje gljivicne
koncentri€¢ne pjegavosti te bakteriozne pjegavosti rajCice. Dobiveni rezultati daju orijentaciju
kako primijeniti PBA u ucinkovitim dozama koje u dovoljnoj mjeri suprimiraju koncentri¢nu i
bakterioznu pjegavost rajcice, a nemaju znacajan ucinak na biljku, pri E&emu su posebno
zanimljive niske koncentracije PBA (0,05 %).

5. Usporedbom antimikrobnog ucinka boronskih kiselina u uvjetima in vitro i in vivo,
ustanovljen je, pri njihovoj primjeni u niskim koncentracijama, znac¢ajan uc€inak i PBA i BA
na testirane patogene, pri ¢emu je PBA bila uCinkovita pri nizim koncentracijama u
usporedbi s BA.

6. Istrazivanjem antibakterijskog ucCinka PBA i BA na populaciju bakterije E. coli na
plodovima rajCice, dokazano je da ispiranje bakterijama kontaminiranih plodova rajcice s
nizim kocentracijama PBA (0,05 %), zna€ajno smanjuje populaciju bakterije E. coli (uz 120-

minutno izlaganje dovodi do inhibicije rasta od 89 %, a bez produljenog izlaganja 72 %) s
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plodova rajCice, dok je za postizanje istog efekta bila potrebna primjena BA u 6 puta vecoj
koncentraciji. 120-minutno izlaganje bakterije E. coli moglo bi proSiriti moguénost primjene
PBA u pripremi rajCice za konzumaciju u svjezem stanju u prehrambenoj industriji.
Evidentno je da PBA ima pozitivne karakteristike potencijalnog dekontaminacijskog
sredstva kada je primijenjena u ucinkovitim koncentracijama koje u dovoljnoj mjeri inhibiraju
bakteriju E. coli, a nemaju negativan ucinak na vidljiva svojstva ploda niti na konzumente.

7. Temeljem navedenog, ova disertacija je prvo istrazivanje baktericidnog i fungicidnog
ucinka PBA na uzroCnike bolesti zeljastih domacinskih biljaka uz usporedbu s rezultatima
ucinka medicinski znacajne BA.

8. Ostvarenim ciljevima i potvrdom postavljenih hipoteza, postignut je preduvjet za
nastavak istrazivanja PBA kao potencijalnog sredstva za suzbijanje ekonomski znacajne
fitopatogene bakterije i gljive u uzgoju rajcice, ali i za razmatranje PBA kao potencijalnog
dekontaminanta svjezih plodova rajCice od patogene bakterije E. coli. S obzirom na
suzavanje izbora dostupnih sredstava za suzbijanje biljnih patogena (ograni¢avanje
upotrebe bakrovih derivata i sl.) i razvitak rezistentnosti fitopatogenih gljiva i bakterija, u
nastavku istraZivanja ovih ekoloski prihvatljivih spojeva koji imaju visoku ucinkovitost u
niskim koncentracijama, bilo bi zna¢ajno prouciti moguénosti kurativhog ucinka PBA i BA

na razli€ite uzro¢nike biljnih bolesti, kao i opcije njihovog formuliranja i aplikacije na biljke.
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PRILOZI

Sekvence izolata

> |zolat Alternaria alternata ITS 1/ITS 2

AGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGC
TGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACC
ACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATT
ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG

> |zolat Alternaria alternata ITS 1 /ITS 4

AGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGC
TGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACC
ACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATT
ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCT
TTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATT
GGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAA
GGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAA

> |zolat Pseudomonas syringe pv. tomato

GAGGACCTGAGTATTGGCTTGTGAGTACATGTCGCTGATATTGCCAATGCCGCCCAG
TACCGCTGGCAACACAATGCGTGACATGTAGCGGTGGTTCACTTCAGAAGCCACGTT
GGCCAACAGGGTGTCGTCCTGAAGCGCATA
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