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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Laure Hazler, naslova

PRIMJENA MIKROCESTICA BAKROVOG ALGINATA U SUZBIJANJU
FITOPATOGENIH GUIVA

Fitopatogene gljive ubrajaju se u Zive uzrocnike biljnih bolesti, koje uzrokuju oko 75% biljnih
bolesti, Sto za posljedicu ima velike Stete u poljoprivrednoj proizvodniji. Parazitiraju gotovo sve
dijelove biljke pogotovo kada se nadu u povoljnim uvjetima za razvoj. Za istrazivanje odabrane
su dvije fitopatogene gljive, Cercospora beticola i Botrytis cinerea te pseudogljiva
Phytophthora ramorum. Uspjesna primjena sredstava na bazi bakra u suzbijanju fitopatogenih
biljnih bolesti datira viSe od 100 godina unazad, $to za posljedicu ima i nakupljanje bakra u tlu
te negativne ekoloske efekte. Zbog toga je potrebno koristiti nove tehnologije inkapsulacije u
pripravi formulacija mikroc€estica na bazi bakrova(ll) iona. U radu je prikazano djelovanje
mikrocestica bakrovog alginata (2%, 3% i 4%) na odabrane vrste fitopatogenih gljiva.
Pripravljene formulacije utjecale su na rast micelija C. beticola i stvaranje sporangija P.
ramorum. Klijanje konidija B. cinerea nije zaustavljeno niti na jednoj od koriStenih
koncentracija.

Kljucne rijeci: fitopatogene gljive, bakrov alginat, mikrocestice



Summary

Of the master’s thesis — student Laura Hazler, entitled

APPLICATION OF COPPER ALGINATE MICROPARTICLES IN THE SUPPRESSION
OF PHYTOPATHOGENIC FUNGI

Phytopathogenic fungi are among the living pathogens of plant diseases, causing about 75%
of plant diseases and causing great damage to agricultural production. They parasitize almost
all parts of plants, especially when moisture is elevated. Two phytopathogenic fungi,
Cercospora beticola and Botrytis cinerea, and the pseudo-fungus Phytophthora ramorum were
selected for research. Successful application of copper-containing agents to control
phytopathogenic plant diseases dates back more than 100 years, resulting in accumulation of
copper in the soil and negative ecological effects. Therefore, it is necessary to use new
encapsulation technologies in the production of microparticle formulations based on
copper(ll) ions. The aim of this work is to study the influence of microparticles of copper
alginate (2%, 3% and 4%) on selected genera of phytopathogenic fungi. The prepared
formulations inhibit the growth of mycelia of C. beticola and P. ramorum, but not of B. cinerea.
With further research, they can be used as natural, ecological fungicides in the process of
protecting plant crops from diseases caused by phytopathogenic fungi.

Keywords: phytopathogenic fungi, copper alginate, microparticles



1. Uvod

Fitopatogene gljive jos su i danas najbrojniji Zivi uzrocnici bolesti biljaka. U biljke prodiru na tri
nacina: kroz prirodne otvore biljke, kroz nastale mehanicke ozlijede tkiva te izravno,
prodiranjem kroz neozlijedeno tkivo biljaka. Fitopatogene gljive svrstavaju se u skupinu
parazita posto im se prehrana temelji na uzimanju hrane domadinu pri éemu mu Stete. Prema
potrebama za domacinom, mogu biti obligatni ili fakultativni paraziti. Kroz evoluciju su se
prilagodile razli¢itim nacinima rasprostranjivanja pa se tako mogu rasprostranjivati putem
vjetra, vektorskih organizama, oruda za obradu tla i na mnoge druge nacine (Stazi¢, 2017.). Za
njihovo suzbijanje koriste se razne agrotehnicke i higijenske mjere te primjena sredstva za
zastitu bilja - fungicida.

Uporaba sredstava za zastitu bilja (SZB) u poljoprivredi znacajno utjece za okolis, sigurnost
hrane, a time i na zdravlje ljudi poSto su neki od njih postojani organski zagadivaci. Odredene
agrokemikalije, koje su prisutne u okoliSu u malim koli¢inama, prenose se na velike udaljenosti
zbog globalne cirkulacije te su prisutne i u podrucjima u kojima se nikada nisu koristile.
Medutim, agrokemikalije su legitiman i koristan alat koji moZe imati znacajne prednosti za
nase drustvo, stoga ih je potrebno koristiti na siguran i ucinkovit naéin posto pogresna
primjena moZe uzrokovati Stetu za ljude i okolis. Kako bi se smanjila ukupna izloZzenost SZB,
uvode se uravnoteZene agrotehni¢ke mjere uz minimalnu uporabu agrokemikalija. To je
potaklo razvoj novih generacija agroformulacija, od kojih treba posebno istaknuti
agroformulacije s mikroc¢esticama (Bedek, 2018.).

Koristenje agroformulacija s mikrokapsulama zapocelo je inkapsuliranjem pesticida i gnojiva.
Inkapsulacija pesticida i gnojiva se ponajvise koristi za poboljSanje kontroliranog otpustanja
tvari, smanjenje koli¢ine pesticida i gnojiva za ucinkovito koriStenje, smanjenje ucestalosti
tretmana, a time i potrebnih radova za poljoprivrednika, te za smanjenje Stetnosti na ljude i
okolis (Oxley, 2015.; Steinbrenner i Bratz, 2015.; Bedek, 2018.).

Bakar se primjenjuje kao fungicid u razli¢itim oblicima kod suzbijanja biljnih bolesti ve¢ od 18.
stolje¢a (Morton i Staub, 2008.; Rolando i sur., 2019.). Razni oblici bakra koristeni su kod
suzbijanja bolesti, poput bakrovog hidroksida [Cu(OH)], bakrovog oksiklorida [3Cu(OH)2 x
CuCly], bakrovog sulfata [CuSOa4 x 5H,0] i bakrovog oksida [Cu20] (MacBean, 2016.; Rolando i
sur., 2019.). Bakreni fungicidi su folijarno aktivni te pripadaju Sirokom spektru preventivnih
fungicida koji su efektivni u suzbijanju Sirokog raspona bolesti, ukljucujuéi one ¢iji su uzroénici
gljive, algaSice i bakterije. Tijekom folijarne primjene bakrenog fungicida dolazi do
solubilizacije u pocetku netopivog spoja bakra, Sto omogucuje kontakt iona bakra s klijaju¢im
sporama, stvaranje enzimskih sustava koji unistavaju bakterije te sprecavanje daljnjeg razvoja
stanica i micelija (Franich i Wells, 1975.; Rolando i sur., 2019.). Medutim, ioni bakra trebaju
biti prisutni na usjevu prije nego patogen prodre u domacina (MacBean, 2016.; Rolando i sur.,



2019.). Opcenito, spojevi bakra se nakon aplikacije ¢vrsto pridrZzavaju za povrsinske dijelove
biljke, ¢ak i nakon kise (Franich i Wells, 1975.; Rolando i sur., 2019.).

Prema mnogim istraZzivanjima dokazano je da je bakar ucinkovit kao fungicid te da
mikroinkapsulacija $titi tvari u minijaturnim, zapecacenim kapsulama koje imaju sposobnost
ispustati svoj sadrzaj kontroliranom brzinom u posebnim uvjetima. U ovom je radu istraZzeno
djelovanje mikroinkapsuliranog bakra na rast i razvoj patogena Cercospora beticola, Botrytis
cinerea i Phytophthora ramorum.

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog rada bio je testiranje efikasnosti bakrovog alginata (razli¢itih koncentracija i veli¢ina
mikrocestica) u obliku mikrokaspula kod suzbijanja fitopatogenih gljiva Botrytis cinerea,
Cercospora beticola i pseudogljive Phytophthora ramorum.



2. Pregled literature
2.1. Bakreni spojevi u poljoprivredi

Bakar (Cu) je mikroelement neophodan za Zivot koji sudjeluje u mnogim stani¢nim fizioloskim
procesima, kao $to su proizvodnja energije, sinteza fosfolipida i hemoglobina, apsorpcija i
transport Zeljeza te proizvodnja ribonukleinske kiseline (La Torre i sur., 2018.). Prisutan je
gotovo u svim namirnicama, a vecina ljudske prehrane ukljucuje 1 do 2 miligrama (mg) bakra
po osobi dnevno (EFSA, 2018.; La Torre i sur., 2018.). Bakar je prisutan u ekosustavu te je
njegov unos u tlo iz agrarnih izvora uglavnom vezan za stajnjak, kanalizacijski mulj, gnojiva i
pesticide (Mantovi, 2003.; La Torre i sur., 2018.).

Bakar kao mikroelement utjece na karakteristike tla, koja su ujedno i njegov preliminarniizvor.
Bakar dospijeva u tlo gotovo isklju¢ivo u dvovalentnom obliku (Cu?* ioni) inkorporiran u
mineralima, ali i vezan s organskom tvari tla (Rusjan, 2012.). Osim tla, znacajni “izvori” bakra
su poljoprivreda (prskanje, gnojidba), industrija (metalurgija, farmacija, rudarstvo itd.) te
gradovi i ceste, koji se zajedno mogu oznaciti i kao zagadivaci (Rusjan, 2012.).

Spektar djelovanja bakrenih spojeva uklju¢uje mnoge fitopatogene mikroorganizme, Cinedi
ovaj metal jednom od glavnih komponenti fungicidnih i baktericidnih formulacija diljem
svijeta. Bakar ima klju¢nu ulogu u integriranom suzbijanju Stetocinja te je neophodan za
ekoloSku poljoprivredu, buduéi da upravljanje bolestima u ovom sustavu gotovo iskljucivo
ovisi 0 njegovoj upotrebi (La Torre i sur., 2018.).

2.1.1. Povijest bakrenih spojeva u zastiti bilja

Bakar je jedan je od rijetkih metala koji se u prirodi pojavljuje u elementarnom stanju te se
pretpostavlja da je to prvi metal koji je ¢ovjek koristio prije najmanje 10 000 godina u povijesti.
Sira uporaba bakra zapocela je u bakrenom dobu (5. tisuéljece prije nove ere) te kroz antiku i
srednji vijek do danas se smatra jednim od najvaznijih metala. Spojevi bakra se obi¢no susrecu
u obliku soli Cu?*, koje ¢esto daju plavu ili zelenu boju, stoga su se u pro$losti nasiroko koristili
kao pigmenti (Rusjan, 2012.).

Prve upotrebe fungicida sezu prije 400 godina kada su se jednostavne vodene otopine (soli)
Cesto koristile za tretiranje sjemena zitarica (Rusjan, 2012.). Naime, kao i kod mnogih izuma,
"razvoj" prvog fungicida bio je rezultat dobrog zapaZanja. Prva upotreba salamurenja Zitarica
sa slanom vodom uz postupak kalcifikacije provela se sredinom 17. stolje¢a kako bi se suzbila
smrdljiva snijeti pSenice, a uslijedila je nakon opaZzanja da sjeme pSenice spaseno iz mora nije
razvilo takvu bolest (Morton i Staub, 2008.).



Prvi zapisi o poljoprivrednoj upotrebi bakrenih spojeva datiraju iz 1761. godine (god.), kada je
otkriée antibakterijskih ucinaka pripravaka na bazi bakrovog sulfata korisStenih na sjemenu
postavilo daljnje standarde u praksi uzgoja za sljedeéa desetlje¢a (Rusjan, 2012.). Takoder,
spojevi na bazi bakra su objavljeni kao jedni od prvih fungicida koriStenih za upravljanje biljnim
bolestima (Johnson, 1935.; Banik i Pérez-de-Luque, 2017.). Jo$ 1807. god. B. Prévost otkrio je
ucinkovitost bakra za kontrolu smrdljive snijeti pSenice (Leadbeater, 2015.). Naime, radi se o
antifungalnim svojstvima bakrovog sulfata kojim se tretiralo sjeme pSenice kako bi se zastitilo
od pojave smrdljive snijeti te kako bi se oCuvalo drvo (Johnson, 1935.; Lamichhane i sur.,
2018.). Medutim, zbog visoke topivosti u vodi i sposobnosti prodiranja iona bakra u aktivno
rastuca biljna tkiva, bakrov sulfat bio je visoko fitotoksi¢an te neprikladan za zastitnu primjenu
na lis¢u i plodu. Tijekom pripreme bordoske juhe, jednog od prvih otkrivenih fungicida,
reakcija kalcijevog hidroksida s bakrovim sulfatom rezultira stvaranjem koloidne plave
suspenzije bakrovog hidroksida, prakticki netopljive u vodi, stabilizirane adsorpcijom
kalcijevog sulfata. U kompleksnom obliku bakar se ne apsorbira u biljno tkivo, sto smanjuje
rizik od fitotoksi¢nosti bordoSke juhe i poveéava upotrebljivost bakrovog sulfata u
poljoprivredi (Lamichhane i sur., 2018.).

1880-ih otkrice "Bordeaux smjese" od strane francuskog znanstvenika Pierre-Marie-Alexisa
Millardeta dovelo je do joS jednog znacajnog doprinosa poljoprivredi (McBride i sur., 1981.;
Borkow i Gabbay, 2005.; La Torre i sur., 2018.). Naime, Millardet je u to vrijeme primijetio da
vinova loza, koju su francuski uzgajivaci u regiji Bordeaux premazali navedenom smjesom kako
bi grozde bilo neprivlac¢no za prolaznike i Zivotinje, nije bila zaraZzena peronosporom, odnosno
plamenjacom. Ta situacija ga je navela da izvede pokuse koji su kona¢no potvrdili da ova
smjesa moze ucinkovito kontrolirati bolest plijesni uz vrlo nisku cijenu (Lamichhane i sur.,
2018.). Bordeaux smjesa ili bordoska juha sa sastavom bakrovog sulfata, gaSenog vapna i vode
smatra se prvim otkrivenim fungicidom koji se koristi za suzbijanje peronospore vinove loze
koju uzrokuje Plasmopara viticola, patogen oomicete (Millardet, 1886.; Banik i Pérez-de-
Luque, 2017.). Takoder, uz bordosku juhu, nekoliko godina kasnije pojavila se i tzv. burgundska
smjesa koja je sadrzavala bakrov sulfat i natrijev karbonat (kristalna soda). U to vrijeme
bordoska i burgundska smjesa postaju nezaobilazni fungicidi protiv raznih gljiviénih oboljenja
biljaka, pri ¢éemu prevencija uklju¢uje odgovaraju¢e vrijeme i pravilnu primjenu fungicida
(Rusjan, 2012.).

Da bi se izbjeglo dugotrajno otapanje modre galice u vodi, kao i priprema bordoske juhe,
tvornice su na trziste plasirale sredstvo u obliku praha. Prah je sadrzavao bakrov oksiklorid,
riede sulfat pomijesan sa spojem koji regulira kiselost pripravka. lzmedu dva rata na hrvatsko
trziSte dolazili su fungicidi pod nazivima Urania, Wacker, Kupferkalk (bakrovo vapno), a nakon
1946. god. u Hrvatskoj je formuliran sli¢an proizvod pod nazivom Sfinks. Uslijedio je ¢itav niz
industrijskih pripravaka na osnovi bakra, u pocetku bakrov oksiklorid i hidroksidi, a kasnije i
bakaroksinat (1946.), bakrov oksid te bakrov karbonat (Bazok i sur., 2020.). Sve do 1940-ih



kemijska kontrola bolesti oslanjala se na anorganske kemijske pripravke koje je cesto
pripremao sam korisnik (Morton i Staub, 2008.).

Proizvodnja bakrovog acetata prvi put se pojavila u Francuskoj, gdje se primijenio izraz
yverdigris” (verte grez). Bakreni acetati razlicitog kemijskog sastava Cine zelene, zeleno-plave,
plavo-zelene i plave pigmente (Rusjan, 2012.). Osnovni verdigris nastaje iz kombinacije zraka,
vodene pare, pare octene kiseline i bakra ili mjeSavine bakrene legure. Formira ¢vrstu tvar od
plavog ili plavo-zelenog materijala (Kihn, 1997.; Rusjan, 2012.). Kod prerade groida i
proizvodnje vina koristeni su bakreni limovi Cija bi se povrsSina, koja se neko vrijeme izlagala
zraku, obloZila verdigrisom. Dobiveni produkt poznat je kao plavi verdigris te se u koncentraciji
od 1 kg baznog acetata bakra u 500 litara vode koristio kao fungicid. Danas se priprema
otapanjem bakrovog oksida ili bakrovog karbonata u octenoj kiselini, no moze se proizvesti i
obradom otopine bakrovog sulfata s olovnim acetatom ili reakcijom octene kiseline i bakra s
naknadnom kristalizacijom (Rusjan, 2012.).

Sredinom 17. stolje¢a Robert Boyle je prvi proizveo bakrov klorid iz Zivinog(ll) klorida i metala
bakra. Kasnije, Proust J.L. je dobio bakrov(l) klorid (CuCl), bijelu ¢vrstu tvar topivu u
koncentriranoj solnoj kiselini, zagrijavanjem bakrovog(ll) klorida, CuCl,, na crvenoj vrucini u
odsutnosti zraka, uzrokujuci da izgubi polovicu svog kombiniranog klora, nakon cega je
uslijedilo uklanjanje zaostalog CuCl; ispiranjem vodom te primjenom koja se Siroko koristila za
grijanje i rasvjetu. Tijekom 19. i ranog 20. stoljeca kisela otopina CuCl se koristila za analizu
sadrZaja ugljikovog monoksida u plinovima, primjerice u Hempelovom plinskom aparatu.
Danas, bakrov(l) klorid se u glavnini upotrebljava u fitokemiji kao prekursor fungicida na bazi
bakrovog oksiklorida (dibakrov klorid trihidroksid; Cuz(OH)sCl) (Rusjan, 2012.).

Glavni fungicidi koristeni do 1940. navedeni su u tablici 2.1.1.1. Opéenito, kemijska kontrola
bolesti bila je usmjerena na hortikulturne usjeve (voce i povrce), kao i na tretiranje sjemena.



Tablica 2.1.1.1. Fungicidi u upotrebi do 1940. godine

Godina Fungicid Primarna upotreba
1637. Salamura Tretiranje sjemena Zitarica
1755. Arsen Tretiranje sjemena Zitarica
1760. Bakrov sulfat Tretiranje sjemena Zitarica

- Pepelnica i drugi uzrocnici
1824.
8 Sumpor (prasivo) bolesti
1833. e [ Siroki spektar folijarnih
patogena
1885. Bordoska juha Siroki spektar folijarnih
patogena
1891. Zivin klorid Fungicid za travnjak
1900. cuoCh, Osoblto_za Phytophthora
infestans
1914. Fenil Zivin klorid Tretiranje sjemena Zitarica
1932. Cus0 Slrokl.s.pektar fo!uarnlh
bolesti i bolesti sjemena
1934. Patentirani ditiokarbamati Sredstva za zastitu Sirokog
spektra
1940. Kloranil, diklon Tretiranje sjemena (Siroki
spektar)

Izvor: Russell P. E. (2005). A century of fungicide evolution. Journal of Agricultral Science, 143:11-25; Morton V.
and Staub T. (2008). A Short History of Fungicides. Online, APSnet Features.
https://www.apsnet.org/edcenter/apsnetfeatures/Pages/Fungicides.aspx - pristup 10.07.2022.

Dani procvata proizvodnje fungicida na bazi bakarenih spojeva bili su sredinom 20. stoljec¢a
kada su se primjenjivale razli¢ite kemijske kombinacije s bakrom. Kao dokaz uspjeSne metode
zastite bilja do danas, godisnje se u poljoprivredi diljem svijeta koristi viSe tisu¢a tona bakra.
Posljednjih desetlje¢a farmaceutske korporacije proizvode fungicide na bazi bakra u topivim
oblicima sulfata, oksiklorida, acetata, karbonata, oleata, silikata, hidroksida itd. (Rusjan,
2012.).

2.1.2. Nacin djelovanja bakrenih spojeva

Bakar ima vazinu ulogu u ljudskoj prehrani te je sa Zeljezom klju¢an za crvenkastu boju
hemoglobina u krvi. Neophodan je kod svih visih organizama (biljki, Zivotinja), posebno u
ciklusima i funkcijama rasta i razmnozZavanja. Prosjecni dnevni preporuceni unos bakra trebao
bi biti 0,9 mg, a nedostatak toga ¢esto dovodi do povedanja razine kolesterola i koronarnih
bolesti. Toksi¢nost bakra u smislu ljudskog zdravlja moze se uoditi pri koncentracijama visim
od 11,0 mg kg?, utje¢udéi na funkcije glavnih vitalnih organa. Dugotrajna izloZenost toksi¢nim
koncentracijama bakra dovodi do nepopravljivih oStecenja Zeluca, bubrega, jetre i mozga,


https://www.apsnet.org/edcenter/apsnetfeatures/Pages/Fungicides.aspx

stoga svakodnevna prehrana treba biti pod stalnom sanitarnom (kemijskom) kontrolom
(Rusjan, 2012.).

Bakar sudjeluje u brojnim fizioloSkim i biokemijskim procesima, kao S$to su fotosinteza,
respiracija, lignifikacija, metabolizam fenola, regulacija auksina, reprodukcija i sl., te je bitan
kofaktor za mnoge metaloproteine. Medutim, visak bakra dovodi do problema u funkciji
stanica i metabolizmu, bududi da visak bakra inhibira rast biljaka i oSte¢uje vazne stani¢ne
procese, kao Sto je fotosintetski prijenos elektrona (Rusjan, 2012.). Naime, bakar je normalno
prisutan u tkivima mnogih biljnih vrsta u koncentracijama u rasponu od 1 do 50 pg g* suhe
mase (Beni i Rossi, 2009.; La Torre i sur., 2018.). Nedostatak bakra otkriva se ispod 2 - 5 pug g*
suhe mase, dok su prvi simptomi fitotoksi¢nosti bakra zabiljeZeni pri koncentracijama od 15 -
20 pg gt suhe mase (NAS, 1977.; Yruela, 2005.; Xiong i Wang, 2005.; La Torre i sur., 2018.).
Biljke koje rastu na kontaminiranom tlu mogu akumulirati visoke koncentracije bakra u svojim
tkivima (Bargagli, 1998.; La Torre i sur., 2018.). Glavni simptomi viska bakra su poremeceni
rast korijena i izdanaka (Miotto i sur., 2014.; La Torre i sur., 2018.), nedostatak hranjivih tvari,
kloroza i, u tezim slucajevima, nekroza tkiva sto dovodi do smrti biljke (Marschner, 1995.;
Kopsell i Kopsell, 2007.; La Torre i sur., 2018.).

Vedina spojeva bakra ima oksidacijska stanja Cu* i Cu®*, koji su topljivi u vodi te pruzaju
antifungalno i antibakterijsko djelovanje (biostaticki elementi) pri niskim koncentracijama,
stoga je njihov doprinos u proizvodnji fungicida do danas nezamjenjiv. Njihova ucinkovitost
protiv gljivicnih i bakterijskih infekcija najvise se oCituje u sposobnosti zadrZzavanja na povrsini
biljke, ali ne i u broju primjena ili koncentraciji agensa u fungicidu. Spojevi bakra stvaraju
zaStitnu barijeru na povrsini biljke i tako sprjecavaju gljivice da udu u biljku domacina. Takoder,
bakar je biostati¢an Sto znaci da se bakterije ne mogu razvijati na povrSinama tretiranim njime.
Sav bakar koji iscuri u tlo oko biljaka je netoksican i neée negativno utjecati na biljke ili ljude
koji konzumiraju povrce i voce (Rusjan, 2012.).

Bakrov(ll) ion (Cu?*) je aktivni sastojak sredstava za zastitu bilja te u prisutnosti kiSe, rose,
ugljicnog dioksida u zraku i drugih okoliSnih ¢imbenika djeluje protiv oomiceta, gljivica i
bakterija. loni bakra djeluju nespecificno na razini staniéne membrane, dovodeéi do
denaturacije strukturnih i enzimskih proteina te mijenjajuéi polupropusnost membrane. loni
bakra otopljeni u slojevima vode na povrsini biljke mogu uéi u stani¢nu protoplazmu oomiceta,
gljivica i bakterija. Cetiri klase prijenosnika uklju¢ene su u prijenos bakra: COPT, ZIP, YSLi HMA
(Williams i sur., 2000.; Burkhead i sur., 2009.; Aguirre i Pilon, 2016.; La Torre i sur., 2018.). Kad
jednom udu u stanice, ioni bakra ometaju brojne enzimske reakcije, blokirajuci respiratornu
aktivnost s posljedicnom inhibicijom klijanja spora. Bakar se koristi kao zastitno sredstvo, sto
znaci da ioni bakra moraju biti prisutni na povrsini biljaka prije nego sto se pojave bolesti (La
Torre i sur., 2018.).



Otpornost patogena na bakar vjerojatno se nece razviti zbog nacina djelovanja bakrenih iona
na vise mjesta. Prema izvjeSéu Odbora za djelovanje otpornosti na fungicide, oomicete i gljive
nisu pokazale otpornost na razli¢ite spojeve bakra. Medutim, nekoliko bakterijskih patogena
razvilo je otpornost na metal (La Torre i sur., 2018.).

Bakar se primjenjuje kao kontaktni zastitni folijarni sprej te se taloZi na povrsini lista pri cemu
se ne apsorbira u biljno tkivo. 1z tog razloga, nakon primjene metal dospijeva u tlo mehanickim
djelovanjem vjetra ili nakon $to ga ispere kisa ili navodnjavanjem. Buduci da se bakar ne moze
razgraditi, a njegovo uklanjanje iz tla ispiranjem, otjecanjem ili unosom u biljke je zanemarivo,
ovaj teSki metal potencijalno moZe dugo ostati kao kontaminant u okoliSu i uzrokovati
bioakumulaciju i toksi¢nost (Flores-Vélez i sur., 1996.; Eisler, 1998.; Torres i Johnson, 2001.;
Xiong i Wang, 2005.; Komarek i sur., 2010.; Mackie i sur., 2012.; Lamichhane i sur., 2018.; La
Torre i sur., 2018.). Buduéi da je metalni element, bakar se ne razgraduje i nastavlja kruziti u
okolisu nakon otpustanja (Eisler, 1998.; La Torre i sur., 2018.). Stoga, ponovljena uporaba
baktericida i fungicida na bazi bakra, kako bi se suzbile biljne bolesti, dovodi do nakupljanja
bakra u tlu (La Torre i sur., 2018.). lako su grani¢ne vrijednosti bakra u tlu postavljene od 50
do 140 mg kg suhe tvari (Direktiva Vijec¢a 86/278/EEZ), te$ko je utvrditi koncentraciju bakra
koja moze izazvati toksi¢nost za biljke, jer to ne ovisi o ukupnom sadrzaju bakra u tlu, nego o
udjelu dostupnog bakra u tlu (oblici metala koji biljke mogu iskoristiti). Bakar se u tlu pojavljuje
u razli¢itim oblicima (ionski, kompleksan, istaloZen) ovisno o karakteristikama tla, kao Sto su
tekstura, organska tvar i pH. Ovi ¢imbenici variraju u okolisu, moduliraju¢i dostupnost bakra
te mogudi nedostatak ili toksi¢nost (Flemming i Trevors, 1989.; La Torre i sur., 2018.).

2.1.3. Upotreba bakrenih spojeva

Bakar je vazan metal, Sto mozZe potvrditi njegova svjetska godiSnja proizvodnja koja iznosi oko
5 milijuna tona (t). Mnoge grane suvremene tehnologije koriste i ukljuuju bakar u svoje
proizvode, posebice u elektrotehnickoj, arhitektonskoj, kemijskoj industriji te medicini.
Najveéa nalazi$ta bakra nalaze se u Cileu, SAD-u, Indoneziji, Australiji i Kini, gdje je postao
metal koji se najvise izvozi (Rusjan, 2012.).

U danasnje vrijeme znatan broj fitokemijskih tvrtki nudi brojne i razli¢ite klase fungicida, gdje
bakreni fungicidi zbog svojih antifungalnih i antibakterijskih ucinaka igraju vazinu ulogu
(Rusjan, 2012.). U najvaznije prednosti bakrenih spojeva spadaju relativno visoka toksi¢nost
za biljne patogene, a niska toksi¢nost za sisavce, niska cijena te kemijska stabilnost koja
sprjecava njihovo brzo ispiranje s biljnih povrsina i duga rezidualna razdoblja (Cha i Cooksey,
1991.; Lamichhane i sur., 2018.). Dokazano je da suspenzija fino usitnjenog bakra ima izrazeno
fungicidno djelovanje (Large, 1943.; Banik i Pérez-de-Luque, 2017.). Takoder, preporucuju se i
nasiroko koriste razliciti bakreni spojevi za kontrolu biljnih bolesti uzrokovanih bakterijama



(Janse, 2005.; Banik i Pérez-de-Luque, 2017.). Ekoloska poljoprivreda se jos uvijek oslanja na
bakar za kontrolu nekih bolesti (Dorn i sur., 2007.; Banik i Pérez-de-Luque, 2017.).

Prema Rusjanu (2012.), u spojeve bakra kao nesistemi¢ne fungicide spadaju bordoska juha,
bakrov hidroksid, bakrov arsenat, bakrov karbonat, bakrov oksid, bakrov oksiklorid itd. Podjela
bakrenih fungicida prema kemijskoj strukturi:

e bakrov sulfat (modra galica, bakrov(ll) sulfat; CuSOa),

e bakrov acetat (bakrov(ll) acetat; Cu(OAc)a),

e bakrov oksid (bakrov(l) oksid; Cu,0),

e bakrov klorid (bakrov(ll) klorid; CuCly),

e bakrov oksiklorid (bakrov(ll) oksiklorid; CuCl,x 3Cu(OH),),

e bakrov klorid (bakrov(l) klorid; CuCl),

e bakrov nitrat (bakrov(ll) nitrat; Cu(NOs)2),

e bakrov cijanid (bakar(l) cijanid; CuCN),

e bakreni sapun (otopina bakrenog oktanoata),

e bakrov naftenat.

Kako navodi Rusjan (2012.), bakrov(ll) sulfat je vrlo svestran kemijski spoj sa Sirokom
primjenom u industriji i hortikulturi. Najc¢esce je koriSteni oblik bakra u pesticidima protiv
mnogih bolesti. Fungicid koji sadrzi bakrov sulfat pentahidrat (CuSOs x 5H,0), pomijesan s
hidratiziranim vapnom (Ca(OH);) naziva se bordoska juha ili, pomijeSan s natrijevim
karbonatom (Nax(CO)s), Burgundska smjesa. Obje bakrene otopine koriste se vec vise od 200
godina, narocito u kontroli gljiviénih bolesti u hortikulturi (vinogradi, voénjaci itd.).

Slika 2.1.3.1. Bakrov sulfat
Izvor: Clegg B. (2012).Copper sulfate. Royal Society of Chemistry. Chemistry world.

https://www.chemistryworld.com/podcasts/copper-sulfate/3005745.article - pristup 17.07.2022.



https://www.chemistryworld.com/podcasts/copper-sulfate/3005745.article

Bakrov(ll) acetat poznat je i kao bakrov acetat s kemijskom formulom Cu(OAc),;, gdje OAC
oznacava acetat (CH3COO"). Od davnina se bakrovi acetati u odredenom obliku koriste kao
fungicidi (zelenkaste boje), a danas sve ¢esée kao reagensi za sintezu mnogih anorganskih i
organskih spojeva. Komercijalno dostupni bakrovi acetati su u hidratiziranim oblicima
(Cu(C2H302)2H20); Mr = 199,67 g mol?) koji sadrze jednu molekulu vode za svaki atom Cu
(Rusjan, 2012.).

Bakrov(l) oksid (Cu20; Mr = 143,08 g mol™) je u prirodi prisutan kao kuprit, tamnocrveni kristali
ili zrnasti prah, formiran na bakru toplinom. Bakrov oksid se obi¢no koristi kao pigment
(bojanje porculana i stakla), fungicid (preljevi sjemena) i sredstvo za zastitu od hrde kod
pomorskih boja (Rusjan, 2012.).

Prema Rusjanu (2012.), bakrov(ll) klorid je svjetlosmedi ¢vrsti kemijski spojformule CuCl; iima
potencijal polagane apsorpcije vlage i stvaranja plavo-zelenog dihidrata. Poznato je nekoliko
pripravaka bakrovog klorida koji se koriste kao fungicidi u poljoprivredi:

e kloriranje bakra: Cu + Cl; + 2 H0 = CuCly(H20);

e obrada Cu hidroksida, oksida ili Cu(ll) karbonata klorovodi¢nom kiselinom;

e bezvodni CuCl; pripremljen izravno spajanjem bakra i klora;

e kristalizacijom vruce razrijedene klorovodicne kiseline, hladenjem u CaCl,-ledenoj

kupelji.

Bakrov oksiklorid je zeleni prah koji se koristi kao sredstvo za plavu boju i kao fungicid (u obliku
praha, mocivih prasiva i pasta) koji kontrolira Sirok raspon gljivicnih i bakterijskih bolesti voéa,
povrca i ukrasnog bilja. Takoder, sastavni je dio odredenih herbicida i insekticida (Rusjan,
2012.).

Bakrov(ll) nitrat (Cu(NOs), je u bezvodnom obliku plave boje, kristalan te se koristi za
formuliranje fungicida i herbicida. Bakrov nitrat hidrat (Cu(NOs)2 x nH20) pojavljuje se ili kao
zeleni prah ili plavo kristaliziran, topiv je u vodi, a koristi se u galvanizaciji bakra na Zeljezu, kao
katalizator, nitrirajuéi agens u organskim reakcijama, fungicid, sredstvo za zastitu drveta te
kao pigment za keramiku (Rusjan, 2012.).

Bakrov naftenat je bakrena sol naftenske kiseline, koja je sloZena prirodna smjesa masnih
kiselina te nusproizvod rafiniranja nafte. Tipi¢ni proizvod bakrovog naftenata pojavljuje se kao
zelena tekucina s oko 19% bakrovog naftenata i 81% nenavedenih sastojaka. Naftenati se
uglavnhom primjenjuju za industrijsku upotrebu, ukljucujuéi proizvodnju sintetickih
deterdZenata, maziva, inhibitora korozije, aditiva za goriva i ulja za podmazivanje i sli¢no.
Proizvodi od bakrovog naftenata vrlo su ucinkoviti protiv fitopatogenih gljiva i insekata koji
unistavaju drvo. Osim toga, vodootporna svojstva naftenata sprjecavaju truljenje i produzuju
Zivotni vijek drva (Rusjan, 2012.).
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Bakreni sapun, poznat i kao bakreni oktanoat ili oktanska kiselina (kao aktivna tvar u konc. oko
0,08 %), uglavnom se koristi za suzbijanje gljivicnih i bakterijskih bolesti biljaka (pepelnica, crna
pjegavost, plamenjaca, peronospora, siva plijesan i mnoge druge). Bakreni sapun nastaje
kombiniranjem topljivog Cu gnojiva s prirodnom masnom kiselinom. Sapun se primijenjuje
prskanjem svih biljnih povrsina dva tjedna prije zaraze i pojave bolesti. Primjenjuje se kod prvih
znakova bolesti i ponavlja svakih 7 - 10 dana dok ne nestanu povoljni uvjeti za bolest (Rusjan,
2012.).

Bakar ima vaznu ulogu ne samo u suzbijanju patogena vec i u gnojidbi tla, hranidbi Zivotinja
itd. Preduga upotreba bakra u zastiti bilja i u smislu gnojidbe u modernoj poljoprivredi dovodi
do nakupljanja bakra u tlima, pri ¢emu nastaje viSak bakra sto utjece na fizioloske i biokemijske
potrebe biljaka. Naime, konvencionalna poljoprivreda moze koristiti razli¢ite vrste pesticida
(kontaktne, citotropne, translaminarne, sistemske pesticide), dok ekoloska poljoprivreda
primarno koristi spojeve bakra za upravljanje bolestima, zbog nedostatka valjanih alternativa.
Studije koje su ispitivale ekoloSke i konvencionalne vinograde u srediSnjoj Italiji otkrile su veée
koncentracije bakra u tlima organskih vinograda u usporedbi s konvencionalnim vinogradima
(Beni i Rossi, 2009.; La Torre i sur., 2018.). S druge strane, nedostatka bakra u tlu takoder moze
utjecati na prehrambeni status Zivotinja te posljedi¢no na njihov Zivotni vijek (Rusjan, 2012.).

2.1.4. Komercijalna sredstva na osnovi bakra na hrvatskom trzistu

U Hrvatskoj se zakonskim odredbama ureduje sustav registracije i izdavanje rjeSenja o
odobravanju stavljanja na trziSte sredstava za zastitu bilja, odreduju uvjeti njihove primjene,
ograni¢enja uporabe, uvjeti za distributere i korisnike, uvjeti za uredaje za primjenu pesticida,
postregistracijska kontrola SZB, monitoring ostataka pesticida, inspekcijski nadzor te drugi
zahtjevi vezani uz SZB i njihovu uporabu. Ministarstvo poljoprivrede periodiéno objavljuje
Upisnik sredstava za zastitu bilja u Narodnim novinama, najmanje jednom godisnje, na temelju
zakonskih odredbi o sredstvima za zastitu bilja (Matkovi¢, 2016.).

U Upisnik sredstava za zastitu bilja RH upisana su ukupno 254 fungicida od 39 razlicitih
proizvodaca SZB, kombinirajuci 74 aktivne tvari. Fungicidi ¢ine 35% od ukupno upisanih SZB u
Upisnik. Najveci broj upisanih fungicida sadrZzi samo jednu aktivnu tvar (61%), na drugom
mjestu po brojnosti su fungicidi koji sadrze dvije, a na treéem fungicidi koji sadrze tri aktivne
tvari. Najbrojniju skupinu ¢ine fungicidi koji u sebi sadrze bakar (13%), zatim slijede fungicidi
koji sadrze aktivnu tvar mankozeb (8%) te fungicidi koji u sebi sadrze sumpor (7%) ili folpet
(7%). Upisani fungicidi nalaze se u 19 razli¢itih formulacija, pri ¢emu je 51% fungicida u
teku¢em obliku, a 49% u krutom obliku. Najveéi broj fungicida, ¢ak 50%, u obliku je
koncentrata za suspenziju (SC) ili mocivog prasiva (WP). Fungicidi iz Upisnika registrirani su za
primjenu na viSe od 100 razli¢itih kultura, suzbijaju vise od 100 razli¢itih uzrocnika bolesti,
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odnosno registrirani su za vise od 2 000 razli¢itih namjena. Promatrajudi spektar djelovanja,
najveci broj fungicida je registriran za suzbijanje plamenjace/peronospore (43%) i pepelnice
(36%). Na primjer, neki fungicidi su registrirani za primjenu u samo jednoj kulturi, dok drugi
imaju dozvolu za primjenu i u vise od 10 poljoprivrednih kultura. Najveéi broj fungicida
registriran je za primjenu kod vinove loze (57%), na jabuci (33%), krumpiru i pSenici (27%) te
rajCici (26%), dok s druge strane najmanji broj fungicida ima dozvolu za primjenu kod
odredenih povrtnih kultura, kao $to su blitva, cikla, kelj, korabica i dr. (Matkovi¢, 2016.).

Tablica 2.1.4.1. Popis registriranih sredstava za zasStitu bilja u RH na dan 24.08.2022. -

registrirana SZB kojima je aktivna tvar bakar

Naziv SZB

Bordoska juha Caffaro 20
WP

Bordoska juha 20 WP -
Manica

Champion Flow SC

Champion WG 50

Cuprocaffaro 50 WP

Modro ulje

Neoram WG

Nordox 75 WG

Opis sredstva
Kontaktni preventivni
fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti
Kontaktni preventivni
fungicid
Preventivni kontaktni
fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,
vocarstvu, hmeljarstvu i
povréarstvu
Preventivni kontaktni
fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu i
povréarstvu
Preventivni fungicid za
suzbijanje biljnih bolesti u
vinogradarstvu, vocarstvu,
hmeljarstvu i povrtlarstvu
Insekticid, fungicid i akaricid
za zastitu nasada u
mirovanju vegetacije
Kontaktni preventivni
fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti
Kontaktni preventivni
fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,

Naziv aktivne tvari

Bordoska juha

Bordoska juha

Bakreni hidrokisd

Bakreni hidroksid

Bakreni oksiklorid

Parafinsko ulje, bakreni
hidroksid

Bakreni oksiklorid

Bakreni oksid
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Amaline Flow

Optix R

Ridomil Gold R

Cyclo R Liquido

Red Fox

Codimur SC

Copper Key Flow

Cupra

Copper Key

Codimur 50

maslinarstvu, povréarstvu i
vocarstvu
Fungicid namijenjen za
suzbijanje plamenjace
vinove loze
Fungicid namijenjen
suzbijanju plamenjace na
vinovoj lozi
Fungicid namijenjen
suzbijanju biljnih bolesti u
vinogradarstvu i povrcarstvu
Fungicid namijenjen
suzbijanju biljnih bolesti u
vinogradarstvu, vocarstvu i
povréarstvu
Fungicid, insekticid i akaricid
za suzbijanje biljnih bolesti i
Stetnika u vinogradarstvu,
vocarstvu i maslinarstvu
Fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,
vocarstvu, povrcarstvu i u
proizvodnji ukrasnog bilja
Fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,
vocarstvu, povrcarstvu i u
proizvodnji ukrasnog bilja
Fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,
vocarstvu, povrcarstvu i u
proizvodnji ukrasnog bilja
Fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,
vocarstvu, povrcarstvu i u
proizvodniji ukrasnog bilja
Fungicid za suzbijanje biljnih
bolesti u vinogradarstvu,
vocarstvu, povrcarstvu i u
proizvodniji ukrasnog bilja

Zoksamid, tribazicni bakreni
sulfat

Fosetil, tribazicni bakreni
sulfat

Metalaksil-M, bakreni
oksiklorid

Bakreni hidroksid,
metalaksil

Parafinsko ulje, bakreni
oksid

Bakreni oksiklorid

Bakreni oksiklorid

Bakreni oksiklorid

Bakreni oksiklorid

Bakreni oksiklorid
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Fungicid za suzbijanje biljnih
Copper Lainco b0,|EStI ! vmogr?darstv'u, Bakreni oksiklorid
vocarstvu, povréarstvu i u
proizvodnji ukrasnog bilja
Fungicid i baktericid koji se
koristi za suzbijanje biljnih
Cuprablau Z 35 WG bolesti u vocarstvu, Bakreni oksiklorid
vinogradarstvu, povréarstvu,
ratarstvu i na ukrasnom bilju
Fungicid namijenjen
Bordoflow suzbijanju biljnih bolesti u Bordoska juha
vinogradarstvu i povrcarstvu

Fungicid i baktericid za

) suzbijanje biljnih bolesti u Bakreni hidroksid, bakreni
Airone SC , , . . .
vocarstvu, povréarstvu i oksiklorid
ukrasnom bilju
Fungicid za suzbijanje biljnih ) )
. o . Benalaksil M, bakreni
Fantic A bolesti u vinogradarstvu i . . ) . )
i hidroksid, bakreni oksiklorid
povrcarstvu
Fungicid namijenjen
B & . ) . Jv Cimoksanil, bakreni
Copforce Extra suzbijanju plamenjace na

) hidroksid
krumpiru

Izvor: https://fis.mps.hr/trazilicaszb/#

2.2. Formulacije sredstava za zastitu bilja

Sredstva za zastitu bilja se stavljaju na trziSte kao posebno formulirani pripravci. Formulirani
pripravci korisniku trebaju osigurati jednostavnu uporabu i rukovanje, manju izloZzenost
primjenitelja aktivnoj tvari tijekom uporabe, udinkovitost aktivne tvari, ravnomjernu
raspodjelu aktivne tvari tijekom primjene te stabilnost SZB na odredeno razdoblje (tijekom
skladiStenja). Upravo zbog takvih razloga dolazi do razvoja i uporabe razli¢itih formulacija.
Danas je u svijetu prepoznato vise od 90 vrsta formulacija za SZB. U Hrvatskoj se na trzistu
nalazi vise od 30 razlicitih vrsta formulacija SZB, a najzastupljenije su koncentrati za emulziju
(EC), koncentrati za suspenziju (SC), mociva praSiva (WP), koncentrati za otopinu (SL) i
samodispergiraju¢e mikrogranule (WG). Oko 80% registriranih SZB u Hrvatskoj je u pet
navedenih formulacija (Bokuli¢ i sur., 2015.).

Unato€ naizgled Sirokom rasponu fungicidnih proizvoda dostupnih na trzistu, postoji jasna
potreba za novim i inovativhim fungicidima, potaknuta upravljanjem otpornoscu,
regulacijskim preprekama, sve vecim ocekivanjima kupaca, novim bolestima i njihovom
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Sirenju. Ucinkovito suzbijanje nekih biljnih bolesti (npr. Pythium spp., Fusarium kod pSenice te
razne bakterijske i virusne bolesti) s trenutnim proizvodima i dalje predstavlja izazov. Fungicidi
s novim nac¢inom djelovanja su od posebnog interesa, buduci da igraju klju¢nu ulogu u kontroli
bolesti i upravljanju otpornoséu kod moderne prilagodene populacije biljnih patogena, ali
jednako su vazni i novi fungicidi s utvrdenim nacdinom djelovanja s poboljSanim
karakteristikama, kao Sto su sistemicnost, ljekovitost i dugotrajnost kontrole bolesti
(Leadbeater, 2015.).

Zbog visoke toksicnosti za sisavce i loSeg utjecaja na okolis, znanstvena zajednica pristupila je
razvoju novih molekula koje su lako biorazgradive, ciljano specifi¢ne s vrlo niskom toksi¢nos¢u
za sisavce. Medu znanstvenicima doslo je do podijele misljenja te se trebalo odluciti izmedu
proizvoda za zastitu bilja na bioloSkoj osnovi ili sintetickih kemikalija za zastitu usjeva.
Provedena su istraZivanja kako bi se razvile sigurnije molekule koje bi mogle biti podvrgnute
fotodegradaciji, mikrobnoj degradaciji i kemijskoj degradaciji ostavljajuéi mnogo manje
ostataka u okolisu. Glavni cilj je pruZiti zastitu usjevima zajedno sa sigurno$éu za prirodne
neprijatelje razlicitih Stetnika kao i cjelokupnu sigurnost za okoli$ (Bhattacharyya i sur., 2009.).

Inkapsulacija je definirana kao tehnologija za inkapsulaciju/zastitu krutih, tekucih i plinovitih
tvari u minijaturnim, zapecacenim kapsulama koje imaju sposobnost ispustati svoj sadrzaj
kontroliranom brzinom u posebnim uvjetima. Inkapsulacija ukljucuje ugradnju bioaktivnih
tvari, stanica ili drugih materijala u male kapsule (Lopez-Rubio i sur., 2006.; Usmiati i sur.,
2014.). S obzirom na veli¢inu nastale Cestice dijele se na: nanocestice (10 — 1000 nm),
mikrocestice (2 — 2000 um) i makrocestice (>2000 um) (Singh i sur., 2010.; Bedek, 2018.).
Cestice mogu biti pravilnog i nepravilnog oblika te se s obzirom na morfologiju mogu
klasificirati kao: mononuklearne i polinuklearne kapsule i sfere (Gallo i Carbo, 2010.; Bedek,
2018.). Mononuklearne kapsule imaju jezgru okruzenu membranom, polinuklearne imaju vise
jezgri unutar membrane, dok je sfera jezgra bez membrane ili bilo kojeg drugog vanjskog sloja.
Uz ove tri osnovne klasifikacije, kapsule mogu biti i dvojezgrene i viSeslojne mikrokapsule s
jednom jezgrom ili mogu formirati skupinu kapsula (Kumar Das i sur., 2011.; Bedek, 2018.).

Tehnologija inkapsulacije se sve viSe razvija s ciljem zastite nestabilnih spojeva od nepovoljnih
uvjeta, osiguravanjem kontroliranog oslobadanja i isporuke bioaktivnih tvari na ciljno mjesto
nakon primjene (de Vos i sur., 2010.; Usmiati i sur., 2014.). Inkapsulirane tvari mogu se zastititi
od vlage, topline ili drugih ekstremnih uvjeta, ¢ime se poboljSava njihova stabilnost i postize
odrzivost (Jimenez i sur., 2004.; Usmiati i sur., 2014.). Drugim rije¢ima, tehnologija
inkapsuliranja omogucuje osjetljivim materijalima da se fizicki obaviju zastitnim materijalom,
kako bi se aktivni sastojci zastitili od neZzeljenih medudjelovanja, vremenskih utjecaja, gubitaka
isparavanjem i sl. (Ferrandiz i sur., 2017.; Bedek, 2018.).
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Postoje razne metode za pripravu mikrocestica, a njihov odabir ovisi o karakteristikama
materijala jezgre te svojstvima aktivnih sastojaka. Metode inkapsulacije se dijele na: fizikalne
(susenje rasprsivanjem, centrifugalna ekstruzija, sferizacija ekstruzijom, procesi koji koriste
superkriti¢ne fluide), fizikalno-kemijske (ionsko geliranje, hladenje rasprsivanjem, ekstrakcija
otapala isparavanjem, jednostavna i kompleksna koacervacija) i kemijske (grani¢na
polimerizacija, umreZavanje, in situ polimerizacija itd.) (Gallo i Carbo, 2010.; Teixeira da Silva i
sur., 2014.; Bedek, 2018.).

Izbor metode inkapsulacije ovisi o primjeni mikrocestica, vrsti i veli€ini aktivnih sastojaka,
fizickim i kemijskim karakteristikama jezgre i membrane, mehanizmu oslobadanja aktivnih
sastojaka, okolinskim uvjetima te financijskim troSkovima. Materijali mogu biti odabrani iz
Sirokog raspona prirodnih i sintetickih polimera, ukljuéujuéi ugljikohidrate (Skrob, modificirani
Skrob, saharoza, celuloza, dekstrin i kitozan), proteine (zelatina, gluten, albumin, kazein),
gume (karagenan, guma arabika, alginat), lipide (monogliceride i digliceride, parafin, vosak,
hidrogenirana ulja i masti) ili anorganske materijale (kalcijev sulfat i silikati) (Teixeira da Silva i
sur., 2014.; Ferrandiz i sur., 2017.; Bedek, 2018.). Kod priprave kapsula vrlo je bitno odabrati
materijal za oblaganje koji neée reagirati s aktivnim sastojcima i difundirati u jezgru, koji ima
sposobnost pri¢vrsé¢ivanja i odrzavanja jezgre unutar kapsule te posjeduje sposobnost
pruzanja maksimalne zastite jezgre (Teixeira da Silva i sur., 2014.; Singh i sur., 2010.; Bedek,
2018.).

2.2.1. Inkapsulacija metodom ionskog geliranja

Metoda inkapsulacije koristi odgovarajuce biopolimere za zastitu bioaktivne tvari, koja je
osjetljiva na ekstremne uvjete, te za vremensko oslobadanje tih bioaktivnih tvari (Usmiati i
sur., 2014.). Jedna od takvih metoda, kojom se pripravljaju ¢estice na bazi polisaharida (i
njihovih derivata) za inkapsulaciju funkcionalnih tvari makromolekula, je ionsko
geliranje/kompleksacija polielektrolita (Racovita i sur., 2009.). Razni terapijski agensi, poput
antibiotika, hormona, enzima i probiotika, ugradeni su u zrnca odredenih polisaharida kako bi
se postigao sustav kontroliranog otpustanja (Usmiati i sur., 2014.).

Mnogi polimeri su koriSteni za pripravu mikrokapsula, no preferiraju se oni prirodnog
podrijetla, biopolimeri, jer ispunjavaju uvjete biokompatibilnosti, biorazgradivosti i odsutnosti
toksi¢nosti (Malafaya i sur., 2007.; Liu i sur., 2008.; Usmiati i sur., 2014.). Biopolimeri se nalaze
u prirodi u velikim kolicinama, obnovljivi su i relativno jeftini. Takoder, njihovo vrlo vaino
svojstvo je visok sadrzaj funkcionalnih skupina, kao Sto su hidroksi, amino i karboksilne
skupine, koje omoguéuju modificiranje njihovih karakteristika promjenom fizikalno-kemijskih
uvjeta sredine (npr. sastav medija, pH i temperatura) (Usmiati i sur., 2014.).
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Inkapsulacija metodom ionskog geliranja je metoda koja koristi vrlo blage uvjete, stoga ima
opcu sposobnost zaStite kapsuliranih molekula i zadrzavanja njihove aktivnosti tijekom
inkapsulacije (Usmiati i sur., 2014.). Osim toga, reverzibilnim fizickim umreZavanjem
polisaharidnih lanaca elektrostatskom interakcijom izbjegavaju se neZeljeni ucinci, poput
koriStenja toksi¢nih reagensa, sto je posljedica kemijskog umreZavanja (Racovita i sur., 2009.).

Polisaharidi (alginat, gellan guma, pektin i sl.) se u procesu ionskog geliranja otapaju u vodi ili
slabo kiselom mediju (kitozan), pri ¢emu se otopina polisaharida istiskuje iglom ili mlaznicom,
uz konstantno mijesanje, u otopinu koja sadrzi, najéesée, katione suprotnog naboja (Bedek,
2018.). Drugim rije€¢ima, inkapsulacija metodom ionskog geliranja podrazumijeva dodavanje
otopine polisaharida kap po kap u razli¢ite otopine protuiona uz stalno mijeSanje te se na taj
nacin dobiju polisaharidne sfere (Usmiati i sur., 2014.). Kako navode Racovita i sur. (2009.;
Bedek, 2018.), ioni suprotnog naboja, koji se koriste za ionsko geliranje, mogu se podijeliti u
dvije glavne skupine:

1. loni niske molekulske mase (nastali disocijacijom soli: MgClz, BaClz, CaClz2, ZnClz,
CoClz, CuClzte pirofosfat, tripolifosfat, tetrapolifosfat, oktapolifosfat, heksametafosfat
i [Fe(CN)e]™/[Fe(CN)s]3,

2. loni visoke molekulske mase (npr. lauril sulfat, oktil sulfat, cetilstearil sulfat,
heksadecil sulfat).

Otopina polisaharida se dodaje u otopinu gelirajuéeg kationa koji se veze na lance polisaharida
suprotnog naboja te dolazi do umrezavanja i taloZenja okruglih Cestica, kao npr. kod mijesanja
natrijevog alginata s kalcijevim kloridom, odnosno kalcijevim ionima. Nakon postupka
mikroCestice (mikrosfere) se odstrane filtriranjem, isperu destiliranom vodom i osuse
(Racovita i sur., 2009.; Bedek, 2018.).

Medu veé proucene i vrlo obeéavajuce biomaterijale za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva
spadaju: kitozan, karagenan, Gellan guma, pektin, alginat i polilakti¢na kiselina (PLA) (Lopez-
Rubio i sur., 2006.; Usmiati i sur., 2014.). Ovi polisaharidi, odnosno biopolimeri, se dobivaju iz
poljoprivrednih sirovina ili ljuska rakova (Racovita i sur., 2009.).

Alginati su amonijeve i metalne soli alginske kiseline koja pripada skupini polisaharida
prirodnog podrijetla, a dobiva se iz razli¢itih smedih morskih algi (Phaeophyceae) (Perinovié
Jozi¢, 2020.). Intenzivnim istraZivanjima ovog biopolimera otkrivena su njegova svojstva
zadrzavanja vode, stvaranja filmova i gelova te sposobnost stabilizacije emulzija i disperzija
(Draget i sur., 2005.; Misi¢, 2017.). Prema tome, alginati imaju Siroku primjenu u kozmetici,
medicini, farmaceutskoj industriji, biotehnologiji itd. Soli jednovalentnih kationa, kao Sto je
natrijev alginat (NaAlg), lako su topljivi u vodi, dok su soli dvovalentnih kationa u njoj netopljive
(Perinovi¢ Jozi¢, 2020.). Drugim rije¢ima, alginati s monovalentnim kationima daju u vodi
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topljive soli. dok u prisutnosti dvovalentnih (ili viSevalentnih) kationa geliraju (Draget i sur.,
2005.; Misi¢, 2017.). NaAlg ima svojstva polielektrolita (Perinovi¢ Jozi¢, 2020.).

Alginati su linearni, nerazgranati polisaharidi Cije gradevne blokove ¢ine dvije uronske kiseline
povezane 1,4 glikozidnom vezom: B-D-manuronska kiselina (M) i njezin C-5 epimer a-L-
guluronska kiselina (G). Gradevni Secerni ostaci organizirani su u homopolimerne poli(-D-
manusiluronat) i poli(a-L-gulosiluronat) i heteropolimerne blokove (Draget i sur., 2005.; Misi¢,
2017.). Ovisno o duljini, udjelu i raspodjeli ovih gradevnih jedinica, razlikuju se fizicka svojstva
alginata. MM i MG gradevni blokovi pridonose fleksibilnosti polisaharidnog lanca i to redom
GG<MM<MG, dok se porastom udjela G blokova povecava sposobnost geliranja te ¢vrstoca
samog gela (Murillo-Alvarez i Hernandez-Carmona, 2007.; Misi¢, 2017.). Viskoznost otopine
najve¢im je dijelom ovisna o duljini polimernog lanca, dok su imunogenicnost, gelirajuca
svojstva i sposobnost vezivanja vode ovisni o udjelu a-L-guluronske kiseline (Ertesvag i Valla,
1998.; Misi¢, 2017.). Alginati s visokim sadrzajem guluronske kiseline razvijaju cvrsce,
poroznije gelove koji su postojani, dok alginati bogati ostacima manuronske kiseline razvijaju
mekse, manje porozne gelove koji se s vr.emenom raspadaju (Racovita i sur., 2009.; Bedek,
2018.).

U slucaju Cestica pripremljenih od Cistog natrijevog alginata, formiranje zrna se dogada zbog
ionotropnog geliranja sfernih kapi pomo¢u Mn?*. Poliguluronatne jedinice u molekulama
alginata tvore keliranu strukturu s metalnim ionima, nazvanu model ,kutija za jaja“
(,eggbox“), koja sadrzi meduprostore u kojima se kationi mogu pakirati i koordinirati (Park i
sur., 1993.; Racovita i sur., 2009.). Spoj izmedu ovako formiranih lanaca kineticki je stabilan
prema disocijaciji, dok polimanuronatne jedinice pokazuju normalne polielektrolitne
karakteristike vezivanja kationa (Dambies i sur., 2001.; Racovita i sur., 2009.). Stoga, takve
interakcije rezultiraju stvaranjem sfernih zrnaca, odnosno okruglih mikrocestica (Racovita i
sur., 2009.). Takoder, alginatne mikrocestice mogu se dodatno omotati polukationskim
polimerom, posto elektrostatskim interakcijama izmedu karboksilnih skupina alginata i
polikationskog polimera dodatno zatvara jezgra, ¢ime se poboljSava zadrzavanje ili
potencijalno oslobadanje aktivne tvari (Fujiwara i sur., 2013.; Bedek, 2018.).

2.3. Eksperimentalni biljni patogeni

2.3.1. Botrytis cinerea

Gljiva Botrytis cinerea jedan je od najceséih i najpoznatijih biljnih patogena uopée. Parazitira
na velikom broju biljaka domacina. Bolest koju uzrokuje obi¢no se naziva ,siva plijesan”.
Osobito Stethom smatra se na vinovoj lozi, jagodi, malini i kupini, rajcici, salati i brojnim
cvjecarskim kulturama. Botrytis cinerea moze zaraziti razli¢ite biljne organe, no najcesce
napada zrele plodove. lzvrsno je prilagodena i saprofitskom i parazitskom nacinu Zivota.
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Simptomi bolesti koje uzrokuje ovise o biljnoj vrsti i fazi bolesti. Gljiva moZe uzrokovati palez
cvjetova, kod drugih moze uzrokovati trulez stabljike, a najc¢esée uzrokuje trulez plodova.
KarakteristiCan znak bolesti je pojava sivog, smedeg ili sivo-smedeg , maska”, nakupina
micelija i spora koji se redovito javlja u uvjetima poviSene vlaznosti zraka (lvi¢ i sur., 2019.).
Siva plijesan je jedna od najstetnijih bolesti vinove loze u kontinentalnom dijelu Hrvatske i
jadranskom dijelu Hrvatske (Maceljski i sur., 2006.; Bulovi¢, 2019.). Za razvoj ove bolesti
potrebna je visoka relativna vlaznost zraka i temperatura izmedu 2 °Ci 35 °C (optimum 20 do
25 °C). Takoder, na razvoj bolesti utjecu svjetlost, kiselost sredine i starost konidija (Vranjes,
2017.).

Botrytis cinerea je svrstana u pododjel Ascomycota, razred Discomycetes te porodicu
Sclerotiniaceae (Ainsworth, 1971.; VranjeSu, 2017.). Naime, u epidemiologiji sive plijesni
postoji spolni stadij (Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) u kojem se formiraju sklerociji,
rijetko se pronalazi u prirodi i od manjeg je znacaja od nespolnog stadija (Botrytis cinerea Pers.)
u kojem patogen stvara konidiofore s konidijama (Jurkovic i sur., 2010. ) Sklerociji se razvijaju
unutar umiruéih tkiva domadina i predstavljaju vazan mehanizam preZivljavanja gljive,
razlicitih su veli¢ina i nisu lako vidljivi na svim zarazenim kulturama (Backhouse i Willets, 1984.;
Bulovié¢, 2019.). Najéeséi put infekcije biljaka ovim patogenom je putem konidija (Doehlemann
i sur., 2016.).

Slika 2.3.1.1. Siva plijesan vinove loze (Botrytis cinerea)
Izvor: Chromos Agro. Siva plijesan vinove loze (Botrytis cinerea).

https://www.chromos-agro.hr/siva-plijesan-vinove-loze-botrytis-cinerea/ - pristup 1.7.2022.

Kao i u slucaju svih biljnih bolesti, suzbijanje sive plijesni najuspjesnije je ako se provodi prema
nacelima integrirane zastite bilja. Kao i veéina biljnih patogena, gljiva B. cinerea za svoj razvoj
trazi visoku vlaznost. Sve mjere kojima se smanjuje vlaznost zraka u usjevu ili nasadu doprinose
slabijoj pojavi i razvoju sive plijesni. U slucajevima osjetljive kulture, kriticne fenofaze i
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povoljnih uvjeta za razvoj bolesti, Cesto su nuzne kemijske mjere kako bi se sprijecile znacajne
Stete od sive plijesni. lako su razvijeni razli¢iti modeli prognoze, suzbijanje sive plijesni jos se
uvijek temelji na preventivhom tretiranju ili viSe tretiranja u pravilnim razmacima tijekom
osjetljive faze razvoja kulture. Za suzbijanje sive plijesni u Hrvatskoj odobren je veci broj
sredstava s razli¢itim aktivnim tvarima. Mehanizmi djelovanja tih aktivnih tvari su razli¢iti, sto
omogucava ucinkovitu strategije sprje¢avanja pojave i razvoja rezistentnosti. Medu
odobrenim sredstvima, nekoliko njih ima vrlo izrazeno djelovanje na B. cinerea i katkada se
nazivaju ,botriticidima“. To su sredstva na osnovi aktivnih tvari fludioksonila, fenheksamida,
pirimetanila, boskalida ili fluopirama (lvi¢, 2022.).

U proteklih nekoliko godina odobreno je nekoliko bioloskih sredstava za zastitu od sive plijesni,
razvijenih od strane velikih kompanija. Ta sredstva kao aktivnu tvar sadrZe antagonisticke
gljive ili bakterije, kao Sto su Trichoderma atroviridae, Bacillus amyloliquefaciens i Pythium
oligandrum. U uvjetima povoljnima za razvoj antagonista i manje povoljnima za razvoj sive
plijesni, ta sredstva pokazuju visoku ucinkovitost. UspjesSno se koriste u ekoloskoj proizvodniji
(Ivi¢, 2022.). Sveukupni globalni trosak suzbijanja sive plijesni (mjere kultiviranja, botriticidi,
fungicidi Sirokog spektra, biokontrola) prelazi milijardu eura godiSnje (Dean i sur., 2012.).

2.3.2. Cercospora beticola

Cercospora beticola Sacc. pripada rodu Cercospora, porodici Mycosphaerellaceae, redu
Capnodiales, razredu Dothideomycetes i koljenu Ascomycota (CABI, 2022.). Pjegavost lista
(CLS), koju uzrokuje Cercospora beticola, ima Siroku geografsku rasprostranjenost koja se
podudara s rasprostranjenosc¢u njenog glavnog domacina, Secerne repe (Bleiholder i Weltzien,
1972.; Rossi i sur., 1995.; Cioni i sur., 2014.). Takoder, C. beticola uzrokuje pojavu pjegavosti
na listu cikle i Spinata. Razvoj takve bolesti lista izaziva smanjenje lisne povrsine, a time i
smanjen intenzitet fotosinteze, sto dovodi do smanjenja prinosa i sadrzaja ugljikohidrata
(Stazi¢, 2017.).

C. beticola je porijeklom iz srednje Europe i s Mediterana (Groenwald i sur., 2005.; Cosié i sur.,
2015.) te je prva opisana vrsta iz roda Cercospora. Kod razvoja ove gljive poznat je samo
anamorfni stadij koji ¢ine micelij, strome, konidiofori i konidije. Kod usjeva Secerne repe
konidije se prenose kiSom, vjetrom i insektima. Zaraza je izrazito znacajna u toplim i vlaznim
krajevima tijekom kasnog proljeca, ljeta i rane jeseni. Konidije kliju u Sirokom temperaturnom
rasponu, izmedu 7i 34 °C, a optimalna temperatura klijanja kreée se od 25 do 32 °C. Optimalna
relativna vlaznost zraka je izmedu 98% i 100%, a do zaraza u polju ne dolazi ako je nocna
temperatura niza od 16 °C i relativna vlaznost zraka ispod 90% (Cosic¢ i sur., 2015.).

Cercospora beticola Sacc. je uzrocnik pjegavosti lista Secerne repe (CLS) i drugih uzgajanih
biljaka iz roda Beta. Domacini su joj i divlje vrste iz rodova Beta, Atriplex, Cycholoma,
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Chenopodium, Polygonum i Amaranthus (Ivanovi¢ i lvanovi¢, 2004.; Cosi¢ i sur., 2015.). Izvori
zaraze obuhvadaju zarazene ostatke liséa, lisnih peteljki i glava Sec¢erne repe iz prethodne
vegetacije, korove iz porodice Chenopodiaceae i sjeme (Cosic i sur., 2015.).

Prvi simptomi CLS-a se vide na liS¢u Secerne repe i na peteljkama, a kod sjemenske repe
znakovi zaraze se mogu vidjeti i na sjemenskoj stabljici. C. beticola napada starije i srednje
staro lisée, no kod jake zaraze pjege se mogu uoditi i na najmladim listovima. Tipicne pjege su
gotovo potpuno okruglog oblika, veli¢ine izmedu 2 i 5 mm. Sredina pjega je sive do svjetlo
smede boje, a rub je crveno smede boje. U sredini pjega nastaju tamne stromati¢ne nakupine
na kojima se tijekom vlainog vremena formira siva do pepeljasta prevlaka konidiofora i
konidija. Tkivo unutar pjega moZze ispadati pa dolazi do pojave Supljikavosti lista. Ako nastane
veliki broj pjega na listovima i dode do akumulacije fitotoksina, nastupa susenje i propadanje
listova (Weiland i Koch, 2004.; Cosi¢ i sur., 2015.) koji se ne odvajaju od biljke zbog lisnih
peteljki koje nikada u potpunosti ne propadnu. Pjege na peteljkama listova i sjemenskim
stabljikama su izduzene, veli¢ine do 1 cm i ne spajaju se (Cosic¢ i sur., 2015.). C. beticola je
odgovorna za znacajno smanjenje prinosa korijena Secerne repe, koncentracije saharoze i
Secera, dok povecava koncentraciju necistoc¢a sto dovodi do visih troskova prerade (Cioni i
sur., 2014.).

Slika 2.3.2.1. Pjegavost lista Secerne repe (CLS)

Izvor: Chromos Agro. Pjegavost lis¢a Secerne repe (Cercospora beticola).

https://www.chromos-agro.hr/pjegavost-lisca-secerne-repe-cercospora-beticola/ - pristup 15.07.2022.

Suzbijanje pjegavosti lista Secerne repe provodi se u sklopu integrirane zastite koja ukljucuje
rotaciju usjeva bez usjeva domacina, obradu tla, sadnju otpornih kultivara i primjenu fungicida
(Cioni i sur., 2014.). S obzirom da su zaraZeni ostatci Secerne repe i ostalih domacina
najznacajniji izvor zaraze, njihovim unistavanjem prekida se Zivotni ciklus parazita i smanjuje
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koli¢ina primarnog inokuluma, Sto predstavlja jednu od najznacajnijih preventivnih mjera
zaStite od ove bolesti. Zaoravanjem zarazenih biljnih ostataka ubrzava se njihova razgradnja
pod utjecajem vlage i zemlji$nih mikroorganizama (Cosic i sur., 2015.).

Kako navode Cioni i sur. (2014.), u danasnje vrijeme fungicidi su nezaobilazan alat za stratesku
zastitu usjeva Secerne repe od pjegavosti lista. Medutim, njihova se uporaba mora smatrati
dijelom integriranog sustava upravljanja usjevima, koji optimizira kontrolu bolesti i s
ekonomskog i s ekoloskog gledista. Zbog toga se rokovi i broj primjena fungicida, kao i djelatne
tvari koje se primjenjuju, ne mogu generalizirati, veé se odreduju za svako podrucje uzgoja
Secerne repe na temelju odredenih ¢imbenika: vremena i opsega pojave bolesti, prisutnosti
sojeva gljiva otpornih na fungicide, pojave drugih bolesti liS¢a (poput pepelnice ili hrde),
koristenja otpornih sorti, prisutnosti vremenskih uvjeta pogodnih za razvoj bolesti te na
temelju duljine sezone usjeva kada su biljke podloZne zarazi. Kemijska kontrola trebala bi se
temeljiti na kombinaciji fungicida razli¢itog mehanizma djelovanja, prvenstveno aktivnih
sastojaka s triazolima ili benzimidazolima. Konvencionalni fungicidi, kao sto su bakrene soli,
klorotalonil i mankozeb, pomaZzu u upravljanju pojave rezistentnosti patogena na odredene
skupine fungicida. Takoder, ponovno uvodenje metil benzimidazol karbamata (MBC) u
program zastite, fungicida koji je ponovno pokazao izvrsne rezultate u polju protiv pjegavosti
lista, moglo bi pomodi u tom smjeru.

Redovita primjena fungicida klju¢na je za kontrolu bolesti kako bi se smanjila stopa Sirenja CLS-
a. Strobilurin kao fungicid je najpoznatiji za kontrolu bolesti CLS u ranoj sezoni Sto obuhvaca
Cetiri primjene strobilurina po sezoni (Pethybridge i sur., 2019.; Pethybridge i sur., 2020.).
Medutim, otpornost na strobilurin unutar populacije C. beticola (Abawi i sur., 2014.; Vaghefi i
sur., 2016.; Pethybridge i sur., 2019.; Pethybridge i sur., 2020.) i smanjena osjetljivost na
inhibitor demetilacije, propikonazol (Fungicide Resistance Action Committee 2018.;
Pethybridge i sur., 2020.), naglasava potrebu za alternativnim nacinima djelovanja i
pridrzavanjem najboljih praksi za upravljanje otpornos¢u na fungicide (Pethybridge i sur.,
2019.; Pethybridge i sur., 2020.).

2.3.3. Phytophthora ramorum

Phytophthora vrste spadaju medu najozbiljnije patogene u biljnoj proizvodniji, a njihov utjecaj
moze uzrokovati razorne ekoloske i gospodarske ucinke (Guenthner i sur., 2001.; Davis i sur.,
2014.; Rolando i sur., 2019.). Ovisno o domacinu, simptomi variraju od pjegavosti lista,
plamenjace, odumiranja grancica, raka te, u konacnici, do smrtnosti biljaka (Heungens i sur.,
2006.)

Phytophthora ramorum je filamentna, diploidna protozoa poznata pod nazivom vodena
plijesan. Jedna je od 117 priznatih vrsta Phytophthora (Everhart i sur., 2014.) koja spada u
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carstvo Chromista, koljeno Oomycota, razred Oomycetes, red Peronosporales i porodicu
Peronosporaceae (EPPO, 2020.). Ova pseudogljiva je najblize povezana sa zlatno-smedim
algama i diatomejama (Everhart i sur., 2014.).

Osnovne morfoloSke karakteristike P. ramorum su sporangiji, hlamidospore i formiranje
oospora (spolni stadij). Formiranje oospora dogada se iskljuivo sparivanjem Al i A2
sparivajuca tipa, bududi da je P. ramorum heterotali¢na vrsta (nema samooplodnje). Gotovo
su svi europski izolati Al tipa, za razliku od americ¢kih kod kojih je vec¢ina A2 tipa (Tomic i
Vukadin 2011.).

U prirodi, Zivotni ciklus P. ramorum ukljucuje samo aseksualnu fazu, iako je spolna faza
teoretski moguéa. Aseksualni sporangiji nastaju iz zarazenog lisnog tkiva i klijaju izravno,
stvarajuéi klicinu cijev i apresorij za inficiranje tkiva domacina, ili neizravno, oslobadanjem
bi¢astih zoospora u prisutnosti slobodne vode kada napadaju novog domacina i zapocinju
novu infekciju. P. ramorum vrlo lako proizvodi hlamidospore debelih stijenki koje mogu
posluziti i kao primarni inokulum te omoguditi preZivljavanje u nepovoljnim uvjetima, kao Sto
je susa. Kada se vrate povoljni uvjeti, hlamidospore ¢ée klijati izravno kako bi zarazile domacina
ili proizvele sporangije. P. ramorum se razlikuje od ostalih Phytophthora vrsta po formiranju
izrazito velikih hlamidospora (Werres i sur., 2001.; Everhart i sur., 2014.). Kod inokulacije
grancica rododendrona s P. ramorum uoceno je da su se prvi simptomi (promjena boje
grancica) pojavili tri do sedam dana nakon inokulacije (Werresisur., 2001.; EPPO, 2020.). Drugi
nacin Sirenja ove pseudogljive moZe se odvijati unutar tla ili medija za uzgoj, sto dovodi do
infekcije korijena koja je pra¢ena kolonizacijom vaskularnih tkiva i Sirenjem u stabljiku (Parke
i Lewis, 2007.; Grinwald i sur., 2008.; EPPO, 2020.).

Do sada je poznato da se P. ramorum pojavljuje u Europi, Sjevernoj Americi i dijelovima Azije
(EPPO, 2020.). Gljiva je prvi put otkrivena 1990-ih u Sjevernoj Americi i Europi (Werres i sur.,
2001.; Rizzo i sur., 2002.; EPPO, 2020.). Naime, 1993. god. pronadena je nova vrsta
Phytophthore odgovorne za agresivnu plamenjacu na gran¢icama i listovima rododendrona te
plamenjacu viburnuma u njemackim i nizozemskim rasadnicima (Werres i Marwitz, 1997.;
Werres i sur., 2001.; Heungens i sur., 2006.). Pocevsi od 1995. god., u Kaliforniji i u jednom
dijelu Oregona dogodila se velika smrtnost autohtonih vrsta hrasta, kao Sto su tanoak
(Lithocarpus densiflorus) i obalni hrast (Quercus agrifolia), uzrokovanih boleséu zvanom
iznenadna smrt hrasta (SOD — Sudden Oak Death) (Goheen i sur., 2002.; Rizzo i sur., 2002.;
Heungens i sur., 2006.). Utvrdeno je da je ova nova vrsta Phytophthore odgovorne za bolesti
na europskim ukrasnim biljkama odgovorna i za SOD. Od tada je oznacena kao Phytophthora
ramorum (Werres i sur., 2001.; Heungens i sur., 2006.).

Iznenadna smrt hrasta (ukljuujuéi iznenadnu smrt arisa) karakterizirana je smrtonosnim
ranama. Na deblu oboljelih stabala pojavljuju se rak rane ili mrlje, uglavnhom u donjem dijelu,
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ali u nekim slucajevima i do visine od 20 m. Zacepljenje Zila uzrokovano P. ramorum cesto
rezultira venuéem lisca ili iglica (bez preranog opadanja liséa ili bacanja iglica) i na kraju
smrtnosti stabla (Hansen i sur., 2002.; EPPO 2006.; Parke i sur., 2007; Webber i sur., 2010.;
EPPO, 2020.).

U SAD-u identificirano je viSe od 30 prirodnih domacina P. ramorum, koji se uglavnhom nalaze
u prirodnim okruzenjima (APHIS, 2004.; Heungens i sur., 2006.). Medutim, u Europi je patogen
pronaden gotovo iskljucivo u rasadnicima i vrtnim centrima (EPPO, 2005.; Heungens i sur.,
2006.). Odreden broj nalaza zabiljezen je na stablima u Engleskoj i Nizozemskoj, ali svaki put
je pronaden u blizini zarazenih biljaka rododendrona (DEFRA, 2003.a; DEFRA 2003.b; PD
Nederland, 2003.; Heungens i sur., 2006.).

Otkrivanje P. ramorum u sve vec¢em broju europskih zemalja i potencijalna opasnost od Sirenja
iz rasadnika medu prirodne populacije hrasta i bukve potaknuli su Europsku Uniju (EU) na
uvodenje hitnih fitosanitarnih mjera (smjernice 2002/757/EU i 2004/426/EU). Ove mijere
ukljuCuju preglede svih rasadnika u kojima se uzgajaju rododendron, viburnum ili kamelija
(Heungens i sur., 2006.).

Najvazniji domadin P. ramorum u Europi je rododendron. Utjecaj mjera EU-a na industriju
flamanskih rododendrona je znacajan jer je Flandrija (sjeverni dio Belgije) jedno od najvedih
podrucja za proizvodnju rododendrona u Europi. U sklopu hitnih fitosanitarnih mjera EU
(2002/757/EU i 2004/426/EVU) svi komercijalni prostori za uzgoj rododendrona ispitani su na
P. ramorum. Otkrivanje ove pseudogljive dovodi do mjera karantene, ukljucujuci unistavanje
biljaka, Sto mozZe dovesti do znatne financijske Stete za uklju¢ene tvrtke. Uzgajivaci poduzimaju
sve moguce mjere kako bi izbjegli P. ramorum, uklju€ujuéi preventivne tretmane fungicidima
(Heungens i sur., 2006.).

P. ramorum i druge Phytophthora vrste na grmovima rododendrona uzrokuju nekrozu
(posmedenje), odumiranje izboja te pojavu smedih pjega na listu. Ova pseudogljiva najéesce
zarazi vrh lista, gdje se najduze zadrZava voda, a zatim se Siri uz srediSnju nervaturu lista do
petljke te kroz nju prodire u izboj. Takoder, zaraza moze kretati od izboja prema vrhu lista.
Bolest se brzo Siri i izaziva suSenje dijela stabljika na grmu rododendrona, medutim moze doci
i do potpunog susenja biljke. Identifikacija ovog patogena na osnovi simptoma je nemoguca
zbog identi¢nih simptoma na listovima i izbojima koje uzrokuju odredene fitopatogene gljive,
poput Phomopsis spp., Pestalotiopsis spp. i dr. (Tomié i sur., 2010.; Tomi¢ i Vukadin 2011.).
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Slika 2.3.3.1. Jedinstveni kultivar rododendrona, uzgojen u rasadniku, s nekroticnim pjegama

duZ rubova lisé¢a uzrokovan napadom P. ramorum. Fotografirala Jennifer Parke, 2003.
Izvor: Pacific Northwest Pest Management Handbooks. Rhododendron-Ramorum Leaf Blight and Shoot
Dieback. Plant Disease. Host and Disease Descriptions.
https://pnwhandbooks.org/plantdisease/host-disease/rhododendron-ramorum-leaf-blight-shoot-dieback -
pristup 18.8.2022.

Kod Camelia i Viburnum vrsta (najc¢es¢ih domacina u Europi nakon rododendrona) simptomi
su sliéni. Kod kamelije se Steta od napada svodi na defolijaciju, dok se kod Viburnum spp. ¢esto
zaraza ostvari na korijenovom vratu S$to izaziva potpuno susenje stabljike. Karakteristi¢ni
simptomi za stabla, poput hrasta i bukve, mogu se uociti na deblu. Micelij P. ramorum prodire
u unutarnju koru i kambij gdje se brzo Siri. Na povrsini debla su vidljive tamne, vlazne mrlje —
tekline, a u unutarnjoj kori i u kambiju se razvijaju smede nekroze tkiva. Kad micelij poraste, a
nekroza tkiva (canker) zaokruzi deblo, dolazi do naglog susenja stabla (Tomic i Vukadin 2011.).

Sprje¢avanje unoSenja P. ramorum i njezinog Sirenja unutar EU cilj je aktualnih europskih
fitosanitarnih mjera. Prevencija Sirenja putem zaraZenih biljaka djelomi¢no se postize
sustavom izdavanja biljnih putovnica koji uklju¢uje preglede, iskorjenjivanje zarazenih biljaka
u radijusu od 2 m i mjere karantene za preostale biljke u radijusu od 10 m. Potencijalna
prijetnja od P. ramorum i utjecaj karantenskih mjera naveli su uzgajivace da poduzmu i
preventivne inicijative. Nastoje sprijeiti unoSenje i Sirenje unutar svog rasadnika sanitacijom,
smanjenjem uvjeta pogodnih za bolesti, kao Sto su ranjavanje i uvjeti visoke vlaznosti,
izbjegavanjem ili zaStitom osjetljivih sorti te preventivhom primjenom fungicida. Prema
fitosanitarnim mjerama EU-a nije dopustena primjena kurativnih fungicida ili aplikacija u
karantenskoj zoni od 10 metara. Podaci potvrduju da je eradikacija kurativnom primjenom
fungicida iznimno teska u optimalnim uvjetima za razvoj patogena. Medutim, preventivna
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uporaba odabranih fungicida je vrlo ucinkovita te se mozZe potaknuti kao zaStitha mjera
(Heungens i sur., 2006.).

Phytophthora patogeni nisu prave gljive, no o osjetljivosti Phytophthora vrsta na bakrene
fungicide postoji viSe izvjestaja. Bakar je koriSten u suzbijanju mnogih bolesti koje su povezane
s Phytophthora vrstama, s primarnim uspjehom u kontroli folijarne zaraze. Takoder, nekoliko
istrazivanja dokazalo je da bakar inhibira rast micelija roda Phytophthora kod uzgoja in vitro.
Dokazano je da ioni bakra koncentracije 10”7 M djeluju inhibirajuée na proizvodnju sporangija
kod Phytophthora i zoospora (Coelho i sur., 2005.; Rolando i sur., 2019.).
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3. Materijali i metode istrazivanja
3.1. Priprema otopina (natrijev alginat, bakrov(ll) sulfat)

U istrazivanju je koriSten natrijev alginat niske viskoznosti (CAS broj: 9005-38-3; Sigma Aldrich
SAD). Bakrov(ll) sulfat pentahidrat p.a. (CAS broj: 7758-99-8) u pakiranju od 1000 grama
proizveden je u tvrtki Gram-Mol d.o.0. sa sjediStem u Zagrebu.

Prvi korak istrazivanja podrazumijevao je pripremu otopine 1,5%-tnog natrijevog alginata
jedan dan prije izrade mikroCestica bakrovog alginata. Otopina je pripravljena otapanjem 9 g
natrijevog alginata u 591 ml vode uz mijeSanje na mijesalici (MSH-300, Biosan, Latvija) pomocu
magneta obloZenim plastikom (mjeSaca). Pri mijeSanju temperatura je iznosila 40 °C, a broj
okretaja magneta iznosio je 800 u minuti.

2%-tne, 3%-tne i 4%-tne otopine bakrovog(ll) sulfata su pripravljene otapanjem 2, 3i4 g
bakrovog(ll) sulfat pentahidrata (modra galica) [CuSO4 x 5H20] u 100 ml destilirane vode.
Pripravljena otopina natrijevog alginata je filtrirana tri puta pomocu vakuumske pumpe
(Rocker 300, Tajvan) koristenjem filter papipra i Biichnerovog lijevka.

Slika 3.1.1. Filtracija pomo¢u vakuumske pumpe i Biichner lijevka
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Slika 3.1.2. MijeSanje otopina modre galice

3.2. Priprava mikrocestica bakrovog alginata (2%, 3% i 4%)

Nakon postupka filtracije slijedio je proces inkapsulacije postupkom ionskog geliranja kojim su
pripravljene mikrosfere, odnosno mikrocestice bakrovog alginata (ALG/Cu) pri sobnoj
temperaturi. U svaku laboratorijsku ¢asicu, koja je sadrzavala po 100 ml 2%-tne, 3%-tne i 4%-
tne otopine bakrovog(ll) sulfata, dokapavalo se po 100 ml 1,5%-tnog natrijevog alginata
inkapsulatorom Biichi — Encapsulator B-390 (BUCHI Labortechnik AG, Svicarska). Otopina
natrijevog alginata propustala se kroz diznu velicine 80 um pri frekvenciji vibracija (f) od 2000
Hz i tlaku (p) od 555 mbar-a (Encapsulator Biichi-B390, BUCHI Labortechnik AG, Svicarska).
Takoder, ista otopina propustala se kroz diznu veli¢éine 120 um pri frekvenciji od 1200 Hz i
tlaku od 276 mbar-a. Tijekom postupka inkapsulacije, mikro€estice u nastajanju su se
istovremeno mijesale na magnetnoj mijesalici (IKA topolino, SAD).
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Slika 3.2.1. Inkapsulacija

Nakon izrade, mikrocCestice bakrovog alginata su se mijeSale na magnetnim mijesalicama
(MSH-300, Biosan; MM-540, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija; Hei-Tec, Heidolph, Njemacka) oko
30 min kako bi dodatno oévrsnule. Potom su se filtrirale kroz jednoslojni muslin i ispirale 3x s
destiliranom vodom kako bi se isprao suviSak bakrovog(ll) sulfata te su se pohranile u Falkon
tubice od 50 ml.
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3.2.3. Falkon tubice ispunjenje mikro¢esticama bakrovog alginata razli¢itih koncentracija i
veli¢ina
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3.3. Priprava hranjivih podloga i patogena

Preduvjet za izolaciju patogena je priprema odgovarajuce hranjive podloge. U ovom
istrazivanju koriStene su dvije hranjive podloge: PDA (krumpir-dekstrozni agar) i CPA (podloga
od mrkve).

Potato dextrose agar (PDA) — krumpir dekstrozni agar

e 42 g PDA firme Liofilchem
e 1000 ml destilirane vode

U staklenu bocu od litre ulivena je hladna destilirana voda i dodan je PDA. U svrhu
homogenizacije u bocu je stavljen magneti¢ za mijeSanje. Sve je zagrijano do vrenja i
autoklavirano na 121 °C 15 minuta.

Carrot piece agar (CPA) — podloga od mrkve

e 50 gsitno narezane mrkve
e 22 gagara firme Sigma Aldrich
e 1000 ml destilirane vode

U staklenu bocu od litre ulivena je hladna destilirana voda i dodani su agar i mrkva. U svrhu
homogenizacije u bocu je stavljen magneti¢ za mijeSanje. Sve je zagrijano do vrenja i
autoklavirano na 121 °C 15 minuta.

Ohladene podloge su izlivene u laminaru u plasti¢ne, sterilne petrijeve zdjelice bez oduska,
promjera 90 ili 60 mm. Pripremljene podloge su pohranjene u laboratorijskom hladnjaku.

Za pripremu kultura fitopatogenih organizama koriSteni su izolati iz mikoloSke zbirke
Laboratorija za mikologiju, Centra za zastitu bilja: BC/7/19 (B. cinerea), CB/16/19 (C. beticola)
i PR/1/18 (P. ramorum). 1z svakog izolata, sterilnim skalpelom izrezan je pravokutni isjecak
micelija gljive i prebacen na sredinu pripremljene hranjive podloge. Izolati Botrytis cinerea i
Cercospora beticola precijepljeni su na PDA podlogu, dok je izolat Phytophthora ramorum
precijepljen na mrkvin agar. Petrijeve zdjelice s B. cinerea i C. beticola odlozene su u komoru
rasta na 20 °C. Petrijeve zdjelice s P. ramorum odloZene su u drugu komoru rasta na
temperaturu od 15 °C. Nakon sedam do deset dana izolati su bili spremni za pokus.
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Obzirom da je Phytophthora ramorum regulirani karantenski Stetni organizam, nakon
zavrSetka pokusa sav se biljni i potrosni materijal autoklavirao i odloZio u posebni otpad kako
ne bi doslo do Sirenja zaraze u prirodni okolis.

3.4. Primjena mikrocestica bakrovog alginata (2%, 3% i 4%) na
fitopatogene gljive

3.4.1. Utjecaj na klijanje konidija Botrytis cinerea

Pripravljene su smjese mikrocestica bakrovog alginata, veli¢ina 80 i 120 um u koncentracijama
2%, 3% i 4%, i vode.

Po 1 ml smjese mikroCestica bakrovog alginata i vode otpipetiran je u Eppendorf tubicu od 2
ml. Na svaku tubicu oznacena je veli¢ina mikrocestica i koncentracija. Svaka koncentracija i
velicina mikrocestica bakrovog alginata pripravljene su u tri ponavljanja. U pokus je bio
ukljucen i standardni fungicid Neoram u koncentraciji od 0,5% kao i kontrola.

Slika 3.4.1.1. Smjese mikrocestica bakrovog alginata i vode

Sa sporulirajucih kolonija izolata B. cinerea konidije su ostrugane sterilnom c¢ackalicom te su
prenesene u pripremljene i oznacene Eppendorf tubice s bakrovim alginatom. Isto je ucinjeno
i s tubicama koje su sadrzavale samo sterilnu vodu te su koristene kao kontrola, kao i s
tubicama s Neoramom. Po 1 ml pripremljene suspenzije ravnomjerno je izliven na Cisti krumpir
dekstrozni agar (PDA). Petrijeve zdjelice postavljene su u komoru rasta na inkubaciju pri 20 °C
i 60% relativne vlage. Klijanje i izduZivanje kli¢ne cijevi oCitavalo se svjetlosnim mikroskopom
Olympus BX53 18 h nakon inkubacije. Za svaku koncentraciju i veli¢inu mikrocestica bakrovog
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alginata, Neoram i kontrolu provedeno je po 30 mjerenja kli¢nih cijevi. Mjerenja su provedena
pomocu programa CellSens Dimension, Olympus.

Slika 3.4.1.2. Potreban materijal i pribor za provedbu pokusa

Slika 3.4.1.3. Struganje konidija sterilnom ¢ackalicom

Analizom varijance usporedile su se prosje¢ne vrijednosti duljina kli¢inih cijevi izmedu
kontrole, standarnog pripravka Neorama (0,5%-tni) i odredenih koncentracija mikrocestica
bakrovog alginata. Za provedbu ANOVA-e koristio se program Microsoft Excel.

33



3.4.2. Utjecaj na rast Cercospora beticola

Suspenzija konidija fitopatogene gljive C. beticola pripravljena je na nacin kako je opisano kod
B. cinerea. U ovom pokusu nisu koristene 4%-tne mikrocestice bakrovog alginata veli¢ine 120
um.

Slika 3.4.2.2. Eppendorf tubice suspenzija konidija, sterilne vode i ispitivanih koncentracija
(2%, 3% i 4%) mikrocestica bakrovog alginata

Broj razvijenih kolonija ocitao se pomocu milimetarske mrezice podijeljene u 4 kvadrata nakon
7 dana inkubacije pri 28 °C i 80% relativne vlage (Slika 3.4.2.3. i Slika 3.4.2.4.). Relativni
postotak razvijenih kolonija izra¢unao se na temelju odnosa izmedu broja kolonija na kontroli
i broja kolonija na mikro¢esticama bakrovog alginata. Na temelju rasta kolonija na razlicitim
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koncentracijama mikrocestica bakrovog alginata izraCunala se ECso vrijednost za svaku
koncentraciju odredene veli¢ine mikrocestica u programu Microsoft Excel.

Slika 3.4.2.4. Ocitavanje broja razvijenih kolonija pomoc¢u milimetarske mreZice
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3.4.3. Utjecaj na zarazu listova Rhododendron sp. pseudogljivom
Phytophthora ramorum

Po 10 g mikrocestica bakrovog alginata koncentracije 2% i 3% i veli¢ine od 80 i 120 um
postavljeno je u Petrijeve zdjelice promjera 120 mm. Koncentracija bakrovog alginata od 4%
postavljena je samo za veli¢inu Cestica od 80 um. U svaku Petrijevu zdjelicu dodano je 100 ml
izvorske vode, dva isjecka micelija P. ramorum s mrkvinog agara i po dva lista Rhododendron
sp. Petrijeve zdjelice koje su predstavljale kontrolu sadrZavale su po 100 ml izvorske vode, dva
isjeCka micelija P. ramorum s mrkvinog agara i po dva lista Rhododendron sp. Pokus je
postavljen 05.05.2021. u dvije repeticije na sobnoj temperaturi. Vizualna opazanja i rezultati
ocitani su 17.05.2021. Mikroskopom Olympus BX53 pregledani su listovi rododendrona u vodi
u cilju potvrde prisustva sporangija i zoospora.

Slika 3.4.3.1. Petrijeve zdjelice koje predstavljaju kontrolu i razlicite velicine mikrocestica

bakrovog alginata razli¢itih koncentracija
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Slika 3.4.3.2. Postavljen pokus mikrocestica bakrovog alginata (80 um, 4% bakra) s 2 isjecka
P. ramorum s mrkvinog agara i 2 lista rododendrona

3.5. Biotest na plodovima jabuke

Plodovi jabuke sorte Granny Smith isprane su vodom i alkoholom te su osusene. Za svaku
koncentraciju, standardni pripravak Neoram (0,25%-tni i 0,5%-tni) i kontrolu koriStena su po 2
ploda jabuke. Prije zaraze jabuke su umocene dvije minute u pripremljene koncentracije i
standardni pripravak te ostavljene da se osuse. Za to vrijeme pripravljena je suspenzija spora
patogena Botrytis cinerea. Cetiri Eppendorf tubice od 2 ml ispunjene su sterilnom vodom.
Sterilnom ¢ackalicom ostrugane su konidije patogena i prenesene u Eppendorf tubice. Po 2 pl
suspenzije pipetom se nanijelo na 3 mjesta po plodu jabuke.
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Slika 3.5.1. Provodenje zaraze na plodu jabuke s pripremljenom suspenzijom spora

Plodovi jabuke postavljeni su 4 — 5 dana u komoru rasta na 20 °C pri 60 % vlage te su ocitani
rezultati mjerenjem promjera pjega na jabukama.

Postavila su se dva pokusa s razli¢itim veli¢inama mikrocestica bakrovog alginata. U prvom
pokusu (12.05.2021.) su se pripremile mikrocestice bakrovog alginata (2%, 3% i 4%) velicine
80 um, dok su u drugom pokusu (24.05.2021.) bile primjenjene mikrocestice bakrovog alginata
(2%, 3% i 4%) veli¢ine 120 um.
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Slika 3.5.3. Postavljen drugi pokus
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4. Rezultati

4.1. Utjecaj primjene mikrocestica bakrovog alginata na klijanje Botrytis
cinerea

U tablici 4.1.1. prikazani su rezultati mjerenja duZine kli¢ne cijevi konidija Botrytis cinerea.
Ukupno je izmjereno 240 klicnih cijevi. Niti jedan od ispitivanih pripravaka nije sprijecio ili
usporio klijanje konidija Botrytis cinerea.

Analizom varijance (ANOVA), izraCunatom u programu Microsoft Excel, usporedile su se
prosjec¢ne vrijednosti duljina kli¢inih cijevi izmedu kontrole, standarnog pripravka Neorama
(0,5%-tnog) i odredenih koncentracija. Nije bilo statisticki opravdane razlike u duljini kli¢nih
cijevi izmedu kontrole i ispitivanih pripravaka.
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Tablica 4.1.1. B. cinerea — duljina kli¢inih cijevi — podaci potrebni za analizu varijance
(ANOVA); Microsoft Excel

2% 2% 3% 3% 4% 4%

Redni broj Kor;lt(r)ola 80um 120pm 80um 120um 80um 120pm 2;‘:/:?;; Uskuu:‘:a
(a) (b) (c) (d) (e) (f) ’
1 32,70 54,38 16,32 60,16 54,55 35,13 41,21 40,81
2 56,20 62,74 13,64 75,36 24,39 68,35 24,96 39,78
3 27,36 84,19 40,99 33,01 64,84 24,05 30,29 76,43
4 35,85 85,43 18,81 55,22 25,84 17,37 8,25 6,80
5 27,61 35,65 3,40 49,39 33,66 49,41 55,42 53,57
6 42,81 17,00 54,56 64,95 21,08 52,77 9,89 27,31
7 16,88 47,06 19,78 82,69 26,33 8,09 8,16 45,10
8 38,99 6,00 30,33 20,68 51,07 44,26 17,88 26,62
9 31,15 26,89 19,72 76,57 30,92 8,36 23,80 23,94
10 66,73 56,91 8,88 55,70 32,33 45,41 14,49 26,81
11 54,25 72,79 11,37 78,27 55,29 25,57 52,46 31,25
12 15,04 55,26 38,08 93,18 33,26 13,60 16,25 21,17
13 33,01 45,90 38,15 18,13 67,43 31,94 6,00 42,59
14 77,46 39,70 32,68 73,05 46,33 20,29 25,86 19,49
15 16,88 36,55 24,70 96,87 15,12 71,55 22,37 45,90
16 50,36 44,57 11,44 80,72 35,85 14,32 15,73 59,02
17 24,46 40,57 82,32 99,72 50,10 32,70 10,20 16,93
18 32,97 29,97 63,17 76,83 46,83 13,76 18,54 23,41
19 33,20 37,06 48,29 75,07 31,79 44,52 23,65 50,34
20 39,49 39,46 108,87 76,30 4,96 11,56 16,29 26,72
21 43,68 27,88 48,03 51,65 66,35 51,09 9,40 16,88
22 77,77 57,28 36,13 57,59 37,77 16,89 29,89 52,15
23 73,12 17,88 19,52 51,62 20,44 10,92 26,65 38,75
24 50,13 64,45 22,18 7,48 19,24 18,92 24,46 37,10
25 45,73 7,25 31,25 9,61 42,06 29,61 38,77 30,22
26 41,71 8,84 55,40 42,22 62,78 20,85 18,52 31,47
27 59,30 10,88 11,44 13,73 41,11 12,92 18,60 19,69
28 42,68 45,52 21,34 11,44 79,34 7,48 37,09 38,73
29 91,29 45,21 42,08 50,56 44,75 45,14 19,88 29,34
30 61,76 51,97 48,30 73,31 21,40 19,65 28,97 44,36
suma 1340,57 1255,24 1021,17 1711,08 1187,21 866,48 693,93 1042,68 9118,36
n 30 30 30 30 30 30 30 30 240

prosjek 44,69 41,84 34,04 57,04 39,57 28,88 23,13 34,76 38,46

n — veli¢ina uzorka
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Slika 4.1.1. Kontrola — duljina kli¢inih cijevi; povecanje mikroskopa — 20x
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Slika 4.1.2. Mikrocestice (4%-Cu?*) veli¢ine 120 um — duljina kli¢inih cijevi; povecanje
mikroskopa — 20x
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Nulta hipoteza u ovoj analizi varijance glasi: Ho : lk = Ha = Mb = He = Ud = e = Wf = Hg. Ukoliko je
Ho to¢na, tada varijabilnost izmedu uzoraka nije veca od varijabilnosti unutar uzoraka.

U sljede¢em koraku analize varijance provedena je ras¢lamba varijabilnosti, odnosno procjena
varijabilnosti (sume kvadrata - SS):

SSukueno = X2 - (3x)%/n
(5x)?/n = C.F.
SSizmepu uzoraka = (3x1)2/n1 + (3x2)2/n2 + ... + (3xk)%/nk— C.F.

SSUNUTAR UzORAKA = SSukupNO - SSiZMEDU UZORAKA

Tablica 4.1.2. Procjena sume kvadrata (SS)

SSukupno = 112518,54
SSizMEBU UZORAKA = 22641,76
SSUNUTAR UZORAKA = 89876,78

Iz tablica4.1.3.i4.1.4. zakljuCuje se da je Fexp> Ftab Uz 99% sigurnosti (p = 1%) te se Ho odbacuje.
Uzorci ne pripadaju istim koncentracijama, stoga se dolazi do zaklju¢ka da se uzorci znacajno
razlikuju. Medutim, kako bi se usporedile pojedinacne prosje¢ne vrijednosti uzoraka,
potrebno je uraditi dodatne testove — testove visestrukih usporedbi.
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Tablica 4.1.3. Tablica ANOVA-e

lzvori
varijabilnosti
ukupan broj svih  SSukupno = 3X? - Fo= Fp=
Ukupno varijanata u (5x)*/n 0.05 0.01
pokusu - 1

SSizMEPU UZORAKA =

x1)2/n1 +
Izmedu broj analiziranih (2x)*/ns S%medu / | I3Citati iz F-
(ZXz)z/nz +..+ SSizmedu/df .

uzoraka uzoraka - 1 (502 — C.F S2unutar tablice

xk)*/nk — C.F.

SSUNUTAR UZORAKA =
Unutar SSukupno -
dfukupno - dfizmedu Ssunutar/df

uzoraka SSizMEBU UZORAKA

df — broj stupnjeva slobode, odnosno broj slobodnih varijanata

s? — varijanca; prosje¢no kvadratno odstupanje svake varijante od prosjeka uzorka

Fexp — F eksperimentalni faktor; broj koji pokazuje koliko je puta varijanca u brojniku vec¢a od varijance u
nazivniku

Ftab — F tabli¢ni faktor; kriti¢na vrijednost — broj koji pokazuje koliko najmanje puta varijanca u brojniku treba
biti veca od varijance u nazivniku da bi se smatrale znacajno razli¢itima; Fwab = (n1 — 1) varijance u brojniku =
stupac/(n2 — 1) varijance u nazivniku - red

Izvor: Osnove biometrike. Sustav za e-u¢enje Merlin, 2019/2020. Srce, Sveuciliste u Zagrebu, Sveucilidni
racunski centar.
https://moodle.srce.hr/2019-2020/course/view.php?id=47809- pristup 23.07.2021.

Tablica 4.1.4. Tablica ANOVA; Microsoft Excel

lzvori
varijabilnosti
Ukupno 239 112518,54
Izmedu uzoraka 7 22641,76 | 3234,54 8,35 2,05 2,72

Unutar uzoraka 232 89876,78 387,40
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Prema prethodnoj analizi varijance i provedbi visestrukih usporedbi (Tablica 4.1.5.) zakljucuje
se da uzorak ¢ [mikrocCestice bakrovog alginata (3%) veli¢ine 80 um] ima najvecu prosje¢nu
vrijednost, znac¢ajno vec¢u u odnosu na uzorke e [mikrocestice bakrovog alginata (3%) veli¢ine
120 um] i f [mikroCestice bakrovog alginata (4%) veli¢ine 120 um], koji se medusobno ne
razlikuju znacajno.

Tablica 4.1.5. Provedba t-testa za usporedbu parova; Microsoft Excel

Dexp 2,84 10,65 12,35 5,11 15,80 21,55 9,93
Sp 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08
texp 0,56 2,09 2,43 1,01 3,11 4,24 1,95
a-b a-c a-d a-e a-f a-g
Dexp 7,80 15,19 2,27 12,96 18,71 7,09
Sp 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08
texp 1,54 2,99 0,45 2,55 3,68 1,39

Dexp 23,00 5,53 5,16 10,91 0,72 17,46 28,15 33,91 22,28
Sb 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08
texp 4,53 1,09 1,02 2,15 0,14 3,44 5,54 6,67 4,39

d-e d-f d-g e-f e-g fg  tuab |
Dexp 10,69 16,44 4,82 5,75 5,87 11,63  p=5% 1,97
Sp 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 p=1% 2,60
texp 2,10 3,24 0,95 1,13 1,16 2,29

Dexp — razlika izmedu dvije prosjecne vrijednosti
So — broj koji oznacava procjenu pogreske pri provodenju visestrukih t-testova nakon F-testa u analizi varijance

2 *
Sd = \/S ost + (nZ + nl / r11 nZ)

Texp — €ksperimentalni t faktor; broj koji pokazuje koliko je puta razlika vec¢a od svoje pogreske
Ttab — tablicni t faktor; broj koji pokazuje koliko najmanje puta razlika treba biti ve¢a od svoje pogreske da bi se
smatrala znac¢ajnom, odnosno signifikantnom; twb iz n — 1 ostatka (unutar uzorka)

PoZeljan rezultat ovog istraZivanja je manja duljina kli¢inih cijevi kod mikrocestica bakrovog
alginata (2%, 3%, 4%) od duljine kod kontrole (K) te sprijecen razvoj ove gljive djelovanjem
bakra, no rezultatom ovog pokusa (kao Sto se moze vidjeti na Slici 4.1.3.) te analizom varijanci
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utvrdeno je da mikrocestice bakrovog alginata ne suzbijaju rast i razvoj fitopatogene gljive
Botrytis cinerea. Pretpostavlja se da je prisutna manja osjetljivost ove vrste na bakrene
spojeve.

Slika 4.1.3. B. cinerea - razvijen micelij nakon 7 dana

46



4.2. Utjecaj primjene mikrocestica bakrovog alginata na rast micelija
patogena Cercospora beticola

Kao sto je prikazano na Slici 4.2.1., moZe se uociti da se kod kontrole razvio veci broj kolonija
nego kod mikrocestica bakrovog alginata.

Slika 4.2.1. Razvoj kolonija kod kontrole te razlicitih koncentracija i veli¢ina mikrocestica
bakrovog alginata
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Tablica 4.2.1. C. beticola - prosjecni broj kolonija kod kontrole i mikrocestica bakrovog alginata
razli¢itih koncentracija i veli¢ina

Redni
broj Oznaka Broj kolonija Prosjek na 2cm?
1. K 2 2 1 0 1,25
2. K 2 2 0 2 1,50
3. K 3 3 1 0 1,75
4. 2% 80 um 1 0 0 2 0,75
5. 2% 80 pum 1 0 0 2 0,75
6. 2% 80 um 0 0 0 0 0,00
2% 120
7 1 1 0 0 0,50
um
2% 120
8. 1 2 0 0 0,75
um
2% 120
9. 0 0 0 0 0,00
um
10. 3% 80 um 1 0 0 3 1,00
11. 3% 80 um 1 0 0 0 0,25
12. 3% 80 um 1 0 0 0 0,25
3% 120
13. 1 3 2 1 1,75
um
3% 120
14. 0 0 0 0 0,00
um
3% 120
15, 0 0 0 0 0,00
um
16. 4% 80 um 0 0 0 0 0,00
17. 4% 80 um 1 0 0 0 0,25
18. 4% 80 um 1 1 1 1 1,00

Relativni postotak razvijenih kolonija (postotak inhibicije) izraunao se na temelju odnosa
izmedu kontrole i mikroCestica bakrovog alginata. Postotak inhibicije se racunao prema

Abbotu (1925.): % x 100 gdje je:
X = prosjec¢an broj kolonija na kontroli
Y = prosjecan broj kolonija na mikro¢esticama bakrovog alginata

Na temelju rasta kolonija kod razli¢itih koncentracija mikrocestica bakrovog alginata
izraCunala se ECsp vrijednost za odredene veli¢éine mikrocestica, Sto se mozZe vidjeti u Tablici
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4.2.2. Ta vrijednost predstavlja srednju ucinkovitu koncentraciju, odnosno koncentraciju koja
inhibira 50% rasta gljive C. beticola. ECso koncentracija za 80 pm iznosi 0,562%, dok ECso
koncentracija za 120 um iznosi 1,3%.

Tablica 4.2.2. C. beticola — izraCunata ECso vrijednost u programu Microsoft Excel

2% 80 pum 66,67 2% 120 um 61,11
inhibicija % 3% 80 um 66,67 3% 120 um 72,22
4% 80 um 72,22
LOG (0,02) -1,699
LOG (0,03) -1,523
LOG (0,04) -1,398
-2,250 -1,875

Na grafu s x,y (Graf 4.2.1. i Graf 4.2.2.) osi, postotak inhibicije postavljen je na x os, dok su
logaritmirane vrijednosti koncentracija postavljene na y os. Iscrtan je prosjecni pravac. Na y
osi je oCitana vrijednost 50% inhibicije. Za izra¢un je koristena Excel formula koja predvida
vrijednost na y osi za vrijednost na x osi = 50 (EC50)=FORECAST(50;vrijednosti na x
osi;vrijednosti na y osi). Za dobivenu vrijednost je izracunat antilogaritam kako bi se dobila
koncentracija.

49



0,250

-0,250

-0,750

-1,250

-1,750

-2,250

0,125

-0,075

-0,275

-0,475

-0,675

-0,875

-1,075

-1,275

-1,475

-1,675

-1,875

80 pm

66,67 66,67 72,22
-1,398
-1,523 —

_1IV

Graf 4.2.1. Graf s x,y osi — veli¢ina ¢estica 80 um

120 um

61,11 72,22

-1,

Graf 4.2.2. Graf s x,y osi — veli¢ina ¢estica 120 um

50



Prema podacima se moze zakljuciti da su mikrocestice bakrovog alginata od 120 um imale jaci
utjecaj na rast micelija nego mikrocestice od 80 um. Bakar u obliku mikrocestica je ucinkovit
u sprjecavanju rasta micelija gljive C. beticola.

4.3. Utjecaj primjene mikrocestica bakrovog alginata na zarazu listova
Rhododendron sp. s Phytophthora ramorum

Vizualnim pregledom utvrdeno je da je doSlo do promijene boje otopine koja je bila
najizrazenija na kontroli. Slabija promijena boje uocena je u petrijevkama s mikroc¢esticama
4%-tnog bakrovog alginata veli¢ina 80 um, a zatim i u petrijevkama s 2%-tnim mikrocesticama.
Pregledom listova rododendrona s kontrole uodeni su simptomi zaraze karakteristi¢ni za
Phytophthora ramorum. Na listovima 4%-tnih mikrocestica bakrovog alginata zaraza se blago
pocela Siriti po listu, dok su simptomi kod 2%-tnih mikrocestica zamijeéeni samo na
peteljkama.

Mikroskopom je na kontroli potvrdeno prisustvo micelija i velikog broja sporangija i zoospora.
Pojava sporangija uoc¢ena je i na koncentraciji od 2 i 4%, medutim bilo ih je u vrlo malom broju
i uglavnom prazni ili deformirani. Micelij je bio puno slabije i njeZnije strukture nego na
kontroli. Na ostalim koncentracijama nije doslo da razvoja micelija, sporangija i zoospora.
Vizualna zapaZanja prikazana su na slikama 4.3.1., 4.3.2.i4.3.3. Rezultati ovog pokusa upucuju
na mogucnost suzbijanja ovog patogenog organizma primjenom mikrocestica bakrovog
alginata.

2. Ao 3/ A2o

Slika 4.3.1. P. ramorum — rezultati
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Slika 4.3.2. P. ramorum — kontrola promatrana mikroskopom — razvoj micelija

Slika 4.3.3. P. ramorum i listovi rododendrona — rezultati
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4.4. Biotest na plodovima jabuke

Slike 4.4.1. i 4.4.2. prikazuju zarazu kod gotovo svih plodova jabuke, stoga se moze zakljuditi
da mikrocestice bakrovog alginata veli¢ina 80 um i 120 um, u koncentracijama 2%, 3% i 4%, te
standardni pripravak Neoram ne sprjeCavaju zarazu i ne suzbijaju rast fitopatogene gljive
Botrytis cinerea na plodovima jabuke.

Slika 4.4.1. B. cinerea — 1. pokus — izgled plodova jabuke nakon 5 dana od postavljanja
biotesta

Slika 4.4.2. B. cinerea — 2. pokus —izgled plodova jabuke nakon 4 dana od postavljanja
biotesta
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U Tablici 4.4.1. i Tablici 4.4.2. prikazane su veli¢ine promjera krugova zaraze kod svih uzoraka
i kontrole oba pokusa. Promjeri krugova zaraze gotovo su identi¢ni kod svih ispitivanih
pripravaka i kontrole. Pokusom je utvrdeno da testirani pripravci nemaju ucinak na B. cinerea.
Oba pokusa potvrduju in vitro rezultate, odnosno potvrduju tezu da B. cinerea nije osjetljiva
na bakrene spojeve.

Tablica 4.4.1. Biotest 1 - promjer krugova zaraze na plodovima jabuke

Pripravak promjer u cm promjer u cm promjer u cm
KONTROLA 1 3,5x4,0 2,0x3,5 3,5x4,0
KONTROLA 2 1,3x1,5 1,6 x1,5 0
2% 80 um 1 1,5x1,5 2,0x1,5 2,5x3,0
2% 80 um 2 2,0x2,3 20x1,5 0
3% 80 um 1 1,5x1,5 1,5x1,2 0
3% 80 um 2 1,8x1,5 0 0
4% 80 um 1 0 0 0
4% 80 um 2 3,5x4,0 0 0

Neoram 0,25% 1 3,5x3,0 2,5x2,5 0
Neoram 0,25% 2 3,0x2,0 1,3x2,0 0
Neoram 0,5% 1 0 0 1,1x1,5
Neoram 0,5% 2 0 0 1,0x1,0
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Tablica 4.4.2. Biotest 2 - promjer krugova zaraze na plodovima jabuke

Pripravak promjer u cm promjer u cm promjer u cm
KONTROLA 1 2,5x2,0 2,5x3,0 2,5x2,0
KONTROLA 2 2,5x2,0 2,3x2,0 2,7x2,0
2% 120 um 1 2,5x1,5 1,5x1,0 1,5x1,0
2% 120 um 2 2,5x2,5 2,5x2,0 2,5x2,0
3% 120 um 1 2,0x1,8 2,0x1,3 2,0x1,7
3% 120 um 2 2,5x2,0 2,5x2,0 1,8x1,0
4% 120 um 1 1,8x1,3 1,5x2,0 1,8x1,3
4% 120 um 2 2,5x2,0 2,5x2,5 2,5x2,0

Neoram 0,25% 1 2,5x1,8 2,5x1,5 2,0x2,0
Neoram 0,25% 2 2,0x1,3 1,2x1,0 2,5x2,0
Neoram 0,5% 1 2,3x1,4 1,8x1,8 1,4x1,3

Neoram 0,5% 2 1,4x1,3 2,0x1,8 2,0x2,0



5. Rasprava

5.1. Utjecaj primjene mikrocestica bakrovog alginata (2%, 3% i 4%) na
klijanje konidija Botrytis cinerea

Poznato je da je bakar toksican metal, no i vrlo bitan nutrijent za Zive stanice posto je sastavni
dio mnogih metaloenzima, kao $to je citokrom c oksidaza (Lontie, 1984.; Saitoh i sur. 2009.;
Judet-Correia i sur., 2011.). Bakar je aktivha komponenta vodenih herbicida, baktericida i
fungicida koji se koriste u poljoprivredi (Judet-Correia i sur., 2011.). U vinogradima se protiv
peronospore (Plasmopara viticola) i gljive Botrytis cinerea koriste bordoska juha te
burgundska smjesa pripremljena od bakrenog sulfata i natrijevog karbonata (Borkow i Gabbay,
2005.; Judet-Correia i sur., 2011.). Prisutnost visokih koncentracija bakrenih iona u okolisu
moze navesti plijesni da razviju posebne mehanizme otpornosti (Cervantes i Gutierrez-Corona.
1994.; Judet-Correia i sur., 2011.).

Kemikalije na bazi bakra ucinkovito se koriste kao antimikrobna sredstva u poljoprivredi.
Medutim, za primjenu bakra u obliku nanocestica postoji ograni¢en broj studija. Prema
istrazivanju Banika i Pérez-de-Luquea (2017.), provedena su in vitro ispitivanja djelovanja
nanocestica bakra (CuNP) na fitopatogene gljive, oomicete, bakterije, korisne mikrobe
(Trichoderma harzianum i Rhizobium spp.) te na sjeme pSenice. Fitopatogene gljive pokazale
su razli¢ite odgovore na inhibiciju i poticanje rasta pomoéu CuNP-a, bakrenog oksiklorida koji
nije u obliku nanocdestica (CoC-a) i njihovih kombinacija. Kod gljive B. cinerea uoceno je
smanjenje rasta, ali na niskoj razini (manje od 10%).

Prema istrazivanju Kovaceci sur. (2017.), dvije fitopatogene gljive, Botrytis cinerea i Alternaria
alternata, izolirane iz usjeva, izloZile su se bakru u ionskom obliku (Cu?*), obliku mikrodestica
(CuO MP) i nanocestica (Cu ili CuO NP), u ¢vrstom i teku¢em mediju za uzgoj kako bi se ispitao
gljiviéni odgovor i toksiéni ucinci navedenih spojeva za potencijalnu upotrebu kao fungicida. B.
cinerea je pokazala izraZeniji rast i nizu razinu peroksidacije lipida u usporedbi s A. alternata.
Veca otpornost/tolerancija gljive B. cinerea uglavnom se pripisuje biotransformaciji CuO i Cu
NP i CuO MP u plavi spoj na sucelju gljiva/medija za uzgoj, koji je prepoznat kao Cu-oksalatni
kompleks pomoéu Cu K-edge EXAFS analize. lzrazena aktivnost siderofora kateholnog tipa i
izluCivanje organske kiseline kod B. cinerea inducira ispiranje i mobilizaciju Cu?* iz ¢estica te
njihovo daljnje kompleksiranje s izvanstani¢no izlucenom oksalnom kiselinom. Sposobnost
ove gljive da biotransformira CuO MP i NP oteZava njihovu upotrebu kao fungicida. Medutim,
rezultati pokazuju da B. cinerea ima potencijal za koristenje u razgradnji Cu(O) nanocestica u
okolisu, ekstrakciji bakra i tehnikama procis¢avanja.
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Ovo istrazivanje je potvrdilo rezultate prethodno spomenutih istrazivanja, odnosno pokazalo
da bakar u formulaciji mikrocestica nema gotovo nikakav utjecaj na suzbijanje gljive Botrytis
cinerea te se pretpostavlja da je razlog tomu razvoj otpornosti prema bakru kao fungicidu.

5.2. Utjecaj primjene mikrocestica bakrovog alginata (2%, 3% i 4%) na
rast Cercospora beticola

Prakse integriranog upravljanja bolestima kao $to je rotacija usjeva, obrada tla za smanjenje
razine inokuluma i upotreba tolerantnih kultivara od klju¢ne su vainosti za upravljanjem
bolesti pjegavosti lista uzrokovane gljivom Cercospora (CLS). Takoder, fungicidi se koriste u
velikoj koli¢ini, mijenjaju se prema nacinu djelovanja te se Cesto koriste u mjeSavinama za
najbolju ucinkovitost i smanjenje razvoja otpornosti kod patogena (Khan i Hakk, 2015.;
Mickelson i Nielsen, 2015.). Fungicidi specificnog nacina djelovanja imaju visok rizik za razvoj
otpornosti kod patogena. To je slucaj za fungicide koji se obi¢no koriste za suzbijanje CLS-a s
ucestalo$éu opazene rezistencije koja raste na poljima uzgajivaca (Secor i sur., 2015.;
Mickelson i Nielsen, 2015.). Fungicidi za viSestruko djelovanje ili fungicidi koji nisu specifi¢ni za
ciliano mjesto ukljucuju EBDC (etilenbisditiokarbamat, mankozeb) i bakrene fungicide
(Fungicide Resistance Action Committee, 2015.; Mickelson i Nielsen, 2015.). Njihovo
djelovanje je nesistemsko, djeluju preventivno. Za ove fungicide se ne ocekuje razvoj
otpornosti ili ¢e trebati dosta vremena da se ona postigne. Opcenito, fungicidi se koriste u
mjeSavinama za poboljsanje kontrole bolesti, povecanje sigurnosti kontrole kada je prisutna
otpornost na fungicide i za pomo¢ u odgadanju razvoja otpornosti kod patogena (Karadimos i
Karaoglanidis, 2006.; Mickelson i Nielsen, 2015.).

Formulacije bakra su nesistemski, preventivni fungicidi koji stvaraju zastitnu barijeru na
povrsini biljke inhibirajuéi razvoj patogena prije prodiranja u tkivo. Oni stupaju u interakciju s
biokemijskim putovima u patogenu na nespecifican nacin, utjeCuéi na mnoge biokemijske
korake. Spojevi bakra u fungicidima imaju relativno nisku topljivost u vodi (Gisi i Sierotzki,
2008.; Mickelson i Nielsen, 2015.). Na lis¢u se ioni bakra postupno oslobadaju iz spojeva,
obiéno svakim vlaZenjem lista. Slobodni ioni bakra denaturiraju proteine, ¢ime unistavaju
enzime i zauzvrat ubijaju Zive stanice (Mickelson i Nielsen, 2015.).

Prema istrazivanju Alkolaly i sur. (2022.), na podrucdju poljoprivredne istrazivacke stanice
Sakha, Kafr EI-Sheikh Governorate, Egipat, gdje su postavljena pokusna polja, CLS je najvaznija
folijarna bolest Seéerne repe. Epidemije bolesti obi¢no zapodinju tijekom prosinca i zavrSavaju
sredinom veljaCe, kada nize temperature zaustavljaju razvoj bolesti. Ozbiljnost bolesti u
pokusnim poljima opcenito je bila visoka tijekom dvije sezone istrazivanja. Sva tri tretmana
Montoro, Plco-free (prirodna komponenta) i CuNP (nanocestice bakra) znacajno su suzbila CLS
u usporedbi s netretiranim parcelama.
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Usporedujuci istrazivanje Alkolaly i sur. s ovim radom, potvrden je pozitivan ucinak
mikrocestica bakrovog alginata kod suzbijanja gljive C. beticola. Postoji potencijal u koristenju
ispitivanih formulacija u suzbijanju pjegavosti lista Secerne repe. Pjegavost se suzbija
visSestrukom primjenom fungicida. Formulacije se mogu koristiti samostalno ili kao dodatak
organskim sistemi¢nim fungicidima. Postoje potencijalne prednosti formulacija, a najvece od
njih su sporo ispustanje bakra te potencijalno dulje djelovanje. Rokovi izmedu tretiranja i broj
tretmana bi se mogli skratiti, a zastita bi mogla biti dulja. Naravno, bilo bi svakako uputno
usporediti ,,poljsko” djelovanje formulacija s registriranim bakrenim fungicidima na trzistu.

5.3. Utjecaj primjene mikrocestica bakrovog alginata (2%, 3% i 4%) na
zarazu listova Rhododendron sp. s Phytophthora ramorum

Phytophthora ramorum je op¢i patogen koji moZe zaraziti vise od 100 biljnih domacina u
divljini i u komercijalnim rasadnicima (USDA-APHIS, 2007.; Garbelotto i sur., 2009.). Opéenito,
infekcija nekoliko vrsta hrasta (Quercus) i srodnih tanoaka (Lithocarpus densiflorus) rezultira
velikim smrtonosnim lezijama koje opasuju floem i zaepljuju vanjski ksilem glavnog stabla, a
naziva se iznenadna smrt hrasta (SOD) (Garbelotto i sur., 2001.; Rizzo i sur., 2002.; Garbelotto
i sur., 2009.). Bolesti Phytophthora Cesto se kontroliraju kemijskim tretmanima, s uspjeSnim
rezultatima u komercijalnim rasadnicima i u prirodnim ekosustavima. Naravno, na
ucinkovitost kemijskih sredstava za kontrolu utjecu varijacije u njihovoj postojanosti tijekom
vremena, u njihovom ponasanju na razli¢itim biljkama domacinima te u osjetljivosti izmedu
razliCitih genotipova patogena (Garbelotto i sur., 2009.).

Aktivni sastojci ve¢ine oomycete fungicida na belgijskom trZiStu ispitani su na njihov in vitro
ucinak na rast micelija Cetiri izolata P. ramorum. Metalaksil, dimetomorf i bentiavalikarb-
izopropil pokazali su potpunu inhibiciju rasta micelija pri 1 pug mltili manje, dok su cimoksanil,
etridiazol i mankozeb uzrokovali potpunu inhibiciju rasta pri 1 do 100 ug mll. Medutim,
fungicidi koji pokazuju najbolji u€inak na biljkama su metalaksil, cijazofamid i bentiavalikarb-
izopropil. Tri najucinkovitija fungicida u ovim pokusima (metalaksil, cijazofamid,
bentiavalikarb-izopropil) su jednociljani fungicidi, Sto ukazuje na veci rizik za razvoj
rezistencije. lako je veéina njih komercijalizirana u mjesavini s fungicidom Sirokog spektra,
poput mankozeba, vrlo je preporucljivom njihovo naizmjeni¢no koristenje (Heungens i sur.,
2006.). Takoder, poznato je da metalaksil i dimetomorf u kombinaciji s bakrom imaju
ucinkovito fungicidno djelovanje, stoga bi takve mjeSavine u odredenoj formi mogle
doprinijeti suzbijanju P. ramorum.

Zastitni ucinci su najbolji kada je donja povrsina lista prekrivena fungicidom, sSto je u skladu s
opazanjem da se infekcija neostecenih listova inokuliranih zoosporama odvija uglavnom kroz
donju povrsinu listova. U rasadnicima se fungicidi obi¢no primjenjuju preko nadzemnih
sustava za navodnjavanje. Metode primjene koje pomazu dosegnuti donju stranu lista, kao sto
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je primjena viseg tlaka ili primjena uz potporu zrakom, mogu potencijalno povecati zastitni
ucinak. Primjena preko korijena dala je manji zastitni u¢inak od ocekivanog dok su kurativni
tretmani fungicidima 2 dana nakon inokulacije zoosporama bili mnogo manje ucinkoviti od
zastitnih tretmana (1 dan prije inokulacije zoosporama). Istrazivanje pokazuje da zastitna
primjena specificnih fungicida moZe doprinijeti ucinkovitim strategijama suzbijanja P.
ramorum na rododendronu (Heungens i sur., 2006.).

Pocetna istrazivanja Garbelottoa i sur. (2002.; Sansford i Woodhall, 2007.) ukazuju na
ucinkovitost metalaksila, bakrovog sulfata i fosetil-aluminija protiv P. ramorum posto su
snazno inhibirali rast micelija u testovima in vitro. Medutim, istraZivanja Heungensa i sur.
(2005.; Sansford i Woodhall, 2007.), kojima su testirali razlicite kemikalije koristeci testove na
agar ploci, su pokazala da bakrov oksiklorid i joS neki odredeni spojevi nisu u potpunosti
inhibirali rast pseudogljive P. ramorum, ¢ak ni pri 100 pg/ml.

Wagner i sur. (2007.; Sansford i Woodhall, 2007.) otkrili su da su dimetomorf, bakrov oktanoat
i mankozeb s fenamidonom najucinkovitije kemikalije koje su testirali, pokazujuéi potpunu
inhibiciju rasta micelija i klijanja zoospora pseudogljive P. ramorum.

Istrazivanja u SAD-u procijenila su ucinkovitost razli¢itih kemikalija u kontroli bolesti na drvecu.
Garbelotto i sur. (2002.; Sansford i Woodhall, 2007.) testirali su nekoliko kemikalija na 3 do 5
m visokim sadnicama oblanog hrasta (Quercus agrifolia) inokuliranih s P. ramorum. Sve su
mladice inokulirane dva puta, u razmaku od priblizno 11 tjedana. Tri dana nakon druge
inokulacije, kemikalije su ubrizgane u svaku mladicu. Otkrili su da su mladice tretirane fosetil-
aluminijem, metalaksilom i fosfornom kiselinom imale znatno manje rak rane od netretiranih
mladica ili onih kojima je ubrizgan bakrov sulfat pentahidrat. Medutim, prema istraZivanju
Garbelottoa i sur. iz 2009., sposobnost metalaksil-M-a, fosfonske kiseline u obliku fosfonata, i
bakrenog hidroksida da inhibiraju razli¢ite faze u zivotnom ciklusu pseudogljive Phytophthora
ramorum, uzrocnika iznenadne smrti hrasta (SOD), ispitana je in vitro koriStenjem 12 izolata iz
sjevernoamericke Sumske loze. Osim toga, eksperimenti su provedeni medu biljkama kako bi
se proucila sposobnost ubrizgavanja fosfonske kiseline i natapanjem metalaksil-M-om za
kontrolu rasta patogena na mladicama kalifornijskog obalnog hrasta (Quercus agrifolia), i
sposobnosti prskanja lis¢a bakrenim hidroksidom za kontrolu infekcije kalifornijskog lovora
(Umbellularia californica). P. ramorum pokazala je samo umjerenu osjetljivost na fosfonsku
kiselinu in vitro, ali je bila vrlo osjetljiva na bakreni hidroksid. Pokusi na biljkama ukazali su na
Siroku ucinkovitost injekcija fosfonske kiseline i prskanja bakrenim hidroksidom u sprjecavanju
rasta P. ramorum kod hrasta, odnosno lovora.

U ovom istrazivanju su mikrocestice bakrovog alginata sprijecile razvoj P. ramorum, kao i kod

istrazivanja Wagnera i sur. gdje je bakrov oktanoat inhibirao rast micelija i klijanje zoospora
ove pseudogljive, Sto pokazuje ociglednu osjetljivost P. ramorum prema bakru. Medutim,
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odredene formulacije i spojevi bakra kod pojedinih prethodno spomenutih istrazivanja nisu
bili uspjesni u sprjecavanju razvoja pseudogljive. Naravno, postoji potencijal u koristenju
ispitivanih formulacija u suzbijanju bolesti koje uzrokuje P. ramorum. Kao S$to je vec
spomenuto kod gljive C. beticola, formulacije se mogu koristiti samostalno ili kao dodatak
organskim sistemi¢nim fungicidima. Neke od potencijalnih prednosti formulacija su sporo
otpustanje bakra i potencijalno dulje djelovanje. Rokovi izmedu tretiranja i broj tretmana bi
se mogli skratiti, a zasStita bi mogla biti dulja. Bilo bi svakako uputno usporediti ,poljsko”
djelovanje formulacija s registriranim bakrenim fungicidima na trzistu.
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6. Zakljucak

Usporedujuci prethodno provedena istraZivanja i ovo istraZivanje, moze se zakljuciti da
mikrocestice bakrovog alginata oslabljeno djeluju na gljivu B. cinerea te da ova gljiva
pokazuje manju osjetljivost na bakrene spojeve. Takoder, biotest na jabukama
potvrdio je tezu in vitro, odnosno ucinak ispitivanih formulacija u biotestu s B. cinerea
na jabukama je bio gotovo nikakav. Poznato je da se B. cinerea smatra visokorizi¢nim
patogenom za razvoj otpornosti na fungicide $to bi moglo ukazati na problem u ovom
istrazivanju.

Mikrocestice bakrovog alginata pokazale su ucinkovitost u sprjecavanju razvoja
kolonija C. beticola. Dokazano je da mikrocestice bakrovog alginata od 120 um imaju
jaci utjecaj na suzbijanje rasta gljive nego mikrocestice od 80 um, Sto znaci da su
veli¢ina Cestica i bakreni spojevi ucinkoviti u sprjecavanju razvoja kolonija gljive C.
beticola.

Postoji potencijal u koristenju ispitivanih formulacija u suzbijanju pjegavosti lista
Secerne repe. Pjegavost se suzbija visSestrukom primjenom fungicida. Formulacije se
mogu koristiti samostalno ili kao dodatak organskim sistemi¢nim fungicidima. Postoje
potencijalne prednosti formulacija mikrocestica, a najveca prednost je sporo
ispustanje bakra i potencijalno dulje djelovanje. Rokovi izmedu tretiranja bi se mogli
skratiti, zaStita bi mogla biti dulja, a broj tretiranja bi se mogao smanijiti. Naravno, bilo
bi svakako uputno usporediti, poljsko” djelovanje formulacija s registriranim bakrenim
fungicidima na trzistu.

Mikrocestice bakrovog alginata pokazale su visoku uc¢inkovitost u sprije¢avanju razvoja
pseudogljive P. ramorum. Pokus je pokazao da ova pseudogljiva niti nakon 12 dana nije
zarazila listove rododendrona te je time ukazano na to da je P. ramorum osjetljiv na
bakar. Postoji potencijal u koristenju ispitivanih formulacija u suzbijanju bolesti koje
uzrokuje P. ramorum.
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