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Sazetak

Diplomskog rada studenta Vedran Grozdani¢, naslova

Entomopatogeni potencijal mikrogljive Beauveria bassiana na odrasle oblike repicinog
sjajnika (Brassicogethes aeneus)

Repicin sjajnik (Brassicogethes aeneus) najvazniji je Stetnik uljane repice te je zabiljeZena
pojava rezistentnosti ovog Stetnika na kemijske insekticide Sto oteZava njegovo suzbijanje.
Beauveria bassiana entomopatogena je mikrogljiva koja se koristi u svrhu bioloskog suzbijanja
brojnih vrsta kukaca. IstraZzivanje ucinkovitosti B. bassiana u suzbijanju odraslih oblika
repic¢inog sjajnika provedeno je u laboratorijskim uvjetima u tri varijante i Cetiri ponavljanja
tijekom 14 dana. Jedinke su bile izlozene sporama B. bassiana tretiranjem cvatova uljane
repice ili podloge s filter papirom te su mortalitet i pojava micelija praceni svakodnevno.
Devetog dana postignut je potpuni mortalitet u svim varijantama. UspjeSna infekcija
potvrdena je mikroskopskim pregledom micelija uginulih jedinki. U¢inkovitost B. bassiana u
inficiranju repicina sjajnika iznosila je 75% u tretmanu cvatova i 83% u tretmanu podloge.

Kljuéne rijeci: Beauveria bassiana, repicin sjajnik, Brassicogethes aeneus



Summary

Of the master’s thesis - student Vedran Grozdanié, entitled

Entomopathogenic potential of the fungus Beauveria bassiana on adult pollen beetles
(Brassicogethes aeneus)

Pollen beetle (Brassicogethes aeneus) is the most important pest of oilseed rape, the
emergence of resistance to chemical insecticides in this pest has been recorded, complicating
its control. Beauveria bassiana is an entomopathogenic fungus used as a biological control
agent of numerous insect pests. The study on the efficacy of B. bassiana in controlling adult
pollen beetles was conducted under laboratory conditions in three variants and four
repetitions over 14 days. The beetles were exposed to B. bassiana spores by treating oilseed
rape inflorescences or a substrate filter paper, with mortality and mycelium appearance
monitored daily. By the ninth day, complete mortality was observed in all variants. Successful
infection was confirmed by microscopic examination of the mycelium on dead beetles. The
efficacy of B. bassiana in infecting pollen beetles was 75% in the inflorescence treatment and
83% in the substrate treatment.

Keywords: Beauveria bassiana, pollen beetle, Brassicogethes aeneus



1. Uvod

Uljana repica (Brassica napus L.) jednogodisnja je zeljasta biljka visine 1-2 metra Cije se
sjeme koristi za ekstrakciju ulja u kulinarske svrhe, te za proizvodnju goriva (biodizel) i
industrijske lubrikante, sjeme se takoder koristi u proizvodnji sto¢ne hrane. Jedna je od
vaznijih kultura u Europi i Sjevernoj Americi te ima visok potencijal prinosa pod ucinkovitim
nacinom uzgoja, takoder je vrlo vazna kao medukultura u plodoredu sa Zitaricama (Alford,
2003.; Williams, 2010.). U Republici Hrvatskoj povrsSine pod ovom kulturom zadnjih godina
znacajno opadaju, prema DrZzavnom zavodu za statistiku (2024.) 2018. godine povrsSine pod
uljanom repicom obuhvacale su 55 000 ha, dok je ukupna povrsina 2023. godine iznosila svega
15 000 ha $to je smanjenje od 72.73 % u periodu od 5 godina.

Repicin sjajnik najvazniji je Stetnik uljane repice koji u rano proljece napada iizgriza jos
ne otvorene pupove uljane repice. Suzbijanje repic¢inog sjajnika od izuzetne je vaznosti za
oCuvanje prinosa uljane repice, te ukoliko se ne suzbija moZe izazvati Stete vece od 50 %.
Zabiljezena je rezistentnost ovog Stetnika na piretroide kao i na neonikotinoide, Sto u
kombinaciji sa sve manjim brojem dostupnih aktivnih tvari onemoguéava ucinkovito suzbijanje
ovoga Stetnika. Upravo je nemogucnost suzbijanja repicinog sjajnika jedan od glavnih razloga
velikog smanjenja povrsina na kojima se uzgaja uljana repica u RH (Maceljski, 2002.; Gotlin
Culjak i sur., 2019.).

Integrirana zastita bilja ima potencijal poboljsati u¢inkovitost, profitabilnost i ekoloSku
prihvatljivost proizvodnje ratarskih kultura, ¢ime doprinosi odrzivoj proizvodnji. Prirodni
agensi bioloSkog suzbijanja stetnika, tj. parazitoidi, predatori i patogeni koji napadaju Stetnike
uljane repice, mogu pruZiti ekonomski isplativu kontrolu nekih Stetnika i smanjiti potrebu za
insekticidima (Williams, 2010.). Entomopatogene mikrogljive su mikroorganizmi koji imaju
sposobnost inficirati i usmrcivati kukce, te se stoga koriste kao bioloska sredstva za suzbijanje
Stetnika. Medu njima, mikrogljiva Beauveria bassiana je jedna od najcesce istrazivanih i
primjenjivanih zbog svoje Siroke patogenosti, ekoloske sigurnosti i u¢inkovitosti. B. bassiana
ima potencijal suzbijanja razlicitih vrsta Stetnika u poljoprivredi, uklju¢ujuéi repiéinog sjajnika.
B. bassiana entomopatogena je mikrogljiva prisutna u tlima diljem svijeta. Sposobna je
inficirati velik broj domadina, oko 700 vrsta kukaca, iako je poznato da vecina izolata ove
mikrogljive ima ogranic¢en raspon domadina (Zimmerman, 2007.). Mikrogljiva B. bassiana
djeluje tako da kada spore dodu u kontakt s kutikulom kukca, klijajui prodiru kroz kutikulu te
potom koloniziraju tijelo domacina. Ovaj proces uzrokuje smrt domacina najcesée unutar
nekoliko dana. Mikrogljiva potom proizvodi nove spore koje mogu inficirati druge jedinke,
¢ime se ciklus nastavlja. Osim direktne patogenosti, B. bassiana ima i potencijal inducirati
obrambene odgovore kod biljaka, poveéavajuci njihovu otpornost na druge Stetnike i bolesti
(Chandler, 2017.; Imoulan, 2017.).

Proizvode se brojni preparati na bazi ove mikrogljive te se istrazuje moguénost njene
primjene u bioloskom suzbijanju raznih Stetnih kukaca uklju€ujuéi repicina sjajnika. Kako bi se
potvrdila moguénost infekcije repi¢ina sjajnika mikrogljivom B. bassiana provedeno je
istrazivanje u laboratorijskim uvjetima u trajanju od 14 dana. U istrazivanju su koristeni odrasli



oblici repic¢ina sjajnika nasumicno prikupljeni s biljaka uljane repice, koji su potom izloZeni
sporama B. bassiana u laboratorijskim uvjetima tretiranjem podloge ili cvatova. IstraZivanje je
provedeno u tri varijante i Cetiri repeticije te su rezultati statisticki obradeni.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovoga istraZivanja je potvrditi moguénost zaraze odraslih oblika repiéina sjajnika
mikrogljivom Beauveria bassiana u laboratorijskim uvjetima.



2. Repicin sjajnik
Sistematsko mjesto prema EPPO (2024.):

Razred — Insecta

Red — Coleoptera

Podred — Polyphaga

Porodica - Nitidulidae

Potporodica - Meligethinae

Rod - Brassicogethes

Vrsta — Brassicogethes aeneus Fabricius, 1775 (sinonim Meligethes aeneus)

Prema CABI (2024.) repicin sjajnik Cesta je i Siroko rasprostranjena vrsta u cijeloj
Holarktickoj regiji te je prisutna u cijeloj Europi i Sjevernoj Americi, vecini Azijskih zemalja te u
nekoliko sjeverozapadnih zemalja Afrike (slika 2.1.). CABI(2024.) takoder navodi da neki autori
smatraju Sjevernoamericke i Azijske populacije kao odvojene podvrste sjajnika dok ih drugi
autori smatraju istom vrstom kao i Europske populacije. IRAC (2024.) za rasprostranjenost
populacije repicinog sjajnika navodi iskljucivo zemlje Europe, dok GBIF (2024.) navodi Europu,
SAD i Kanadu, nekoliko zemalja Azije te Australiju.

Slika 2.1. Rasprostranjenost repicina sjajnika
Izvor: CABI https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.33259 - pristup 2.4.2024.



https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.33259%20-%20pristup%202.4.2024

2.1. Morfologija

Odrasli je oblik repicina sjajnika (slika 2.1.1.a) tamnozelene do tamnoplave boje, metalna
sjaja te duljine tijela 2-2,5 mm. (Maceljski, 2002.). Odrasli oblik ima kijacasta ticala s 11
¢lanaka od kojih su zadnja tri zadebljana, glava mu je prognatnog polozZaja a tijelo ovalno i
spljosteno. Pokrilja su mu na zadnjem dijelu skraéene. Licinke (slika 2.1.1.b) su dugacke do 5
mm, kremasto-bijele boje s crnom do smedom glavom i tri para nogu (Williams, 2010.).

\_/

Slika 2.1.1. Odrasli oblik (a) i li¢inka repicina sjajnika (b)
lzvori: UK Beetles https://www.ukbeetles.co.uk/meligethes-aeneus -pristup 2.4.2024.
Bug guide https://bugguide.net/node/view/1033976 -pristup 2.7.2024.
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2.2. Zivotni ciklus

Repicin sjajnik (slika 2.2.1.) prezimi kao odrasli oblik u tlu, vegetaciji i liS¢u na rubovima
polja, Sumama i Zivicama, izlazeéi u rano prolje¢e (Williams, 2010.). Kada temperatura tla
dosegne 8°C, azraka 12°C odrasli oblici izlaze s prezimljenja i pocinju letjeti no let je intenzivniji
kada temperature dosegnu 15°C (Maceljski, 2002.). Polifagni su kukci i po izlasku s prezimljenja
hrane se peludi biljaka iz razlicitih porodica. Kada temperature predu 12°C, traze biljke
porodice Brassicaceae, za parenje i polaganje jaja; obi¢no stizu na usjeve uljane repice kada
su u fazi zelenih pupova i hrane se peludom u pupovima i cvjetovima. PolaZu svoja jaja (2-3
mm duga) u pupove duge najmanje 3 mm, kroz rupu koju izgrizu na dnu pupa (Williams, 2010.
cit. Freei Williams, 1978.). Za nekoliko dana izjajaizlaze liinke koje se hrane peludom. Prolaze
kroz dva stadija razvoja prije nego odlaze u tlo na kukuljenje (Alford, 2003.). Krajem svibnja i
u lipnju javljaju se mladi kornjasi, koji se hrane na cvjetovima razlicitih biljaka te u kolovozu
odlaze na prezimljenje (Maceljski, 2002.). Razvoj repicina sjajnika od jaja do novog odraslog
oblika traje oko mjesec dana te ovaj Stetnik ima jednu generaciju godisnje (Alford, 2003.).

Slika 2.2.1. Zivotni ciklus repicina sjajnika

Izvor: Lehrman 2007.

https://www.researchgate.net/publication/30072985 Oilseed rape transformed with a pea lectin_gene -
pristup 2.4.204.
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2.3. Stete na uljanoj repici

Maceljski (2002.) navodi da ukoliko se sjajnik ne suzbija Stete na uljanoj repici mogu biti i
preko 50 %, dok su prema Williams (2010.) zabiljezene i Stete od 70% u slucaju ne tretiranja
pri ranim fazama pupanja dok se s razvojem biljke Stete smanjuju (Williams, 2010.).

Repicinsjajnik ostecuje i potpuno zatvorene pupove u zbijenom cvatu pokrivenom lis¢em.
Hrane se pupovima koje buse te izgrizaju iznutra ulazeci u njih te tako oSteceni pupovi ne
cvatu. S otvaranjem pupova Stete prestaju buduéi da se sjajnici mogu neometano hraniti
peludom. Zbog postepenog otvaranja cvjetova uljane repice Stete se nastavljaju i nakon sto
pocne cvatnja na jo§ neotvorenim pupovima (Maceljski, 2002.). Zenke odlaZu jaja u pupove
pored prasnika, iz jaja se potom razvija li¢inka koja se razvija unutar pupa prije odlaska na
kukuljenje u tlo (Williams, 2010. ; Maceljski, 2002.).

Ne rezultira svako osteéenje biljke od strane sjajnika gubitkom prinosa uljane repice
budué¢i da uljana repica moze pokazati znatnu kompenzacijsku sposobnost u odgovoru na
napad sjajnika. Steta uzrokava hranjenjem sjanika na terminalnom cvatu dovodi do pojavi
bocnih izbojaka i pupova. Kranji prinos sjemena moZe ostati nesmanjen ako se Steta dogodi
rano, iako sjeme iz mahuna koje se razviju iz bo¢nih izbojaka sadrzi manje ulja (Williams,
2010.).

Stete nastale ishranom sjajnika mogu rezultirati prisutno$¢u slijepih stabljika (umjesto
mahuna) na razvijajuéim cvatovima. Steta koju uzrokuju kukci poti¢e reakciju kompenzacije
biljke, Sto rezultira pove¢anom proizvodnjom novih cvatova i pupoljaka. Tada ¢esto dolazi do
normalnog, kona¢nog broja mahuna cak i nakon velike Stete. U mnogim slucajevima to
rezultira neuskladenim punjenjem mahuna s fotosintetskom povrsinom biljke sto dovodi do
manjeg broja sjemenki po mahuni i nesto ve¢om masom tisu¢u sjemenki (Alford, 2003.). Biljke
mogu Cak i prekomjerno nadoknaditi Stetu i dati vedi prinos no takve mahune kasnije
dozrijevaju $to onemogucava ujednacenu zetvu (Williams, 2010.).

Najvece Stete nastaju s ranim doletom sjajnika za ranog i toplog proljeéa pa kada u vrijeme
pojave cvjetnih pupova dode do zahladenja, buduéi da se tada period otvaranja cvjetnih
pupova produZuje, a sjajnik se nastavlja hraniti peludom iz zatvorenih cvjetnih pupova ¢ime
se produzuje osjetljiva faza uljane repice. Stete od sjajnika vece su na slabo gnojenim usjevima
zbog smanjene sposobnosti regeneracije biljke (Maceljski, 2002.).



2.4. Suzbijanje

Prema Maceljskom (2002.) jedno vrijeme smatralose da napad sjajnika i nije Stetan buduci
da samo dio cvjetova uljane repice daje plod, dok se kasnije kao prag odluke navodilo 3-5
sjajnika po biljci. Daljnja su istrazivanja utvrdila da Steta ovisi o zarazi terminalnog cvata te o
fazi razvoja pupova u vrijeme pocetka napada. Pragovi odluke prikazani su u tablici 2.4.1.
Utvrdivanje visine populacije odnosno prognoza pojave Stetnika provodi se od fenofaze 38-39
do fenofaze 55 otresanjem terminalnih cvatova (Gotlin Culjak i sur., 2015.).

Tablica 2.4.1. Pragovi odluke za suzbijanje repicina sjajnika prema Maceljski (2002.)

Stadij Opis stadija Prag odluke (broj sjajnika /
terminalnom cvatu)
BBCH 50 Cvjetni pupovi pokriveni lis¢em, jedva 08-1
se zamjecuju
BBCH 51 Pupovi postali vidljivi, stisnuti su 1-1,5
zajedno i nediferencirani
BBCH 53-55 Pocetak diferencijacije pojedinih 2-3
pupova
BBCH 60 Pocetak cvatnje Prestanak Steta

Prema FIS-u (2024.) u Republici Hrvatskoj trenutno je registrirano 10 kemijskih
sredstava za zaStitu uljane repice od repicina sjajnika, s time da je jednom od sredstava istekla
registracija te je dozvoljena prodaja zaliha toga sredstva (Tablica 2.4.2.). Od 10 dozvoljenih

sredstava za suzbijanje repicinog sjajnika osam ih pripada skupini sintetskih piretroida, a dva
skupini neonikotinoida.

Tablica 2.4.2. Registrirana sredstva za suzbijanje repicinog sjajnika (FIS 2024.)

Naziv sredstva Djelatna tvar Vlasnik registracije
DECIS 2,5 EC Deltametrin BAYER AG
KARATE ZEON Lambda-cihalotrin Syngenta Crop Protection
AG
SUMIALFA 5 FL Esfenvalerat Sumitomo Chemical Agro
Europe S.A.S.
MOSPILAN 20 SG Acetamiprid Nisso Chemical Europe
GmbH
POLECI Deltametrin Sharda Cropchem Limited
CYTHRIN MAX Cipermetrin Arysta Lifescience Benelux
Srl
MOSPILAN 20 SP Acetamiprid Nisso Chemical Europe
GmbH
CYCLONE (sredstvu istekla Lambda-cihalotrin Sparta Research Ltd

registracija, dozvoljena
prodaja zaliha)



POLECI PLUS Deltametrin Sharda Cropchem Limited
CYPGOLD Cipermetrin Arysta Lifescience Benelux

Prilikom pocetka uzgoja uljane repice na ve¢im povrSinama u Republici Hrvatskoj pojava
repi¢inog sjajnika bila je mala te se smatralo da ¢e uvodenje pragova odluke smanjiti
nepotrebnu potrosnju pesticida. Bududi da se repica uzgajala na istim ili blizu proslogodisnjih
parcela doslo je do porasta populacije ovog Stetnika zbog cega je napad sjajnika nakon 1980.
godine svake godine bio iznad praga odluke o suzbijanju te se insekticidi po€inju primjenjivati
na svim povrsinama (Maceljski, 2002.). Koristenje piretroida za suzbijanje repicinog sjajnika
bilo je puno ucinkovitije od do tada koristenih organofosfornih insekticida koji nisu bili toliko
djelotvorni pri niskim temperaturama (Maceljski, 2002.; Gotlin Culjak i sur., 2015.).

U Republici Hrvatskoj kao i brojnim zemljama Europe utvrdena je rezistentnost repicinog
sjajnika na piretroide zbog Ceste primjene ovih sredstava (Hansen, 2003.; Miiller i sur., 2008.;
Tiiliakanen i Hokkanen, 2008.; Philippou i sur., 2010.; Gotlin Culjaki sur., 2015.; Gotlin Culjak
i sur., 2017.). Rezistentnost repicina sjajnika na piretroide prvi je put zabiljeZena na podrucju
sjeverne Francuske 1999. godine te se pojava rezistentnosti tijekom sljedecih nekoliko godina
prosirila Europom (IRAC, 2024.). Prva pojava rezistentnosti repicina sjajnika na piretroide u
Republici Hrvatskoj dokazana je 2007. godine (Gotlin Culjak i sur., 2013.).

U istraZivanju Gotlin Culjak i sur. (2015.) provedenom tijekom 2013. i 2014. godine u
Republici Hrvatskoj od 52 populacije repic¢inog sjajnika samo su Cetiri populacije bile osjetljive
na piretroide (7,7 %) dok ih je 25 bilo umjereno rezistentno, a 23 rezistentno na piretroide.
Prema IRAC (2018.) 2018. godine manje od 10 % testiranih populacija repicinog sjajnika moze
se smatrati osjetljivim na piretroide. IstraZivanja osjetljivosti sjajnika na piretroide provedena
od 2007. do 2018. godine (slika 2.4.1.) u Europskim zemljama pokazuju trend porasta
rezistentnih populacija od 2007. godine na dalje, pretpostavlja se da su se rezistentne
populacije stabilizirale na oko 85%. Nakon pocetnog pada broja osjetljivih populacija
repicinog sjajnika primije¢enog u Europi otkad su zapocela istrazivanja 2007. godine,
zabiljeZzene su samo male varijacije u postotku osjetljivih i rezistentnih populacija repicinog
sjajnika nakon 2010. godine (IRAC, 2018.).
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Slika 2.4.1. Graficki prikaz promjena ucinkovitosti piretroida u suzbijanju repicinog
sjajnika
Izvor: IRAC https://irac-online.org/documents/pollen-beetle-monitoring-poster-2018/?ext=pdf -pristup
15.4.2024.

Prema IRAC (2018.) u vedini Europskih zemalja gdje su provedena testiranja dominantne
su populacije repicinog sjajnika rezistentne na piretroide te cine vise od 60 %. IstraZivanje
osjetljivosti repicinog sjajnika na piretroide 2018. godine provedeno je u 14 zemalja Europe
na ukupno 200 populacija repicinog sjajnika koristec¢i lambda-cihalotrin u dozama od 0.075 i
0.015 pg/cm? (slika 2.4.2.).
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Slika 2.4.2. Osjetljivost repicina sjajnika na piretroide u Europi
Izvor: IRAC https://irac-online.org/documents/pollen-beetle-monitoring-poster-2018/?ext=pdf -pristup
15.4.2024.
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Prema IRAC (2018.) u istrazivanju provedenom od 2012. do 2018. (slika 2.4.3.) godine
vecina populacija repicinog sjajnika testiranih diljem Europe ostala je prilicno osjetljiva na
neonikotinoidne insekticide. Medutim, postoji jasan trend povecanja populacije s nizom
osjetljivos¢u (<75% mortaliteta). Uofena smanjena osjetljivost na neonikotinoidne
insekticide stalno se povecavala tijekom posljednje Cetiri godine istrazivanja te je statisticki
znadajna. IstraZivanje je provedeno pri dozama od 1,44 pg/cm? tiakloprida.
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Slika 2.4.3. Graficki prikaz promjene osjetljivosti repicina sjajnika na neonikotinoide u
Europi
Izvor: IRAC https://irac-online.org/documents/pollen-beetle-monitoring-poster-2018/?ext=pdf -pristup
15.4.2024.

U istrazivanju provedenom 2019. godine na podrucju Republike Hrvatske (slika 2.4.4.) sve
testirane populacije repicina sjajnika bile su rezistentne ili visoko rezistentne na
neonikotinoide odnosno tiakloprid i acetamiprid. Na piretroide lambda-cihalotrin i
cipermetrin bilo je osjetljivo svega 16,6%, dok su sve testirane populacije bile osjetljive na
klorpirifos iz skupine organofosfornih insekticida koji suu meduvremenu izgubili dozvolu za
primjenu u RH (Gotlin Culjak i sur., 2019.). U zemljama Europe 2018. godine takoder su sve
testirane populacije bile osjetljive na organofosforne insekticide (slika 2.4.5.) te je mortalitet
testiranih populacija bio ve¢i od 95% pri dozi od 0,3 ug/cm? klorpirifosa (IRAC, 2018.).
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Rezultati provedenih testova osjetijivosti repicina sjajnika na insekticide (2019.)
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Slika 2.4.4. Osjetljivost repicina sjajnika na insekticide u Hrvatskoj
lzvor: Gotlin Culjak i sur. (2019.) https://rezistentnost-

szb.hr/images/uploads/Letak repicin_sjajnik TGC final 2019.pdf -pristup 15.4.2024.
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Slika 2.4.5. Osjetljivost repicina sjajnika na klorpirifos u Europi

>95%

Izvor: IRAC https://irac-online.org/documents/pollen-beetle-monitoring-poster-2018/?ext=pdf -pristup

15.4.2024.
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U suzbijanju repi¢inog sjajnika vazine su i preventivne mjere koje osim prognoze i
signalizacije obuhvacaju plodored, sjetvu uljane repice sto dalje od proslogodisnje parcele,
trap cropping odnosno sjetva lovnih biljaka (ogrstica) na rubove parcela te push-pull strategija
koja podrazumijeva primjenu volatilnih semiokemikalija (ulje lavande) koje imaju repelentno
djelovanje na repicina sjajnika te je taj Stetnik privu¢en na zasijane pojase ogrstice i Stete na
uljanoj repici su smanjene. Za smanjenje Steta u uljanoj repici vazno je i o¢uvanje prirodnih
neprijatelja repicina sjajnika odnosno konzervacijska metoda bioloskog suzbijanja (Gotlin
Culjak i sur., 2019.).

Push-pull je formalizirana strategija borbe protiv Stetnika koja kombinira atraktantne i
repelentne semiokemikalije za manipuliranje populacijom Stetnika i prirodnih neprijatelja.
Stetnici su odvraéeni od naseljavanja usjeva tj. 'izgurani' (push) koriste¢i repelentne sorte
usjeva ili repelentne volatilne tvari, tvari koje odvracaju od hranjenja (antifeedant) i feromoni
koji sprje¢avaju ovipoziciju. Stetnici se istovremeno 'odvlace' od usjeva (pull) u zamke ili
lovne biljke koristeéi atraktante kao Sto su volatilne tvari biljke domadina ili spolni feromoni
(Mauchline i sur., 2017.) .

Kao najvaznije parazitoide repicinog sjajnika u Europi Ubler (2017.) navodi vrste Phradis
interstitialis (Thomson 1889), Phradis morionellus (Holmgren 1860), Tersilochus heterocerus
(Thomson 1889), Diospilus capito (Nees 1834). Prema Alfordu (2003.) i Williams (2010.) u
Europi je prisutno devet vrsta parazitoida repic¢inog sjajnika, te su sve vrste endoparaziti li¢inki
ili jaja te pripadaju redu Hymenoptera. Parazitoidi odraslih oblika repicinog sjajnika nisu
zabiljezeni. Zabiljezene predatorske vrste koje se hrane repicinim sjajnikom su uglavnom
generalni predatori kao Sto su tréci i pauci. Pauci iz porodice Lycosidae hrane se li¢inkama
repicinog sjajnika koje su se spustile na tlo radi kukuljenja, dok pauci iz porodice Theridiidae
pletu mrezumedu cvatovima. Trcci su Cesto prisutni u visokim populacijama u usjevima uljane
repice, hrane se jajima, licinkama i kukuljicama repicinog sjajnika ve¢inom na povrsini, alii u
gornjim slojevima tla (Alford, 2003.). Prema Alfordu (2003.) rezultati istraZivanja provedena
kako bi se utvrdio utjecaj tréaka na smanjenje populacije repicinog sjajnika znatno se
razlikuju. Neki autori navode smrtnost li¢inki repicinog sjajnika u tlu i do 65% (Scherney,
1959.) dok drugi (Goltermann, 1994.) navode smrtnost od 20%, Hokkanen i sur. (1988.)
zabiljezili su smrtnost repicinog sjajnika uzrokovanu predatorima od samo 3% u Finskoj.

Patogene mikrogljive Cija infekcija repicinog sjajnika je zabiljezena prema Alford (2003.)
su: Metarhizium anisopliae (Sorokin 1883) , Beauveria bassiana ((Bals.-Criv.) Vuill. (1912)) i
Paecilomyces fumosoroseus (Wize 1904). lako su entomopatogene mikrogljive prisutne u
vecdini tala na kojima se uzgaja uljana repica, niska brojnost spora u tlu moze ograniciti njihovu
ucinkovitost u suzbijanju repicinog sjajnika. Jedinstvena eko-kemija rizosfere usjeva biljaka iz
porodice Brassicaceae moze suzbiti aktivnost mikrogljiva u tlu (Alford, 2003.).

Entomopatogene nematode Steinernema sp. i Heterorhabditis sp. prisutne su u
kultiviranim tlima, ali ¢esto u premalom broju da bi imali zna¢ajan utjecaj na populaciju
repi¢inog sjajnika i drugih insekata. Infekcija i uginuée li¢inki repicinog sjajnika ovim
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nematodama dokazano je u laboratorijskim uvjetima te je provedeno nekoliko istrazivanja u
polju koja nisu dala konzistentne rezultate (Alford, 2003.).
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3. Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (1912)

3.1. Taksonomijai filogenija

Domena: Eukaryota

Carstvo: Fungi

Odjel: Ascomycota

Razred: Sordariomycetes

Red: Hypocreales

Porodica: Cordycipitaceae

Rod: Beauveria

Vrsta: Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (1912)

Prva istraZivanja s B. bassiana zapocela su 1835. godine kada je Agostino Bassi di Lodi
dokazao da mikrogljive mogu zaraziti kukce. ZabiljeZio je bolest uzrokovanu B. bassiana na
dudovom svilcu (Bombyx mori L. 1758) te ju je nazvao 'bolest bijelog muskardina'. Mikrogljivu
je potom proucavao talijanski naturalist Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli koji ju je nazvao
Botrytis bassiana u Cast Bassiu. 1912. godine mikolog Jean Paul Vuillemin je nazvao rod
Beauveria po botanicaru i mikologu Jeanu Beauverieu koji je prouc¢avao mikrogljivu prije njega
(Zimmermann, 2007.).

Zbog nedostatka poznatog spolnog ciklusa, rod Beauveria smatrao se anamorfnim
(nespolnim) rodom mikrogljiva, skupinom bez ikakve teleomorfne veze. Nedavna
molekularna istrazZivanja uspostavila su filogentsku vezu izmedu anamorfnog stadija roda
Beauveria s teleomorfnim stadijem roda Cordyceps te je dokazana anamorf-teleomorf veza
izmedu vrsta B. bassiana i Cordyceps bassiana. Teleomorfi roda Bassiana rijetko se nalaze u
prirodi te su dosad zabiljezeni i opisani u isto¢no-azijskim zemljama. Mikrogljiva C. bassiana
zabiljeZena je u Kini i Juznoj Koreji (Imoulan, 2017.). U filogenetskom istrazivanju B. bassiana
Rehner i Buckley (2005.) navode da ta vrsta nije mono-filetska, odnosno da postoje dvije
razli¢ite linije tj. kladusa B. bassiana. Jedan je kladus globalno prisutan i ukljucuje azijski
teleomorf, dok je drugi kladus anamorfan i prisutan u Europi i Sjevernoj Americi.

Vrsta B. bassiana ukljucuje joS uvijek nedeterminirani broj kripti¢nih linija, mnoge od njih
s interkontinentalnom distribucijom koje se pojavljuju kao viSevrsne skupine u prirodnim i
poljoprivrednim stanistima (Rehner i sur., 2011.).
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3.2. Morfologija

Vrste roda Beauveria lako se mogu identificirati na razini roda koriste¢i morfoloske
karakteristike no raspoznavanje vrsta unutar roda oteZano je zbog slicnih morfoloskih
karakteristika vrsta koje su filogenetski udaljene (Rehner isur., 2011.). Konidiofori mikrogljiva
roda Beauveria sastoje se od prstenastih i gustih skupina konidiogenih stanica, koje su
prozirne s glatkim stijenkama, konidiogene su stanice simpodialne, kratke i globularne ili
bacvaste s apikalnim nazubljenim drskom koji im daje izraZen cik-cak izgled. Proizvode niz
jednostanicnih, nepokretnih, prozirnih, holoblasti¢nih konidija (Imoulan, 2017.). Vrste roda
Beauveria prvenstveno se razlikuju prema karakteristikama njihovih konidija, koje su obi¢no
glatkih stjenki, prozirne, 1,5-5,5 um duge i okruglog do cilindri¢nog oblika ili vermiformne
(Rehner i sur., 2011.). U kulturi, vrste roda Beauveria opéenito rastu sporo, vunastog su
izgleda, rijetko formirajuci sinemate, bijele su ili Zuckaste boje, ponekad roze. Zracne hife su
prozirne, s glatkimi tankim stijenkama, labave ili ponekad fascikulirane. Stare kolonije postaju
praskaste zbog velikog broja konidija razli¢itih oblika, od globularnih, podglobularnih i
elipsoidnih do cilindri¢nih (Imoulain, 2017.).

Vrsta B. bassiana stvara gusti bijeli micelij na egzoskeletu domacina (slika 3.1.1.), ponekad
sinematozan (tvoredi uspravne nakupine hifa), konidiogene stanice obi¢no se nalaze u gustoj
skupini, bezbojne, s globularnom ili ba¢vastom bazom i dentikuliranim drskom koji nosi po
jednu konidiju na drsku, konidije su neseptirane. Konidiogene stanice apikalno se produzuju
u simpodijalni drzak. Konidije su gotovo globularne duge <3.5 um (Goettel i Inglis, 1997.).
Mikrogljivu B. bassiana karakteriziraju bijele, kasnije Zuckaste ili povremeno crvenkaste
kolonije. S donje strane nema boje, ili je Zuékasta do crvenkasta. Konidiogene stanice (slika
3.1.2.) sastoje se od globularnog do bacvastog baznog dijela i drSskom dugom do 20 um,
uglavnom tvoreci cik-cak izgled. Konidije su prozirne, globularne do Siroko elipti¢ne,
uglavnom 2-3 x 2—-2,5 um duge. Konidije se formiraju u grozdovima, poput snjeznih grudica
ili vate (Zimmerman, 2007.).

B. bassiana moze proizvesti tri razli¢ite vrste infektivnih jedinica pod razli¢itim uvjetima
okoline. Zraéne konidije, blastospore i submerzne konidije definirane su kao "vrste infektivnih
jedinica" prema Vegai Kaya (2012.): (1) tankozidna, jednostani¢na hifalna tijela, poznata kao
blastospore, koje nastaju pod submerznim uvjetima, (2) konidije nastale na ¢vrstom mediju,
i (3) submerzne konidije nastale u teku¢im kulturama. Ove tri infektivne jedinice koje
proizvodi B. bassiana pokazuju razliCite morfoloske i biokemijske karakteristike. Zracne
konidije imaju povrsine stanica koje su hidrofobne, dok su povrsine stanica blastospora i
submerznih konidija hidrofilne (Sui i sur., 2022.).
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Slika 3.1.1. Beauveria bassiana na domacdinu
lzvor: Wikipedia https://en.wikipedia.org/wiki/Beauveria_bassiana -pristup 25.4.2024.

Slika 3.1.2. Konidiofore i konidije mikrogljive Beauveria bassiana

Izvor: CABI https://plantwiseplusknowledgebank.org/doi/10.1079/PWKB.Species.8785 -Pristup 25.4.2024.
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3.3. Ekologija

B. bassiana sveprisutna je kozmopolitska entomopatogena mikrogljiva (slika 3.3.1) koja je
pronadena i izolirana iz Sirokog spektra kukaca razlic¢itih redova. Vrsta B. bassiana ima 707
vrsta kukaca domacina, uklju¢ujuc¢i 521 rod i 149 porodicu iz 15 redova (Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera, Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera,
Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera, Dermaptera, Blattaria i Embioptera), te 13
vrsta domacina iz podrazreda Acarina rasporedenih u sedam rodova i Sest porodica. lako je
vrsta B. bassiana izolirana iz velikog broja vrsta kukaca, poznato je da vedina izolata ove
mikrogljive ima ogranicen raspon domacina (Imoulan, 2017.).

Stanista vrste B. bassiana variraju od alpskog tla, livada, tresetista, tla s vegetacijom
savane, Suma i obradenih tala, pjes¢anih nasipa i dina, pustinjskog tala do tekuée vode.
Takoder, izolacije s rizoplana mocvarnih biljaka, rizosfere djeteline, mrtve kore drveta,
gnijezda, perjaiizmeta ptica su zabiljezene. B. bassiana izolirana je is povrsine i unutrasnjosti
biljaka kao i iz zraka (Zimmerman, 2007.).

IstraZivanja pokazuju da se B. bassiana moze potencijalno ukljuciti u interakciju s biljkama.
Endofitska aktivnost B. bassiana zabiljeZena je na kukuruzu (Zea mays), kakau (Theobroma
cacao), maku (Papaver somniferum), kavi (Coffea spp.) i raj€ici (Solanum lycopersicum). B.
bassiana takoder jeizolirana iz filoplana raznih biljaka Zivice u Danskoj. Endofitska aktivnost
mikrogljiva ¢esto se smatra kao mutualizam izmedu biljke i mikrogljive u kojem mikrogljive
imaju obrambenu ulogu Stiteci biljke od herbivornih kukaca (Meyling i Eilenberg, 2007.).
Endofitska aktivnost B. bassiana takoder dokazano djeluje stimulirajuée na rast biljaka te stit
biljku od fitopatogenih mikrogljiva kao Sto su Botrytis sp. i Alternaria sp. (Sui i sur., 2020.; Sino
i sur., 2021.).

Slika 3.3.1. Distribucija mikrogljive B. bassiana

Izvor: GBIF https://www.gbif.org/species/2560612 -pristup 15.4.2024.

Na razmnoZavanje i prezivljavanje svakog mikroorganizma u okoliSu snazno utjecu
nekoliko abioti¢kih i biotickih ¢imbenika. NajvaZzniji abioticki okolisni ogranic¢avajuci faktori za
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mikrogljive ukljucujuéi B. bassiana su temperatura, vlaga ili vlaznost te suncevo zradenje
(Zimmerman, 2007.).

Temperatura moZe utjecati na mikrogljivu B. bassiana na razlicite nacine, utjeCuci na
klijanje, rast i sposobnost prezivljavanja mikrogljive B. bassiana na i u domacinu te u okolisu.
Visoke temperature mogu inaktivirati mikrogljivu B. bassiana prije kontakta s kukcem
domacdinom ili mogu smanijiti ili ubrzati rast unutar kukca, ovisno o temperaturnim zahtjevima
mikrogljive i domacina. Suprotno tome, niske temperature mogu smanjiti ili zaustaviti klijanje
i rast, time zaustaviti ili produziti uspjeSnu infekciju, primjerice protiv Stetnih kukaca koji Zive
u tlu. Kod B. bassiana, optimalna temperatura je izmedu 23°Ci 28°C, minimalna je izmedu 5°C
i 10°C, a maksimalna je oko 30°C do 38°C, ovisno o testiranim izolatima (Zimmerman, 2007.).

VlaZnost je vrlo vazan okolisni faktor koji utjece na ucinkovitost i preZivljavanje mikrogljive.
Klijanje spora na kutikuli kukca i sporulacija nakon izbijanja iz mrtvog domacina insekta
zahtijevaju visoku vlaznost. S druge strane, visoka ili niska vlaznost zajedno s visokom
temperaturom moze utjecati na odrzivost i postojanost spora. Kod razmatranja ucinka vlage
u poljskim uvjetima, nuzno je razlikovati makroklimat ili makrovlaznost i mikroklimat ili
mikrovlaznost na povrsini lista ili kukca domacina. Uglavnom, raspon relativne vlaznosti (RV)
potreban za klijanje konidija B. bassiana iznosi 100 — 92 %. Pri relativnoj vlaznosti od 99%
dolazi do blagog smanjenja klijanja, dok je klijanje i rast usporen pri 94% i 92%. Medutim,
gljivicne infekcije kukaca primijecene su pri relativno niskim makrovlaznostima od 60% do
70%. Pretpostavlja se da je mikrovlaznost na povrsini integumenta domacinaiili lis¢a bila veca
u tim slucajevima. Uspjesna infekcija pri niskim relativnim vlaznostima takoder je primijecena
kod uljnih formulacija (Zimmerman, 2007.).

Sunceva svjetlost, posebno UV-B (290-330 nm) i UV-A (330-400 nm), najstetniji je okolisni
faktor koji utjece na vijabilnost konidija u polju. U laboratorijskim eksperimentima pod
simuliranom sun¢evom svjetlos¢u, 99% svih konidija B. bassiana bilo je inaktivirano nakon
gotovo 16 minuta pod UV-C zrakama, te nakon otprilike 31 minute pod UV-A i UV-B zrakama
(Zimmerman, 2007.).
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3.4. Patogeneza

Zimmerman (2007.) podijelio je proces infekcije na sljedeée faze:

1) Pric¢vrs¢ivanje spora na kutikulu kukca

2) Klijanje spora

3) Penetracija kroz kutikulu

4) Nadvladavanje reakcije i odgovora imunoloskog sustava domacina

5) Proliferacija unutar tijela domacina hifalnim tijelima ili blastosporama
6) Saprofitski rast hifa iz tijela mrtvog domacina i tvorba novih konidija

Razdoblje inkubacije ovisi o vrsti domadina, stadiju domadina, temperaturii virulenciji soja
mikrogljive. Kod lisnih usi moZe trajati 3 —4 dana, dok kod li¢inkitruleZzara (Scarabaeidae) traje
2 - 4 tjedna. Tijekom razdoblja inkubacije, gljiva moZe utjecati na domacdina uzrokujudi
promjene u ponasanju i prehrani, smanjenje tjelesne tezine ili plodnosti, malformacije ili
groznicu (Zimmerman, 2007.).

1) Infekcija domacdina vecine entomopatogenih mikrogljiva ukljucujuéi B. bassiana, sastoji
se od konidijalnog pric¢vrséenja na kutikulu iako mozZe uci i kroz disni sustav, nakon ¢ega slijedi
klijanje i infekcija kukca (Mwamburi, 2020.). Pri¢vri¢ivanje spora posljedica je hidrofobnosti
konidija kao i povrsine kutikule. Kod B. bassiana, konidije sadrZe protein hidrofobin na svojoj
vanjskoj povrsini. Nakon pocetnog pric¢vrséivanja konidija lu¢i adhezivnhu sluz za bolje
prianjanje. Mikrogljive reda Hypocreales opcenito zahtijevaju visok prag broja konidija
potrebnih za izazivanje infekcije koji, mjeren u smislu koncentracije konidija u tekucoj
suspenziji primijenjenoj na domadina, iznosi od 102 do 10° mL? (Chandler, 2017.).

2) Klijanje i uspjesna infekcija ovise o nizu ¢imbenika, npr. osjetljivost domacina i stadij
domacina i odredenim okolisnim ¢imbenicima, kao Sto su optimalna temperatura i vlaga. Na
klijavost dodatno utjecu odredeni kutikularni lipidi, kao sto su kratko-lan¢ane masne kiseline,
aldehidi, esteri voska, ketoni i alkoholi koji mogu imati antimikrobno djelovanje. Medutim,
kutikula takoder moze biti prekrivena s tvarima koje su vazne za prepoznavanje mikrogljivama,
poput slobodnih aminokiselina ili peptida i moze potaknuti pri¢vrs¢ivanje i klijanje. Opéenito,
klijanje konidija B. bassiana pocCinje nakon otprilike 10 h i uglavnom se zavrSava nakon 20 h pri
temperaturi od 20 — 25 °C. (Zimmerman, 2007.). Okolisni ¢imbenici kao Sto su relativna
vlaznost, temperatura i sunéevo zrac¢enje imaju znaéajan utjecaj na klijanje i rast hifa. Klijanje
spora zahtijeva prisutnost vode i kisika i karakterizirano je brzim bubrenjem kao posljedica
hidratacije. Upijanje vode u konidije osmozom povedéava njen unutarnji hidrostatski tlak nakon
¢ega slijedi formacija kli¢ne cijevi tankih stijenki. Za klijanje je potreban minimalni ekvilibrij
relativne vlaznosti (ERH) od 93% na mjestu infekcije. Konidje B. bassiana su male i imaju
ogranicene rezerve hranjivih tvari, a iako se upijanje vode dogada bez prisutnosti egzogenog
hranjiva, klijanje kli¢ne cijevi dogoditi ée se jedino u prisutnosti odgovarajuceg izvora ugljika
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(Chandler, 2017.). Razvijajuée hife mikrogljive koriste epikutikularne lipide i voskove za razvoj,
istrazivanja s B. bassiana identificirala su najmanje 16 gljivicnih enzima ukljuéenih u
oksidativnu degradaciju i asimilaciju epikutikularnih lipida. Medutim, neki kutikularni lipidi
posjeduju protugljiviéna svojstva, a njihova sinteza na kutikuli vjerojatno je nastala kao
obrambeni mehanizam za sprjecavanje prianjanja konidija odnosno klijanja dok kod nekih
vrsta kukaca Zlijezde luce sekrete koji sadrze razne kemijske tvari antifungalnog djelovanja.
Takvi aktivno sintetizirani obrambeni mehanizmi, skupa s ¢injenicom da je povrsina kutikule
relativno siromasna dostupnim hranjivima, mogu znatno produziti srednje vrijeme klijanja na
oko 30 h (Chandler, 2017.).

3) Infekcijska strategija odnosno prodor hifa kroz kutikulu kukca ukljucuje kombinaciju
mehanickog pritiska i degradacije kutikule pomocu enzima kao $to su proteaze, lipaze,
esteraze i hitinaze, proteinskih toksina uklju¢ujuéi beauvericin, bassianin i oosporein
(Mwamburi, 2020.). Mikrogljiva prodire kroz tanja, nesklerotizirana podrucja kutikule, npr.
zglobova, izmedu segmenata ili usnih dijelova. Prije penetracije, kli¢ne cijevi mogu proizvoditi
takozvane apresorije i infekcijske klinove (Zimmerman, 2007.). Prokutikula je glavna fizicka
prepreka infekciji i mora biti probijena prije nego Sto se mikrogljiva moze umnoZziti unutra
domacdina. Prijelaz od lateralne ekstenzije hifa preko povrSine epikutikule do stvaranja
penetracijskih struktura je tigmotropni proces: zahtijeva odredenu koli¢inu fizickog kontakta
izmedu mikrogljive i kutikule kako bi se potaknulo stvaranje gljivi¢nih penetracijskih struktura
(Chandler, 2017.).

4) Penetraciju slojeva kutikule i pocetak invazije kukca prate nekoliko reakcijskih odgovora
tijela domadina kao Sto je produkcija fenoloksidaze i odredenih hemocita te melanizacija.
Interakcije izmedu penetrirajuée mikrogljive i imunoloskog sustava kukca su kompleksne i
sastoje se od brojnih stani¢nih i molekularnih reakcija. Tijekom procesa infekcije, Beauveria
spp. proizvodi proteoliticke enzime i toksine, dok kukci domacdini odgovaraju sa stani¢nim i
humoralnim obrambenim reakcijama. Te se reakcije sastoje od proizvodnje antifungalnih
spojeva, inducibilnih inhibitora proteaza i proteina koji detoksificiraju fungalne toksine u
kukcima (Zimmerman, 2007.). Razvijajuce gljivicne hife rastu unutar meduprostora kutikule
sve dok ne prodru u hemocel, koji zatim pokreée dvije medusobno povezane i brze
imunoloske reakcije: inkapsulacija napadajucih gljivi¢nih stanica i melanizacija gljivicnog tkiva
i okolinog podrucja. Hemociti kukca vazni su za ove reakcijei sastoje se od tri funkcionalne
skupine: (1) plazmatociti, koji ¢ine ve¢inu hemocitnih stanica koje cirkuliraju u kukcu i koji
djeluju kao fagociti bakterija i drugih malih mikrobnih stanica; (2) kristalne stanice, koje su
ukljuCene u reakciju melanizacije i proizvode profenoloksidaze; i (3) lamelociti, koji su
ukljuceni u enkapsulaciju velikih infektivnih objekata koji su preveliki za fagocite. Detekcija
invazivnog tijela rezultira velikim povecanjem sinteze lamelocita iz prekursora, koji potom
formiraju kapsulu koja okruzuje strano tijelo unutar koje se odvija melatonizacija.
Melatonizacija se takoder odvija u kutikuli te u hemolimfi gdje se javlja kao slobodna reakcija
gotovo istog trenutka nakon prodora hifa. Invazija hemocela takoder inicira
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sistemski/humoralni imunoloski odgovor, koji rezultira sintezom niza antifungalnih
imunoloskih efektora domadina. Za pokretanje sustavnog imunoloskog odgovora potrebno je
viSe vremena nego za pokretanje stani¢nog odgovora, pri ¢emu sinteza efektora doseze
vrhunac 6-24 h nakon infekcije kod vrste Drosophila melanogaster (Chandler, 2017.). Tijekom
infekcije mikrogljiva luci i sekundarne metabolite koji onesposobljavaju imunoloski sustav
domacdina, izmjenjuju ponasanje domacdina i ¢uvaju resurse domacina od konkurentskih
entomopatogena i saprofita (Mwamburi, 2020.). Neki od tih metabolita su beauvericin,
bassianin, bassianolid, beuverolidi, beauveriolidi, tenelin, oosporein, oksalna kiselina i
bassiakridin te posjeduju antibiotska, citotoksi¢na i insekticidalna sredstva (Zimmerman,
2007.).

5) B. bassiana i ostale entomopatogene mikrogljive reda Hypocreales razvile su strategije
koje im omogucavaju da izbjegnu i nadvladaju antifugalni stani¢ni obrambeni sustav
domacdina, ukljucujuéi vlastite morfoloske promijene koje se dogadaju nakon prodora u
hemocel. Mikrogljiva prestaje s rastom hifa i po€inje stvarati mala hifalna tijela tankih stijenki
nalik kvascu (blastospore). Takva tijela omogucavaju brzo Sirenje hemolimfom kukca i
izbjegavanje detekcije od strane molekula za prepoznavanje patogena iako su podloZna
fagocitozi od strane plazmocita (Chandler, 2017.). Nakon uspjesSnog prodiranja mikrogljiva
progresivno napada hemocel kukca kroz oste¢enu kutikulu kroz koju primarno raste kao hife
i stvara kraca hifalna tijela tj. stanice (stanje rasta slicno kvascima) koje se pasivno Sire
hemolimfom. Jednom kada prodru unutar tijela kukca, entomopatogene mikrogljive
iskoriStavaju hranjive tvari hemolimfe i masno tkivo kukca domacdina za daljnju proliferacijui
proizvodnju toksina koji na kraju ubijaju kukce. Zbog iscrpljivanja hemocelnih hranjivih tvari,
hife prorastaju na povrsinu tijela uginulog kukca gdje sporuliraju tvoredi konidije, Sto rezultira
prepoznatljivom mumifikacijom domacina (Imoulan, 2017.; Zimmerman, 2007.). Kod
uspjesnih infekcija meko tkivo kukca u potpunosti je prekriveno micelijem mikrogljive
(Chandler, 2017.).

6) Smrt domacdina nastaje kao posljedica fizickog osteéenja i gubitka normalnih tjelesnih
funkcija nakon gljiviéne kolonizacije tkiva i organa, djelovanja gljivicnih metabolita, gubitka
vode i gladovanja. Vrijeme do smrti domacina, koje varira od 3-20 dana nakon inokulacije,
ovisi 0 nizu ¢imbenika: vrsti domacina, fizioloSkom stanju domacina (gladovanje, vrsta hrane
kojom se hranio kaoiunos biljnihsekundarnih metabolita, prenapucenost, i drugioblici stresa
koji mogu utjecati na osjetljivost domacina do infekcije), primljena doza spora, vrsta i soj
mikrogljive i okoliSnim uvjetima (Chandler, 2017.). Nakon smrti domacina, mikrogljiva
prorasta kroz kutikulu kako bi proizvela nove spore. Kod kukaca s tvrdim egzoskeletom
probijanje hifa na povrsSinu obi¢no se dogada na dijelovima tijela kukca gdje je kutikula
najtanja, kao sto prijelazi izmedu segmenata tijela, dok kod kukaca s meksSim egzoskeletom
mikrogljiva se probija kroz kutikulu na svim dijelovima tijela. Vanjski porast mikrogljive i
sporulacija zahtijevaju povoljne uvjete temperature i viage (Chandler, 2017.). Nakon smrti
domacdina i pod vlaznim uvjetima, mikrogljiva pocinje svoj razvoj u saprofitsku fazu izlaskom
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iz tijela domadina i stvaranjem zracnih konidija na vanjskoj povrsini tijela uginulog kukca. U
vrlo suhim uvjetima mikrogljive takoder mogu postojati u stadiju hife unutar tijela ili kao kod
skakavaca u Africi stvarati svoje konidije unutar tijela uginulog domacina. Prosjec¢no vrijeme
sporulacije iznosi 4 —6 dana nakon pocetne infekcije (Zimmerman, 2007.; Mwambari, 2020.).
Konidije se ispustaju pasivno tijekom kratkog razdoblja, naj¢esée tijekom nekoliko dana te se
mogu nakupiti u tlu u velikim koli¢cinama. PodloZzni domadini mogu se zaraziti konidijama
izravno dolazeci u kontakt s uginulim mumificiranim kukcem ili neizravno dolaskom u kontakt
s konidijama u tlu ili liS¢u. Zbog toga Sto su izrazito sitne, konidije se mogu Siriti i kapljicama
vode ili vjetrom te pomodéu organizama koji nisu podlozni infekciji kao Sto su skokunci
(Collembola) koji prenose konidije na svojoj kutikuli (Chandler, 2017.).
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3.5. Sekundarni metaboliti

Mikroorganizmi, a narocito mikrogljive, proizvode Siroku paletu spojeva ili metabolita,
ve¢inom unutar njihovog sekundarnog metabolizma, koji opéenito imaju razli¢ite aktivnosti i
funkcije (Zimmerman, 2007.). Nakon Sto je klicna cijev penetrirala u kutikulu kukaca,
blastospore oslobadaju neke toksine koji pridonose smrti kukca modulirajuéi i stani¢ni i
humoralni imunoloski odgovor i smanjujuci koli¢inu hranjivih tvari i mikroba kukaca. Pigmenti
koje proizvodi B. bassiana, uglavnom crvene i Zute boje, bitni su u procesu patogeneze kukca
i imaju antivirusna, citotoksi¢na kao i antimikrobna svojstva protiv bakterija klinickog interesa
i fitopatogenih gljiva (Avila-Hernandez i sur., 2020.).

Beauvericin je prirodni bioaktivni spoj, dvostruke prirode. S jedne strane, posebne
karakteristike ove molekule daju mu zanimljiva svojstva, kao S$to su antibakterijska,
antivirusna, antifungalna, antiparazitska, insekticidna i antikarcinogena aktivnost. S druge
strane, prirodni je kontaminant hrane i hrane za Zivotinje i mikotoksin, te nedostaju
toksikoloske procjena rizika dugorocnog izlaganja (Caloni i sur., 2020.). Beauvericin je
najvazniji spoj koji je prvi put zabiljeZzen iz izolata B. bassiana. Beauvericin je toksi¢ni ciklicki
heksadepsipeptid i sadrzi ciklicki ponavljajuéi niz od tri molekule N-metil fenilalanina koji se
izmjenjuju s tri molekule 2-hidroksi izovalerijanske kiseline. Ne proizvode svi izolati B. bassiana
beauvericin u in vitro uvjetima. Beauvericin je takoder izoliran iz drugih gljiva kao $to su
Paecilomyces spp. i Fusarium spp. zbog ¢ega je ¢esta njegova pojava na Zitaricama. IstraZivanja
beauvericina pokazala su da ovaj metabolit djeluje insekticidno, antibiotski, citotoksi¢no te
posjeduje iionoforna svojstva. ZabiljeZzena su i antimikobakterijska i antiplazmodijska svojstva
beauvericina. Beauvericin je specifi¢ni inhibitor kolesterol aciltransferaze i toksi¢an je za
licinke Artemia salina (vrsta vodenih racic¢a), kukce te misje i ljudske stani¢ne linije. Moze
potaknuti programiranu stani¢nu smrt sli¢nu apoptozi i uzrokuje citolizu (Zimmerman, 2007.).

Bassianini tenelin dva su Zuto-obojena ne-peptidna sekundarna metabolita koji inhibiraju
ATP-aze eritrocitnih membrana. Bassianolid je ciklicki oktadepsipeptid kojeg proizvodi B.
bassiana te posjeduje ionoforska i antibiotska svojstva slicha beauvericinu. Bassiakridin je
toksiéni protein izoliran iz soja B. bassiana koji je inficirao skakavce te je pokazao izrazenu
insekticidnu aktivnost protiv skakavaca, struktura mu je donekle sli¢na proteinima kod kvasaca
koji se vezu za hitin (Zimmerman, 2007.; Avila-Hernandez i sur., 2020.).

Beauveriolidi i beauverolidi su peptidi slicne strukture kao beauvericin i bassianolid.
Beauveriolidi imaju potencijal za koristenje u humanoj medicini. Beauveriolidi I i lll pokazali su
snaznu inhibicijsku aktivnost nakupljanja lipidnih kapljica u primarnim peritonealnim
makrofagima miseva. Oni su prvi mikrobni ciklodepsipeptidi s dokazanim antiaterosklerotskim
ucincima in vivo i obecavaju¢i su kao potencijalni spojevi antiaterosklerotskih agensa
(Zimmerman, 2007.; Avila-Hernandez i sur., 2020.).

Oosporein je identificiran prije viSe od 70 godina kao pigment u askomiceti Oospora

colorans te je zabiljezen kod brojnih vrsta mikrogljiva uklju¢ujuéi Beauveria spp. Pripisuju mu
se brojna svojstva, ukljucujuc¢i antimikrobno, antiviralno, antiproliferativno i citotoksi¢no
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djelovanje. Rezultati istrazivanja pokazuju da je mala vjerojatnost da oosporein funkcionira
kao toksin kukaca ili da je uklju¢en u raneili srednje procese infekcije, ukljuc¢ujuci penetraciju
i izbjegavanje imunoloskog sustava. Umjesto toga, oosporein najvjerojatnije funkcionira
nakon smrti domadina kako bi sprije¢io kompeticiju bakterija na uginulom domacinu,
omogucavajuci mikrogljivi da maksimalno iskoristi hranjive tvari domacdina i zavrsi svoj Zivotni
ciklus (Fan i sur., 2017.). Oosporein je vazan sekundarni metabolit kojeg proizvode mnogi
izolati B. bassiana. Metabolit je crveno pigmentirani dibenzokvinon kemijske formule
C14H100s, izoliran je iz mnogih mikrogljiva tla. Oosporein je antiviralni spoj te posjeduje i
antibiotska svojstva protiv gram-pozitivnih bakterija, no nema znatan utjecaj na gram-
negativne bakterije. Takoder ne pokazuje antifungalna i fitotoksi¢na svojstva. ZabiljeZeno je
toksicno djelovanje oosporeina na ptice i sisavce. LDso kod miSeva i hréaka iznosi 0,5 mg/kg
tjelesne tezine (Zimmerman, 2007.).

24



3.6. Primjena Beauveria bassiana u bioloSkom suzbijanju

Mikrogljive su dominantni patogeni u prirodnim populacijama kukaca. Pojave epizooza
Cesto su zabiljezene medu populacijama kukaca, ukazujué¢i na znacajan potencijal ovih
mikroorganizama da reguliraju populacije Stetnih kukaca. Entomopatogene mikrogljive
inficiraju svoje domadine kroz kutikulu te su patogene i za kukce s tvrdim i mekim
egzoskeletom kao i za druge ¢lankonoSce kao Sto su krpelji i grinje (Acari). Infekcija kroz
kutikulu omoguéava im da inficiraju i kukce koji se hrane sisanjem. Stoga su mikrogljive
nasiroko razmatrane kao sredstvo za suzbijanje Stetnih ¢lankonozaca u poljoprivredi
(ukljuéujuci Sumarstvo i stocarstvo) i hortikulturi. Mikrogljive imaju mnoge poZeljne osobine
koje pogoduju njihovom razvoju kao sredstava bioloskog suzbijanja. One predstavljaju
minimalni rizik za neciljane korisne organizme, poput pcela, glista i skokunaca, koji imaju
kljuéne uloge u ekosustavu, te prirodne neprijatelje ¢lankonozaca poput parazitskih osa i
predatorskih kukaca. (Lacey i sur., 2015.).

Jaronski i Mascarin (2017.) navode da se koristenje i proizvodnja mikoinsekticida znatno
se povecalo tijekom zadnjih 20 godina. Fariai Wright (2007.) zabiljeZili su 110 komercijalnih
proizvoda baziranih na entomopatogenim mikrogljivama od kojih je 40% bilo bazirano na B.
bassiana. Velik broj infektivnih propagula, bilo zracnih konidija ili blastospora, cesto je
potreban kada se ove mikrogljive tipi¢no koriste kao inundativha metoda tretmana, posebno
kada se primjenjuje na lisnu povrs$inu. Koli¢ine spora reda veli¢ine 2 x 1012 do 5 x 1013 po
hektaru potrebne su za tipi¢an, akutan, insekticidni nacin djelovanja na otvorenim
poljoprivrednim povrSinama (Jaronski i Mascarin, 2017.).

Proces razvoja mikoinsekticida moze biti vrlo sloZen. Selekcijski proces mora procijeniti ne
samo virulenciju kao mjeru potencijalne ucinkovitosti, ve¢ i potencijal izolata gljive da formira
stabilan propagul koji se moze ekonomski masovno proizvoditi: onaj koji ima dobru dugorocnu
stabilnost, koji je prikladan za dostupne tehnologije primjene, ima prihvatljive okolisne i
toksikoloske profile, te je sposoban za dosljednu ucinkovitost u okolisnim i ekoloskim uvjetima
tipicnim za ciljanog Stetnika za kojeg se primjenjuje (Jaronski i Mascarin, 2017.). Za
komercijalne svrhe, B. bassiana obi¢no se formulira koriste¢i konidije s razli¢itim
stabiliziraju¢im sredstvima. Razli¢ite vrste formulacije uklju¢uju mamce/¢vrste formulacije,
kapsuliranje i emulzije. Neke poZeljne karakteristike, kao Sto su lakoc¢a pripreme i primjene,
stabilnost, niska cijena i obilje Zivih propagula, traze se kako bi se dobila odgovarajuca
formulacija za biolosku kontrolu Stetnika (Garcia-Estrada i sur., 2016.).

Formulacija mamaca sastoji se od konidija B. bassiana kao aktivne tvari, pomijeSane s
hranom ili drugom tvari privlacnoj kukcima. NajceSce koristena tvar za ovu formulaciju je
otpadni ¢aj. To pruza ekonomski odrZivu opciju s jednostavhom metodologijom pripreme, a
tehnologija se moze lako reproducirati na razini krajnjeg korisnika. Unatoc svim prednostima
u pogledu niske cijene, jednostavne metodologije i lakoce prijevoza (Sto olakSava masovnu
primjenu), primjena i rok trajanja formulacija mamaca imaju nekoliko nedostataka. Neki od
tih nedostataka su nejednaka distribucija prilikom primjene i kratak vijek trajanja koji je
ograni¢en na 2 — 3 mjeseca. Neke sloZenije ¢vrste formulacije, poput formulacije na bazi
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nosac¢a u prahu, koja ukljuuje prah, glicerin i gumu, takoder su testirane na odrZivost i
uCinkovitost te su pokazale sliéne vrijednosti u usporedbi s prirodno stabilnim tekuéim
formulacijama (Garcia-Estrada i sur., 2016.).

Enkapsulirane formulacije B. bassiana stite konidije od nepovoljnih uvjeta okoline i obi¢no
povecavaju rok trajanja i biouCinkovitost. Uporaba aditiva (prah obranog mlijeka,
polivinilpirolidon K-90 i glukoza) poboljSava rukovanje formulacijom i omoguéuje bolju
distribuciju konidija B. bassiana, iako tehnika kapsuliranja ima negativan ucinak na odrzivost
konidija (Garcia-Estrada i sur., 2016.).

Emulzijska formulacija entomopatogenih mikrogljiva s biljnim uljem ¢inise vrlo prikladnom
opcijom. Emulzije se lako nanose i stite konidije od UV zracenja, ¢ime se poveéava njihova
ucinkovitost i patogenost protiv Stetnika poticanjem adhezije konidija na kutikulu kukca.
Emulzijske formulacije obi¢no se pripremaju s biljnim uljima, najc¢esce sojinim, uljem repice,
suncokretovim, maslinovim, tikvinim i lanenim, ali i bademovim, sezamovim, kokosovim,
ricinusovim i uljem eukaliptusa i goruSice (Garcia-Estradai sur., 2016.). Kaiser i sur. (2020.)
istrazivali su ucinkovitost primjene blastospora B. bassiana formuliranih u ulju uljane repice
za suzbijanje repicina sjajnika. ZabiljezZili su sinergisticki utjecaj B. bassiana i ulja uljane repice
te je zabiljeZzene znatno povecana smrtnost repicina sjajnika u usporedbi s primjenom B.
bassiane bez ulja ili ulja bez B. bassiana.

Prema FIS-u (2024.) u Republici Hrvatskoj trenutno je registriranojedno sredstvo za zastitu
bilja na bazi mikrogljive B. bassiana. Komercijalni naziv sredstva je VELIFER proizvodaca BASF.
Sredstvo ima dozvolu za primjenu u povrcarstvu, uzgoju jagode i ukrasnog bilja u zasticenim
prostorima. Formulacija sredstva je uljni koncentrat za suspenziju s koncentracijom od 80 g/
B. bassiane soja PPRI 5339. Dozvoljena je primjena ovog sredstva 73 puta u sezoni te nema
karence. Prema BASF (2024.) VELIFER sadrZi 8x10° viabilnih spora B. bassiana po mililitru
sredstva i ucinkovito je protiv Stitastih moljaca, tripsa, grinja, Stitastih usi i lisnih usi te nije
Stetan za oprasSivace i druge korisne kukce.

Sinno isur. (2021.) istrazivali su mogucnost koristenja B. bassiana kao dvostrukog sredstva
za biolosko suzbijanje. Koristeéi endofitsku sposobnost B. bassiana da kolonizira biljna tkiva
istrazen je ucinak 10 razli¢itih sojeva B. bassiana na biljne patogene Alternaria alternata i
Botrytis cinerea te na lisnu us Macrosiphum euphorbiae. Svih 10 izolata uspjelo je uspjesno
inficirati i uspostaviti se unutar biljki rajéice u korijenu. Listovima i stabljici nakon tretiranja
tla konidijama. Od 10 izolata cetiri su uspjesno suzbila lisne usii biljne patogene A. alternata
i B. Cinerea, a dva su izolata djelovala stimuliraju¢e na rast biljaka rajéice u usporedbi s
kontrolom (Sinno i sur., 2021.).
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4. Materijali i metode

Podrijetlo izolata Beauveria bassiana

U svrhu provedbe pokusa koristena je entomopatogena mikrogljiva B. bassiana koja je
izolirana iz uginule odrasle jedinke krumpirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say 1824).
Mikrogljiva je morfoloski i molekularno identificirana konvencionalnom PCR metodom te
sekvencirana do razine vrste u tvrtki Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska) (K. Martinko
— osobna komunikacija). Izolat se ¢uva u zbirci Zavoda za fitopatologiju na Sveucilistu u
Zagrebu, Agronomskom fakultetu.

Uzgoj gljive Beauveria bassiana i priprema suspenzije spora

U svrhu provedbe pokusa, mikrogljiva B. bassiana inokulirana je na PDA podlozi i
inkubirana u termostatu na 23°C, u mraku. Nakon 14 dana inkubacije, razvijene kolonije B.
bassiana, potopljene su s 10 ml sterilne destilirane vode i sufraktanta (0,01 %, Tween) u svrhu
uklanjanja vodene povrsSinske napetosti. Kolonije su sastrugane gumenim kistom, a
koncentracija dobivene suspenzija spora je izmjerena koristenjem hemocitometra i
razrijedena do 1 x 10® spora/ml. Viabilnost je kvalitativho odredena inokulacijom spora iz
suspenzije na mikroskopsko stakalce s PDA susptratom. Suspenzija je ostavljena 12 sati prije
aplikacije na temperaturi od 23 °C kako bi se ubrzalo i sinkroniziralo klijanje konidija (prema
Zemek i sur., 2021). Smatralo se da su spore proklijale ako je kli¢na cijev spore bila duza od
njenog promjera. U istrazivanju je koriStena suspenzija spora s konidijama koje su proklijale
viSe od 90 %.

Test izravne izloZzenosti Beauveria bassiana na repicinog sjajnika

Kako bi se istrazio entomopatogeni ucinak B. bassiana na repicinog sjajnika, iz
netretiranog usjeva uljane repice (Klostar Ivani¢, Hrvatska) u oZujku 2024. godine, nasumi¢no
su prikupljeni odrasli oblici kornjasa B. aeneus, zajedno sa terminalnim cvatovima uljane
repice u svrhu ishrane. Za provedbu pokusa prikupljeno je 120 jedinki repicinog sjajnika, koji
su prije postavljanja pokusa, postavljeni u hladnjak na temperaturu od 4 °C kako bi se usporilo
njihovo kretanje (prema Rayl i Wratten, 2016). Pokus je proveden u laboratorijskim uvjetima
prema Zemek i sur. (2021.) i postavljen u 3 varijante i 4 repeticije.

Prva test varijanta sadrzavala je staklene petrijevke (promjer 12 cm) u cije dno je
postavljen filter papir navlazen sterilnom destiliranom vodom u svrhu odrZavanja vlaznosti
petrijevke. U svaku petrijevku su postavljene po 4 terminalna cvata koje su prethodno
uronjene u suspenziju spora B. bassiana.

Druga test varijanta sadrzavala je petrijevke (promjer 12 cm) s filter papirom na koji je
aplicirano 1 ml suspenzije spora B. bassiana. U svaku petrijevku su postavljene po 4
netretirana terminalna cvata u svrhu ishrane kornjasa.
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Kontrolna varijanta sastojala se od petrijevki (promjer 12 cm) s navlazenim filter
papirom i terminalnim cvatovima, bez prethodnog tretmana suspenzijom spora B. bassiana,
tretiranim otopinom sterilne destilirane vode i s 0,01% Tween 80 (sufraktanta).

U testne i kontrolne petrijevke, pomocu aspiratora ubaceno je po 10 odraslih jedinki
repic¢inog sjajnika u svaku petrijevku. Cvjetovi uljane repice skupljani su s polja i svakodnevno
dodavani u testne i kontrolne petrijevke. Petrijevke s kornjasima inkubirane su na konstantne
uvjete (23°C i 16 sati svjetlosti: 8 sati mraka) u klima komori. Na slici 4.1. prikazana je shema
provedbe pokusa.
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Slika 4.1. Shematski prikaz pokusa
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Mortalitet je biljeZzen u intervalima od 24 sata tijekom deset dana nakon tretmana,
pocevsi s 3. danom od postavljanja pokusa. Kukac je kategoriziran kao uginuli ako nisu
primijeéeni pokreti nogu i ticala. Uginule jedinke uklanjane su svakodnevno i postavljanje u
nove plasti¢ne petrijevke s filter papirom navlazenim destiliranom vodom (1 ml) i inkubirani
na 24 °C do 7 dana u svrhu stimulacije rasta micelija gljive. Kukci su kategorizirani kao zarazeni
s B. bassiana kada je micelij mikrogljive postao vidljiv na povrsini uginule jedinke.

Re-izolacija gljive Beauveria bassiana i mikroskopska analiza

Kukci su svakodnevno praéeni kroz 14 dana. Nakon uginuéa kukaca, isti su povrsinski
sterilizirani (70 % etanol) i inkubirani u vlaznu komoru u svrhu potvrde da je zabiljeZzena
smrtnost kukaca bila posljedica parazitacije od strane B. bassiana. Samo za one kukce na
kojima se pojavio micelij vrste B. bassiana, smatralo se da su uginuli zbog gljivicne infekcije,
Sto je potvrdene provedbom mikroskopske analize morfoloskih struktura gljive. Radi lakse
detekcije preparati su obojani laktofenolom blue (Husberg i Hokkanen, 2001.).

Ocitanje pokusa

Ocitanje pokusa provedeno je 14. dan nakon postavljanja pokusa, na nacin da su
izbrojane uginule jedinke kornjasa. Na temelju srednjih vrijednosti broja uginulih jedinki u
svakoj varijanti pokusa, za podatke normalne distribucije, provedena je statisticka analiza
podataka (One Way ANOVA, Tukey test) koristenjem SPSS programa.
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5. Rezultati i rasprava

Mortalitet jedinki repi¢inog sjajnika u sve tri varijante prikazan je tablicom 5.1. Prva
pojava uginuéa jedinki zabiljeZzena je treceg dana provedbe pokusa. Srednje vrijednosti
kumulativnog mortaliteta jedinki znacajno su vise 4. dana od postavljanja pokusa u test
varijantama, u odnosu na kontrolnu skupinu prema Tukey testu. Devetog dana zabiljezen je
potpuni mortalitet jedinki u svim varijantama pokusa.

Tablica 5.1. Mortalitet jedinki repicinog sjajnika

Mortalitet jedinki (x £ SD)
Tretman
3. dan

4. dan 5. dan 6. dan 7. dan 8. dan

Cvat +
108 0,32+0,5 2P+1,1 3,3+05 6+08 6,8°+08 9,5°+0,5 10°+0
spora/ml
Podloga
+108 0,82+0,5 2,3?+0,9 3,5°+0,5 6,5°+0,5 7,3°+0,5 10°+0 10°+0
spora/ml

1,758 +
m 0°+0 0°+0 1,32+0,9 05 3,52+0,6 6,37+13 9°+0,8

*razliCita slova oznacavaju statistic¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti unutar varijanti (Tukey test, P <0,05).
SD- standardna devijacija

Tablica 5.2. Pojava micelija na jedinkama repicinog sjajnika

Pojava micelija/jedinki (x £ SD)
Tretman

4. dan 5. dan 6. dan 7. dan 8. dan 9. dan

Cvat + 108
+ 02+0 o8+05 15°+06 35°+08 5,3°+05 7,5°+1
spora/ml

Podloga
+108 * 0ex0 0,3*+0,5 1°+0,5 2,5 +1 6,8°+0 83°+0,9
spora/ml

0°+0 0°+0 0°+0 0°+0 0°+0 0°+0

*razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrijednosti unutar varijanti (Tukey test, P <0,05).
SD- standardna devijacija

Pojava micelija na jedinkama repicinog sjajnika prikazana je tablicom 5.2. Pojava
micelija na uginulim jedinkama (slike 5.1. i 5.2.) uodena je 5. dan od postavljanja pokusa.

30



Devetog dana od tretmana odraslih oblika, i nakon zabiljeZenog potpunog mortaliteta jedinki
u test varijantama, pojava micelija mikrogljive B. bassiana, u varijanti s tretmanom cvatova
iznosi 75 %, a u varijanti s tretmanom podloge 83 %. U kontrolnoj skupini nije zabiljeZzena
pojava micelija, Sto isklju€uje mogucnost kontaminacije i potvrduje da je B. bassiana jedini
izvor infekcije. Pojava micelija na uginulim jedinkama kod test varijanti ukazuje na uspjesnu
zarazu i proliferaciju mikrogljive B. bassiana unutar tijela sjajnika.

Brza pojava mortaliteta i zna¢ajno poveéanje kumulativnog mortaliteta u tretiranim
skupinama ukazuju na visoku ucinkovitost ove mikrogljive te je ovim istrazivanjem potvrden
entomopatogeni potencijal mikrogljive B. bassiana u suzbijanju odraslih jedinki repicina
sjajnika u laboratorijskim uvjetima. Rezultati pokusa sugeriraju da je tretman podloge s
konidijama mikrogljive B. bassiana pokazao za 8 % bolji entomopatogeni ucinak na odrasle
jedinke sjajnika, u odnosu na tretman cvata. Vedi postotak zaraze kod tretmana podloge u
odnosu na tretman cvatova mozZe biti rezultat boljeg kontakta izmedu spora i sjajnika te
svojstva filter papira da upija vlagu stvarajuéi povoljnije uvjete za klijanje. Tijekom provedbe
pokusa uocena je pojava promjene ponasanja jedinki test varijanti u vidu smanjene aktivnosti
i ishrane te pokusaja ¢is¢enja glave pomocu prednjeg para nogu.

Slika 5.1. Pojava micelija na repic¢inom sjajniku
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Slika 5.2. Pojava micelija na repic¢inom sjajniku

Kaiser i sur. (2020.) proveli su istrazivanje u kojem su ispitivali uCinkovitost tretiranja
odraslih jedinki repicinog sjajnika blastosporama B. bassiana, emulzijom ulja uljane repice i
kombinacijom spora i ulja. Kukci su tretirani direktno prskanjem. Nakon 20 dana mortalitet
jedinki repicina sjajnika iznosio je 20.8 + 8.5% kod tretmana s B. bassiana, 27.4 + 9.2% kod
tretmana s uljem uljane repice te 70.8 + 5.0% kod kombiniranog tretmana uljem i B. bassiana.
Teoretski aditivni mortalitet B. bassiana i ulja repice iznosio bi 42,5% dvadesetog dana.
Mortalitet kod kombiniranog tretmana bio je za 28,3% veci od teoretskog aditivnog
mortaliteta, te su autori zakljucili da je to povecanje rezultat sinergistickog djelovanja ulja
uljane repice i spora B. bassiana. Pojava micelija na uginulim jedinkama takoder je pratila
povecanje mortaliteta. Mehanizmi koji bi objasnili sinergisticki u¢inak su bolje prianjanje spora
na kutikulu kukca te povoljniji uvjeti za klijanje spora. U istrazivanju Kaiser i sur. (2020.) kod
tretmana sa sporama B. bassiana i vodom zabiljeZzen je znatno manji mortalitet sjajnika u
usporedbi s vlastitim istrazivanjem. Moguci razlozi za manji mortalitet su koristenje
blastospora za infekciju dok su se u vlastitom istrazivanju koristile konidije, takoder je broj
sjajnika po posudi iznosio 15 jedinki te su posude bile vec¢eg volumena, a spore su primijenjene
direktnim prskanjem na kukce.

Alford (2003.) navodi da je u laboratorijskim uvjetima B. bassiana lako ubijala jedinke
repi¢inog sjajnika; medutim, u polju je demonstrirana samo neizravna smrtnost putem
smanjenog prezimljavanja. Potencijalni utjecaj tretmana s B. bassiana na prezimljavanje
odraslih jedinki repic¢inog sjajnika u Finskoj, na najsjevernijem rubu distribucije Stetnika,
uzrokovao je dodatni 'stres' na kukcima, te se smatrao vjerojatnim za izazivanje dramati¢nog
uéinka na njihovo prezivljavanje. Prema Hokkanen (1993.) tretman tla s B. bassiana nije imao
direktan u¢inak na smrtnost kukaca putem patogeneze, no tretman je uzrokovao smanjenje
broja prezimjelih jedinki za 50 % u odnosu na kontrolu. Kljuéan ¢imbenik koji odreduje
prezivljavanje prezimljenja kukaca jest tjelesna teZina odnosno zalihe masti. Hipoteza koja bi
mogla objasniti ovo opaZanje jest da je repicin sjajnik razvio dobre mehanizme obrane protiv
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patogena iz tla i obi¢no prezivi napad, ali unato€ tome mora posvetiti dio energije obrani, ako
je napadnut. Stoga je manje energije dostupno za prezimljavanje ili druge funkcije.

Bududi da su istrazivanja pokazala da poljoprivredna tla diljem Europe gotovo uopce
ne sadrZe prirodne populacije entomopatogenih mikrogljiva, dok su iste prisutne u znatnim
koli¢éinama u obliznjim prirodnim stanistima, istrazivanja bi se trebala fokusirati na
reintrodukciju i odrzavanje populacije patogena u poljoprivrednim ekosustavima. Drugi
moguci nacin aktivnog koristenja entomopatogenih mikrogljiva unutar usjeva uljane repice
moze ukljucivati inicijaciju epizootija (izvora zaraze) ranije tijekom sezone, kada se oCekuje da
¢e utjecaj na populacije Stetnika biti veéi. To se moZe postici koristenjem specificnih zamki u
koje se privlace Stetnici i u kojima se spore mikrogljiva prenose na zdrave domacdine sa
zarazenih uginulih jedinki (Alford, 2003.).

Ostale moguce metode infekcije repicina sjajnika u polju uklju€uju Sirenje infekcije
posredstvom pcela, ovom metodom uspjesSno je prenesena infekcija mikrogljivom
Metarhizium anisopliae na repicinog sjajnika, te je infekcija B. bassiana uspjesSno prenesena
istom metodom na Stetnike zasSticenih prostora (Butt i sur., 2001., Kapongo i sur., 2008.).
Muola i sur. (2023.) dokazali su da je moguce posti¢i endofitsku kolonizaciju biljaka uljane
repice mikrogljivom B. bassiana tretiranjem sjemena te prirodnim putem odnosno
vertikalnom migracijom mikrogljive u polu-poljskim uvjetima. Autori navode da inokulacija
nije utjecala na postotak klijanja sjemena niti na razvoj biljaka te da je potaknula proizvodnju
vecih kolicina flavonoida kod tretiranih biljaka. Medutim, autori navode da je uloga B. bassiana
kao endofita u svrhu zastite uljane repice od stetnika jos uvijek nejasna.

lako je ucinkovitost B. bassiana u suzbijanju repicinog sjajnika potvrdena u
laboratorijskim uvjetima, postoji nedostatak istrazivanja koja dokazuju ucinkovitost ove
mikrogljive u poljskim uvjetima. Buduéa istrazivanja trebala bi ispitati u¢inkovitost i mogucnost
primjene B. bassiana nekom od navedenih metoda, te njihovu kombinaciju s lovnim biljkama
i 'push — pull' strategijom u sustavu integrirane zastite bilja.
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6. Zakljucci
Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

-Ovo istrazZivanje potvrduje entomopatogeni potencijal mikrogljive B. bassiana protiv odraslih
oblika repicinog sjajnika u laboratorijskim uvjetima, mikrogljiva B. bassiana pokazala se kao
uCinkovita u suzbijanju odraslih oblika repicinog sjajnika, s ucinkovitoséu od 75-83% ovisno o
vrsti tretmana.

-Ovi rezultati sugeriraju da bi B. bassiana mogla biti djelotvorna alternativa kemijskim
insekticidima, posebno u kontekstu rastuée rezistentnosti repicinog sjajnika na piretroide i
neonikotinoide.

-Bioloska kontrola pomodéu entomopatogenih mikrogljiva poput B. bassiana nudi odrzivo
rieSenje koje smanjuje ekoloski otisak i negativne ucinke na neciljane organizme.

-Endofitska aktivnost B. bassiana takoder otvara moguénost primjene ove mikrogljive
tretiranjem sjemena ili tla neposredno prije sjetve.

-Bududa istraZivanja trebala bi se fokusirati na ucinkovitost B. bassiana u poljskim uvjetima,
kaoi na optimizaciju doziranja, metode i rokove primjenei dugoroc¢nu ucinkovitost B. bassiana

u razli¢itim agroekoloskim uvjetima.
-Vazna je i evaluacija sinergistickih u€inaka kombinacije B. bassiana s drugim bioloskim

kontrolnim agensima ili minimalnim dozama kemijskih insekticida kako bi se poboljsala
kontrola Stetnika i smanjila pojava rezistentnosti.
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