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SAZETAK

Tijekom 2017. godine, u pokusima u kukuruzu, na lokaciji Dubrovcak Lijevi,
primjetili smo izostanak ucinkovitosti pojedinih herbicida iz skupine inhibitora
acetolaktat sintaze (ALS) na korovsku vrstu Sorghum halepense (divlji sirak).
Prikupili smo uzorke rizoma divljeg sirka iz tri varijante u pokusu i poslali na
analizu u Bayerov Weed Resistance Compentence Centar u Njemacku.
Analizirane su mutacije gena u korova SORHA koje uzrokuju otpornost na
cilianom mjestu djelovanja (target site rezistentnost) ALS herbicida (herbicidi u
nasem pokusu) s pomocu tehnike molekularne biologije bazirane na PCR
tehnologiji (polimerazna lancana reakcija). Analize niza DNA obavljene su s
pomodu pirosekvencera. Rezistentnost na ciljano mjesto djelovanja na Siroki
spektar ALS inhibitora potvrdena je prisutnos¢u ALS 574 mutacije u visokoj
frekvenciji u svim uzorcima — i na nikosulfuron i na foramsulfuron. U sva tri
nasa uzorka utvrdena je u mnogim jedinkama divljeg sirka mutacija na
najmanje dvije kopije gena od Ccetiri, Sto upucuje na njegovu visoku
rezistentnost na ALS inhibitore. Dokaz o postojanju rezistentnosti korova
Sorghum halepense pokazuje da je krajnji rok da se sve zainteresirane strane,
od Ministarstva poljoprivrede, znanstvenih i strucnih institucija, savjetodavnih
tijela, industrije, distributivnih lanaca i OPG-ova, uklju¢e u rjeSavanje te
problematike, i to u istraZivanju i otkrivanju rezistentnih korovskih vrsta, u
edukaciji i informiranju o pojavi rezistentnosti te u promoviranju praksi koje
ukljuéuju integraciju kemijskih i nekemijskih mjera suzbijanja korova. Jedna od
takvih praksi ukljuuje Bayerov program integriranog suzbijanja korova (IWM)
koji omoguduje odrzivo suzbijanje korova na nasim poljima s pomocu razlicitih
metoda (kemijskih, fizickih i bioloskih) koje se medusobno nadopunjuju u
postizanju visoko ucinkovite zasStite usjeva protiv korova te u Sto duljem
oCuvanju djelotvornosti postoje¢ih djelatnih tvari odnosno postojecih
mehanizama djelovanja na trzistu.

uUvoD

Borba protiv sve veéeg broja rezistentnih vrsta korova Sirom svijeta, zadnjih
godina, postaje jedan od vodeéih problema u poljoprivrednoj proizvodnji, a

542 ©e 0000000000000 0000000000000 00000000000C0CCCROIOIOCEOIEOIEOITOTS V0|.18/Br.6



Glasilo biljne zastite 6/2018

ujedno zahtijeva i sloZeniji pristup u rjesavanju te problematike. Stalno raste
broj novih slucajeva rezistentnosti korova na pojedine herbicide razli¢itog
mehanizma djelovanja. Europa je po tome u samom vrhu (Slika 1).

Slika 1. Povecanje broja rezistentnosti korovski vrsta u razli¢itim dijelovima svijeta
(Heap, 2018)

Prema podatcima www.WeedScience.org iz 2017., a oni se stalno
periodicno nadopunjavaju, do danas je dokazana rezistentnost za 251
vrstu korova u 92 usjeva i 69 zemalja. U dvije velike kulture u Europi,
pSenici i kukuruzu, zabiljezeno je i dokazano najviSe sludajeva
rezistentnosti korova, i to na najvainije korove u tim kulturama. U
pSenici je dokazana rezistentnost na 10 travnih i 14 Sirokolisnih vrsta
(najvaznije korovske vrste Alopecurus myosuroides, Apera spica-venti,
Lolium sp., Amaranthus retroflexus, Papaver rhoeas), a u kukuruzu je
dokazana rezistentnost na 10 travnih i 28 Sirokolisna korova (najvaznije
korovske vrste Echinochloa crus-galli  Setaria sp., Panicum dicho-
tomiflorum, Sorghum halepense, Amaranthus retroflexus, Polygonum
sp.). Na neke korove zabiljeZzena je Cak viSestruka rezistentnost, odnosno
rezistentnost na viSe mehanizama djelovanja (npr. samo u Belgiji
dokazana je rezistentnost Alopecurus myosuroides na pet razliCitih
mehanizama djelovanja) (weedscience, 2018).

Osim izazova $to donosi povecanje broja korovskih vrsta rezistentnih
na pojedine djelatne tvari odnosno mehanizme djelovanja herbicida,
Europa je, pa time i Hrvatska, suocena i s vrlo strogim zakonodavstvom i
kriterijima za priznavanje djelatnih tvari i sredstava za zaStitu bilja.
Svjedoci smo da zadnjih godina nisu uvrstene mnoge djelatne tvari na
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europsku listu, ¢ime se ujedno na trziStu smanjuje i broj razli¢itih
mehanizama djelovanja, a to dodatno otezava borbu protiv
rezistentnosti i dodatni je izazov u poljoprivrednoj proizvodniji.

Situacija u podrucju registriranih djelatnih tvari i razli¢itih mehanizama
djelovanja (MoA) u Hrvatskoj na primjeru nasSe najveée kulture,
kukuruza, ovakva je: imamo registrirane 22 djelatne tvari iz 8 skupina
razlicitog mehanizma djelovanja (Tablica 1.) (Fis, 2018). Najbrojnija
skupina jesu inhibitori ALS (sulfonilurea herbicidi). Prema HRAC-ovim
preporukama barem cetiri mehanizma djelovanja potrebno je za
provesti anti-rezistentnu strategiju.

U strogim regulatornim kriterijima u Europi vezanim za registraciju
sredstava za zastitu bilja, neizvjesna je situacija oko statusa mnogih
djelatnih tvari koje su registrirane u kukuruzu, a to u buduénosti moze
prouzroCiti slozenu i kompliciranu situaciju u zastiti te kulture. Moramo
iskoristiti sve mehanizme koji nam se daju da odrzimo Sto viSe razliCitih
mehanizma djelovanja odnosno Sto je moguce vise djelatnih tvari iz
drugih skupina koje su registrirane u kukuruzu, a imaju bilo kakav ucinak
na sirak.

Tablica 1. Pregled registriranih djelatnih tvari prema mehanizmu djelovanja u
kukuruzu u Hrvatskoj prema HRAC klasifikaciji (HRAC, 2018; Fis, 2018)

Zadnjih nekoliko godina imali smo puno prituzbi poljoprivrednih
proizvodaca na djelotvornost pojedinih sredstava za zastitu bilja. Najvise
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prituzbi bilo je na herbicide u kukuruzu, najvise na one koji pripadaju u
skupinu inhibitora ALS, da ne djeluju na divlji sirak (Sorghum halepense).
Provodedéi pokus u Dubrovéaku Lijevom 2017. godine, gdje smo ispitivali
ucinkovitost razlicitih ALS herbicida na korove u kukuruzu, uocili smo
jako slabu ucinkovitost gotovo svih herbicida koristenih u pokusu na
divlji sirak (Sorghum halepense).

MATERUAL | METODE

U pokusu 2017. godine na lokaciji Dubrovcak Lijevi ispitivali smo
ucinkovitost herbicida iz skupine inhibitora ALS na Sorghum halepense.
Pokus se sastojao od ukupno 6 varijanti ukljucujuci i kontrolu:

1. Kontrola/netretirano
Tienkarbazon-metil + Foramsulfuron 1,8 lit/ha — B rok primjene
Tienkarbazon-metil + Foramsulfuron 2,0 lit/ha — B rok primjene
Nikosulfuron + mezotrion 1,5 lit/ha — B rok primjene
Nikosulfuron 1,25 lit/ha — B rok primjene
Isoksaflutol + tienkarbazon-metil 0,44 lit/ha — A rok primjene
Tembotrion — 2,0 lit/ha — B rok primjene

Pokus je postavljen u 3 ponavljanja slu¢ajnim bloknim rasporedom.
Veli¢ina jednog plota u pokusu iznosila je 12,5 m>. Tretiranja su
obavljena u dva roka primjene: A rok primjene: 12.5.2017. (samo u 6
varijanti IFT + TCM) i B rok primjene 26.5.2017. (svi ostali). UtroSak vode
iznosio je 240 I/ha.

U trenutku tretiranja kultura i korov bili su u sljedeéim fenofazama
razvoja, kukuruz BBCH 12 u A roku primjene i BBCH 14-15 u B roku
primjene, a Sorghum halepense BBCH 12-13 u A roku primjene i BBCH
21-23 u B roku primjene.

Ocjena ucinkovitosti provodena je Cetiri puta: 14 dana nakon A roka
primjene: 26.5.2017., 14 dana nakon B roka primjene: 10.6.2017., 28
dana nakon B roka primjene: 23.6.2017., 42 dana nakon B roka
primjene: 7.7.2017.

Ucinkovitost herbicida iskazana je u postotcima i obracunata je po
Abottu, a kontrola je prikazana brojem korova po m?. Prosjetni broj
biljaka Sorghum halepense u pokusu iznosio je 20,7 biljaka/m?.

Uzorke rizoma korova Sorghum halepense skupili smo 11.10.2017. s tri
varijante 3., 4. i 5., oblozZili smo ih vlaznim papirom i takve poslali na
analizu u Bayerov istrazivacki centar za rezistentnost u Njemacku (Weed
Resistance Compentance Centar) gdje se koriste dokazane dijagnosticke

oukwnN

VOI. 18/Br6 oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo 545



Glasilo biljne zastite 6/2018

metode za utvrdivanje rezistentnosti (biotestovi u staklenicima i u
laboratoriju tehnike molekularne biologije bazirane na PCR tehnologiji za
utvrdivanja metabolicke i target site rezistentnosti).

U nasSem slucaju analizirane su mutacije gena u korova SORHA koje
uzrokuju otpornost na ciljianom mjestu djelovanja ALS herbicida (target
site rezistentnost) s pomodu tehnike molekularne biologije bazirane na
PCR tehnologiji (polimerazna lancana reakcija). Analize niza DNA
obavljene su s pomocu pirosekvencera. Testirani su uzorci s tri varijante
u pokusu 3., 4. i 5. varijante.

REZULTATI

Iz slike 2. i 3. vidljivo je da je potpuno izostala ucinkovitost herbicida na
divlji sirak (Sorghum halepense). lako su primijenjeni razli¢iti herbicidi,
gotovo svi pripadaju skupini inhibitora ALS. Nesto bolji uc¢inak pokazala
je varijanta 6. u kojoj je u B roku primijenjen herbicid drugog mehanizma
djelovanja. Tu treba jo$S nadodati da je nakon tretmana u A roku nakon
tri dana pala kiSa, a u ostalom vremenu prevladavale su vise
temperature i bilo je jako malo oborina, Sto je svakako imalo utjecaja na
djelotvornost herbicida.

Slika 2. Ucinkovitost herbicida inhibitora ALS na Sorghum halepense (Dubrovcak Lijevi,
2017.)

U svim uzorcima uzetim s tri razlicine varijante (3., 4. i 5.) analize su utvrdile
prisutnost ALS 574 mutacije u visokoj frekvenciji i takoder prisutnost ALS 197

.....

korova Sorghum halepense na herbicide iz skupine inhibitora ALS nikosulfuron
i foramsulfuron.
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Slika 3. Pokus ucinkovitosti herbicida inhibitora ALS na Sorghum halepense u kukuruzu
u Dubrovcaku Lijevom 2017. (snimio V. Ljubici¢)

Sorghum halepense je tetraploidna (4N) biljka, Sto znaci da ima Cetiri kopije
svakoga gena. Za Sorghum halepense zna se da mutacija jedne kopije gena od
Cetiri kopije daje slabu rezistentnost koja nije signifikantna na polju, ali
prisutnost mutacije ve¢ na dvije kopije gena od cetiri kopije daje visoku

rezistentnost.

Tablica 2. Rezultati analize mutacije gena kod Sorghum halepense bazirane na

PCR tehnologiji

Uzorak SORHA 1. Uzorak SORHA 2. Uzorak SORHA 3.
3. varijanta 4, varijanta 5. varijanta
(Foramsulfuron+TCM 2 (nikosulfuron+mezotrion (nikosulfuron 1,25 L/ha)
L/ha) 1,5 L/ha)
Target site Mutacije Target site Mutacije Target site Mutacije
rezistentnost rezistentnost rezistentnost
ACCase 11781-1 NE 0% NE 0% NE 0%
W2017- NE 0% NE 0% NE 0%
3
12041-2 NE 0% NE 0% NE 0%
D2078- NE 0% NE 0% NE 0%
2
G2096- NE 0% NE 0% NE 0%
2
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To je provjereno u sva tri nasa uzorka i u sva tri uzorka mutacija na najmanje
dvije kopije gena od cetiri kopije bila je prisutna u mnogim jedinkama. To
potvrduje znacajnu rezistentnost na ALS inhibitore (Tablica 2.).

RASPRAVA | ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istraZivanja nepobitno su utvrdili postojanje rezistentnosti
korova Sorghum halepense na herbicide iz skupine ALS na podrucju
Dubrovcaka Lijevog. To je lokalitet na kojem dominira proizvodnja kukuruza, a
na njemu su glavna obiljezja manje parcele, uski plodored ili monokultura
kukuruza, divlji sirak iz rizoma kao dominantni korov, forsiranje post-em
tretmana s istim mehanizmom djelovanja, jednostrane preporuke, a sve to, uz
reduciraniju obradu i poddoziranje preparata, glavni je uzrok pojave
rezistentnosti. Kad se utvrdi rezistentnost nekog korova, daljni cilj trebao bi biti
odrediti status ostalih dostupnih herbicida, drugih opcija, te shvatiti status
rezistentnosti Sto je moguée bolje da bi se poljoprivrednicima pruzile najbolje
moguce preporuke za njihova polja.

To zahtijeva Sirenje saznanja o problematici, djelovanje svih zainteresiranih
strana u otkrivanju, dokazivanju rezistentnosti, zatim edukaciju poljoprivrednih
proizvodaca i demonstraciju razlicitih strategija u polju.

Bayer je na globalnoj razini pokrenuo veé prije nekoliko godina projekt
integriranog suzbijanja korova (IWM — Integrated weed managment) i propisao
osnovne smjernice za integrirano suzbijanje korova koje daju jednostavne
upute, razumljive Siroj javnosti. Svaka zemlja uvodi IWM, prilagodavajudi ga
uvjetima u svojoj zemlji i problematici u toj zemlji. Kroz razlicite incijative,
suradnju sa znanstvenicima te kreiranjem programa nastojimo odgovoriti na
sve vazne izazove koje poljoprivredna proizvodnja stavlja pred sve nas.
Integrirano suzbijanje korova obuhvaca razlicite metode suzbijanja korova, a
cilj tog pristupa suzbijanja korova jest: smanijiti i sprijeciti rast te pritisak korova
da bi herbicidi lakSe djelovali, zatim jednostavnije uklanjanje konkurentskih
korovskih vrsta, postizanje visokih prinosa, a indirektno s integriranim
suzbijanjem korova i dugorocno stititi postojeca herbicidna rjeSenja. Herbicid s
novim nacinom djelovanja nije otkriven u posljednjih 30 godina, a niti jedan se
niti ne oekuje na trzistu u blizoj buduénosti.

Cinjenica da smo u Hrvatskoj dokazali rezistentnost Sorghum halepense na
ALS herbicide u kukuruzu ( to je skupina herbicida koji su donijeli revoluciju u
suzbijanju toga korova u ovoj kulturi), a da ¢emo u svim kulturama imati
primjenu ALS herbicida te zahtjevnu i nesigurnu regulatornu situaciju vezanu uz
status mnogih postojecih djelatnih tvari, ponukala je i nas u Hrvatskoj da
pocnemo implementaciju IWM projekta na nase trziSte, a na tome éemo
intezivno raditi u sljede¢im godinama. Plan IWM aktivnosti u iduéim godinama
obuhvaca uspostavljanje IWM platforme (viSegodiSnji pokusi na istom polju
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gdje Ce se testirati IWM programi i rjeSenja), dijagnostiku, suradnju sa
znanstvenim i stru¢nim institucijama na razvoju lokalne anti-rezistentne
strategije i planova zaStite za suzbijanje rezistentnog divljeg sirka, zatim
komunikaciju s javnoscu, edukaciju poljoprivrednih proizvodaca i distributera
te registraciju proizvoda s vise razli¢itih mehanizama djelovanja.
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