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Utjecaj bioloskog preparata na zarazu klijanaca pSenice s
Fusarium graminearum

Sazetak

Dosadasnji nacini kontrole uzrocnika bolesti koji, medu ostalim, podrazumijevaju uporabu fungicida prema
novim zakonodavnim okvirima i novim strategijama u biljnom zdravstvu nailaze na sve vece restrikcije.
Pronalazenje nekemijskih sredstava za zastitu usjeva od bolesti je od velikog interesa za poljoprivrednu
proizvodnju, stoga je u nasem istraZivanju ispitan ucinak novog bioloskog preparata (BP) za kontrolu
gljive Fusarium graminearum na klijancima psenice. Bioloski preparat primijenjen je na tri razlicita nacina:
inokulacijom zrna psenice, zalijevanjem, te inokulacijom zrna i zalijevanjem. Utvrdeno je kako se intenzitet
bolesti primjenom BP smanjuje, a najbolji rezultati dobiveni su inokulacijom zrna prije sjetve dok je zalijevanje
povrsine BP polucilo slabije rezultate. Takoder, ukoliko je zrno ve¢ tretirano bioloskim preparatom dodatna
aplikacija zalijevanjem nije bila opravdana ni s ekoloskog ni s ekonomskog aspekta.

Kljuéne rijeci: bioloski preparat, Fusarium graminearum, psenica, zrno

Uvod

Kako proizvesti sto vise hrane vodedi ra¢una o ocuvanju okolisa i zdravlju ljudi predstav-
lja jedan od glavnih izazova suvremene poljoprivrede. Znanstvenici kontinuirano pronalaze
nove metode u cilju smanjenja prekomjerne upotrebe kemijskih sredstava za zastitu bilja i
mineralnih gnojiva. Jednu od metoda cini uporaba prirodnih prirodnih bioloskih preparata/
biostimulatora biljaka (Colla i Rouphael, 2015). Sastavni dio biostimulatora su tvari organskog
podrijetla i/ili mikroorganizmi koji primjenom povoljno djeluju na kvalitetu usjeva budu¢i da
poboljsavaju rast i razvoj biljke, usvajanje hranjivih tvari te smanjuju stres. Bioloski aktivne
tvari biostimulatora su huminske i fulvinske kiseline, proteinski hidrolizati, hitozan i drugi bi-
opolimeri, anorganski spojevi, ekstrakti morskih algi, botanicki pripravci, spojevi koji sadrze
dusik te korisne gljive i bakterije (du Jardin, 2015; Rouphael i Colla, 2020). U 60 % slu¢ajeva BP
se primjenjuju folijarno, zatim primjenom na tlo, na korijenje ili u hidroponski medij te najma-
nje na sjeme (oko 10 % slucajeva) (Wozniak i sur., 2020). Brojne studije pokazale su pozitivho
djelovanje razli¢itih BP na rast, prinos i kvalitetu zrna p3enice (Al Majathoub, 2004; Khalid i sur.,
2004; Shah i sur., 2013; Orzali i sur,, 2014; Khan i sur., 2017). Kako se poboljsava vigor biljaka
i one bivaju vitalnije tako se i mogucnost zaraze smanjuje pa takvi preparati mogu posluziti
i kao odredena zastita od uzroc¢nika bolesti (Chalfoun i sur., 2018; Kumaraswamy i sur., 2018)
bez negativnog utjecaja na kemijska i bioloska svojstva tla (Patkowska, 2021). Jedan od naj-
vaznijih patogena p3enice jest Fusarium graminearum koja uzrokuje razli¢ite tipove bolesti, a
izvor zaraze je zarazeno zrno ili tlo. Ukoliko gljive iz roda Fusarium inficiraju biljku u pocetnim
fazama rasta simptomi su trulez i propadanje sjemena te palez klice i korjen¢ic¢a (Cosi¢ i Vrande-
¢i¢, 2003). Prema Gunupuru i sur., (2019) bioloski preparat pripravljen od smedih morskih algi
Ascophyllum nodosum uz dodatak hitozana pokazao je inhibitorno djelovanje prema Fusarium
graminearum te smanjio razinu mikotoksina. Slijedom navedenog cilj naseg rada bio je utvrditi
utjecaj novog bioloskog preparata koji je u fazi laboratorijskog ispitivanja na supresiju pojave
fuzarijske palezi klijanaca pSenice nakon umjetne infekcije s F. graminearum.
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Materijali i metode

U laboratorijskom pokusu je koristen bioloski preparat (BP) na bazi ekstrakta kapsaicina koji
je dokazan kao prirodni fungicid (EI-Desouky i Hussain, 2022).

Pokus je postavljen u 6 tretmana i 4 kontrolne varijante kako slijedi:

T1 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima psenice zarazenim s f. graminearum + sjetva zrna
psenice inokuliranih s bioloskim preparatom BP

T2 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima p3enice zarazenim s F. graminearum + sjetva zrna
p3enice inokuliranih s BP i zalijevanje s BP jednokratno nakon sjetve

T3 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima p3enice zarazenim s F. graminearum + sjetva zrna
p3enice potopljenih u destiliranu vodu i zalijevanje s BP jednokratno nakon sjetve

T4 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima psenice zarazenim s F. graminearum i dodatno
zaliven inokulumom F. graminarum + sjetva zrna p3enice inokuliranih s BP

T5 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima pSenice zaraZzenim s F. graminearum i dodatno
zaliven inokulumom F. graminarum + sjetva zrna p3enice inokuliranih s BP i zalijevanje s BP
jednokratno nakon sjetve

T6 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima p3enice zarazenim s F. graminearum i dodatno
zaliven inokulumom F. graminarum + sjetva zrna p3enice potopljenih u destiliranu vodu i zali-
jevanje s BP jednokratno nakon sjetve

K1 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima psenice zarazenim s F. graminearum + sjetva zrna
psenice potopljenih u destiliranu vodu

K3 - Sterilni supstrat kontaminiran zrnima p3enice zarazenim s F. graminearum i dodatno
zaliven inokulumom F. graminarum + sjetva zrna psenice potopljenih u destiliranu vodu

K5 - sjetva zrna pSenice potopljenih u destiliranu vodu u sterilni pijesak

K6 - sjetva zrna pSenice inokuliranih s BP u sterilni pijesak

Za inokulaciju supstrata (sterilni pijesak) koristen je izolat F. graminearum. Supstrat je za-
razen na dva nacina (zarazenim zrnima psenice i zalijevanjem suspenzijom micelija u sterilnoj
destiliranoj vodi).

Sterilni supstrat kontaminiran zrnima p3enice zarazenim s F. graminearum je pripremljen
na nacin da su u sterilni pijesak stavljena zaraZena zrna s F. gramineraum. Supstrat je navlazen i
posudice su drZzane u termostatu na 22 °C 48 h prije sjetve. Zarazena zrna koja su koristena za
kontaminaciju supstrata su pripremljena prema metodi Snijders i Eeuwijk (1991.). Zrna p3enice
namocena su u vodi preko noci. Sljedeceg dana visak vode je dekantiran i zrna su autoklavi-
rana i inokulirana izolatom F. graminearum. Inokulirana zrna inkubirana su tri tjedna na 25 °C,
zasticena od sunceve svjetlosti. Zarazena zrna su stavljena u posudice s pijeskom (10 zrna/
posudici).

U tretmanima s dodatnim zalijevanjem suspenzijom micelija u sterilnoj destiliranoj vodi za
pripremu suspenzije koristene su 7 dana stare kulture F. graminarum. U 40 ml destilirane vode
dodan je micelij iz jedne Petrijeve zdjelice (promjer 9 cm). Micelij je sastrugan sterilnim skalpe-
lom te je miksanjem homogeniziran. Svaki red zrna koja su zasijana je zaliven s 5 ml inokuluma
F. graminearum.

Za sjetvu je koristena p3enica sorte Zitarka. Zrna za sjetvu su dezinficirana na nacin da su prvo
isprana pod mlazom tekucée vode, nakon toga 1 min. su drzana u otopini 70 % etanola i potom su
isprana dva puta po jednu minutu destiliranom vodom i posusena na sterilnom filter papiru. De-
zinficirana zrna su potopljena u otopinu bioloskog preparata (BP) u trajanju od 2 sata (5 ml BP/200
zrna). Kontrolna zrna su drzana u destiliranoj vodi. Za sjetvu je koristeno 20 zrna po posudici. U
tretmanima zalijevanja s BP jednokratno nakon sjetve, nakon sjetve posijana su zrna zalivena s 5 ml
bioloskog preparata po redu. Za zalijevanje je koristen razrijedeni bioloski preparat u omjeru 1:3.
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Posudice u kojima je postavljen pokus su drzane u klima komori na temperaturi 22 °C i
svjetlosnom rezimu 12 sati dan/12 sati no¢. Pokus je redovito zalijevan s destiliranom vodom.
Nakon dvadeset dana klijanci su izvadeni iz posudica, intenzitet zaraze je ocijenjen ocjenama
od 0 do 5 te je izra¢unat indeks bolesti prema McKinney (1923).

I=(Z(n x k))/(N x K) x 100

n - broj biljaka po kategorijama
k - broj pojedine kategorije

N — broj svih ispitanih biljaka

K - broj usvojenih kategorija

Rezultati i rasprava

Preliminarnim istrazivanjem utjecaja novog bioloskog preparata na razvoj palezi klijanaca
psenice pri umjetnoj infekciji s F. graminearum utvrdeno je antifungalno djelovanje na F. grami-
nearum. Istrazivanje je ukljucivalo 6 tretmana i 4 kontrole u razli¢itim kombinacijama upotrebe
BP kako bi se utvrdio najbolji nacin primjene istoga. Stupanj zaraze s F. graminearum (Slika 1.)je
varirao ovisno o tretmanu, a najbolji u¢inak utvrden je u tretmanu T1 gdje je zrno tretirano s BP
posijano u supstrat u kojemu su se ve¢ nalazila zrna p3enice zarazena s F. graminearum. Indeks
bolesti iznosio je 11,7 (Tablica 1.). Tretman T2 razlikovao se od T1 po tome $to se BP primjenji-
vao na povrsinu (zalijevanjem) kontaminiranog supstrata i utvrdena je manja ucinkovitost na
razvoj bolesti (indeks bolesti je bio 20, Slika 2.). U tretmanima gdje je zaraza dodatno osigurana
zalijevanjem s F. graminearum, samo tretiranje zrna bioloskim preparatom T4 (indeks bolesti
23,3) pokazalo je bolje djelovanje nego li ono u kojemu je BP primijenjen samo zalijevanjem
po povrsini T6 (indeks bolesti 34,6).

Slika 1. Stupnjevi zarazenosti klijanaca psenice s F. graminearum
Picture 1. F. graminearum infection degrees on wheat seedlings

Izvor/source: Vlastiti izvor/Own source
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Slika 2. Primjena BP natapanjem zrna (T1) i zalijevanjem po povrsini supstrata (T3)
Picture 2. Application of BP by soaking grains (T1) and watering the surface of the substrate (T3)

Izvor/source: Vlastiti izvor/Own source

Tablica 1. Utjecaj tretmana na intenzitet bolesti
Table 1. Influence of treatments on disease intensity

Tretman Indeks bolesti
T1 zarazeno zrno/zrna s BP 11,7
T2 zarazeno zrno/zrno s BP/zalijevanje BP 20,0
T3 zarazeno zrno/zalijevanje BP 20,0
T4 zarazeno zrno/zrno s BP/zalijevanje Fusarium 23,3
T5 zarazeno zrno/zrno s BP/zalijevanje Fusarium/zalijevanje BP 25,8
T6 zarazeno zrno/zalijevanje Fusarium/zalijevanje BP 34,6
K1 zarazeno zrno/voda 383
K3 zarazeno zrno/zalijevanje Fusarium/voda 47,5
K5 zrno s vodom u sterilni pijesak 10,0
Ké zrno s BP u sterilni pijesak 0,0

U posljednje vrijeme razliciti BP upotrebljavaju se za tretriranje sjemena te se zbog sve ve-
¢eg interesa provode razli¢ita istraZivanja kako bi se utvrdio ucinak tih tretmana (Colla i sur.,
2017). Prema Gaidau i sur. (2013) ukoliko se provodi tretiranje sjemena BP potrebno je da pre-
parat koji se primjenjuje dezinficira i stiti sjeme od uzrocnika bolesti i Stetnika u tlu, ne zaga-
duje ekosustav, ne sadrzi Stetne ostatke, da je biorazgradiv te da je jednostavan za upotre-
bu i transport. Bioloski preparati razlikuju se po sastavu aktivnih tvari pa su i odgovori biljka
i siemenskog materijala na ucinkovitost takvih preparata razliciti (Colla i sur., 2015). Jedan od
vrlo ucinkovitih nac¢ina upotrebe bio preparata jest oblaganje sjemena u svrhu zastite biljaka
od bolesti (Sarkar i sur., 2018, Ferreira i sur., 2021). Orzali i sur. (2014) tretirali su sjeme p3eni-
ce BP te time smanijili oboljenje gljivom F. graminearum i pobolj3ali prinos, dok su Gaidau i
sur. (2013) zakljucili kako primjena fungicida s hidrolizatima na bazi kolagena, kao i mjesavina
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fungicid-insekticida s hidrolizatima na bazi kolagena djeluje na znatno smanjenje potrebe za
kemijskim sredstvima za zastitu bilja na sjeme Zitarica. Schmitt i sur. (2009) isti¢u kako tretmani
sjemena zahtijevaju znatno manje koli¢ine aktivnih sastojaka po hektaru u odnosu na folijarne
tretmane, povecavaju klijavost i rast biljaka za razliku od netretiranog sjemena. Indeks bolesti
u nasem preliminarnom istrazivanju je u kontrolnoj varijanti bio od 38,3 (K1) do 47,5 (K3),a u
varijantama gdje je primijenjen BP za oblaganje zrna indeks bolesti je bio znatno manji. Tako-
der je utvrdeno da su ti klijanci bujnijeg rasta (Slika 3.).

/ 5 S A .
a 4
-' - ’ ‘ L ’ -
- Kl
' Ke
.i 1\ :
1 | | \
i i . ' ] 1
LR T -~ '
oo m %, N

Slika 3. Kontrola sa zarazenim zrnima psenice (K1) i kontrola sa zrnima tretiranim bioloskim
preparatom (K6)

Picture 3. Control of infected wheat grains (K1) and control of grains treated with biological
preparation (K6)

Izvor/source: Vlastiti izvor/Own source

Zakljucak

Primjena bioloskog preparata utjecala je na smanjenje intenziteta bolesti uzrokovane glji-
vom F. graminearum. Za najbolje rezultate preporuca se BP aplicirati na zrno p3enice prije sje-
tve $to predstavlja vrlo jednostavan i ekonomican nacin upotrebe za poljoprivrednike. Zbog
sve vece rezistentnosti patogena na fungicide i optereéenje ekosustava upotrebom kemikalija
vrlo je vazno da poljoprivredni proizvodaci u Republici Hrvatskoj prepoznaju potencijal ovakve
vrste proizvoda za zastitu sjemena ratarskih kultura. Takoder, potrebno je provesti daljnja istra-
zivanja kako bi se utvrdio spektar djelovanja bioloskog preparata.
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Professional paper

Influence of biological preparation on wheat seedlings infection with
Fusarium graminearum

Abstract

Current methods of controlling pathogens, which include the use of fungicides under the new legislative
framework and new strategies in plant health are facing increasing restrictions. For this reason, finding
non-chemical products to protect crops from diseases is of great interest. Our study examined the effect
of a new biological preparation (BP) for the control of Fusarium graminearum on wheat seedlings. The
biological preparation was applied by wheat grain inoculation, watering, grain inoculation and watering.
It was found that the disease intensity is reduced by the use of BP and the best results were obtained by
inoculation of grains before sowing. Watering the BP on the surface achieved poorer results. Also, if the
grain has already been treated with a biological preparation, additional application by watering was not
justified from either an ecological or economic point of view.

Key words: biological preparation, Fusarium graminearum, wheat, grain
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