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1. UvOD

Botrytis cinerea je uzrocnik sive plijesni. Izraziti je polifag §to znaci da ima velik broj
domacina (maline, jagode, vinova loza, soja, duhan). Nalazimo ga i kao znacajnog Stetnika u
manje povoljnim staniStima, gdje postoji ve¢i ili manji krug biljaka domacina, §to ukazuje i na

polifagni i ubikvisti¢ni karakter patogena (Yunis i Elad, 1989.).

U vinogradima se pojavljuje zbog pojacane gnojidbe, visokorodnih sorata zbijenih
grozdova, bujnih ¢okota, zbog ostavljanja velike lisne mase za dovoljnu asimilaciju. Napada
listove i mladice, ali najopasniji je napad u vrijeme dozrijevanja grozda kada uzrokuje sivu trulez
bobica i dovodi do propadanja cijelih grozdova. Grozdovi zarazeni gljivicom Botrytis cinerea se
prepoznaju po smedim pjegama, ako je vrijeme vlazno javljaju se pepeljkasto sive prevlake.
Pojavljuje se u svim vinogradima i moze smanjiti berbu u velikom postotku (u kontinentalnom

dijelu i do 60%) te utjecati na kvalitetu vina.

Uzrocnik sive plijesni je gljiva poznata po brzom razvoju rezistentnosti na fungicide za
njeno suzbijanje. Problem rezistentnosti Botrytis cinerea posebno je izraZen u zastiti vinograda
jer je siva plijesan jedna od ekonomski znacajnih bolesti vinove loze. Bolest u kontinentalnom
dijelu naSe zemlje nanosi Stete od 50 do 60 %, a u mediteranskom 3 do 5 % koje se nastavljaju i

u procesu vinifikacije (Topolovec - Pintari¢, 2000.).

Kako ju je tesko suzbiti kemijskim pesticidima, a s druge strane raste potraznja za
ekoloskim proizvodima, primjena biopreparata se sve viSe koristi u suzbijanju ove bolesti.
Najpoznatiji benefitni mikroorganizmi, sadrzani u biopreparatima, koji antagonisticki djeluju na
Botrytis cinerea su: Trichoderma spp., Pseudomonas fluorescens, Bacillus spp., Thiobacillus

spp.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Botrytis cinerea

Sistematika

Carstvo: Fungi

Porodica: Sclerotiniaceae
Razred: Leotiomycetes
Red: Helotiales

Rod: Botrytis

Botrytis cinerea (botrytis dolazi od grcke rijeci botrys, $to znaci grozde i sufiksa —itis,

koji oznacava bolest). Uzrokuje trulez grozda, odnosno sivu plijesan.

Uzro¢nik sive plijesni na vinovoj lozi naseljava se u grozdic¢e vrlo rano, odmah nakon
cvatnje (katkad ve¢ i u cvatnji). U toj fazi se ne radi o parazitu, ve¢ o saprofitu. Kada se grozdici
zatvore, gljiva postaje parazit i prodire u peteljke, peteljice i bobice. Prvo dolazi faza ,,zelene
plijesni, ili parazitska faza kada dolazi do zaraze peteljCica i bobica. Ova faza Cesto nije jako
uocljiva, moze se dogoditi da se gljiva pritaji 1-2 mjeseca. Moze prodrijeti u tkivo direktno, $to
dovodi do razaranja i nekroze ili kroz ranice. Dovodi do prekida kolanja sokova (bobe se
smezuraju i osuse), te stvara konidije za daljni razvoj. Pred zriobu dolazi faza ,,sive plijesni®,
¢iji je pocetak zapravo vezan uz naseljavanje gljive na cvjetove nakon cvatnje (Kispati€ i

Maceljski, 1991.). Javlja se u kolovozu, rujnu i listopadu. Sto bobice sadrzavaju vise Seéera to

¢e napad biti jaci. Bobice posmede i pucaju i nastaje siva prevlaka konidija i konidiofora.

Visoka relativna vlaznost zraka (90%), vlaznost biljnih dijelova i povoljne temperature
za razvoj (1-30°C, optimalno 15-20°C), smatraju se najvaznijim okoli$§nim uvjetima koji utjecu
na infekciju gljivom Botrytis cinerea (Jurkovi¢ i suradnici, 2010.). Npr., pri temperaturi od
18°C do 24°C, samo su 2 sata kise dovoljna za razvoj, dok je na temperaturama nizim od 16°C
i vi§im od 27°C potrebno puno vise vremena. Voda koja je potrebna za razvoj moze nastati od

rose, kise, magle, navodnjavanja ili ¢ak od soka oStecenih bobica.



Medutim, ¢ak i kada je voda prisutna, razvoj zahtijeva i ostale nutrijente koji mogu do¢i iz
razli¢itih izvora, pa ¢ak i sa povrSine zdrave bobice. Glavni potrebni nutrijent jest jednostavni
Secer kao $to je fruktoza ili glukoza. Nakon faze $aranja, razvoj botrytisa i zaraza moze zapoceti
u grozdu u kojem su bobice ve¢ oStecene. Insekti, ptice ili mehanic¢ka Steta mogu uzrokovati
curenje soka koji sporama osigurava potrebne nutrijente i vodu. Temperatura vanjskog zraka
takoder moze utjecati na razvoj. Toplije temperature obi¢no ubrzavaju susenje bobica i direktno

smanjuju razvoj spora.

Siva plijesan osim $§to smanjuje prinos, utjece i na kvalitetu vina. Trosi velike koli¢ine
Secera 1 vinske kiseline pa prevladava jabucna, a zbog lucenja antibiotika botricina dolazi do
poremecenog vrenja. Vino ¢esto ima miris po plijesni, teSko se bistri 1 sklono je posmedivanju.

Stoga je 1 proces vinifikacije skuplji jer zahtjeva vece koli¢ine sumpora.

Botrytis cinerea pored konidija i konidiofora formira sklerocije, apotecije i askospore.
Formira sklerocije (crna tjelasca nepravilnog oblika veli¢ine 1-3 mm) na povrsini ili
unutrasnjosti koloniziranog biljnog tkiva, ukljucujuéi stabljike, peteljke i bobice. Sklerocije
mogu prezivjeti vrlo nepovoljne vremenske uvijete. Dva najéesca izvora sklerocija u vinogradu
su proslogodisnji grozdovi i stabljike, koje su zarazene u jesen prethodne godine. Nakon kisa
ili navodnjavanja u proljece, sklerocije se razvijaju i proizvode velike koli¢ine spora koje se
Sire zra¢nim strujama, pljuskovima kise ili se prenose prilikom obrade vinograda. Apoteciji se

u prirodnim uvijetima vrlo tesko pronalaze.
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Slika 1. Razvojni ciklus Botrytis cinereae

(Izvor: https://www.evineyardapp.com/blog/wp-content/uploads/2015/11/botrytis-disease-
cycle.jpg )

2.2.Simptomi

U fazi cvjetanja, za vrijeme kiSnih razdoblja, patogen se nastani na dijelovima cvijeta i
ostane neaktivan sve do faze Saranja bobice. S dozrijevanjem raste i osjetljivost bobe na
infekciju. Sto boba sadrzi vise Seéera, a manje kiselina i tanina pogodnija je za napad.
Infekcijska hifa lakse prodire kroz meksu epidermu zrelih boba, a kozica zrelih boba takoder
ima 1 viSe pukotina. Gljivi je na raspolaganju visSe ugljikohidrata iz puknutih boba §to dodatno
olakSava prodor. Pojedinacne zarazene bobice posmede na bijelim vrstama, a postanu
crvenkaste na crvenim vrstama zbog enzima koje proizvode gljivice. Ova faza poznata je kao
,Slip skin®“, jer enzimi gljivice razgraduju epidermu koja lako klizi sa bobice. Ako su
temperature umjerene, vlaznost visoka i brzina vjetra niska, stvorit ¢e se pukotine na epidermi
i u njima gljivica stvara micelije i spore, $to rezultira karakteristicnom sivkastom prevlakom i
gljivice se mogu prosiriti sa bobice na bobicu. Ako uvjeti ostanu povoljni, bolest moze
obuhvatiti cijele grozdove i dovesti do propadanja. Narocito brzo ¢e propasti zbijeni grozdovi

jer je na njima olaksSan prijelaz zaraze.


https://www.evineyardapp.com/blog/wp-content/uploads/2015/11/botrytis-disease-cycle.jpg
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Ako u vrijeme zaraze nastupi duZzi susni period, gljiva se razvija samo u pokozici i ne prodire
dalje, dolazi do jaceg isparavanje vode i bobice se smezuraju. Razvija se tzv. ,,plemenita trulez*

kod koje nema sivkastih prevlaka. Kod ovakave trulezi se dobiva kvalitetno vino.

Slika 2. Botrytis cinerea na bobicama grozda.

(izvor: https://lwww.agroklub.com/upload/slike/botritis.jpg)

Slika 3. Botrytis cinerea na bobicama grozda.

(izvor: http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/vinogradarstvo/zastita-vinograda/bolesti-vinove-
loze/siva-plijesan-vinove-loze)



Simptomi na listovima:

Simptomi na listovima se javljaju u proljec¢e u obliku smedih pjega, obi¢no manjih od
1 mm, koje su okruzene zutim prstenom. U veéini se sluc¢ajeva infekcija dogada u pazuscu lista
I na mjestima gdje se cvjetovi spajaju sa stabljikom. Ako je vrijeme vlazno na listovima se

javljaju sivkaste prevlake. U slu¢aju jace zaraze listovi sa peteljkama mogu otpasti.

Slika 4. Simptomi botrytisa na vinovoj lozi

(izvor: http://www.lodigrowers.com/wp-content/uploads/2015/07/Capturel4.jpq)



http://www.lodigrowers.com/wp-content/uploads/2015/07/Capture14.jpg

Simptomi na mladicama

Na zelenim se mladicama javlja vodenasta, meka i smeda trulez. Trulez dovodi do
pucanja i odumiranja. U jesen se mogu pojaviti crne mrlje veli¢ine od 1 do 5 mm zbog ranih
mrazova.

Slika 5. Simptomi botrytisa na mladicama vinove loze.

(izvor:http://www.vinogradarstvo.com/images/clanci/112/slikal.jpq)

Kako bi se smanjili uvjeti za razvoj ove bolesti potrebno je voditi racuna ve¢ kod
podizanja vinograda. Jako je vazno saditi manje osjetljive sorte, koristiti manje bujne podloge,

smanjiti relativnu vlagu zraka u vinogradima, pravilno gnojiti, odrzavati ¢istocu.
Suzbijanje se provodi u Cetiri termina:

e odmah nakon cvatnje;
e pred zatvaranje grozda;
e u Saranju boba;

e 3-4 tjedna pred berbu.


http://www.vinogradarstvo.com/images/clanci/112/slika1.jpg

Prema osjetljivosti sorte su podjeljene na: vrlo osjetljive, osjetljive, umjereno osjetljive i

najmanje osjetlijive.

Tablica 1. Sorte vina prema osjetljivosti.

Vrlo osjetljive Osjetljive Umjereno osjetljive | Najmanje osjetljive
Auxerrois Barbera Ortega Cabernet Franc
Bacchus Kerner Scheurebe Cabernet Sauvignon
Chardonnay Lemberger Schoenburger Chancellor
Chasselas Muscat Ottonel Syrah Foch
Chenin Blanc Pearl of Csaba Vidal Merlot
Ehrenfelser Pinot Gris Viognier Petit Verdot
Gamay Noir Pinot Meunier
Madeleine Pinot Noir
Sylvaner Sangiovese
Optima Sauvignon Blanc
Pinot Blanc
Riesling
Semillon
Siegerebe
Zinfandel

Izvor: Botrytis cinerea; Utjecaj sive i plemenite plijesni na kvalitetu vina.

Modul: Mikrobiologija vina. Poljoprivredni fakultet u Osijeku.

Utjecaj Botrytis cinerea na kvalitetu vina

Pored obavezne zastite grozda tijekom vegetacije, potrebno je sumporenje masulja prije
pocetka alkoholnog vrenja. Kalijev metabisulfat (sumporasta kiselina) pospjeSuje ekstrakciju
boje 1 umrtvljuje pokoZicu bobice grozda. Zatim slijedi vrenje koje se odvija pomocu

selekcioniranih vinskih kvasaca u vremenskom periodu od 5 do 7 dana.

Uzroci posmedivanja (smedi lom)

Grozde napadnuto sivom plijesni sadrzi enzim polifenoloksidazu odnosno lakazu, koji
uzrokuje posmedivanje mosta. Ako je grozde napadnuto u vecoj mjeri, time ¢e i mlado vino biti
podloznije posmedivanju. Zuto-zelena bijela vina postaju mutna i smeda, a crna zagasito
ciglasta. Pojava se prepoznaje po prstenu tamne boje koji se formira na vrhu vina. Mutno vino

se moze izbistriti stajanjem tako $to dolazi do tvorbe mutnog taloga.



Kod bijelih vina posmedivanje se odvija uz naglu promjenu boje, dok se kod crvenih odvija
postepeno. U takvim vinima, s malo kiselina, kisik iz zraka se spaja s polifenolima. Protiv ove

mane moze se boriti dobrom zastitom, pravovremenom berbom i ispravnom vinifikacijom.

Miris i okus vina po plijesni

Siva plijesan je odgovorna i za neugodan miris vina po plijesni i oksidirani okus. Jace
izrazen okus po plijesni je nemoguce ukloniti, a ne postoji moguénost destilacije jer miris
prelazi i u destilat. Jako je bitno most i vino ¢uvati u zdravim bac¢vama. Drvene bac¢ve je dobro,

nakon pranja s hladnom i vrelom vodom sumporiti.

Slika 6. Organolepti¢ko ocjenjivanje vina.

(izvor: http://missethoreca.nl.s3-eu-central-1.amazonaws.com/app/uploads/2016/07/16-07-25-
smaakgeheugen-e1469432441724.ipq)
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Ekolosko vinogradarstvo

Negativne posljedice intezivne poljoprivrede kao $to su smanjena plodnost tla,
onecis¢enje okoliSa, osiromasSenje ruralnih krajeva, doveli su do razvoja ekoloske
poljoprivrede. Ekolosko vinogradarstvo je nadin gospodarenja kojim se dobivaju kvalitetni
prinosi, a pri tome se ne Steti tlu, vodi, zivom svijetu. Najvece povrSine pod ekoloskim
vinogradima su u Italiji, 54.000 hektara, zatim u Spanjolskoj 21.000 i u Francuskoj 10.200
hektara. Ciljevi ekoloskog vinogradarstva su: proizvodnja otpornih i zdravih biljaka, uzgoj
visokokvalitetnog grozda za proizvodnju vrhunskih vina, odrzavanje i povecavanje prirodne

plodnoosti tla, smanjeno oneciS¢enje tla i vode.

Slika 7. Oznaka za hrvatski eko proizvod.

(izvor: https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/dodatni/439547.jpq)

Najveca razlika izmedu konvencionalnog i ekoloskog vinogradarstva se ocituje u
segmentu uzdrzavanja tla, ishrani vinove loze i zastiti od bolesti 1 Stetnika. Puno mjera iz
konvencionalnog vinogradarstva se primjenjuje i u ekoloskom, a medu njima je i zatravljivanje
i zastiranje tla. Zatravljivanje ima niz pozitivnih ucinaka: Sprje¢ava eroziju, poboljsava
strukturu tla, sprje¢ava pojavu kloroze i sive plijesni. Zeleni pokrov je zivotni prostor za bogatu
floru i faunu i sjetvom odgovarajucih smjesa tlo se opskrbljuje hranivima i odrzava u povoljnom
stanju. Nikada se ne siju pojedinacne vrste, nego smjese od najmanje tri vrste, pri ¢emu bi bilo
dobro da su barem dvije iz porodice leguminoza. Vazno je i prisustvo cvjetajuéih biljaka jarkih
boja (facelija, cikorija, heljda). Zelene biljke pomocu svog bogatog korijenovog sustava
opskrbljuju organizme u tlu organskim i mineralnim tvarima i tako pomazu harmonic¢nu ishranu
vinove loze. Posto su tla za podizanje vinograda uglavnom siromasna organskim tvarima,

potrebno je dodati humus.
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Za normalan rast i razvoj zemlja bi trebala imati 2,5 do 3 % humusa. Za obogacivanje
tla se koriste stajski, kokosiji gnoj, preradeni zivotinjski proizvodi, alge i proizvodi od algi,

ostaci iz domacinstava i zaoravaju na dubinu od 20 cm.

Pri podizanju nasada vinove loze takoder treba voditi racuna 0 odabiru sorte i podloge.
Sadni materijal treba biti certificiran, testiran na viruse (virus free) i1 potjecati iz ekoloske
proizvodnje. Zdrav i kvalitetan lozni cijep treba imati neoSte¢en korijenov sustav s minimalno
tri dobro razvijena korijena, korijenovo stablo treba biti zdravo, debljine 8 do 10 cm, spojno
mjesto dobro sraslo, a mladica najmanje duga 50 cm. Pri izboru sorata vazno je voditi racuna o
oCuvanju bioloske raznolikosti a dati prednost autohtonim sortama. Sadnja se obavlja ru¢no ili
vodenim svrdlom. Promjeri jame ne bi trebali biti manji od 40cm, a optimalna dubina je od 35
do 40 cm. Dno jame se pokriva s 5 do 10 cm sitne zemlje, potom se postavi cijep tako da je
spojno mjesto 2 do 3 cm iznad tla. Jama se napuni do pola zemljom, a na kraju se dodaje 3 do

5 kg stajskog gnoja. (Sivcev i sur., 2015. ).

Slika 8. Lozni cijep

(izvor: https://www.agroklub.com/upload/slike/oglasnik/16021_1.jpg)
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Mehanicka obrada tla se provodi oprezno kako ne bi doslo do naruSavanja strukture i
mjesanja horizonata. Zapoc€inje s podrivanjem, a preporuéljivo je da podrivaé radi na dubini od
70 cm. Takvom obradom se na povrsinu ne izbacuje donji, mrtvi sloj zemlje, nego se prozracuje
1 produbljuje orani¢ni. PoboljSavaju se vodno zra¢ni odnosi tla, odrzava mikrobioloska

ravnoteza i stvaraju uvijeti za razvoj korijena vinove loze.

U organskoj proizvodnji mehani¢ka obrada tla bi trebala biti minimalna jer svakim
prolaskom stroja dolazi do veceg zbijanja tla. Zbijanje tla dovodi do smanjenja aktivnosti

mikroorganizama u dubljim slojevima zemlje.

U ekoloskom vinogradarstvu je strogo zabranjena upotreba sinteti¢kih pesticida ali to
ne znaci da je zabranjeno i bilo kakvo prskanje. Loza se moze tretirati biljnim preparatima koji
jacaju otpornost biljke kao $to su: ¢ajevi, razni biljni ekstrakti, propolis, pripravci na bazi algi.
Pored zatravljivanja i koriStenja organskih gnojiva u ekoloskoj proizvodnji postoje gnojiva koja
se slobodno koriste. Jedan od takvih pripravaka je i FitoBotryfun. To je gnojivo na bazi kalija
(K20 7,0 %) 1 masnih kiselina. Namjenjen je preventivnoj zastiti od sive plijesni. Prirodni je i
biorazgradivi proizvod. Ako se koristi preventivno stvara fizi¢ku barijeru i zaustavlja prodor
gljivice kroz epidermu. Ako je ve¢ doslo do zaraze djeluje tako da susi spore gljivice i zaustavlja
daljne Sirenje. Moze se primjenjivati i tijekom berbe jer nema karencu. Preporucene doze se
kre¢u od 2,50 do 3,00 litara po hektru. Treba izbjegavat primjenu po vrucem 1 vjetrovitom

vremenu.

Slika 9. FitoBotryfun.

(izvor: http://www.fitopromet.hr/wwwi/images/stories/virtuemart/product/fitobotryfun3.jpg )
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2.3. BIOPREPARATI

U zastiti bilja dominiraju kemijske mjere borbe, odnosno koristenje kemijskih sredstava
ili pesticida. Pesticidi su razli¢itog kemijskog sastava, toksikoloskih osobina, perzistentnosti i
potencijalni su zagadivaci zivotne sredine. Meduprodukti degradacije ¢esto su perzistentniji od
polaznog spoja, ostaju duze vrijeme u zemljistu ili vodi (podzemne vode), $to moze imati

posljedice i za naredne biljke (Pordevic¢, 2008.).

Spoznaje o riziku pri primjeni (Sovljanski i sur., 2004., 2004.a.; Indi¢ i sur., 2006.) nekih
insekticida i fungicida po potroSaca, Zivotnu sredinu, neuspjeh pri rjeSavanju nekih oboljenja
podzemnih i nadzemnih organa biljaka, brza pojava rezistentnih jedinki u populaciji nekih
Stetnih vrsta, zabrana primjene sintetickih pesticida u vrijeme zrenja i berbe, dovela su do
povecanja interesa i javnosti, | Struke za uvodenje alternatvnih mjera u zastitu bilja, gdje

zasluzeno mjesto nalaze kako bioloski preparati, tako i druge nepesticidne mjere.

Biopesticidi su prirodni neprijatelji Stetoina te ukljuuju primjenu korisnih
mikroorganizama ili produkata njihovog metabolizma, zatim primjenu biljnih ekstrakata,
etericnih ulja. Produkti metabolizma korisnih mikroorganizama su toksini, antibiotici, spore,
biljni hormoni te djeluju antagonistic¢ki na uzro¢nika bolesti, insekte ili korove 1 tako Stite biljku

(Grahovac i sur., 2009.).

Biofungicidi mogu biti na bazi korisnih gljiva, bakterija, kvasaca koji infestiraju i
kontroliraju razvoj biljnih patogena (Anonymous 9.), zatim na bazi eteri¢nih ulja i biljnih
ekstrakata. Sposobnost biofungicida da zastiti domacina od patogena, odrzi se na razliitim
biljkama u razli¢itim uvjetima, osnova je njihovog komercijalnog uspjeha (Kloko¢ar-Smit i

sur., 2006.).
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Mehanizmi djelovanja biofungicida (Topolovec-Pintari¢ i Cvjetkovié¢, 2003.)
Razlikujemo slijede¢e mehanizme djelovanja biofungicida:

a) antibioza
b) inducirana otpornost biljke domacina
c) kompeticija

d) parazitizam

Antibioza je sposobnost inhibicije ili ‘“uniStavanja” biljnih parazita toksi¢nim
produktima metabolizma antagonistickih organizama (bioloski agensi-BA). Toksi¢ni produkti

BA su najéesée antibiotici (Grahovac i sur., 2009.).

Inducirana otpornost se javlja kada se u napadnutoj biljci aktivira obrambeni mehanizam

pa se one same brane od napada uzro¢nika bolesti (Grahovac i sur., 2009.).

Kompeticija podrazumijeva da se korijen biljke domacina (rizosfera) mora naseliti
organizmom koji se primjenjuje za biolosko suzbijanje uzro¢nika bolesti prije nego §to dode do

infekcije patogenom (Grahovac i sur., 2009.).

Parazitizam je sposobnost organizma koji se primjenjuje za biolosku kontrolu da napada
patogeni organizam i njime se hrani, pri ¢emu bioloSki agens mora biti prisutan prije napada

patogena (Grahovac i sur., 2009).

14



2.4. FORMULACIJE BIOPREPARATA I MOGUCNOST PRIMJENE

Formulacija bioloskih preparata zahtijeva veoma dobro poznavanje interakcije
mikroorganizama i objekta suzbijanja. Osnovno je da se preparati mogu proizvoditi na teku¢em
ili poluc¢vrstom supstratu, zatim da ostaju vitalni tijekom ¢uvanja i poslije primjene preparata, i
da ne izgube osobine vazne za biolosko suzbijanje (vitalnost, varijabilnost, selektivnost), kao i
kompatibilnost s tehnologijom primjene. Primjenjuju se u obliku prasiva, vodotopivih granula,
gela, mikrokapsula. Biopreparati sadrzavaju jedan ili v§e mikroorganizama kao aktivnih tvari.
Preparat Polyversum je na bazi Pythium oligandrum, a Trichoshield na bazi Trichoderma

harzianum, T. lignorum, Gliocladium virens, Bacillus subtilis (Kloko¢ar Smit i sur.,2006.).

-« Pagt-zane balance & ccupled with olant growth
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Slika 10. Preparat Trichoshield za suzbijanje botrytisa

(izvor: https://wendell-trading.com/product/nuri-life-tricho-1-kg/#iLightbox[]/0)

Maksimalno dozvoljen broj tretiranja biofungcidima je odreden za svaku biljnu vrstu,

najvedi je za vinovu lozu, osam puta (Anonymous 3).

Bioloska kontrola, odnosno upotreba biopreparata, ima svoje prednosti i mane. U
prednosti ubrajamo ekolosku prihvatljivost, prakti¢nost, sigurnost, primjenjivost u integriranim

sustavima zaStite bilja, u ekoloskoj proizvodnji, dovodi do smanjenja potro$nje kemijskih
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pesticida. Nedostatci se odnose na ograni¢en interes za uporabu, kompleksnu proizvodnju,

slabiji u€inak, nemogucénost eradikativnog djelovanja, uzi krug djelovanja.

2.4.1. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. je gljiva prisutna u gotovo svim tipovima tla. Njezina uloga u
posljednje vrijeme sve vise dobiva na znacaju u podrucju bioloske zastite. Dokazano je da
preferira podru¢ja s velikom koli¢inom zdravog korijenja, koje ujedno poti¢e i na rast
(Romanjek-Fajdeti¢ i sur., 2010.), te se koristi kao antagonisticka gljiva za suzbijanje

fitopatogenih gljiva (Paradikovi¢ i sur., 2000., 2001.; Verma i sur.,2007.).

Trichoderma vrste uobicajeno se koriste u bioloskoj zastiti vinove loze i drugog

kultiviranog bilja od uzroénika bolesti (Elad i Freeman, 2002.; Contreras-Cornejo i sur.; 2014.).

Patogene gljive roda Trichoderm djeluju direktno i indirektno. Antabioza je indirektni
oblik i odnosi se na proizvodnju antibiotika koji prodiru u stanicu domacina. Antibiotici
inhibiraju sintezu stani¢nog zida i povecavaju aktivnost enzima. (Schirmbock i sur., 1994,
Lorito i sur.,1996.). Kompeticija takoder spada u indirektni oblik, gdje se Trichoderma vrste
razli¢itim mehanizmima natje€u s drugim mikroorganizmima za prostor, hranu, nutrijente.
Mikoparazitizam je direktni oblik bio kontrole i predstavlja direktni napad jedne gljive na
drugu.

Slika 11. Mikroskopski prikaz Trichoderma spp.
(izvor: https://de.wikipedia.org/wiki/Trichoderma)
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Trichoderma spp. je do sada pokazala visoku efiksnost u suzbijanju svake patogene
gljive za ¢iju je kontrolu primjenjena. Kao alternativa kemijskoj zaStiti moze se upotrijebiti
biopripravak na osnovi vrste Trichoderma harzianum. T. harzianum je mikoparazit koji je
fitopatogenim gljivicama jak kompetitor, ali se koristi i kao promotor biljnog rasta (Bali¢evic i
sur., 2008.).

Trichoderma harzianum je kontaktni antibiotski fungicid niske toksi¢nosti za ¢ovjeka,

korisne insekte 1 zivotnu sredinu, prikladan za ekoloSku zastitu u vinogradima (Luci¢, 2009.).

Pripravak Trichodex WP je bio jedini registrirani biofungicid u Hrvatskoj i na bazi je
gljivice T. harzianum. Preporucene doze za prskanje vinove loze su od 300 do 400 g u 100 |

vode. Prskanje se obavlja u vrijeme pune cvatnje, a karenca traje 14 dana.

richodex’

Biofungicida a base di
Trichoderma harziamuimr
comtro la Botrite

Slika 12. Pripravak Trichodex na bazi gljivice Trichoderma harzianum

(izvor:http://www.agribio.it/images/trichodex.qgif)

Tifi je preparat na osnovi gljivica Trichoderma atroviride i Glomus intraradices. Sadrzi spore

i micelije navedenih gljivica.
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Slika 13. Preparat Tifi na osnovi gljivica Trichoderma atroviride i Glomus intraradices

(izvor: https://www.grama-trgovina.com/vrt/organska-gnojiva/tifi-mikro-prah-trichoderma-

atroviride-soj-898g-i-glomus-spp/)

2.4.2. Bacillus spp.

Bacillus spp. (lat. bacillus-§tapiéi) su §tapicaste bakterije ili bacili. Stapiéi su zaobljenih
krajeva razlic¢itih veli¢ina 0,3-2,2um — 1,2-7,0 um. Postoje pokretne i nepokretne vrste. Gram
pozitivne su, zive kao aerobi ili fakultativni anaerobi, a karakterizira ih moguénost proizvodnje
enzima ili antibiotika. Ako se nakon diobe Stapi¢i ne razdvajaju, zovu se diplobacili (u paru),
streptobacili (lanac) ili palisade, koje su poredane usporedno (Saharan i Nehra, 2011.).
Sposobnost formiranja spora svrstava ih u grupu isplativih antagonista. Formiraju endosporu
manjeg ili veCeg promjera kao i stanica tako da ne deformiraju zid stanice. Spore su po obliku:
ovalne, cilindricne, bubrezaste, a po poloZaju centralne, subterminalne, terminalne. U
biopreparatima su kao aktivne komponente najzastupljenije vrste: B. subtilis, B. megaterium,
B. pumilusitd (Zivkovi¢,2016.). Bakterije roda Bacillus proizvode snazne antifungalne spojeve,
od kojih su najznacajnija: bacilomicin (Chevanet et al.,1986.), iturin (Yu et al.,2002.), bacilizin,
fengimizin, lipopeptid (Loeffler et al.,1986.) i subtilizin (Valbuzzi et al.,1999.).
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B. subtilis je gram pozitivna Stapicasta bakterija koja se obi¢no nalazi u tlu. Otkrio ju je
1835. godine Christian Gottfried Ehrenberg. 1zvorno je nazvana Vibrio subtilis, dok nije 1872.
godine preimenovana u Bacillus subtilis od strane Ferdinanda Cohna. Smatra se aerobom, a
moze funkcionirati i u anaerobnim uvjetima. Vec¢inu vremena provodi neaktivna, ali kada je je

aktivna proizvodi enzime.

Slika 14. Bacillus subtilis

(izvor: http://engl105spring2016.web.unc.edu/2016/02/bacillus-spp-a-bacterium-that-kills-

nematodes/)
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Slika 15. Spore bakterije Bacillus subtilis

(izvor: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7a/Bacillus_subtilis_Spore.jpg)

Bakterija Bacillus subtilis (soj QST 713), u pripravku SerenadeWP, uspjesno se koristi
za suzbijanje sive plijesni. Serenade WP ima antfungicidno i antibakterijsko djelovanje.
Pogodan je za koristenje u organskim sustavima proizvodnje. Osim toga, stimulira prirodne
mehanizme obrane i pogodan je za rast i razvoj biljke. Primjenjuje se usred cvatnje ili kad je

procvjetalo 50% populacije.
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WP :

/
Slika 16. Pripravak Serenade WP na bazi bakterije Bacillus subtilis

(izvor: http://www.lagrotecnico.it/ita/NewsDett.aspx?IDNews=23)

F-stop pripravak (B. subtilis soj ST 1/111) primjenjuje se za kontrolu razvoja B. cinerea.
Djeluje preventivno, sprjecava klijanje spora, rast i razvoj micelija. Nije kvalificiran kao opasan

i toksi¢an za druge zivotinje, pa se moze koristiti u ekoloskoj zastiti vinograda.

— f' ‘/ =
ferti-lome _ 4

Slika 17. Pripravaka F-stop na bazi bakterije Bacillus subtilis

(izvor: https://www.amazon.com/Fertilome-Stop-Lawn-Garden-Fungicide/dp/BOOFGIRK18)
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2.4.3. Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens je Stapicasta, gram-negativna bakterija, §iroko
rasprostranjena u tlu i vodi. Promjer bakterije 0,5-1,0 um u duzinu, a raste prilicno brzo.
Pokrece se pomocu jednog ili vise polarnih biceva (Migula, 1894.). Ova saprofitska bakterija
je ima dobila zbog sposobnosti proizvodnje fluorescentnog pigmenta. Raste na optimalnoj
temperaturi od 25°C, ali takoder moze prezivjeti i temperature nize od 0°C. Boravi uz korijen
biljaka, od biljke dobiva razli¢ite hranjive tvari, a zauzvrat unistava toksine i zagadivace.
Pomaze biljkama kako bi se zastitile od uzro¢nika infekcija, bakterija i gljivica tako $to stvara
sekundarne metabolite, kao §to su antibiotici i vodikov cijanid. Predstavlja dobru alternativu
sintetickim pesticidima. Pseudomonas fluorescens mobilizira fosfor i povecava tlak biljke i
prinos za 15-29 %. (Migula 1894.). Primjenjuje se sa rizobium bakterijama i pozitivno djeluje
na sve poljoprivredne kulture. Prilagodava se stresnom okolisu i agresivno se natjece S drugim
organizmima (Weller, 1988.). Kako navode Kloepper i sur., (2004), Pseudomonas vrste mogu

povecati prinos za 144%.

Slika 18. Pseudomonas fluorescens

(izvor: http://organicsoiltechnology.com/pseudomonas-fluorescens-phosphate-

solubilization.html)

Pseudomonas fluorescens PTA- CT2 se pokazala dobra kod obrane loze od napada Botrytisa,

jer potiée korijen vinove loze na stvaranje sustavne otpornosti i smanjuje simptome bolesti.
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2.4.4. Thiobacillus spp.

Thiofer je 100% organska tekuc¢ina. Sadrzi Thiobacillus spp. bakterije: T. thioxidans, T.
feroxidans, T. thioparus. Ima niz pozitivnih ucinaka. Potice rast i razvoj biljke, aktivira
mehanizme samoobrane na stres od nepovoljnih ¢imbenika kao $to su: bolesti, Stetnici, visoka
I niska temepratura. Thiofer intenzivira aktivnost metabolizma i povecava sadrzaj vitamina,
Secera, proteina, minerala i osmotskog tlaka u biljci. Bakterije pomazu pri transformaciji
hranjivih elemenata u lako pristupac¢nu formu za biljke, a kao produkt metabolizma osobada se
rusticijan, oksaloctena i piruvi¢na kiselina. Zahvaljujuéi povecanoj koncentraciji osmotsko
aktivnih iona, povecanoj aktivnosti enzima tijekom fotosinteze odrzava se ravnoteza vodnog
potencijala u biljci 1 ona moze lakSe prebroditi stresne uvijete. Na poprskanim biljkama 1
korijenu stvara se nepovoljna klima za razvoj bolesti. Thiofera djeluje repelentno i inhibirajuce

na bolesti i Stetnike.

Slika 19. Thiofer

(izvor:
https://pbs.twimg.com/profile images/424590812618317825/onKKSWv2 400x400.jpeq)
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T. thioxidans su gram negativne Stapicaste bakterije, sa zaobljenim krajevima koje
koriste sumpor kao svoj primarni izvor energije. U prirodi se pojavljuju pojedinacno, Sto je
najéeséi slucaj, ili u parovima. Bezbojne su, oksidirajuce bakterije, a krecu se pomocu polarnih

flagela. Kao mezofilnim bakterijama optimalna temperatura za zivot je 28°C.

Slika 20. T.thioxidans

(izvor:

https://microbewiki.kenyon.edu/images/d/d2/Acidithiobacillus thiooxidans green.png)

T. feroxidans su autotrofne i acrobne bakterije koje se kreéu pomoéu flagele. Zive u
okruzenjima s pH rasponom od 1,5 do 2,5. Spadaju u skupinu termofila, preferiraju temperature

od 45° do 50°C. U tlu su korisne jer polagano ispustaju fosfate i sulfate.

Slika 21. T.feroxidans uvecana 30,000 puta

(izvor:https://microbewiki.kenyon.edu/images/f/f3/A. ferrooxidans image2.jpg)
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T. thioparus, kao i ostale thiobacillus spp bakterije, pomaze kod transformacije
hranjivih elemenata u tlu u lako prisupac¢nu formu za biljke. Oksidiraju sumpor u biljci do lako
pristupacnog sulfata . Sumpor ima veliku vaznost u otpornosti biljaka na visoke temperature i
susu jer odrzava ionsku ravnotezu u protoplazmi. U kiselim tlima, oksidacijskim procesima

djeluju na bolju pristupacnost Fe i sulfata iz minerala u tlu.
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3. ZAKLJUCAK

U intezivnom vinogradarstvu (pojac¢ana gnojidba, visokorodne sorte, bujna lisna masa),
Botrytis cinerea predstavlja jednu od najznacajnih ekonomskih bolesti vinove loze. Osim §to
pokazuje polifagni i ubikvisti¢ni karakter, takoder je poznata i po brzom razvoju rezistentnosti

na fungicide.

U danasnje vrijeme poljoprivreda podlijeze mnogim promjenama, koje se posebno
odnose na zastitu bilja. Kod ljudi sve viSe jaCa svijest o zdravoj hrani i raste potreba za
ekoloskim proizvodima. Takoder je veliki broj pesticida uklonjen iz upotrebe zbog
potencijalnog rizika za ¢ovjekovo zdravlje i okolis. Danas se tezi zastiti bilja, koja ¢e pomocu

antagonistickih i korisnih mikroorganizama stvoriti nepovoljne uvjete za razvoj bolesti.

Biopesticidi podrazumijevaju primjenu korisnih mikroorganizama i produkata njihovog
metabolizma, i mogu se koristiti u ekoloskoj proizvodnji. Najpoznatiji mikroorganizmi koji se
koriste za suzbijanje gljivice Botrytis cinerea su: Trichoderma spp., Thiobacillus spp.,

Pseudomonas fluorescens i Bacillus spp.

Bioloska kontrola osim brojnih prednosti ima i nedostataka, kao $to su nemoguénost

eradikativnog djelovanja, kompleksna proizvodnja, uzi krug djelovanja, slabiji u¢inak.
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5. SAZETAK

Botrytis cinerea danas predstavlja jednu od najvaznijh bolesti koja uvelike smanjuje
prinos, a problemi se nastavljaju i u procesu vinifikacije. Napada sve zelene dijelove, posebno
ako je vlazna ili kiSovita sezona. Narocito je opasna na kultivarima sa zbijenim grozdovima na
kojima se pojavljuje karakteristi¢na sivkasta prevlaka. Prezimljava stvaraju¢i sklerocije, a dva
najveca izvora sklerocija u vinogradu su proSlogodi$nji grozdovi i stabljike koje su zarazene u

jesen prethodne godine.

Kemijsko suzbijanje ove gljivice se nije pokazalo naroCito uspjesno jer je Botrytis
cinerea poznata po brzom razvoju rezistentnosti. Takoder, u svijetu raste potreba za ekoloskim

proizvodima, pa se u zastiti sve vise koriste korisni mikroorganizmi.

Bioloska kontrola, odnosno upotreba biopreparata, ima svoje prednosti i nedostatke. U
prednosti ubrajamo ekolosku prihvatljivost, prakti¢nost, sigurnost, primjenjivost u integriranim
sustavima zastite bilja, u ekoloskoj proivodnji dovodi do smanjenja potrosnje kemijskih
pesticida. Nedostatci se odnose na ogranicen interes za uporabu, kompleksnu proizvodnju,

slabiji u¢inak, nemogucnost eradikativnog djelovanja, kao i uzi krug djelovanja.

U zastiti vinove loze od Botrytis cinerea najcesce se koriste Trichoderma vrste, a
najpoznatiji biopreparat je Trichodex WP. Bacillus spp. su bakterije koje proizvode snazne
antifungalne spojeve i uspjesno se koriste u vinogradarstvu. Pseudomonas fluorescens pomaze
lozi da se zastiti od gljivica, tako §to stvara sekundarne metabolite kao $to su antibiotici,
vodikov cijanid 1 predstavlja dobru alternativu sintetic¢kim pesticidima. Preparati koji sadrze
Thiobacillus spp. vrste pomazu lozi da aktivira mehanizam samoobrane na stres te stvaraju

nepovoljnu mikroklimu za razvoj bolesti.

Kljué¢ne rije€i: Botrytis cinerea, vinova loza, biopreparati, zastita
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6. SUMMARY

Nowadays, Botrytis cinerea stands for one of the most important diseases that affect
yield negatively, while problems in the process of vinification continue. It attacks the green
parts of the plant, especially in humid or rainy seasons. It is especially dangerous on cultivars
with dense grape clusters which appear with recognizable grey covering. It overwinters creating
sclerotia, and the two biggest sources of sclerotia in a vineyard are last year’s grape clusters

and stems that were infected last fall.

Botrytis cinerea is known for its fast development of resistance, hence the chemical
control of this fungus has not been successful. On the other hand, there is a great need for
ecological products in agriculture and that is why helpful microorganisms are more and more

in use.

Biological control, i.e. the usage of bioproducts, has its advantages and disadvantages.
The advantages are: environmental friendliness, practicality, safety, applicability in integrated
plant protection systems, reduction of pesticide usage. The disadvantages are: low interest for

usage, complex production, weaker effect, no eradicative activity.

In grapevine protection from Botrytis cinerea, the most commonly used are
Trichoderma spp, and the best known bioproducts is Trichodex WP. Bacillus spp. are bacteria
which produce powerful antifungal compounds and they are successfully used in viticulture.
Pseudomonas fluorescens can protect vine from fungi creating secondary metabolites such as
antibiotics, hydrogen cyanide and it is a good alternative to synthetic pesticides. Products which
contain Thiobacillus spp. help vine in activating self-defence mechanisms against stress and

create hostile microclimate for disease development.

Key words: Botrytis cinerea, grapevine, bioproduct, protection
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