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Akaricidni i subletalni efekti biopesticida naTetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae)

Rezime

Akaricidni i subletalni efekti komercijalnih preparata biopesticida na bazi oksimatrina, azadirahtina,
spinosada i entomopatogene gljive Beauveria bassiana na obi¢nu grinju-paucinara Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae) ispitivani su u laboratorijskim biotestovima, u cilju kompletiranja profila njihove
bioloske aktivnosti kao osnove za definisanje odrzive strategije primene. Biotestovi su izvedeni na temperaturi
27+2°C i relativnoj vlaznosti 50-70% uz fotoperiod svetlo/tama 16h/8h. Biopesticidi su aplicirani prskanjem
lisnih isecaka (prec¢nika 30 mm) ili celih primarnih listova pasulja, postavljenih adaksijalno u Petri sudove,
pomocu aparata Potter Tower (2 ml teénosti, pritisak 100 kPa, vodeni depozit 2,7 mg/cmz). Toksi¢nost
biopesticida za Zivotne stadijume T. urticae ocenjena je izvodenjem biotestova u kojima su jaja, juvenilni
stadijumi (larve, protonimfe, Zenke deutonimfe) ili odrasle preovipozicione Zenke tretirane serijom simetricno
rasporedenih koncentracija, a dobijeni podaci obradeni postupkom probit-analize. Nijedan od ispitivanih
biopesticida nije uzrokovao znacajnu ovicidnost, ve¢ je akaricidni efekat nastao usled rezidualnog delovanja
zivotni stadijum. Direktno tretiranje preovipozicionih Zenki preparatima na bazi azadirahtina i B. bassiana
uzrokovaloje RO-efekat (,,run-off*-efekat: napustanje tretirane povrsine) kao dominantan u odnosu na smrtnost.
Vrednosti LCy, za preparat na bazi oksimatrina bile su znatno nize od koncentracije preporucene za primenu (2
ml/l), dok su kod spinosada bile vise od preporucenih koncentracija (60-300 mg/l). Vrednosti LCq, za azadirahtin
bile su niZe a vrednosti ECyy za RO-efekat ovog biopesticida visa od preporucene koncentracije (50 mg/l a.m.).
U biotestovima sa preparatom na bazi B. bassiana sve LC/ECy, vrednosti (osim za LCgyq za larve) bile su vise od
preporucene koncentracije (3 ml/l). Repelentnost i ovipoziciona deterentnost biopesticida ocenjena je
izvodenjem biotesta sa moguénoscéu izbora u kojem su preovipozicione Zenke postavljane na centralni nerv lista
¢ija je samo jedna polovina tretirana; broj Zenki i broj polozenih jaja utvrdivani su posebno na tretiranoj i
netretiranoj polovini lista posle 24, 48 i 72 h. Znad¢ajne repelentne i deterentne efekte (posle 24 h i kumulativno
za ceo period) uzrokovale su serije koncentracija preparata na bazi oksimatrina (0,5-2 ml/l), azadirahtina (1,56-
50 mg/l a.m.) i B. bassiana (0,82-7 ml/l). Efekti biopesticida na Zivotne parametre i populacioni rast T. urticae
ocenjeni su izvodenjem dve varijante biotesta u kojima su Zenke koje su prezivele tretiranje u stadijumu jajeta
starosti do 24 h i izloZenost reziduama tokom juvenilnog razvica (prva varijanta) ili preovipozicionom periodu
(druga varijanta) prebacene na netretiranu povrsinu na kojoj su tokom perioda od sedam dana dnevno utvrdivani
broj poloZenih jaja i broj zivih Zenki.Preparat na bazi oksimatrina (0,025-0,1ml/l) znacajno je redukovao
fekunditet, duzinu Zivota Zenki i trenutnu stopu rasta (r;), posebno u drugoj varijanti gde je zabeleZena negativna
rivrednost. Znacajna redukcija ovih parametara zabeleZzena je i u biotestovima sa preparatima azadirahtina (prva
varijanta: 3,75-15 mg/l a.m; druga varijanta: 17,5-70 mg/l a.m.), spinosada (60-240 mg/l a.m.) i B. bassiana (1,5-
6 mi/l).

Efekti biopesticida na prirodnu stopu rasta (ry,) i druge demografske parametre T. urticae ocenjeni su
formiranjem tabela Zivota sa podacima o uzrasno-specificnim stopama prezivljavanja i fertiliteta (produkciji
zenkog potomstva) Zenki prezivelih tretiranje u stadijumu jajeta starosti do 24 h (prva varijanta) ili
preovipozicionom periodu (druga varijanta). Demografski biotestovi sa preparatima oksimatrina (0,05 ml/l),
azadirahtina (prva varijanta: 7,5 mg/l a.m; druga varijanta: 35 mg/l a.m.) pokazali su da ovi biopesticidi redukuju
populacioni rast redukujuéi fertilitet i stope prezivljavanja, ali i usporavajuéi juvenilno razvice jedinki ispiljenih
iz tretiranih jaja. Znacajna redukcija demografskih parametara zabelezena je i u obe varijante biotesta sa
preparatom na bazi B. bassiana (3 ml/l). Preparat spinosada (120 mg/l a.m.) takode je zna¢ajno redukovao
demografske parametre nakon tretiranja u preovipozicionom periodu, dok je tretiranje u stadijumu jajeta
poveéalo ry, vrednost prezivelih jedinki, zahvaljujuci ve¢em fertilitetu na pocetku perioda reprodukcije tretiranih
zenki. Dobijeni rezultati razmatrani su u kontekstu populacione strukture i dinamike T. urticae kao
kolonizirajuce vrste i heterogene distribucije aktivne materije u uslovima prakti¢ne primene.

Kljuéne reci: T. urticae, biopesticidi, oksimatrin, azadirahtin, spinosad, B. bassiana, toksi¢nost,
subletalni efekti, populacioni rast

Nauéna oblast: Biotehnicke nauke
UZa nauéna oblast :Fitomedicina
UDK: 632.951: 632.752(043.3)



Acaricidal and sublethal effects of biopesticides on Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae)

Abstract

Acaricide and sublethal effects of several commercial biopesticide products based on oxymatrine,
azadirachtin, spinosad and the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana on the two-spotted spider mite
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) were examined in laboratory bioassays in order to round off a
profile of their biological activity as a basis for defining a sustainable application strategy. Bioassays were
performed at 27+2°C temperature, 50-70% relative humidity and 16h/8h light/dark photoperiod. The
biopesticides were sprayed on bean leaf discs (30 mm in diameter) or intact leaves positioned adaxially in Petri
dishes using a Potter Tower device (2 ml liquid, 100 kPa pressure, 2.7 mg/cm? water deposit). Toxicity of the
biopesticides to different stages of T. urticae mites was assessed in bioassays in which eggs, juvenile stages
(larvae, protonymphs, female deutonymphs) or adult preovipositing females were treated with a series of
symmetrical concentrations, and the data were processed by probit analysis. None of the investigated
biopesticides caused a significant ovicide effect, while acaricide effects resulted from their residual effects on
larvae hatched from the treated eggs. In all bioassays, directly treated larvae were found the most sensitive life
stage. Direct treatment of preovipositing females with azadirachtin and B. bassiana products caused a run-off
effect which was dominant compared to mortality. The LCq values of the oxymatrine product were significantly
lower than its recommended concentration (2 ml/l), while those of spinosad were higher than the recommended
concentration (60-300 mg/l). Azadirachtin LCqq values were lower and those of its RO-effect higher than the
recommended concentration (50 mg/l a.i.). In B. bassiana bioassays, all LC/ECg, values (except LCgy, for larvae)
were higher than the recommended concentration (3 ml/l). Repellence and ovipositional deterrence of the
biopesticides were assessed in bioassays in which preovipositing females were offered a choice by releasing
them onto the central nerve dividing each leaf into a treated and untreated half; and the number of females and
eggs were counted on each half after 24, 48 and 72 h. Significant repellent and deterrent effects (after 24 h and
cumulative over the entire period) were caused by oxymatrine (0.5-2 ml/l), azadirachtin (1.56-50 mg/l a.i.) and
B. bassiana (0.82-7 ml/l) concentration series. Biopesticide effects on the life-table parameters and population
growth of T. urticae were evaluated by conducting two variants of bioassay in which females that survived
treatment at the 24h-old egg stage and were exposed to residues over their entire juvenile development (first
variant) or during preovipositing period (second variant) were transferred to untreated surface on which the
number of eggs they laid and live females were counted daily for seven days. The oxymatrine product (0.025-
0.1ml/l) significantly reduced fecundity, life span and instantaneous rate of increase (r;), particularly in the
second variant, in which a negative ri was found. Significant reduction in these parameters was also detected in
bioassays testing azadirachtin (first variant: 3.75-15 mg/l a.i; second variant: 17.5-70 mg/l a.i.), spinosad (60-240
mg/l a.i.) and B. bassiana (1.5-6 ml/I).

The effects of the biopesticides on intrinsic rate of increase (r,,) and other demographic parameters of T. urticae
were assessed by constructing life-tables that included age-specific survival and fertility rates (female offspring
production) of females that survived treatment at the egg stage of up to 24 h (first variant) or during
preoviposition (second variant). Demographic bioassays with oxymatrine (0.05 ml/l) and azadirachtin (first
variant: 7.5 mg/l a.i; second variant: 35 mg/l a.i.) showed that these two biopesticides reduced population growth
by suppressing fertility and survival rates, but also by slowing down the juvenile development of mites hatched
from treated eggs. Both bioassay variants testing B. bassiana (3 ml/l) also showed significant reductions in
demographic parameters. Spinosad (120 mg/l a.i.) also significantly reduced those parameters after treatment at
the preovipositing period, while treatment at the egg stage increased the r,, values of the surviving mites, owing
to the higher fertility of treated females at the beginning of reproduction. The results were discussed in terms of
population structure and dynamic of T. urticae as a colonizing species and the heterogenous distribution of active
ingredients under practical conditions.

Keywords: T. urticae, biopesticides, oxyimatrine, azadirachtin, spinosad, B. bassiana, toxicity, sublethal effects,
population growth

Field of science:Biotechnical science
Branch of science:Phytomedicine
UDC: 632.951: 632.752(043.3)
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1. UVOD

Obicna grinja paucinar, Tetranychus urticae Koch (Acari:Prostigmata, Tetranychidae)
najpoznatija je i ekonomski najznacajnija fitofagna grinja. Ovo je izrazito polifagna i
mnoge poljoprivredne kulture (Migeon i Dorkeld, 2015) rekorder medu tetranihidama. Obi¢na
grinja paucinar naro¢ito je znacajna u staklenicima i plastenicima, gde se redovno sre¢e kao
jedna od kljucnih Stetnih vrsta (Zhang, 2003; Petanovi¢ i Vidovi¢, 2009; Petanovié et al.,
2010; Hoy, 2011).

Primena specifi¢nih akaricida i insekticida sa akaricidnim delovanjem dominantan je
nacin suzbijanjagrinja-paucinara decenijama unazad. Usled izuzetnog prirodnog potencijala
za brz razvoj rezistentnosti i ne uvek dovoljno promisljene strategije hemijskog suzbijanja,
rezistentnost T. urticaei drugih tetranihida na akaricide postala je globalni fenomen (Cranham
i Helle, 1985; Croft i Van de Baan, 1988; Knowles, 1997; Van Leeuwen et al., 2009).
Pocetkom 2016. godine, baza podataka APRD (,,Arthropod Pesticide Resistance Database®) -
veoma znacajan izvor za sagledavanje fenomena rezistentnosti artropoda na pesticide na
globalnom nivou - sadrzala je 871 izvesStaj o rezistentnosti 24 vrste tetranihida, od ¢ega 508
izveStaja o rezistentnosti T. urticae. Autori ove baze podataka kreirali su i listu "top 20"
rezistentnihartropoda, rangiranih na osnovu broja akaricidnih jedinjenja sa dokumentovanom
rezistentnoS¢u (Whalon et al., 2008, 2016), na kojoj ova vrsta zauzima prvo mesto sa 94
jedinjenja.

Od prve raSirenije pojave rezistentnih populacija tetranihida 50-tih godina proslog
veka, hemijska industrija nastoji da prevazide problem rezistentnosti razvojem i uvodenjem u
primenu akaricida sa novim mehanizmima delovanja (Cranham i Helle, 1985; Knowles, 1997;
Dekeyser, 2005; Marcié, 2012). Nove aktivne materije akaricida danas se razvijaju i uvode u
primenu u uslovima sve vefeg pritiska javnog mnjenja za smanjenjem ekoloskih 1
zdravstvenih, odnosno sve ostrijih toksikoloSkih i ekotoksikoloskih kriterijumakoje postavlja
zakonska regulativa. U Evropskoj Uniji, kao rezultat primene Direktive 91/414 i Regulative
1107/2009, od preko 100 sintetskih aktivnih materija akaricida svega dvadesetak dobilo je
odobrenje za stavljanje u promet (EU, 2016). Problem rezistentnosti, relativno ogranicene
mogucnosti izbora novih aktivnih materija i javni zahtevi za smanjenjem zdravstvenih i
ekoloskih rizika, reaktuelizovali su znacaj biopesticida kao alternative sintetskim jedinjenjima

(Copping i Menn, 2000; Bailey et al., 2010; Chandler et al., 2011). Regulativa 1107/2009



podsti¢e kori$éenje aktivnih materija niskog rizika i daje poseban status alternativama za
sintetske pesticide, $to ide u prilog uvodenju u primenu biopesticida (Villaverde et al., 2014).

Prikupljanje osnovnih podataka o efektima akaricida (biopesticida) na T. urticae u
laboratorijskim biotestovima prvi je korak u ispitivanju moguc¢nosti njihove primene za
suzbijanje populacija ove Stetne vrste. Pored osnovnog bioloskog profila toksi¢nosti za
razli¢ite stadijume, za procenu ukupnog ucinka akaricida potrebno je izvrSiti i evaluaciju
odgovor na nivou populacije (Robertson i Worner, 1990; Stark et al., 1997; Stark i Banks,
2003). Heterogena distribucija aktivne materije, $to je Cest slucaj prilikom prakti¢ne primene
pesticida, omogucéava oporavak populacije na netretiranoj ili slabije tretiranoj povrSini lista,
koji zavisi od reproduktivne sposobnosti Zenki koje izbegnu ili prezive tretiranje (Saenz-de-
Cabezon Irigaray i Zalom, 2009; Martini et al., 2012). S druge strane, adaptivna strategija T.
urticae kao kolonizujuce vrste zasnovana je na visokoj reprodukciji mladih oplodenih Zenki
koje su glavni stadijum disperzije na nove povrsine. Populacije ove vrste su u prirodi ¢esto
blizu stabilne uzrasne strukture koju ¢ini priblizno 65% jaja, 25% juvenilnih stadijuma i 10%
adulta (Carey, 1982; Sabelis, 1985; Li i Margolies, 1993; Saito, 2010). Radi §to pouzdanije
procene ucinka akaricida rezultate biotestova letalnih i subletalnih efekata treba posmatrati i
tumaciti u ovom kontekstu.

Cilj ove doktorske disertacije je evaluacija akaricidnih i subletalnih efekata preparata
na bazi oksimatrina, azadirahtina, spinosada i entomopatogene gljive Beauveria bassiana na
T. urticae (sa posebnim osvrtom na ocenu efekata u kontekstu populacione biologije ove
vrste), kao polazne osnove za definisanje odrzive strategije prakticne primene ispitivanih

biopesticida.



2. PREGLED LITERATURE

Ne postoji opSte prihvacena definicija pojma biopesticid. Prema nekim autorima
(Eilenberg et al., 2001; Glare et al., 2012) ovaj pojam obuhvata samo zive (mikro)organizme.
Sira definicija biopesticida (Bailey et al., 2010; Chandler et al., 2011) podrazumeva
komercijalna sredstva za zastitu bilja napravljena od zivih organizama ili njihovih proizvoda
koja se prema vrsti agensa/aktivne materije dele na mikroorganizme (bakterije, gljive,
oomicete, virusi, protozoe), biohemikalije (sekundarni metaboliti mikroorganizama i biljaka i
drugi prirodni proizvodi) i semiohemikalije (feromoni i alelohemikalije). U literaturi se Cesto
sre¢u i nazivi mikrobioloski pesticidi, za biopesticide na bazi mikroorganizama, mikopesticidi
(mikoinsekticidi), za mikrobioloske pesticide na bazi entomopatogenih gljiva, i botanicki
pesticidi (botanicki insekticidi), za biopesticide ¢ije su aktivne materije sekundarni metaboliti
biljaka (Isman, 2006; Faria i Wraight, 2007; Chandler et al., 2011; Miresmailli i Isman, 2014).

Kao komparativne prednosti biopesticida u odnosu na sintetske pesticide najcesce se
navode njihova niza toksicnost za sisare, minimalne ili nulte karence, ve¢a bezbednost za
neciljane organizme i zivotnu sredinu, mali rizik za razvoj rezistentnosti, kompatibilnost sa
organskom proizvodnjom. S druge strane, u nedostatke biopesticida ubrajaju se mala
perzistentnost, sporije delovanje, veca osetljivost na nepovoljne ekoloske uslove, problemi u
vezi sa standardizacijom i formulisanjem (Copping i Menn, 2000; Chandler et al., 2011;
Regnault-Roger et al., 2012; Miresmailli i Isman, 2014; Villaverde et al., 2014). Biopesticidi
¢ine svega 4-5 % globalnog trzista pesticida ali se procenjuje da bi ovaj udeo u narednih
desetak godina mogao da se poveca na oko 20 % (Isman, 2015). U daljem tekstu bice vise reci
samo o0 botanickim i pesticidima mikrobioloskog porekla (mikroorganizmima i njihovim

proizvodima) koji poseduju insekticidna i akaricidna svojstva.

2.1. Botani¢ki insekticidi i akaricidi

Razli¢iti proizvodi biljnog porekla, kao sto su rotenon (izoflavonoid iz korena i
rizoma tropskih leguminoza iz rodova Derris, Lonchocarpus i Tephrosia) i piretrum
(oleoresin iz cvetova dalmatinskog buhaca, Chrysanthemum cinerariafolium, mesavina estara
hrizantemske i piretrinske kiseline) ve¢ decenijama se nalaze se u upotrebi, ukljucujuéi i
suzbijanje tetranihida i drugih fitofagnih grinja (Copping i Menn, 2000; Isman, 2006).
Etarska ulja, sekundarni metaboliti aromati¢nih biljaka iz familija Asteraceae, Apiaceae,

Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae i drugih, kompleksne mesavine ¢ije su glavne komponente



terpenoidi, takode su vazan izvor prirodnih proizvoda sa pesticidnim delovanjem (Isman,
2006; Regnault-Roger et al., 2012). lako rezultati laboratorijskih ispitivanja akaricidnog
delovanja pokazuju veliki potencijal etarskih ulja i njihovih komponenti kao biopesticida, na
trzistu nema mnogo komercijalnih preparata namenjenih suzbijanju tetranihida. Primeri
uspesne komercijalizacije su preparati na bazi etarskih ulja ruzmarina, karanfilica, cimeta,
timijana, semena pamuka, korovske biljke centralnoamerickog porekla Chenopodium
ambrosioides (Chiasson et al., 2004; Copping i Duke 2007; Cloyd et al., 2009; Attia et al.,
2013). Postoje i komercijalne formulacije sa akaricidnim delovanjem na bazi drugih biljnih
ekstrakata kao sto su masne kiseline, ulja soje, uljane repice, kanole (Copping i Menn, 2000;
Lancaster et al., 2002; Copping i Duke 2007; Cloyd et al., 2009; Mar¢i¢ et al., 2009).

Jedan od najpoznatijih botanickih pesticida je limonoid azadirahtin, primarna aktivna
materija u ekstraktima, uljima i drugim derivatima dobijenim iz semena tropske biljke
Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) (,the Indian neem tree). Azadirahtin je snazan
prirodni antifidant (deterent ishrane) i regulator rasta i razvi¢a insekata, efikasan protiv Stetnih
vrsta Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera, Thysanoptera i drugih. Smatra se da azadirahtin
uzrokuje dve vrste antifidantnih efekata: primarne, koji nastaju delovanjem na gustatorne
hemoreceptore (pre svega kod gusenica Lepidoptera) i sekundarne, koji su posledica
fizioloskih poremecaja nakon apsorpcije azadirahtina preko integumenta ili ingestijom. Pored
antifidantnih efekata koji uzrokuju smrtnost indirektno, azadirahtin deluje na neuro-endokrini
sistem naruSavajuéi procese rasta, razvica i presvlacenja $to ima za ishod malformacije i
uginu¢e organizma. Takode, azadirahtin uzrokuje i sterilnost ili redukciju fekunditeta
tretiranih Zenki (Schmutterer, 1990; Mordue [Luntz] 1 Blackwell, 1993; Mordue [Luntz] et al.,
2010). Ispitivanja osetljivosti tetranihida u laboratorijskim biotestovima pokazala su da
proizvodi na bazi azadirahtina poseduju znacajna akaricidna svojstva (Mansour et al., 1993,
1997; Kashenge i Makundi, 2001; Tsolakis et al., 2002; Brito et al., 2006; Knapp i Kashenge,
2003; Duso et al., 2008).

Od pocetka komercijalizacije sredinom 80-tih godina proSlog veka na trziStu se
pojavio veliki broj preparata na bazi azadirahtina razlicitih po geografskom poreklu, sadrzaju
aktivne materije, tipu formulacije, $to utice na njihova pesticidna svojstva (Copping i Duke
2007; Gahukar, 2014). Preparat NeemAzal-T/S,proizvod druge generacije, formulisan je od
NeemAzal-a, koncentrovanog i standardizovanog ekstrakta dobijenog procesom ekstrakcije
kojim se iz semena izdvaja aktivna materija ali ne i ulje (Kleeberg, 2004). Ovaj preparat je u
Evropskoj Uniji odobren prema Regulativi 1107/2009 (EU, 2016). O akaricidnim efektima

preparata NeemAzal-T/S ima malo podataka iz laboratorijskih biotestova: uglavnom je re¢ o
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smrtnosti zabeleZzenoj nakon tretiranja jaja ili odraslih Zenki T. urticaeaplikacijom 3-4
koncentracije (Mironova i Khorkhordin, 1997; Kim et al., 2000; Basha i Kelany, 2001);
jedino su Dimetry et al. (2008) izracunali LC vrednosti postupkom probit analize.

Relativno malom broju novih komercijalnih botanic¢kih pesticida poslednjih godina
pridruzio se i preparat Kingbo, ¢ija je aktivna materija oksimatrin, alkaloid hinolizidin
dobijen iz biljke Sophora flavescens Ait. (Fabaceae). Osuseni koren ove biljke poznat je u
kineskoj tradicionalnoj medicini pod nazivom Ku Shen. Preparat sadrzi i psoralen,
furanokumarin najviSe prisutan u biljkama iz familija Apiaceae, Rutaceac, Moraceae i
Fabaceae. Hinolizidini i furanokumarini imaju ulogu u odbrani biljaka kao deterenti ishrane
fitofagnih artropoda (Wink, 1992; Berdegué et al., 1997; Wittstock i Gershenzon, 2002;
Shields et al., 2008). Ekstrakti S. flavescensi proizvodi na bazi oksimatrina pokazali su se i
kao toksi¢ni za razlicite vrste insekata (Lou et al., 1997; Yuan et al., 2004: Kim et al., 2005;
Liu et al., 2007; Mao i Henderson, 2007; Abd EI-Mageed i Shalaby, 2011) i imaju prakti¢nu
primenu kao pesticidi (Zheng et al., 2000; Fu et al., 2005; Marrone et al., 2008). Podataka o
toksi¢nosti za tetranihide ima malo. Kim et al. (2005) utvrdili su da ekstrakt S.
flavescensprimenjen u koncentraciji 0,1 ml/l uzrokuje smrtnost zenki T. urticae od 80 %, dok
su Wang et al. (2009) izracunali da vrednost LCsy kombinacije oksimatrin+psoralen za T.
cinnabarinus iznosi 146 mg/l. Psoralen takode ispoljava insekticidno delovanje (Diawara et
al., 1993); o eventualnim akaricidnim efektima ovog jedinjenja, nezavisno od kombinovanja
sa oksimatrinom, nema dostupnh podataka.

Preparati na bazi kombinacije oksimatrina i psoralena pokazuju visok potencijal kao
alternativa sintetskim akaricidima (Wang et al., 2010; Mar¢i¢ et al., 2012b). Medutim, da bi
bili registrovani na trziStima razvijenih zemalja (SAD, Evropska Unija, zemlje OECD-a) ovi
preparati treba da zadovolje visoke toksikoloSke i ekotoksikoloske standarde. Regulatorni
kriterijumi ovih zemalja mogu da budu prepreka za registraciju pre svega zbog psoralena,
fotoreaktivnog jedinjenja ¢iji se metoksi derivati koriste u fotohemoterapiji psorijaze UV

zracenjem 1 povezuju sa pojavom raka koze (Stern, 2012).

2.2. Insekticidi i akaricidi mikrobioloskog porekla

Sekundardni metaboliti zemlji$nih aktinomiceta predstavljaju vaZzan izvor za dobijanje
novih biopesticida. Makrocikli¢ni laktoni abamektin (fermentacioni proizvod Streptomyces
avermitilis) i milbemektin (fermentacioni proizvod S. hygroscopicus subsp. aureolacrimosus)
globalno su poznati primeri uspeSne komercijalizacije insekticida i akaricida prirodnog

porekla (Lasota i Dybas, 1991). Noviji slican primer biopesticida mikrobioloskog porekla je
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spinosad, mesavina spinosina A i D, sekundardnih metabolita Saccharopolyspora spinosa,
uveden u primenu kao insekticid za suzbijanje Stetnih vrsta iz redova Lepidoptera, Coleoptera,
Diptera, Thysanoptera i drugih (Thompson et al., 2000; Copping i Duke, 2007). Spinosad je
neurotoksicni insekticid, alosteri¢ni modulator nikotinskih receptora acetilholina koji uzrokuje
hiperekscitaciju nervnog sistema i paralizu insekata (Sparks et al., 2012). Spinosad je odobren
u Evropskoj Uniji prema Regulativi 1107/2009 (EU, 2016).

Populacije tetranihida izlozene su delovanju spinosada prvenstveno u staklenicima,
gde se ovaj insekticid dosta Kkoristi za suzbijanje Frankliniella occidentalis i drugih vrsta
tripsa na povréu i ukrasnom bilju (Jones et al., 2005; Rahman et al., 2011). Neki preparati na
bazi spinosada registrovani su i za suzbijanje tetranihida, ali u koncentracijama ve¢im od onih
koje su preporucene za suzbijanje insekata (Holt et al., 2006). Podaci o akaricidnim
svojstvima spinosada su protivre¢ni. Cowles (1998), Tjosvold i Chaney (2001) i Cote et al.
(2002) izvestili su o niskoj ili zanemarljivoj toksi¢nosti/efikasnosti razli¢itih formulacija ovog
biopesticida u laboratorijskim biotestovima odnosno ispitivanjima efekata suzbijanja. S druge
strane, postoje i izvestaji o znacajnim akaricidnim efektima spinosada. Van Leeuwen et al.
(2005) utvrdili su da je nivo akutne toksicnosti spinosada za direktno tretirane zenke T.
urticae uporediv sa toksi¢nos¢u dikofola, fenbutatin-oksida i jo$ nekih sintetskih akaricida
starije generacije, dok je u poredenju sa novijim akaricidima znatno nizi. Ismail et al. (2007)
zabelezili su sli¢an nivo osetljivosti direktno tretiranih zenki, dok su Villanueva i Walgenbach
(2006) utvrdili da su larve i Zzenke ove vrste osetljive na rezidualno delovanje spinosada
primenjenog u relativno visokim koncentracijama. Van Leeuwen et al. (2005) su takode
pokazali da spinosad postize visoku efikasnost u suzbijanju T. urticae primenjen sistemi¢no
za zalivanje biljaka paradajza, ali i da nivo efikasnosti zavisi od vrste supstrata.

Mikoinsekticidi i mikoakaricidi formulisani na bazi konidija, blastospora i drugih
zivih propagula entomo- i akaropatogenih gljiva kao aktivnih materija, takode su potencijalno
efikasna alternativa sintetskim hemijskim akaricidima (Faria i Wraight 2007; Maniania et al.
2008). Gljive koje se najc¢esce javljaju kao specifi¢ni prirodni patogeni tetranihida, inficirajuci
grinje 1 uzrokuju¢i epizootije u povoljnim ekoloskim uslovima, pripadaju rodovima
Neozygites 1 Hirsutella, sa najznacajnijim vrstama Neozygites floridana i Hirsutella
thompsonii (Chandler et al., 2000). Komercijalizacija ovih vrsta kao kontrolnih agenasa,
medutim, ograni¢ena je potesko¢ama povezanim sa njihovom produkcijom in vitro. Znatno
veéi uspeh postigli su mikopesticidi na bazi gljiva iz rodova Beauveria, Metarhizium,
Isaria(=Paecilomyces) i Lecanicillium (=Verticillium) (Ascomycota:Hypocreales) koje imaju

Sirok spektar ekoloskih domacdina ukljucujuéi i tetranihide, mnogo lakSe se masovno
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proizvode, formulisu i apliciraju (Faria i Wraight 2007; Maniania et al., 2008; Wekesa et al.,
2015). Posmatrano pojedinacno, relativno najveéi broj savremenih mikoakaricida formulisan
je na bazi konidija vrste Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Sojevi ATCC 74040 i
GHA ove vrste odobreni su u Evropskoj Uniji prema Regulativi 1107/2009 (EU, 2016).

Entomopatogene gljive iz reda Hypocreales su hemibiotrofni organizmi koji prolaze
kroz parazitnu fazu u zivom domacinu i saprofitnu fazu na leSu domacina. Njihove hidrofobne
konidije pri¢vr§éuju se za kutikulu insekata/grinja, klijaju i prodiru u telo domacina, u kojem
se umnozavaju formirajuci blastospore, unistavajuci unutrasnje strukture organizma domacina
i uzrokuju¢i smrt. Nakon smrti domacina, blastospore se transformiSu u miceliju koja se
pojavljuje kroz kutikulu i formira spore; sporulacija se deSava samo u uslovima visoke
relativne vlaznosti (Charnley i Collins, 2007; Ullah i Lim, 2015).

Laboratorijske studije patogenosti/toksi¢nosti gljiveB. bassiana za T. urticae i druge
tetranihide (Chandler et al., 2005; Maniania et al., 2008; Shi et al., 2008; Seiedy et al., 2010;
Bugeme et al., 2014; Seyed-Talebi et al., 2014; Ullah i Lim, 2015) pokazale su da poreklo
izolata 1 sojeva, nacin formulisanja (eksperimentalne suspenzije konidija ili komercijalne
formulacije), kao 1 relativna vlaznost vazduha 1 drugi abioti¢ki faktori znacajno uti¢u na
stepen i efekte infekcije.Testiranje akaricidnih efekata na T. urticae preparata Naturalis-L,
koji sadrzi konidije soja ATCC 74040, bilo je predmet nekoliko radova. Saenz-de-Cabezon
Irigaray et al. (2003) ispitivali su osetljivost razli¢itih razvojnih stadijuma i izracunali LCsyg i
LCyo vrednosti postupkom probit-analize, dok su Chandler et al. (2005), Castagnoli et al.
(2005) 1 Duso et al. (2008) ispitivali akaricidnost nakon tretiranja Zenki samo jednom
koncentracijom preparata; Castagnoli et al. (2005) i Duso et al. (2008) takode su testirali i
ovicidnost preparata Naturalis-L.

2.3. Subletalni efekti i populaciona toksikologija akaricida

Na osnovu poznavanja parametara akutne toksi¢nosti dobijenih analizom podataka
koncentracija-smrtnost tesko je proceniti ukupan u¢inak pesticida (akaricida) izmedu ostalog
i zbog toga $to, pored smrtnosti, pesticidi uzrokuju i razli¢ite subletalne efekte (Moriarty,
1969; Haynes, 1988; Robertson i Worner, 1990; Stark i Banks, 2003). Pod subletalnim
efektima ovde podrazumevamo promene ponasanja i/ili parametara zivotne istorije jedinki
prezivelih izlaganje dozama/koncentracijama pesticida koje mogu da budu letalne (u opsegu
koji uzrokuje stopu smrtnosti ve¢u do prirodne) ili subletalne (ispod ovog opsega). U

uslovima prakti¢ne primene distribucija pesticida na tretiranim biljkama moze da bude veoma



heterogena, $to stvara mogucnost da deo populacije bude izloZen razli¢itim dozama akaricida,
ukljucujuéi i subletalne. Posledice promena na pojedina¢nim organizmima mogu da se ispolje
na viSim hijerarhijskim nivoima kao §to su populacije i zajednice (Desneux et al., 2007;
Martini et al., 2012; Guedes et al., 2016).

O promenama ponasanja tetranihida koje uzrokuju akaricidi u literaturi ima dosta
podataka. Pojacana lokomotorna aktivnost i repelentni efekti (izbegavanje kontakta sa
reziduama, disperzija sa tretiranih povrsina, preferencija netretiranih povrsina) zabelezeni su
kao odgovor tetranihida na razlicite sintetske akaricide i insekticide, najviSe na neurotoksi¢na
jedinjenja kao $to su piretroidi (Penman i Chapman, 1988; Holland i Chapman, 1994, 1995;
Bowie et al., 2001). Akaricidi takode deluju i kao deterentni ishrane i ovipozicije tetranihida,
inhibirajuéi ili redukujuéi ishranu i polaganje jaja na povr§inama na kojima se ove aktivnosti
inace normalno odvijaju (Iftner et al. 1986; Kolmes et al., 1990, 1991; Holland et al., 1994;
Bowie et al., 2001). Repelentni i/ili deterentni efekti karakteristi¢ni su za mnoge sekundarne
biljne metabolite sa akaricidnim delovanjem, kao $to su etarska ulja i/ili njihove komponente:
u biotestu sa mogucénoscéu izbora izmedu tretirane 1 netretirane polovine lista (,,two choice*
biotest) po pravilu se belezi znaajno veci broj Zenki i poloZzenih jaja na netretiranoj u
poredenju satretiranom polovinom (Antonious i Snyder, 2006; Miresmailli i Isman, 2006;
Kumral et al., 2010; Roh et al., 2011, 2013; Araujo et al., 2012).

Azadirahtin, jedan od najmoc¢nijih deterenata ishrane insekata (Mordue [Luntz] et al.,
2010), takode redukuje i ishranu tetranihida (Sundaram i Sloane, 1995; Dabrowski i
Seredynska, 2007). Repelentni efekti azadirahtinana T. urticae, koji se ¢esto beleze nakon
direktnog tretiranja i/ili izlaganja reziduama (Mansour et al., 1993, 1997; Kashenge i
Makundi; Dabrowski i Seredynska, 2007) kao i u biotestovima sa moguc¢nos§cu izbora izmedu
tretirane i netretirane povrsine (Dimetry et al., 1993; Sundaram i Sloane, 1995; Tsolakis et al.,
2002; Knapp i Kashenge, 2003; Brito et al., 2006) verovatno su sekundarna posledica
deterentnog delovanja ovog biopesticida.

Akaricidi menjaju 1 vrednosti parametara Zivotne istorije tetranihida, medu kojima su
najznacajniji fekunditet, fertilitet, duzina zivota zenki, brzina razvic¢a. Fekunditet, definisan
kao broj polozenih jaja (za razliku od fertiliteta - broja ispiljenih jaja) parametar je koji se
uvek prati prilikom testiranja subletalnih efekata. Ovaj parametar moze da bude iskazan i kao
neto vrednost, integracijom podataka o reprodukciji i prezivljavanju zenki (Carey, 1993).
Redukcija fekunditeta cesta je posledica kontakta sa akaricidima i insekticidima odraslih
zenki tetranihida (Zhang i Sanderson, 1990; Holland et al., 1994; Bowie et al., 2001; Kim i
Yoo, 2002; Marci¢, 2007; Marci¢ et al., 2010; Pozzebon et al., 2011), ali se belezi i nakon
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tretiranja u nekom od preadultnih stadijuma (He et al., 2011; Mar¢i¢ et al., 2010; Wang et al.,
2014). Efekat koji u ,,two-choice® biotestu uzrokuju etarska ulja i drugi sekundarni biljni
metaboliti, posmatran kao promena ponasanja (deterencija ovipozicije), takode moze da se
kvantifikuje 1 kao promena vrednosti fekunditeta zZenki koje se zadrze na tretiranoj povrsini.

Osim u ,,two-choice* biotestu (Sundaram i Sloane, 1995; Kashenge i Makundi, 2001;
Tsolakis et al., 2002; Knapp i Kashenge, 2003), biopesticidi na bazi azadirahtina mogu
znaCajno da redukuju fekunditet T. urticae i nakon direktnog tretiranja zenki i njihovog
zadrZavanja na tretiranoj povrSini (Basha i Kelany, 2001; Kim et al., 2000; Tsolakis et al.,
2002; Martinez-Villar et al., 2005), prebacivanja na netretiranu povrSinu (Dimetry et al.,
2008) ili izlaganja rezidualnom delovanju biopesticida (Sundaram i Sloane, 1995; Mansour et
al., 1997; Mironova i Khorkhordin, 1997; Basha i Kelany, 2001; Tsolakis et al., 2002).
Redukciju fekunditeta T. urticae uzrokovanu delovanjem spinosada Villanueva i Walgenbach
(2006) zabelezili sunakon izlaganja Zenki reziduama, a Ismail et al. (2007) nakon direktnog
tretiranja zenki. Fekunditet redukuje i tretiranje zenki komercijalnim preparatima (Duso et al.,
2008) i eksperimentalnim formulacijama (Shi i Feng, 2009) konidija B. bassiana.

Nasuprot redukciji, kao moguéi ishod subletalnog delovanja akaricida javlja se
stimulacija. Povecanje fekunditeta/fertiliteta uzrokovano izlaganjem tetranihida insekticidima
i akaricidima je poznat fenomen, zabelezen kod organofosfata (Maggi i Leigh, 1983; Jones i
Parella, 1984), piretroida (Iftner i Hall, 1984; Jones i Parella, 1984; Cordeiro et al. 2013),
neonikotinoida (James i Price, 2002; Szczepaniec et al., 2011; Barati i Hejazi, 2015),
klofentezina (Marcié, 2003), abamektina (He et al., 2011). U toksikologiji artropoda se za
ovaj bioloski fenomen tradicionalno koristi pojam hormoligoza, koji je Luckey (1968) u svom
uticajnom radu definisao kao stimulativni efekat malih koli¢ina stresnog agensa na organizam
koji se nalazi u suboptimalnim uslovima. Sirokom koris¢enju ovog pojma doprinelo je
zanemarivanje ¢injenice da njegova definicija podrazumeva suboptimalne uslove tj. da se
organizam ve¢ nalazi pod stresom izazvanim delovanjem nekog drugog faktora ili agensa, kao
Sto su nepovoljna temperatura ili nedovoljna ishrana (Cutler, 2013; Guedes i Cutler, 2014).
Pored ovog, u literaturi iz oblasti primenjene entomologije i akarologije srece se i pojam
hormeza, kojioznaCava bifazni odnos doza-odgovor gde niske doze stresnih agenasa
(pesticida) deluju stimulativno, dok visoke doze deluju inhibitorno na organizme. Za Zivotne
parametre kao $to je fekunditet, graficki prikazan hormeticki odgovor ima oblik B-krive
(obrnut U-oblik). Pored ovog osnovnog kvalitativnog svojstva, hormeticki odnos doza-
odgovor karakterisu i kvantitativna svojstva, koja se odnose na magnitudu stimulacije i raspon

stimulativnih doza. lako je kao pojam hronoloski starija od hormoligoze (prvi put se pominje
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u radu objavljenom 1943. godine), hormeza je tek u novije vreme S$ire prihvacena u
toksikologiji (Calabrese i Baldwin, 2003; Calabrese 2005). Hormetic¢ki model doza-odgovor
primenjuje se i na primere stimulativnih efekata pesticida na insekte i grinje, s tim da se u
nekim radovima hormeza i hormoligoza pogre$no posmatraju kao sinonimi, iako iz njihovih
definicija proizilazi da je hormoligoza je poseban slucaj hormeze kod organizma koji se ve¢
nalazi pod stresom (Cutler, 2013; Guedes i Cutler, 2014).

Analizirajuéi ograni¢enja konvencionalnog biotesta toksi¢nosti, Robertson i Worner
(1990) ukazale su na potrebu da se efekti pesticida ocenjuju na nivou populacije, a ne na
nivou jedinke. Populaciona stopa rasta je u ekoloSkom smislu znaCajnija mera uticaja
toksikanta u odnosu na pojedinacne zivotne parametre, jer integriSe potencijalno kompleksne
odnose medu njima (Forbes i Calow, 1999, 2002). Jedan od najSire prihvacenih nacina za
procenu populacionog odgovora na pesticide je konstruisanje tabela Zivota sapodacima o
prezivljavanju 1 produkciji Zenskog potomstva (fertilitetu) zenki prezivelih izlaganje, na
osnovu kojih seizratunava prirodna stopa rasta populacije (rm), parametar preuzet iz
demografije i adaptiran za primenu na populacije insekata i drugih artropoda (Birch, 1948;
Carey, 1993; Stark i Banks, 2003). Prirodnu stopa rasta, koja je indikator potencijala
populacije da iskoristi postoje¢e uslove sredine, odreduju pojedinacni parametri zivotne
istorije, medu kojima su najznacajniji duZinajuvenilnog razvica i fertilitet. Sto je starost Zenki
u vreme pocetka reprodukcije manja tj. Sto je juvenilno razvice kraée, to je vrednost rp veca; s
druge strane, visina fertiliteta u pocetnoj fazi reprodukcije u velikoj meri odreduje visinu
prirodne stope rasta populacije (Birch, 1948; Carey, 1993). Demografsko-toksikoloski pristup
sve vise se primenjuje i za evaluaciju subletalnih efekata akaricida i insekticida na T. urticae i
druge tetranihide (Marci¢, 2003, 2005, 2007; Li et al., 2006; He et al., 2011; Cordeiro et al.,
2013; Barati i Hejazi, 2015).

Jedan broj radova posvecenih uticaju akaricida na populacioni rast tetranihida (Kim et
al., 2006; Stavrinides i Mills, 2009; Marc¢ic¢ et al. 2010, 2012) zasniva se proceni vrednosti
trenutne stope rasta (r;). Ovaj alternativni pristup evaluaciji efekata na nivou populacije ne
zahteva konstruisanje tablica Zivota niti toliki utroSak rada i vremena kao demografsko-
toksikoloski biotest, ve¢ se zasniva na cenzus podacima o broju Zivih jedinki na pocetku i na
kraju izabranog vremenskog intervala (Stark i Banks, 2003).

O efektima biopesticida na populacioni rast T. urticae ima malo podataka. Flores et al.
(2000) ispitivali su uticaj tretiranja Zenki subletalnim koncentracijama abamektina na
demografske parametre F; generacije. Promene demografskih parametara proucavane su i u

uslovima kontinuiranog izlaganja zenki delovanju azadirahtina (Martinez-Villar et al., 2005),
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odnosno nakon tretiranja larvi eksperimentalnom formulacijom konidija B. bassiana (Seyed-
Talebi et al., 2012). Alternativni pristup populacionoj toksikologiji koristili su Stark et al.
(1997) koji su ispitivali efekte izlaganja zenki delovanju azadirahtina u periodu maksimalne

reprodukcije na trenutnu stopu rasta populacije.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.Test organizam

Laboratorijska populacija obi¢ne grinje paucinara (Tetranychus urticae Koch) potice
od jedinki prikupljenih sa ruderalne korovske flore na periferiji Beograda. Od marta 2004.
godine populacija se gaji na biljkama pasulja (Phaseolus vulgaris L, sorta ,,Biser*) u uslovima
dugog dana (fotoperiod 16h/8h svetlost/mrak; temperatura 25-30°C). Za potrebe izvodenja
biotestova gajene su razvojno i starosno sinhronizovane kulture grinja iz jaja koja su polozile
mlade odrasle Zenke uzimane iz populacije i nanoSene na cele primarne listove pasulja
postavljene adaksijalnom stranom na navlazenu pamuc¢nu vatu u Petri sudove, gde su

ostavljane 24 h da polazu jaja.

3.2. Biopesticidi

U ogledima su koris¢eni sledec¢i komercijalni preparati biopesticida:

1) Kingbo (proizvoda¢ Beijing KingBo Biotech, Kina; batch no. 20100512);
koncentrovani rastvor; aktivna materija: oksimatrin; sadrzaj: 0,2%. Oksimatrin je alkaloid iz
grupe hinolizidina, sekundarni metabolit biljke Sophora flavenscens Ait. (Fabaceae). Preparat
sadrzi 1 psoralen (0,4%), furanokumarin, sekundardni metabolit biljakaiz familija Rutaceae,
Apiaceae, Moraceae, Phabaceae, koji ima ulogu prirodnog regulatora;

2) NeemAzal T/S (proizvoda¢ Trifolio-M GmbH, Nemacka), koncentrat za emulziju;
aktivna materija: azadirahtin-A;sadrzaj: 1% (10 g/l). Azadirahtin je triterpenoid koji se dobija
iz semena biljke Azadirachta indicaA. Jus. (Meliaceae). Preparat je formulacija NeemAzal-a,
koncentrovanog ekstrakta koji sadrzi 34% azadirahtina-A i oko 20% ostalih izomera i iz kojeg
je odstranjeno ulje iz semena;

3) Laser 240-SC (proizvoda¢ Dow AgroSciences, Austrija); koncentrovana
suspenzija; aktivna materija: spinosad; sadrzaj 240 g/1. Spinosad je meSavina spinosina A i D,
proizvoda fermentacije zemljisne aktinomiceteSaccharopolyspora spinosa;

4) Naturalis-L (proizvoda¢ CBC-Biogard, Italija; batch no. 15001), koncentrovana
suspenzija; aktivna materija: spore entomopatogene gljive Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, soj ATCC 74040; sadrzaj: 2,3 x 10’konidiospora/ml (7,16 % w/w). Preparat je

suspenzija konidiospora u ulju soje.
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3.3. Biotestovi

Svi biotestovi su izvedeni na temperaturi 27+2°C 1 relativnoj vlaznosti vazduha 50-
70% uz fotoperiod 16h/8h. Biopesticidi su aplicirani razblazeni u destilovanoj vodi,
prskanjem celih primarnih listova ili kruznih iseCaka primarnih listova pasulja (precnika 30
mm) postavljenih adaksijalno na navlazenu pamucnu vatu u Petri sudove. Aplikacija
preparata obavljena je pomocu aparata Potter Precision Spray Tower (Burkard Scientific,
Velika Britanija), prskanjem 2 ml te¢nosti pod pritiskom od 100 kPa, ¢ime se formira vodeni

depozit od 2,7 + 0,2 mg/cmz.

3.3.1. Biotest toksi¢nosti za Zivotne stadijume

Toksi¢nost biopesticida za razliCite zivotne stadijume ocenjena je izvodenjem pet
sukcesivnih biotestova, u kojima su jaja, juvenilni stadijumi (larve, protonimfe, Zenke
deutonimfe) ili odrasle preovipozicione zenke tretirane serijom simetricno rasporedenih
koncentracija (najmanje 6 koncentracija) u rasponu Kkoji pokriva 10-90% smrtnosti,
odredenom na osnovu rezultata preliminarnih testiranja. Kontrolne jedinke tretirane su
destilovanom vodom. Biotestovi sa jajima izvedeni su u 4-8 ponavljanja na celim primarnim
listovima. Po tri ovipozicione Zenke po listu postavljene su da polazu jaja ne duze od 24 h,
nakon ¢ega su uklonjene a polozena jaja (15-30 po listu) tretirana biopesticidom. Biotestovi sa
ostalim stadijumima izvedeni su u 4-5 ponavljanja na kruznim lisnim ise¢cima, na koje je
postavljeno po 15-20 jedinki i odmah tretirano biopesticidom. Smrtnost je utvrdivana kao
razlika izmedu broja tretiranih jedinki i broja jedinki dospelih u stadijum adulta (biotestovi sa
jajima i juvenilnim stadijumima) ili broja zivih Zenki na kraju izabranog vremenskog intervala
od tretiranja (biotest sa preovipozicionim Zenkama). Imajuéi u vidu rezultate preliminarnih
testiranja efekata biopestida na bazi azadirahtina i B. bassiana na preovipozicione Zzenke, u
ogledima sa ovim biopesticidima utvrdivan je i broj ,,run-off* (u daljem tekstu: RO) jedinki tj.
zenki pronadenih u navlaZenoj vati koja okruzuje tretiranu lisnu povrsinu. ,,Run-off* efekat (u
daljem tekstu: RO-efekat) izracunat je kao procenat RO-zenki od ukupnog broja tretiranih
preovipozicionih Zenki.

Podaci koncentracija-smrtnost obradeni su postupkom probit-analize (Finney, 1971)
pomocu softvera Polo Plus (LeOra Software, Berkeley, USA) kojim se izracunavaju letalne
koncentracije (LCso, LCqo) i nagib regresione krive (Robertson et al., 2007). U biotestovima
sa pre-ovipozicionim zenkama u kojima je zabelezen RO-efekat, probit-analizom obradeni su

podaci koncentracija-bioloski odgovor, gde je bioloski odgovor zbir uginulih i RO-zenki
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(Fisher i Wrensch, 1986; Knight et al., 1990; Bliimel i Hausdorf, 2002) i koncentracija-RO-
efekat (Penman et al.,, 1986; Bowie et al., 2001) i izraCunate vrednosti efektivnih
koncentracija (ECsp, ECqp).

Za medusobna poredenja izrac¢unatih LC/EC vrednosti koris¢en je test odnosa letalnih
doza: ukoliko 95% interval poverenja odnosa izmedu dve LC vrednosti ukljucuje 1, smatra se

da se ove vrednosti ne razlikuju statisticki znac¢ajno (Robertson at al., 2007).

3.3.2. Biotest repelentnosti i deterentnosti

Repelentnost i ovipoziciona deterentnost biopesticida ocenjena je izvodenjem biotesta
sa moguénosc¢u izbora (,,two choice bioassay*). Celi primarni listovi pasulja, ¢ija je jedna
polovina zaSti¢ena postavljanjem plasticne ploCice duz centralnog nerva tretirani su serijom
koncentracija biopesticida (Tabela 1) pocevsi od najviSe koncentracije preporucene za
primenu (Kingbo, azadirahtin), odnosno serijom koncentracija koje uzrokuju bioloski odgovor
u rasponu 0-100% (Naturalis-L). Posto je preliminarni biotest pokazao da spinosad ne izaziva
znacajnu repelentnost, ovaj biopesticid je izostavljen. Nakon uklanjanja ploCice i suSenja
depozita, na centralni lisni nerv postavljeno je 15-20 Zenki pri kraju preovipozicionog
perioda. Zive Zenke, uginule Zenke i poloZena jaja brojani su odvojeno na nezaiti¢enoj
(tretiranoj) 1 na zasti¢enoj (netretiranoj) polovini lista 24, 48 i 72 h od postavljanja zenki na
list. Znacajnost razlika srednjih vrednosti dnevnih i kumulativnih podataka o repelentnosti i

deterentnosti utvrdivana je pomocu t-testa (P < 0,05).

Tabela 1. Koncentracijebiopesticida koris¢ene u biotestovima
repelentnosti i ovipozicione deterentnosti

Biopesticidi Koncentracije

Kingbo (ul/1)* 2000; 1000; 500; 200; 100; 50
azadirahtin (mg/1) 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56
Naturalis-L (ml/1)* 7;4,9; 3,43; 2,40; 1,68; 1,18; 0,82
* koncentracija preparata

Indeks repelentnosti/deterentnosti (%) izra¢unat je pomoc¢u formule

O -T
TT <100

gde je C kumulativan broj Zenki ili polozenih jaja na netretiranoj polovini, a T kumulativan
broj Zenki ili polozenih jaja na tretiranoj polovini lista (Sundaram i Sloane, 1995; Takakura,
2009; Yang et al., 2010).
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U ogledima sa biopestidima na bazi azadirahtina i B. bassiana utvrdivan je i broj RO

zenki 1 izracunat RO efekat (%) u odnosu na pocetni broj zenki.

3.3.3. Biotest efekata na Zivotne parametre i populacioni rast

Efekti biopesticida na parametre zivotne istorije 1 populacioni rast ocenjeni su
izvodenjem dve varijante biotesta u kojima su posmatrani vitalnost i reprodukcija zenki koje
su prezivele tretiranje u stadijumu jaja starosti do 24 h (prva varijanta biotesta) ili kao
preovipozicione zenke (druga varijanta biotesta). Biotestovi su izvedeni u Cetiri ponavljanja.
Koncentracije biopesticida (Tabela 2) izabrane su na osnovu rezultata dobijenih u prethodno
izvedenim biotestovima toksicnosti za Zivotne stadijume. Za tretiranje jaja srednja od tri
koncentracije izabrana je tako da se nalazi unutar95% intervala poverenja za LCs vrednosti
izracunate nakon tretiranja ovog stadijuma, dok je jedna od ostale dve koncentracije
dvostruko manja a druga dvostruko veca (u biotestu sa preparatom Kingbo viSa koncentracija
je isklju¢ena zbog nedovoljnog broja jedinki koje su dostigle stadijum odraslih zenki). Za
tretiranje preovipozicionih zenki izabrane su iste koncentracije kao i za tretiranje jaja; ove
koncentracije su u biotestu toksicnosti posle 24 h (Sto priblizno odgovara trajanju perioda
preovipozicije)uzrokovale akaricidni efekat < 30%. Izuzetak je preparat azadirahtin, gde su u
izabrane nekoliko puta vece koncentracije, koje su u biotestu toksi¢nosti uzrokovale sli¢an

akaricidni efekat.

Tabela 2. Koncentracije biopesticida kori$¢ene u biotestu efekata
na Zivotne parametre i populacioni rast (E = jaja starosti 24 h;
Afp = preovipozicione Zenke)

Tretirani stadijumi

Biopesticidi
E Afp
100 100
Kingbo (ul/1)* 50 50
25 25
15 70
azadirahtin (mg/l) 7,5 35
3,75 17,5
240 240
spinosad (mg/I) 120 120
60 60
6 6
Naturalis-L (ml/1)* 3 3
15 15

* koncentracije preparata
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U prvoj varijanti mlade ovipozicione Zenke postavljene su na primarne listove pasulja
gde su polagale jaja 24 h, nakon Cega su uklonjene a poloZena jaja prebrojana i tretirana. Po
ponavljanju je tretirano 50-250 jaja, zavisno od koncentracije. Juvenilno razvice ispiljenih
jedinki oba pola odvijalo se na tretiranoj lisnoj povrSini. Prezivele odrasle Zenke pri kraju
preovipozicionog perioda prebacene su na netretirane lisne iseCke. U drugoj varijanti, mlade
preovipozicione zenke tretirane su na lisnim iseccima (10-15 po isecku, 30-300 po
ponavljanju, zavisno od koncentracije), a prezivele jedinke su nakon 24 h prebacene na
netretirane lisne iseCke. U obe varijante, kontrolne jedinke (30-50 po ponavljanju) tretirane su
destilovanom vodom. Za prebacivanje na netretirane iseCke medu prezivelim jedinkama u
tretmanima 1 kontroli odabrano je 20 po ponavljanju (5 Zenki po isecku, 4 isecka po Petri
sudu).

Tokom narednih sedam dana Zenke su prebacivane dnevno na nove isecke, pri ¢emu je
utvrdivan broj polozenih jaja i broj Zivih zenki. Na osnovu ovih podataka izracunati su bruto
fekunditet (broj polozenih jaja dnevno po zivoj zenki na sredini intervala od 24h) i neto
fekunditet (bruto fekunditet x stopa prezivljavanja Zenki) uz pretpostavku da se sva uginuca
zenki deSavaju na sredini intervala od 24 h (Carey, 1993). Stopa preZivijavanja Zenki
izraCunata je pomocu formule: (Sa/N + Sb/N) x 0,5, gde je N broj tretiranih Zenki, Sa broj
zivih Zenki na pocetku, a Sb broj zivih Zenki na kraju svakog dana. IzraCunata je i prose¢na
duZina Zivota Zenki nakon prebacivanja na netretirane lisne isecke. Na osnovu podataka o
broju Zivih jedinki na pocetku i na kraju sedmodnevne reprodukcije na netretiranim ise¢cima

izraCunata je trenutna stopa populacionog rasta (r;) primenom formule:

® 100

gde jeNo pocetni broj jedinki (20 Zenki po ponavljanju), N¢ krajnji broj jedinki (broj prezivelih
zenki, broj polozenih jaja i broj ispiljenih jedinki na kraju sedmog dana), At broj dana od
pocCetka do kraja testa (sedam dana). Pozitivna r; vrednost ukazuje na rast populacije,
negativna r; vrednost ukazuje na populaciju u opadanju, a ako je ri = 0 populacija je stabilna
(Stark et al., 1997; Stark i Banks, 2003).

Znacajnost razlika srednjih vrednosti podataka o fekunditetu, duZini zivota Zenki i
trenutnoj stopi rasta utvrdivana je jednofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA; Fisher
LSD test, 0=0,05) pomocu softvera Statsoft Statistica 7.0. Pre analize izvriena je Vx

transformacija podataka.

16



3.3.4.Demografsko-toksikoloski biotest

Efekti biopesticida na demografske parametre ocenjeni su izvodenjem osam
sukcesivnih biotestova u kojima su konstruisane tabele Zivota Zenki prezivelih tretiranje u
stadijumu jaja starosti do 24 h (prva varijanta biotesta) ili kao preovipozicione Zenke (druga
varijanta biotesta). Za tretiranje su uzete srednje koncentracije iz prethodnog biotesta (Tabela
3). U prvoj varijanti, jaja starosti do 24 h polozena na cele listove (10 listova x 25-30 jaja po
listu) tretirana su izabranom koncentracijom biopesticida. Kontrola (4 lista x 25 jaja po listu)
je tretirana destilovanom vodom. Juvenilno razvice ispiljenih jedinki oba pola odvijalo se na
tretiranoj lisnoj povrSini. U vreme kada su prezivele odrasle Zenke bile pri kraju
preovipozicionog perioda, kohorte sa 40 jedinki u kontroli i tretmanu prebacene su na
netretirane lisne isecke (1 Zenka po isecku). U drugoj varijanti jaja starosti do 24 h ostavljena
su na listovima gde se odvijalo juvenilno razviéeispiljenih jedinki. Za tretiranje su uzimane
mlade preovipozicione zenke koje su tretirane na lisnim ise¢cima (10 iseCaka % 15-20 zenki
po isecku). Kontrolne jedinke (3 isecka x 20Zenki po isecku) tretiranesu destilovanom vodom.
Nakon 24 h, kohorte sa 40 prezivelih jedinkiu tretmanu i kontroli prebacene su na netretirane
lisne isecke (1 zenka po iseCku). U obe varijante, Zenke su prebacivane dnevno na nove isecke
do kraja zivota poslednje Zenke u kohorti, pri ¢emu je utvrdivan broj polozenih jaja i zivih
zenki; desetog dana nakon zavrSene ovipozicije, utvrdivan je i broj odraslih zenki nastalih iz

polozenih jaja.

Tabela 3. Koncentracije biopesticida u demografsko-toksikoloskim biotestovima
(E = jaja starosti 24 h; Afp = preovipozicione Zenke)

Tretirani stadijumi

Biopesticidi

E Afp
Kingbo (ul/1)* 50 50
azadirahtin (mg/1) 7,5 35
spinosad (mg/I) 120 120
Naturalis-L (ml/1)* 3 3

* koncentracije preparata

Na osnovu podataka o trajanju juvenilnog razvica, prezivljavanju i reprodukciji Zenki
izraCunati su starosno-specificno preZivljavanje (ly= proporcija prezivelih zenki u kohorti

starosti x dana) i starosno-specificni fertilitet (my = broj zenskog potomstva po zenki U
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kohorti starosti x dana), uz pretpostavku da u svim kohortama Iy u vreme prve reprodukcije
iznosi 1,00 (tj. smrtnost koju je uzrokovao pesticid nije uklju¢ena u izracunavanje).

Od starosno-specifi¢nih podataka formirane su tabele zivota Zenki u kohortama i
izraCunate subruto stopa reprodukcije (GRR) i neto stopa reprodukcije (Ro) primenom

formula:

i}
GRR = Z mx
X=

g
Ro = lemx
XN=

gde a oznacava starost zenki u vreme prve reprodukcije, a f starost Zenki u vreme poslednje
reprodukcije. Neto stopa reprodukcije predstavlja ocekivanu Zzivotnu produkciju Zenskog
potomstva po zenki u kohorti, odnosno faktor umnozavanja populacije za vreme jedne
generacije (Birch, 1948; Carey, 1982, 1993). Najznacajniji demografski parametar, prirodna
stopa rasta populacije (rm) izraunata je iterativnim postupkom pomocu Ojler-Lotkine
jednacine:

(v3]
z orm{x+1) Jy g = 1

X=0

gde 0 oznacava pocetak, a @ kraj Zivotnog ciklusa. Prirodna stopa rasta definisana je kao per
capita stopa rasta u jedinici vremena zatvorene populacije sa nepromenljivim uzrasno-
specificnim stopama fertiliteta 1 smrtnosti koja je dostigla stabilnu uzrasnu strukturu 1 ¢iji
resursi nisu organiceni; izraZzava se brojem Zenskog potomstva po Zenki dnevno (Birch, 1948;

Carey, 1993; Neal, 2004). Konacéna stopa rasta (1), koja predstavlja faktor umnozavanja

populacije u jedinici vremena, izra¢unata je primenom formule:

A=gm

Srednje vreme generacije (T), koje predstavlja broj dana potreban da se populacija poveca
Ro-puta, izracunato je po formuli:

B ln RO

rm

Standardne greSke srednjih vrednosti demografskih parametara procenjene su primenom
bootstrap postupka (Meyer et al., 1986; Efron i Tibshirani, 1993; Huang i Chi, 2012) sa

100000 bootstrap ponavljanja, a razlike izmedu tretmana i kontrole uporedene su primenom
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parnog bootstrap testa zasnovanog na intervalu poverenja razlike, pomoc¢u softvera TWOSEX
MSChart (Chi, 2015) uz pretpostavku da su sve zenke u jednoj kohorti u isto vreme dostigle
stadijum adulta.
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4. REZULTATI

4.1. Akaricidni i subletalni efekti biopesticida Kingbo

4.1.1. Toksi¢nost za Zivotne stadijume

Biopesticid Kingbo pokazao je razli¢ite nivoe akutne toksicnosti za zivotne stadijume
T. urticae (Tabela 4). Najvecu osetljivost ispoljile su larve, dok je ne$to manja osetljivost
zabeleZena kod protonimfi i Zenki deutonimfi, ¢ije su LCsg i LCqp vrednosti bile znacajno vise
u poredenju sa larvama. S druge strane, viSestruko manja toksi¢nost zabeleZzena je nakon
tretiranja jaja, gde je akaricidni efekat nastao usled rezidualnog delovanja biopesticida na
larve koje su se ispilile iz tretiranih jaja, a ne kao rezultat direktnog ovicidnog delovanja
(procenat neispiljenih jaja u tretmanu iznosio je 0,5-2,9%, a u kontroli 2,1%). Ovaj rezidualni
efekat bio je najslabiji zabelezeni akaricidni efekat, zajedno sa efektom ostvarenim nakon
tretiranja preovipozicionih Zenki biopesticidom. Najvise dobijene LCgyy vrednosti bile su

daleko ispod preporucene koncentracije za primenu biopesticida Kingbo (2 ml/l).

Tabela 4. Parametri toksi¢nosti biopesticida Kingbo (ul/1) za T. urticae nakon tretiranja razli¢itih
zivotnih stadijuma (E = jaja; L = larve; PN = protonimfe, DNf = deutonimfe zenke; Afp = pre-
ovipozicione zenke)

T T e 7
E 187 (52,?3’?953,41) (118,17328 ’—73701,65) (35227) 12t 4

L 675 (e,fé8-87?32) (11,1131%2,45) (156%9) ara 6

PN 675 (11;?(-)3;2,20) (22,252’(-)832,75) (f(f?s) 321 6
DN 640 (7,?38-09?97) (17,21%4-1‘;?,06) (f(’fgé) 521 5
A 60 5268 d 11741 ¢ 368 6o s

(43,62 - 63,68) (85,25 -293,79) (£ 0,66)
LC vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(test odnosa letalnih doza, P=0,05)

(E, L, PN, DNf = smrtnost utvrdivana na osnovu broja tretiranih jedinki dospelih u stadijum adulta;
Afp = smrtnost utvrdivana na osnovu broja zivih zenki 48 h posle tretiranja)

n = broj tretiranih jedinki
CL = interval poverenja

b = nagib regresione krive
df = stepeni slobode
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4.1.2. Repelentni i deterentni efekti

Biopesticid Kingbo uticao je znafajno na ponaSanje zenki T. urticae u biotestu sa
mogucénos¢u izbora izmedu tretirane 1 netretirane polovine lista. Repelentni efekat
biopesticida prikazan je na slici 1A. Efekat je bio najjaci nakon 24 h, kada je statisticki

znacajnomanji broj zenki zabelezen na polovinama listova tretiranim koncentracijama 2000,

(nD

o N
|

45 35 25 15 5 5 15 25 35 45

Broj Zenki T. urticae

B.

"7 am - NI

* *%* *k*k

* A kK|
**k*k 1000

* kkk
* 2000

250 200 150 100 50 0 50 100 150 200 250
Broj poloZenih jaja

00-24h

NETRETIRANA ) TRETIRANA
POLOVINA 24-48h POLOVINA
W48-72 h

Sl. 1. Repelentni (A) i deterentni (B) efekti biopesticida Kingbo (ul/l) na Zenke T. urticae (dnevni i
kumulativni broj zenki/polozenih jaja na netretiranoj ili tretiranoj polovini lista 0-72 h od pocetka
izlaganja, Ms + SE; *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, t-test)
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1000 1 500 pul/l. Nakon 48 h statisticki znacajan repelentni efekat uzrokovala je samo najvisa
koncentracija biopesticida, dok posle 72 h ni u jednoj varijanti tretmana nisu zabelezene
znacajne razlike izmedu broja Zzenki na tretiranoj i netretiranoj polovini lista. Zahvaljujuéi
efektu uzrokovanom prvog dana, kumulativna repelentnost takode je bila statisticki znacajna
u varijantama tretmana sa tri najviSe koncentracije (S1. 1A). Kumulativni indeksi repelentnosti
(%) iznosili su: 53,1£11,6 (2000 pl/1); 21,8+4,5 (1000 ul/1); 18,8+4,5 (500 pl/1); 5,6+£9,3 (200
ul/1); 9,7+£10,8 (100 pl/1); -0,4+13,0 (50 pi/l).

Deterentni efekat na ovipoziciju zenki T. urticae bio je izraZeniji od repelentnog efekta
(SI. 1B). Zenke su polozile statisticki zna¢ajno manji broj jaja na polovinama listova
tretiranim koncentracijama 2000, 1000 1 500 ul/l ne samo prvog, ve¢ i drugog i tre¢eg dana
ovipozicije (izuzetak je tre¢i dan ovipozicije u tretmanu najviSom koncentracijom: ovde je na
netretiranoj povrsini proseéno polozeno 14 jaja a na tretiranoj 3,4, ali se ove dve vrednosti
nisu znacajno razlikovale usled velike varijanse podataka). Sli¢no kao kod repelentnosti,
kumulativna deterentnost bila je statisticki znacCajna u varijantama tretmana sa tri najvise
koncentracije. Kumulativni indeksi ovipozicione deterentnosti bili su ve¢i od odgovarajucih
indeksa repelentnosti i iznosili su (%): 89,2+3,7 (2000 ul/1); 75,7+7,3 (1000 ul/1); 59,2+3,9
(500 pl/1); 5,8+5,9 (200 pl/1); 1,5+4,0 (100 ul/1) i -0,9+6,0 (50 pl/1).

Tri najviSe koncentracije koje su izazvale znacajne repelentne i deterentne efekte
takode su uzrokovale i visok procenat smrtnosti zenki, koja je nakon 72 h iznosila: 84,0+8,3
(2000 pl/); 78,742,5 (1000 pl/1) 1 60,0+4,7 (500 pl/1). Ostale tri koncentracije uzrokovale su
znatno nizi procenat smrtnosti: 24,0+£9,1 (200 pl/1); 8,0+1,3 (100 pl/1) 1 4,0+1,6 (50 pl/l).

4.1.3. Efekti na Zivotne parametre i populacioni rast

Dnevne vrednosti fekunditeta zenki T. urticae prezivelih tretiranje biopesticidom
Kingbo u stadijumu jajeta i izlozenost reziduama tokom juvenilnog razvica prikazane su na
slici 2. Bruto fekunditet tretiranih Zenki bio je nizi u poredenju sa kontrolom (osim tre¢eg
dana u tretmanu koncentracijom 25 ul/l), ali su statistickiznacajne razlike utvrdene samo
izmedu tretmana koncentracijom 50 pl/l i kontrole u periodu od drugog do Sestog dana
reprodukcije. Maksimalna redukcija(29,9 %) zabelezena je drugog dana reprodukcije.

Razlike izmedu dnevnih vrednosti neto fekunditeta u tretmanima i kontroli bile su
izraZzenije: statisticki zna€ajno niZi neto fekunditet Zenki tretiranih viSom koncentracijom

zabelezen je od drugog do sedmog dana, a Zenki tretiranih nizom koncentracijom cetvrtog,
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Sl. 2. Dnevne vrednosti bruto fekunditeta (a) i neto fekunditeta (b) Zenki T. urticae koje su prezivele
tretiranje biopesticidom Kingbo (ul/l) u stadijumu jajeta (M + SE; vrednosti oznacene razli¢itim

slovima razlikuju se zna¢ajno, ANOVA, Fisher LSD test); (c) Stope prezivljavanja zenki (M + SE)
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petog 1 Sestog dana reprodukcije. Maksimalna redukcija (35,1%) utvrdena je Sestog dana
reprodukcije. Stope prezivljavanja zenki u tretmanima bile su nize u poredenju sa zenkama u
kontroli, osim u prva dva dana reprodukcije (SI. 2).

Slicno dnevnim vrednostima, sedmodnevni fekunditet zenki prezivelih tretiranje
koncentracijom 50 ul/l bio je statisticki znacajno redukovan (bruto fekunditet 19,2%; neto
fekunditet 28,7%) u poredenju sa kontrolom. Kod zenki u tretmanu koncentracijom 25 pl/l,
odgovarajuce vrednosti bile su redukovane 7,8% i 17,3%, a statisticki znacajna redukcija
utvrdena je samo za neto fekunditet (Tabela 5). U obe varijante zabeleZena je izrazenija
redukcija dnevnog i ukupnog neto fekunditeta u odnosu na bruto fekunditet $to je posledica
umanjene vitalnosti zenki u tretmanu tj. nizih stopa prezivljavanja. DuZina zivota Zenki u
tretmanu u poredenju sa kontrolom bila je redukovana za manje od 24 h, ali je ova redukcija
ipak bila statisticki znacajna.Trenutna stopa rasta u tretmanu takode je bila statisti¢ki znacajno

redukovana, iako za svega 5% (25 pl/l1) i 9% (50 ul/1) (Tabela 5).

Tabela 5. Zivotni parametri i populacioni rast (M + SE) Zenki T. urticae
prezivelih tretiranje biopesticidom Kingbo (ul/l) u stadijumu jajeta

pll GF NF L r
50 39,46 b 33,80c 6,07 b 0,496 c
(= 1,91) (* 1,79) (+0,14) (+0,008)
25 45,01 a 39,19b 6,17b 0,518 b
(= 1,76) (* 1,79) (+0,14) (+ 0,006)
0 48,82 a 47,40 a 6,81 a 0,546 a
(= 1,66) (+ 1,55) (+0,10) (+0,004)

Fas 7,47 15,55 9,54 16,93

P <0,05 < 0,001 <0,05 < 0,001

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma sedmodnevne reprodukcije)

NF= neto fekunditet (suma sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina Zivota Zenki (dani)

r; = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

Dnevne vrednosti fekunditeta zenki T. urticae koje su prezivele tretiranje u periodu
preovipozicije prikazane su na slici 3. Za razliku od Zenki prezivelih tretiranje u stadijumu
jajeta, ovde su statisticki znacajne razlike izmedu tretmana biopesticidom Kingbo 1 kontrole

utvrdene od prvog dana reprodukcije do kraja posmatranog perioda, a i subletalni efekti su bili
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znatno izrazeniji. Takode, stope prezivljavanja zenki u tretmanima bile su znatno nize u
poredenju sa zenkama u kontroli. Zenke preZivele tretiranje koncentracijom 25 pl/l imale su
1,7-3,5 puta manji bruto fekunditet od Zenki u kontroli, dok se bruto fekunditet Zenki u
tretmanima koncentracijama 50 pl/l i 100 pl/l kretao se u rasponu 0-17% u poredenju sa
zenkama u kontroli.

Dnevne vrednosti neto fekunditeta zenki prezivelih tretiranje bile su jo$ nize u
poredenju sa zenkama u kontroli: u tretmanu koncentracijom 25 pl/l neto fekunditet je bio 2-
5,2 puta manji od kontrolnog, dok su maksimalne vrednosti neto fekunditeta u tretmanima
koncentracijama 50 pl/l i 100 pl/l, zabeleZene prvog dana reprodukcije, iznosile 11,2% i 3% u
odnosu na odgovarajuce vrednosti u kontroli (SI. 3).

Kao i kod dnevnog fekunditeta, vrednosti sedmodnevnog fekunditeta zenki prezivelih
tretiranje u periodu preovipozicije bile su statisticki znacajno nize u poredenju sa zenkama u
kontroli. Zabelezen subletalni efekat bio je znatno snazniji nego u slucaju tretiranja u
stadijumu jajeta: bruto fekunditet bio je redukovan u rasponu 61,4-98,4%, a neto fekunditet u
rasponu 73,8-99,3% (Tabela 6).

Tabela 6. Zivotni parametri i populacioni rast (M + SE) Zenki T. urticae
prezivelih tretiranje biopesticidom Kingbo (ul/1) u periodu preovipozicije

pl/l GF NF L r
100 3,97¢c 0,41c 1,27d -0,292 ¢
(£3,94) (+0,38) (+0,20) (+0,111)
50 101c 0,70 c 249c¢c -0,110 ¢
(+£0,26) (+0,37) (£0,13) (+0,054)
25 24,50 b 15,86 b 510b 0,381 b
(£1,08) (£2,44) (£0,38) (+0,026)
0 63,41 a 60,62 a 6,72 a 0,579 a
(£4,10) (+4,73) (£0,12) (£0,011)

Fs12 47,85 166,26 105,21 41,56

P < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razlic¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, a=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma sedmodnevne reprodukcije)

NF= neto fekunditet (suma sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina Zivota Zenki (dani)

ri = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

Duzina zivota zenki prezivelih tretiranje takode je znatno redukovana u poredenju sa
kontrolom, posebno nakon tretiranja koncentracijama 50 pl/l (2,7 puta) i 100 pl/l (5,3 puta).

Kao posledica redukcije fekunditeta i vitalnosti zenki, zabelezena je i redukcija r; vrednosti
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koja se kretala u rasponu od 34,2% (25 pl/l) do negativhog rasta, odnosno opadanja

populacije u tretmanima koncentracijama 50 pl/l i 100 pl/l. (Tabela 6).
4.1.4. Efekti na demografske parametre

Juvenilno razvi¢e zenki T. urticae koje su prezivele tretiranje biopesticidom Kingbo u
stadijumu jajeta trajalo je jedan dan duze, tako da su u stadijum adulta dospele jedanaestog a
prvu reprodukciju ostvarile dvanaestog dana zivota, dan kasnije u odnosu na zenke u kontroli

(SI. 4).

1,0 < 50
—Kontrola —Kontrola
. mX

Ix
-=-Tretman ---Tretman
038

06

04

0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Starost Zenki (dani) Starost Zenki (dani)
Sl. 4. Starosno-specifi¢no prezivljavanje (l,) 1 starosno-specificni fertilitet (m,) ZenkiT. urticae:
kontrola = netretirane Zenke; tretman = Zenke prezivele tretiranje u stadijumu jajeta biopesticidom
Kingbo (50 pl/1)
Tretiranje je redukovalo starosno-specificno prezivljavanje tokom prve polovine
zivota odraslih Zenki, dok su se u drugoj polovini Zivota Zenke oporavile. Fertilitet zenki u

tretmanu bio je redukovan u poredenju sa kontrolom tokom ¢itavog perioda reprodukcije, s

tim da je u tretmanu poslednja Zenka Zivela dva dana duze (SI. 4).

Tabela 7. Demografski parametri (M = SE) Zenki T. urticae: kontrola = netretirane zenke;
tretman = Zenke prezivele tretiranje u stadijumu jajeta biopesticidom Kingbo (50 ul/1)

GRR Ro Fm pl T
Kontrola 52,57a 35,92a 0,238a 1,269a 15,03b
(+4,02) (+3,29) (= 0,004) (= 0,006) (+0,23)
Tretman 29,52b 18,82b 0,185b 1,203b 15,86a
(+3,82) (+2,70) (= 0,008) (+0,010) (+0,32)
p 0,00003 0,00007 0 0 0,03677

Srednje vrednosti demografski parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Ry = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije
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Kao posledica redukcije prezivljavanja 1 fertiliteta, kao 1 usporavanja juvenilnog
razvi¢a, vrednosti demografskih parametara Zenki u tretmanu razlikovale su se statisticki
znacajno od odgovaraju¢ih vrednosti u kontroli (Tabela 7). Bruto stopa reprodukcije
redukovana je za 43,8% a neto stopa reprodukcije za 47,6%, dok su prirodna stopa rasta i

konacna stopa rasta redukovane za 22,3% i 5,2%; s druge strane, srednje vreme generacije je
produzeno.

U poredenju sa subletalnim efektima zabeleZenim nakon tretiranja u stadijumu jajeta,
biopesticid Kingbo uticao je znatno snaznije na starosno-specificno prezivljavanje i fertilitet
zenki T. urticae tretiranih u preovipozicionom periodu i potom prebacenih na netretiranu
povrsinu (Sl. 5). Posle dva dana bilo je 60% zivih zenki, dan kasnije 20%, dok je Cetiri dana
nakon prebacivanja na netretiranu povrsinu preostala samo jedna ziva zenka; istovremeno, u

kontroli je bilo Zivo 93% Zenki. Reprodukcija tretiranih Zenki trajala je samo jedan dan,

tokom kojeg je od 11 Zenki koje su poloZile jaja osam zenki dalo Zensko potomstvo (0,22 po

zenki; u kontroli 5,33 po zenki). Nakon toga, preostale Zenke viSe nisu pologale jaja.
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Sl. 5. Starosno-specifi¢no prezivljavanje (l,) i starosno-specifi¢ni fertilitet (m,) zenkiT. urticae:
kontrola = netretirane Zenke; tretman = Zenke prezivele tretiranje u periodu preovipozicije
biopesticidom Kingbo (50 pl/1)

Vrednosti demografskih parametara Zenki u tretmanu biopesticidom Kingbo pokazuju
efekat snazne redukcije prezivljavanja i fertiliteta (Tabela 8). Bruto stopa reprodukcije i neto
stopa reprodukcije redukovane su za preko 99%, dok vrednost prirodne stope rasta manja od

nule i vrednost kona¢ne stope rasta manja od jedinice ukazuju na opadanje populacije.
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Tabela 8. Demografski parametri (M + SE) zenki T. urticae: kontrola = netretirane zenke;
tretman = Zenke prezivele tretiranje u periodu preovipozicije biopesticidom Kingbo (50 pl/1)

GRR Ro Mm A T
Kontrola 59,78 a 49,20 a 0,279 a 1,322a 13,95a
(£3,31) (£3,38) (£ 0,004) (£ 0,005) (£0,11)
Tretman 0,22b 0,20b -0,146 b 0,864 b 11,00b
(£ 0,09) (£0,08) (£ 0,042) (£ 0,035) (= 0,00)

p 0 0 0 0 0

Srednje vrednosti demografskih parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Ry = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konacna stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije

4.2. Akaricidni i subletalni efekti azadirahtina

4.2.1. Toksi¢nost za Zivotne stadijume

Parametri toksi¢nosti azadirahtina za T. urticae nakon tretiranja jaja i juvenilnih
u odnosu na njih deutonimfe Zzenke pokazale priblizno 2-3 puta manju osetljivost.
Akaricidniefekat ovog biopesticida zabeleZzen nakon tretiranja jaja nastao je kao posledica
rezidualnog delovanja na larve koje su se ispilile iz tretiranih jaja. Ovaj rezidualni efekat bio
je znacajno nizi od akaricidnog efekta ostvarenog direktnim tretiranjem larvi i protonimfi, ali
ne i deutonimfi, koje su se pokazale kao najmanje osetljiv juvenilni stadijum. Sve LCsq i LCq

vrednosti bile su niZe od koncentracije azadirahtina preporucene za primenu (50 mg/1).

Tabela 9. Parametri toksi¢nosti azadirahtina(mg/l) za T. urticae nakon tretiranja razli¢itih Zivotnih
stadijuma (E = jaja; L = larve; PN = protonimfe, DNf = deutonimfe zenke)

Zivotni_ 0 L.Cso(mg/l) LCao(mg/l) b ¥ of
stadijumi (95% CL) (95% CL) (= SE)

= 2067 (7,178’6-%3,05) (16,% : 52,97) (f(’)?? 7y 394 4

- 640 (3,3551-5314) (7,8%?11?,10) (i4(’)?%5) 10,85 5

"N 560 (5,o%§6§64) (9,614115165?96) (i46?§r) p Al 4

PNF 390 (9,8161:5153(:,32) (26,32 o ?13,35) (126?364) 1,48 4

LC vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno (test odnosa letalnih doza, P=0,05)

n = broj tretiranih jedinki
CL = interval poverenja
b = nagib regresione krive
df = stepeni slobode
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Direktno tretiranje pre-ovipozicionih Zenki serijom koncentracija azadirahtina po¢evsi
od preporu¢ene za primenuizazvalo je RO-efekat (Sl. 6). Procenat Zenki koje su napustile
lisne isecke zavisio je od koncentracije biopesticida i iznosio je 10-76% (posle 24 h) i 17-81%
(posle 72 h). Od ukupnog broja RO-Zenki, vecina je napustila tretirane lisne ise¢ke u prva 24
h, narocito u tretmanima viSim koncentracijama biopesticida. RO-efekat posle 72 h bio je veci
od 50% u svim, osim u tretmanima sa dve najnize koncentracije, §to pokazuje da je promena
ponasanja bila glavni efekat delovanja azadirahtina u odnosu na smrtnost koja nije prelazila

20% ukupnog broja tretiranih zenki.

100 r
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20 }
o LLIM . . . . .
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50 35 245
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Azadirahtin (mg/l)

Sl. 6. RO-efekat (%) 24 h i 72 h nakon tretiranja pre-ovipozicionih
zenki T. urticae azadirahtinom (mg/l)

Imajué¢i u vidu ovakav odgovorzenki T. urticae nakon tretiranja azadirahtinom,
izraCunata je bioloska efektivnost biopesticida na osnovu zbira uginulih i RO-Zenki (tabela
10). Efektivne koncentracije bioloske efektivnosti azadirahtina 24 h posle tretiranja
preovipozicionih zenki bile su iznad letalnih koncentracija za pre-adultne Zivotne stadijume,
dok su se 72 h posle tretiranja nalazile u opsegu letalnih koncentracija. Efektivne
koncentracije RO-efekta (Tabela 10) bile su znacajno vise od odgovaraju¢ih koncentracija

bioloSke efektivnosti, a na nivou 90% i od koncentracije preporucene za primenu.
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Tabela 10. Parametri efekata azadirahtina (mg/l) 24 h i 72 h nakon tretiranja
pre-ovipozicionih zenki T. urticae (n = 1360)

Vreme posle Bioloska

tretiranja Parametri efektivnost RO-efekat

ECso(mg/l) 14,67a 20,16b
(95% CL) (11,70 - 17,79) (17,50 - 23,37)
ECao(mg/l) 74,38a 117,40 b

24h (95% CL) (53,30 - 126,42) (84,40 - 189,26)
b(z SE) 1,82(% 0,12) 1,68(x 0,12)
% (df = 6) 14,09 7,61
ECso(mg/l) 6,42a 11,22b
(95% CL) (4,09 - 8,55) (7,98 - 14,34)
ECg(mg/l) 29,12a 96,92b

72h (95% CL) (22,27 - 43,83) (60,55 - 230,71)
b(+ SE) 1,95(+ 0,14) 1,17( 0,12)
% (df = 6) 18,31 14,64

LC vrednosti u redovima oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znac¢ajno
(test odnosa letalnih doza, P=0,05)

n = broj tretiranih jedinki; CL = interval poverenja; b = nagib regresione krive;
df = stepeni slobode

4.2.2. Repelentni i deterentni efekti

Azadirahtin je uticao znacajno na ponaSanje zenki T. urticae (SI. 7). Dvadeset Cetiri
Casa od pocetka biotesta statisticki znacajan repelentni efekat zabelezZen je u svim tretmanima.
Nakon naredna 24 h znacajan repelentni efekat uzrokovale su koncentracije 50, 25, 12,51 1,56
mg/l, dok je nakon poslednja 24 h znacajan efekat zabelezen samo kod koncentracija 50 i 25
mg/l. Posmatran kumulativno, broj Zenki utvrden na tretiranim polovinama listova bio je
znafajno manji od broja Zenki na netretiranim polovinama u svim tretmanima (SI. 7A).
Kumulativni indeksi repelentnosti (%) iznosili su: 81,24+3,3 (50 mg/1); 73,0+6,8 (25 mg/l);
61,5+6,5 (12,5 mg/l); 38,5+9,4 (6,25 mg/l); 33,1+7,0 (3,12 mg/l) 1 45,1+21,1 (1,56 mg/l).

Slican obrazac zabeleZen je i1 kod ovipozicione deterentnosti (SI. 7B). U prva 24 h,
zenke T. urticae polozile su statistiCki znacajno manji broj jaja na tretiranim polovinama
listova u svim, osim u tretmanu koncentracijom 6,25 mg/l. U naredna 24 h ovipoziciona
deterentnost bila je zna€ajna u tretmanima koncentracijama 50, 25, 12,5 1 3,12 mg/l, dok je u
poslednja 24 h biotesta jedino u tretmanu najviSom koncentracijom zabelezen znacajan efekat.
Posmatrano kumulativno, svi tretmani (osim koncentracije 6,25 mg/l) uzrokovali su znacajnu
ovipozicionu.deterentnost. Kumulativni indeksi deterentnosti (%) iznosili su: 82,9+4,1 (50
mg/l); 49,4+6,1 (25 mg/l); 20,9+5,2 (12,5 mg/l); 4,4+5,2 (6,25 mg/l); 14,9+4,4 (3,12 mg/l) 1
17,4+5,6 (1,56 mg/1). Kontakt sa azadirahtinom uzrokovao je nisku smrtnost: najvisa vrednost

(6,2+2,8%) zabeleZena je nakon 72 h na polovini lista tretiranoj najviSom koncentracijom.
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Biopesticid je uzrokovao i RO-efekat koji je posle 72 h iznosio (%): 56+4,3 (50 mg/1), 32+9,6
(25 mg/l), 367 (12,5 mg/l), 2045 (6,25 mg/l), 12+3,4 (3,12 mg/l) i 11£2,9 (1,56 mg/l), s tim

da je priblizno 80% RO-zenki pronadeno uz tretirane polovine listova.
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izlaganja, M + SE; *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, t-test)

4.2.3. Efekti na Zivotne parametre i populacioni rast
Dnevne vrednosti fekunditeta zenki T. urticae prezivelih tretiranje azadirahtinom u
stadijumu jajeta i izloZenost reziduama biopesticida tokom juvenilnog razvic¢a prikazane su na

slici 8. Bruto fekunditet bio je statisticki znacajno redukovan samo u tretmanu koncentracijom
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Sl. 8. Dnevne vrednosti bruto fekunditeta (a) i neto fekunditeta (b) Zenki T. urticae koje su prezivele
tretiranje azadirahtinom (mg/l) u stadijumu jajeta (M + SE; vrednosti oznaéene razli¢itim slovima

razlikuju se znacajno, ANOVA, Fisher LSD test); (c) Stope prezivljavanja zenki (M + SE)
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15 mg/l i to od prvog pa do petog dana reprodukcije, dok je neto fekunditet u tretmanu ovom
koncentracijom znacajno redukovan od pocetka do kraja ogleda. Druge dve koncentracije
uzrokovale su znacajnu redukciju neto fekunditeta od tre¢eg do sedmog dana reprodukcije.
Maksimalna redukcija zabelezena je kod Zenki tretiranih najviSom koncentracijom u prva dva
dana reprodukcije, kada je bruto fekunditet bio redukovan 54,1-59,3% a neto fekunditet 57,5-
60,6%. Od tre¢eg dana reprodukcije, stope prezivljavanja zenki u tretmanima bile su nize u
poredenju sa kontrolom (SI. 8), Sto je uzrokovalo izrazeniju redukciju neto fekunditeta u
odnosu na bruto fekunditet.

Sli¢no kao kod dnevnih vrednosti, samo je najviSa koncentracija statisticki znacajno
redukovala sedmodnevni bruto fekunditet (32%), dok je znacajna redukcija sedmodnevnog
neto fekunditeta (26-43%) zabeleZena u svim tretmanima (Tabela 11). Sve tri koncentracije
znacajno su redukovale proseénu duzinu Zivota Zenki (za 0,8 - 1,2 dana). Trenutna stopa
populacionog rasta znacajno je redukovana u tretmanima koncentracijama 15 mg/l 1 7,5 mg/l,

za 12 % 19 % u poredenju sa kontrolom (Tabela 11).

Tabela 11. Zivotni parametri i populacioni rast (M £ SE) zenki T. urticae
prezivelih tretiranje azadirahtinom (mg/l) u stadijumu jajeta

mg/I GF NF L ri
15 63,07b 49,45b 5,46b 0,559 b
(£7,50) (£ 6,16) (£0,12) (£0.024)
75 79,47ab 59,48b 5,27b 0,581 b
(+5,53) (+ 6,86) (+0,32) (+0,018)
3,75 80,46a 64,61b 5,69b 0,595ab
(£3,57) (£3,94) (£0,15) (£ 0,009)
0 93,34 a 86,91a 6,48a 0,638a
(£4,70) (£4,72) (£0,08) (£ 0,008)

Fs1 4,65 6,72 7,12 4,26
p < 0,05 <0,01 <0,01 < 0,05

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razlic¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)
NF= neto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina Zivota Zenki (dani)

r; = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

Dnevne vrednosti fekunditeta zenki T. urticae prezivelih tretiranje azadirahtinom u
preovipozicionom periodu a zatim prebacenih na netretiranu povrSinu prikazane su na slici 9.
Sve tri koncentracije statisti¢ki znacajno su redukovale bruto fekunditet prvog i drugog dana

reprodukcije,dok je u naredna tri dana samo najvisa koncentracija postigla znacajnu redukciju.
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Sestog i sedmog dana reprodukcije Zenke u tretmanu su se oporavile i njihov bruto fekunditet
se nije razlikovao od kontrolnog. Neto fekunditet bio je znacajno redukovan u sva tri tretmana
tokom celog posmatranog perioda reprodukcije. Maksimalne redukcije fekunditeta (>90%)
zabelezene su prvog dana reprodukcije; izrazenija redukcija neto fekunditeta do kraja biotesta
nastala je usled nizih stopa prezivljavanja zenki u tretmanu u odnosu na kontrolu.

Sve tri koncentracije azadirahtina statisticki znacajno su redukovale sedmodnevne
vrednosti bruto fekunditeta i neto fekunditeta, za 20-30% i 39-53%, u poredenju sa kontrolom
(Tabela 12). Prosec¢na duzina zivota Zenki takode je znacajno redukovana u svim tretmanima

(za 1,4 - 2 dana), kao i trenutna stopa rasta (11-18%).

Tabela 12. Zivotni parametri i populacioni rast (M + SE) Zenki T. urticae
prezivelih tretiranje azadirahtinom (mg/l) u periodu preovipozicije

mg/l GF NF L r
70 53,20c 33,85¢ 4,66b 0,501c
(£1,60) (£4,41) (£0,54) (£0.020)
35 59,67b 41,89bc 5,17b 0,534bc
(£ 1,10) (£2,88) (£0,26) (£0,021)
17,5 60,900 44,58b 5,33b 0,543b
(£1,62) (£2,05) (£0,10) (£0,014)
0 75,76a 72,59 6,71a 0,613a
(£2,50) (£2,62) (£0,07) (£0,010)
Fs12 29,30 21,63 6,41 15,40
p <0,001 < 0,001 < 0,05 < 0,001

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razlic¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)
NF= neto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina zivota zenki (dani)

ri = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

4.2.4. Efekti na demografske parametre

Tretiranje jaja T. urticae azadirahtinom uzrokovalo je produzenje juvenilnog razvica
prezivelih jedinki koje su u stadijum adulta dospele jedanaestog a prvu reprodukciju ostvarile
dvanaestog dana zivota, dan kasnije u odnosu na zenke u kontroli. Starosno-specificno
prezivljavanje u tretmanu bilo je redukovano u odnosu na kontrolu do kraja Zivota odraslih
zenki, dok je starosno-specifi¢ni fertilitet u tretmanu bio redukovan tokom veceg dela Zivota

adulta, a najvise u vreme reproduktivnog maksimuma (SI. 10).
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Sl. 10. Starosno-specifiéno prezivljavanje (l,) i starosno-specifi¢ni fertilitet (m,) zenkiT. urticae:
kontrola = netretirane Zenke; tretman = Zenke prezivele tretiranje u stadijumu jajeta azadirahtinom
(7,5 mg/l)

Redukcija prezivljavanja 1 fertiliteta i usporavanje juvenilnog razvi¢a u tretmanu u
poredenju sa kontrolom uzrokovali su znacajnu redukciju stopa reprodukcije i rasta (Tabela
13). Bruto stopa reprodukcije redukovana je za 34,3% a neto stopa reprodukcije za 36,6%,

dok su prirodna stopa rasta i kona¢na stopa rasta redukovane za 16% i 4%. Srednje vreme

generacije je znacajno produzeno, ali za manje od 24 h.

Tabela 13. Demografski parametri (M + SE) zenki T. urticae: kontrola = netretirane Zenke;
tretman = Zenke preZivele tretiranje u stadijumu jajeta azadirahtinom (7,5 mg/l)

GRR Ro Mm A T
Kontrola 88,24a 44,32a 0,263a 1,300a 14,43b
(+ 11,34) (+3,56) (£ 0,004) (= 0,005) (+0,23)
Tretman 57,95b 28,08b 0,221b 1,248b 15,07a
(£7,25) (£2,82) (£ 0,005) (= 0,006) (x0,21)
P 0,02911 0,00043 0,00043 0,00043 0,04003

Srednje vrednosti demografskih parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Rq = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije

Tretiranje preovipozicionih Zzenki T. urticae azadirahtinom redukovalo je obe starosno-
specificne funkcije tokom celog perioda zivota adulta (SI. 11). Usled izraZenije redukcije
fertiliteta, u poredenju sa efektima tretiranja u stadijumu jajeta, zabelezena je i ve¢a redukcija
vrednosti stopa rasta i reprodukcije u tretmanu (Tabela 14). Bruto stopa reprodukcije
redukovana je za 51,2% a neto stopa reprodukcije za 52,2%, dok su prirodna stopa rasta i
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konac¢na stopa rasta redukovane za 24% i 6,6%; s druge strane, srednje vreme generacije

produzeno je priblizno za 24 h.
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Sl. 11. Uzrasno-specifi¢no prezivljavanje (l,) 1 uzrasno-specifiéni fertilitet (m,) ZenkiT. urticae:

kontrola = netretirane Zenke; tretman = Zenke prezivele tretiranje u periodu preovipozicije
azadirahtinom(35 mg/I)

Tabela 14.Demografski parametri (M + SE)zenkiT. urticae: kontrola = netretirane Zenke;
tretman = Zenke preZivele tretiranje u periodu preovipozicijeazadirahtinom (35 mg/l)

GRR Ro I A T
Kontrola 100,55a 50,70a 0,283a 1,328a 13,86b
(£9,58) (£5,19) (£ 0,004) (£ 0,005) (£0,24)
Tretman 49,02b 24,24b 0,215b 1,240b 14,84a
(£4,22) (£3,49) (£ 0,008) (£0,010) (£0,24)
P 0,00001 0,00004 0,00004 0,00004 0,00324

Srednje vrednosti demografski parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Rq = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije

4.3. Akaricidni i subletalni efekti spinosada
4.3.1. Toksi¢nost za Zivotne stadijume

Parametri toksi¢nosti spinosada nakon tretiranja jaja i juvenilnih stadijuma T. urticae
prikazani su u tabeli 15. Najvec¢u osetljivost na ovaj biopesticid pokazale su larve i
protonimfe, dok je osetljivost Zenki deutonimfi bila znacajno manja. Toksi¢nost spinosada za
odrasle Zenke nije se znacajno razlikovala od toksi¢nosti za deutonimfe. Akaricidni efekat
spinosada zabeleZzen nakon direktnog tretiranja jaja nastao je usled rezidualnog delovanja
biopesticida na larve ispiljene iz tretiranih jaja i bio je nekoliko puta manji od efekta

ostvarenog direktnim tretiranjem larvi. Ovaj rezidualni efekat bio je najslabiji akaricidni

38



efekat na nivou LCsp, dok se na nivou LCyy nije znacajno razlikovao od efekata ostvarenih
tretiranjem deutonimfi i preovipozicionih Zenki. Osim LCsg za larve i protonimfe, sve ostale
dobijene LC vrednosti bile su na nivou ili ve¢e od koncentracija spinosada preporucenih za
primenu (60-300 mg/l).

Tabela 15. Parametri toksi¢nosti spinosada(mg/l)za T. urticae nakon tretiranja razli¢itih Zivotnih
stadijuma (E = jaja; L = larve; PN = protonimfe, DNf = deutonimfe zenke; Afp = pre-ovipozicione
zenke)

Zivotni n LCso(mg/l) LCoo(mg/l) b 2 Jf
stadijumi (95% CL) (95% CL) (+ SE) X

105,78 d 596,95 b 1,70

B 2346 (7365.14936)  (340,01-2076,08)  (+0,13) 40 4
5757 a 116,72 a 5,04

L 640 5190-3484)  (8376-19304) (0200 >0 O
3655 b 136,20 a 524

PN 640 o999 4345y  (10932-18236)  (x022) 9O
8276 od 72128 b 136

DNf 640 6611 10670)  (460,70-1347.41)  (+013) 280 5

Ao 526 6147¢ 45721b 147 im 4

(41,68 - 97,68) (230,79 - 1760,00) (£0,14)
LC vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(test odnosa letalnih doza, P=0,05)

(E, L, PN, DNf = smrtnost utvrdivana na osnovu broja tretiranih jedinki dospelih u stadijum adulta;
Afp = smrtnost utvrdivana na osnovu broja zivih Zenki 48 h posle tretiranja)

n = broj tretiranih jedinki
CL = interval poverenja

b = nagib regresione krive
df = stepeni slobode

4.3.2. Efekti na Zivotne parametre i populacioni rast

Dnevne vrednosti fekunditeta Zenki T. urticae koje su prezivele tretiranje spinosadom
u stadijumu jajeta i rezidualno delovanje biopesticida tokom juvenilnog razvica prikazane su
na slici 12. Bruto fekunditet bio je statisticki znacajno redukovan u sva tri tretmana samo
drugog dana reprodukcije; maksimlana redukcija od 26,4% u odnosu na kontroluostvarena je
prvog dana reprodukcije u tretmanu najviSom koncentracijom. Neto fekunditet bio je znacajno
redukovan u sva tri tretmana drugog 1 tre¢eg dana reprodukcije, dok je prvog dana samo
najviSa koncentracija ostvarila znacajnu (ujedno i maksimalnu) redukciju od 27,7%. Stope

preZivljavanja Zenki u tretmanu nisu se znatno razlikovale u poredenju sa kontrolom.
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Tretiranje spinosadom redukovalo je sedmodnevni bruto fekunditet za 4,1-5,8% a
sedmodnevni neto fekunditet za 9,1-10,6% (Tabela 16). U svim tretmanima zabelezene su
statistiCcki znacajne razlike u odnosu na kontrolu osim kod vrednosti bruto fekunditeta u
tretmanu koncentracijom 240 mg/l. Najvisa koncentracija znacajno je redukovala prose¢nu
duzinu Zivota zenki (priblizno za pola dana), dok je trenutna stopa populacionog rasta

znacajno redukovana u svim tretmanima, iako za svega 2-3% u poredenju sa kontrolom.

Tabela 16. Zivotni parametri i populacioni rast (M = SE) zenki T. urticae
prezivelih tretiranje spinosadom (mg/l) u stadijumu jajeta

mg/I GF NF L ri
240 76,12ab 69,78 b 6,45b 0,606 b
(£1,39) (£2,92) (£0,19) (£0.012)
120 74,81b 70,35b 6,63 ab 0,608 b
(£0,64) (£ 1,30) (£0,08) (£ 0,005)
60 74,78b 70,95 b 6,66 ab 0,610b
(£ 1,83) (£ 1,10) (£0,17) (£ 0,005)
0 79,38a 78,09 a 6,90 a 0,624 a
(= 1,51) (£1,72) (£0,06) (£ 0,006)

Fa1 2,35 4,13 1,73 4,10
p 0,124 < 0,05 0,214 < 0,05

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)
NF= neto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina Zivota Zenki (dani)

r; = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

Dnevne vrednosti fekunditeta zenki T. urticae prezivelih tretiranje spinosadom u
preovipozicionom periodu prikazane su na slici 13. Sve tri koncentracije statisticki znacajno
su redukovale bruto fekunditet treceg 1 petog dana reprodukcije, dok je u ostalim danima nije
bilo znacajne redukcije, osim u tretmanima koncentracijama 120 i 240 mg/l sedmog dana
reprodukcije. Neto fekunditet bio je znacajno redukovan u tretmanu najvisom koncentracijom
tokom celog posmatranog perioda reprodukcije, dok je koncentracija 120 mg/l ostvarila
znacajnu redukciju od treeg do sedmog dana, a koncentracija 60 mg/l samo petog dana
reprodukcije. Maksimalna redukcija zabelezena je sedmog dana: bruto fekunditeta za 29,1% a

neto fekunditeta za 44,5%, u odnosu na kontrolu.
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Sedmodnevne vrednosti bruto fekunditeta i neto fekunditeta (Tabela 17) bile su
statisticki znacajno redukovane u odnosu na kontrolu u tretmanima koncentracijama 120 mg/1
(za 17,3% i 27,9%) i 240 mg/l (za 16,4% i 31,3%). Nize stope prezivljavanja Zenki u tretmanu
u odnosu na kontrolu uzrokovale su izrazeniju redukciju neto fekunditeta u poredenju sa bruto
fekunditetom. Prose¢na duzina Zivota Zenki takode je znafajno redukovana u tretmanima

ovim dvema koncentracijama (priblizno za jedan dan), kao i trenutna stopa rasta (za 8,2% i
9,2%).

Tabela 17. Zivotni parametri i populacioni rast (M = SE) zenki T. urticae
prezivelih tretiranje spinosadom (mg/l) u periodu preovipozicije

mg/I GF NF L ri

240 60,46 b 47,93 b 562b 0,553 b
(£1,12) (£2,73) (£0,22) (£0.017)
120 59,83 b 50,30 b 5,88Db 0,559 b
(+2,80) (£3,41) (£0,13) (£ 0,020)
60 66,18 ab 61,38 a 6,51 a 0,588 a
(£2,97) (£ 3,80) (£0,17) (£0,018)
0 72,35a 69,81 a 6,71a 0,609 a
(= 1,17) (£0,78) (£0,07) (= 0,004)

Fs12 6,70 11,14 10,42 10,15

p <0,01 <0,001 <0,01 <0,01

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)
NF= neto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina zivota Zenki (dani)

r; = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

4.3.3. Efekti na demografske parametre

Tretiranje jaja T. urticae spinosadom uzrokovalo je redukciju starosno-specifi¢nog
prezivljavanja od pocetka i tokom najveceg dela Zivota odraslih zenki (SI. 14). S druge strane,
zenke u tretmanu imale su 21,2% veci starosno-specifi¢ni fertilitet u poredenju sa Zenkama u
kontroli u prvih Sest dana reprodukcije. Sa pove€anjem starosti zenki ova razlika je nestala,
tako da je u drugoj polovini perioda reprodukcije u kontroli zabeleZen ve¢i fertilitet u odnosu
na tretman.lskazan kao neto vrednost (Iy x my) fertilitet Zenki u tretmanu bio je 18,4% veéi u
odnosu na Zenke u kontroli (razlika neto vrednosti u korist tretiranih Zenki bila je manja nego

kod bruto vrednosti jer su I; vrednosti u tretmanu bile nize od kontrolnih).
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Sl. 14. Starosno-specifi¢éno prezivljavanje (l,) i starosno-specifi¢ni fertilitet (m,) zenkiT. urticae:
kontrola = netretirane Zenke; tretman = Zenke prezivele tretiranje u stadijumu jajeta spinosadom

(120mg/l)

Veci neto fertilitet tretiranih zenki na pocetku perioda reprodukcije, kad je produkcija
potomstva kod T. urticae najveca, bio je dovoljan da uzrokuje znacajno poveéanje stopa
populacionog rasta u tretmanu u poredenju sa kontrolom, iako neto stopa reprodukcije (tj.
ukupan neto fertilitet) u tretmanu nije bio znacajno ve¢i od kontrolnog. Bruto stopa
reprodukcije u kontroli bila je znacajno veca u odnosu na tretman, zahvaljujuéi vecoj
produkciji potomstva starijih zenki, ali ova razlika nije bila dovoljna da ponisti efekat

povecanja fertiliteta u tretmanu u prvim danima reprodukcije (Tabela 18).

Tabela 18.Demografski parametri (M + SE)zenki T. urticae: kontrola = netretirane zenke;
tretman = Zenke prezivele tretiranje u stadijumu jajeta spinosadom (120 mg/I)

GRR Ro ™ A T
Kontrola 84,12a 54,88a 0,267b 1,306b 15,01a
(£ 4,44) (£3,73) (£0,003) (£ 0,004) (£ 0,20)
Tretman 68,73b 51,78a 0,278a 1,321a 14,18b
(£3,93) (£3,53) (£0,003) (£ 0,004) (£0,13)
p 0,01267 0,54671 0,01222 0,01222 0,00048

Srednje vrednosti demografskih parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Ry = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije
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Za razliku od efekata zabeleZenih u prethodnom biotestu, tretiranje preovipozicionih
zenki T. urticae spinosadom nije uzrokovalo redukciju  starosno-specifi¢nog
prezivljavanjatokom prvih Sest dana, ali je reprodukcija u ovom periodu bila redukovana u
poredenju sa Zenkama u kontroli. Do kraja Zivota adulta starosno-specificno prezivljavanjeu
tretmanu bilo je redukovano u odnosu na kontrolu, dok su my vrednosti bile i manje i veée od
kontrolnih (SI. 15). Usled relativnog oporavka fertiliteta starijih tretiranih Zenki, bruto stope
reprodukcije u tretmanu i kontroli nisu se znacajno razlikovale. Neto stopa reprodukcije
tretiranih Zenki bila je, medutim, znacajno redukovana u poredenju sa kontrolom (za 36,2%)
jer su tokom veceg dela zivota adulta u tretmanu zabeleZene niZze | vrednosti. Ovakvi efekti
uzrokovali su znacajnu redukciju vrednosti stopa populacionog rasta: 10,2% (rp) 1 2,9% (1)

(Tabela 19).
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Sl. 15. Starosno-specifi¢éno prezivljavanje (l,) i starosno-specifi¢ni fertilitet (m,) zenkiT. urticae:
kontrola = netretirane Zzenke; tretman = zenke prezivele tretiranje u periodu preovipozicije
spinosadom(120mg/l)

Tabela 19.Demografski parametri (M + SE)zenki T. urticae: kontrola = netretirane Zenke;
tretman = Zenke preZivele tretiranje u periodu preovipozicijespinosadom (120mg/I)

GRR Ro M y) T
Kontrola 112,12a 66,05a 0,283a 1,327 a 14,80a
(+5,92) (+5,59) (= 0,004) (= 0,005) (+0,21)
Tretman 96,05a 42,12b 0,254b 1,289b 14,73a
(+ 17,68) (£ 4,65) (= 0,004) (& 0,005) (£ 0,30)
P 0,2406 0,00101 0 0 0,82202

Srednje vrednosti demografskih parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znac¢ajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Ry = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije
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4.4. Akaricidni i subletalni efekti biopesticida Naturalis-L

4.4.1. Toksi¢nost za Zivotne stadijume

Parametri toksi¢nosti biopesticida Naturalis-L nakon tretiranja jaja i juvenilnih
toksiCan za protonimfe, dok su deutonimfe bile najmanje osetljiv juvenilni stadijum.
Akaricidni efekat zabelezen nakon direktnog tretiranja jaja ovim biopesticidom bio je rezultat
rezidualnog toksi¢nog delovanja na larve koje su se ispilile iz tretiranih jaja. Ovaj rezidualni
efekat bio je znaCajno nizi od akaricidnog efekta ostvarenog direktnim tretiranjem larvi i
protonimfi. Od svih tretiranih stadijuma, samo su letalne koncentracije za larve bile ispod

maksimalne preporucene koncentracije za primenu biopesticida Naturalis-L (3 ml/l).

Tabela 20. Parametri toksi¢nosti biopesticida Naturalis-L (ml/l) za T. urticae nakon tretiranja
razli¢itih Zivotnih stadijuma (E = jaja; L = larve; PN = protonimfe, DNf = deutonimfe Zenke)

Zivotni n L Cso(ml/l) L Coo(ml/l) b 7 df

stadijumi (95% CL) (95% CL) (£ SE)

E 1059 3,16C 9,52¢ 2,68 14,09 5
(2,59 - 3,90) (6,94 - 16,46) (+0,19)

L 640 0,97a 1,99a 415 7.46 5
(0,80 - 1,13) (1,66 - 2,65) (+0,42)

PN 730 1,57b 3,690 3,45 776 5
(1,38 - 1,79) (3,06 - 4,84) (+0,23)

DNf 650 3,85d 7.62¢ 432 0,67 4
(3,52 - 4,18) (6,74 - 8,99) (£ 0,34)

LC vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno (test odnosa letalnih doza, P=0,05)
n = broj tretiranih jedinki
CL =interval poverenja
b = nagib regresione krive
df = stepeni slobode

Direktno tretiranje pre-ovipozicionih zenki biopesticidom Naturalis-Lizazvalo je RO-
efekat (SI. 16). Procenat zenki koje su napustile lisne ise¢ke iznosio je 2-69% (posle 24 h), 2-
84% (posle 72 h) i 15-85% (posle 168 h). Biopesticid je primenjen u koncentracijama u
rasponu 0,16 - 10 ml/1, ali je najvisa koncentracija izostavljena iz prikazivanja rezultata, jer u
ovom tretmanu posle 72 h viSe nije bilo zivih Zenki. Promena ponaSanja bila je glavni efekat
delovanja biopesticida u odnosu na smrtnost koja nije prelazila 8% (posle 24 h), 14% (posle
72 h) i 33% (posle 168 h) ukupnog broja tretiranih Zenki.
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Sl. 16. RO-efekat (%) 24 h, 72 h i 168 h nakon tretiranja pre-ovipozicionih
zenki T. urticaebiopesticidom Naturalis-L (mg/l)

Kao i u biotestu sa azadirahtinom, i ovde je izraCunata je bioloSka efektivnost
biopesticida Naturalis-L na osnovu zbira uginulih i RO-zenki (Tabela 21). Efektivne
koncentracije na nivou 50% 1 90% 168 h posle tretiranja preovipozicionih Zenki bile su ispod

preporucene koncentracije biopesticida, osim ECgy za RO-efekat.

Tabela 21. Parametri efekata biopesticida Naturalis-L (ml/I)168 h nakon tretiranja
pre-ovipozicionih zenki T. urticae (n = 1120)

ECso(ml/) ECoo(mli/l) b 2 (df=4)
(95% CL) (95% CL) +sgy XU
BioloSka 0,80a 2,343 2,75 570
efektivnost (0,51 - 1,04) (1,85 - 3,30) (+0,26) !
1,01b 6,100 1,64
RO-efekat ;75 _1.30) (4,28 - 10,27) (£0,12) 583

LC vrednosti u kolonama oznadene razli¢itim slovima razlikuju se znac¢ajno
(test odnosa letalnih doza, P=0,05)

n = broj tretiranih jedinki; CL = interval poverenja; b = nagib regresione krive;
df = stepeni slobode

4.4.2. Repelentni i deterentni efekti

Biopesticid Naturalis-L uticao je znafajno na ponaSanje zenki T. urticae (SI. 17).
Repelentni i deterentni efekti bili su najizraZeniji 24 h od pocetka biotesta, kada su sve
koncentracije biopesticidauzrokovale statisticki znacajan odgovor. Nakon naredna 24h
znacajna repelentnost takode je zabelezena u svim tretmanima (osim koncentracije 1,18 ml/l),

dok su znacajnu deterentnost uzrokovale Cetiri najviSe koncentracije. Deterentni efekat bio je
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znacajan u svim tretmanima, osim jednog, nakon poslednja 24 h; istovremeno, znacajan

repelentni efekat izostao je u vecini tretmana. Posmatrani kumulativno, repelentni i deterentni

efekti bili su statisticki znacajni u svim tretmanima.
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Sl. 17. Repelentni (A) i deterentni (B) efekti biopesticida Naturalis-L (ml/l) na Zenke T. urticae
(dnevni i kumulativni broj Zenki/poloZenih jaja na netretiranoj ili tretiranoj polovini lista 0-72 h od
pocetka izlaganja, M + SE; *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, t-test)

Kumulativni indeksi repelentnosti (%) iznosili su: 78,3+9,9 (7 ml/l); 61,9+12,2 (4,9
ml/l); 75,1+12,1 (3,43 ml/l); 60+7,7 (2,4 ml/1);49,2+2,5 (1,68 ml/l), 41,9+11,6 (1,18 ml/l) i
24,8+5,0 (0,82 ml/l). Kumulativni indeksi deterentnosti (%) iznosili su: 86,2+6,5 (7 ml/l);
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70,3£11,2 (4,9 ml/l); 73,8+11,3 (3,43 ml/l); 61,2+6,4 (2,4 ml/l); 30,4+6,9 (1,68 ml/l),
33,2+11,9 (1,18 ml/1) 1 26,8+3,3 (0,82 ml/1).

Kontakt sa biopesticidom Naturalis-L uzrokovao je nisku smrtnostzenki: nakon 72 h
ukupna smrtnost na obe polovine lista kretala se od 0,7+0,4% do 3,5+2.4%. Biopesticid je
uzrokovao i RO-efekat koji je posle 72 h iznosio (%): 61+£6,4 (7 ml/l); 51+£6,2 (4,9 ml/l);
37+10,3 (3,43 ml/l); 21£7,5 (2,4 ml/l); 22+5,8 (1,68 ml/l), 47+£9,7 (1,18 ml/l) i 23+6 (0,82
ml/1); priblizno 86% RO-Zenki pronadeno je uz tretirane polovine listova.

4.4.3. Efekti na Zivotne parametre i populacioni rast

Dnevne vrednosti bruto i neto fekunditeta zenki T. urticae koje su prezivele tretiranje
biopesticidom Naturalis-L u stadijumu jajeta i zatim bile izloZzene rezidualnom delovanju
biopesticida tokom juvenilnog razviéa prikazane su na slici 18. Sve tri koncentracije statisticki
znacajno su redukovale bruto fekunditet prvog i sedmog dana reprodukcije odraslih Zenki na
netretiranoj povr$ini. Znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana utvrdene su jo$ samo
drugog dana reprodukcije: Zenke u tretmanu koncentracijom 1,5 ml/l polozile su manji, a
zenke u tretmanu koncentracijom 6 ml/l veci prose€an broj jaja u poredenju sa Zenkama u
kontroli. Neto fekunditet takode je bio statisticki znacajno redukovan u svim tretmanima
prvog i sedmog dana reprodukcije, a i drugog dana reprodukcije zabelezen je isti efekat kao
kod bruto fekunditeta. Jedina razlika izmedu bruto i neto fekunditeta utvrdena je $estog dana
reprodukcije, kada su tretmani koncentracijama 1,5 ml/l i 3 ml/l znacajno redukovali neto ali
ne i bruto vrednosti. Maksimalna redukcija fekunditeta (60%) zabeleZzena je prvog dana
reprodukcije. Stope prezivljavanja Zenki u tretmanima i kontroli nisu se znatno razlikovale.

Biopesticid Naturalis-Lznacajno je redukovao sedmodnevni bruto fekunditet zenki T.
urticae u tretmanima koncentracijama 1,5 ml/l (za 13,2%) i 3 ml/l (za 9,9%); bruto fekunditet
zenki u tretmanu koncentracijom 6 ml/l nije se znacajno razlikovao od kontrole, kao ni od
odgovarajuce vrednosti u tretmanu koncentracijom 3 ml/l (Tabela 22). Sedmodnevni neto
fekunditet takode je bio znafajno redukovan u tretmanima koncentracijama 1,5 ml/l (za
17,9%) i 3 ml/l (za 14,6%), dok se bruto fekunditet u tretmanu koncentracijom 6 ml/l nije
znacajno razlikovao od odgovarajucih vrednosti u drugim tretmanima 1 kontroli. Tretiranje
nije znacajno redukovalo prosecnu duzinu Zivota Zenki. Kao 1 kod neto fekunditeta, redukcija
trenutne stope populacionog rasta zabelezena je u tretmanima koncentracijama 1,5 ml/l (za
4,8%) i 3 ml/l (za 4%), dok se r; vrednost u tretmanu najviSom koncentracijom nije znac¢ajno

razlikovala od ostalih r; vrednosti.
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Sl. 18. Dnevne vrednosti bruto fekunditeta (a) i neto fekunditeta (b) Zenki T. urticae koje su prezivele
tretiranje biopesticidom Naturalis-L (ml/l) u stadijumu jajeta (M + SE; vrednosti oznacene razli¢itim
slovima razlikuju se znac¢ajno, ANOVA, Fisher LSD test); Stope prezivljavanja zenki (M + SE)
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Tabela 22. Zivotni parametri i populacioni rast (M = SE) Zenki T. urticae
prezivelih tretiranje biopesticidom Naturalis-L (ml/l) u stadijumu jajeta

ml/I GF NF L ri
6 57,31ab 51,18 ab 6,33 a 0,564 ab
(£0,97) (£1,42) (£0,20) (£ 0.004)
3 53,71bc 48,14b 6,35a 0,555 b
(£1,75) (£2,01) (£0,14) (£ 0,006)
15 51,77c 46,24b 6,35a 0,550 b
(£ 1,09) (£1,93) (£0,15) (£ 0,006)
0 59,62a 56,35a 6,65 a 0,578 a
(+1,53) (+2,77) (£0,17) (+0,007)

Fs12 6,60 4,37 0,83 4,19
p <0,01 <0,05 0,502 <0,05

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razlic¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)
NF= neto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina zivota zenki (dani)

ri = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

Dnevne vrednosti fekunditeta zenki T. urticae prezivelih tretiranje biopesticidom
Naturalis-L u preovipozicionom periodu prikazane su na slici 19. Sve tri koncentracije
statisti¢ki znacajno su redukovale bruto fekunditet prvog, drugog i sedmog dana reprodukcije;
maksimalna redukcija (63,4%) ostvarena je prvog dana. Znac¢ajno manji broj jaja u pojedinim
tretmanima zabeleZen je 1 treCeg, Cetvrtog 1 Sestog dana reprodukcije. Neto fekunditet bio je
statistiCki znacCajno redukovan u svim tretmanima od pocCetka do kraja biotesta, osim u
tretmanu koncentracijom 3 ml/l ¢etvrtog dana reprodukcije. Maksimalna redukcija (66,4%)
neto fekunditeta takode je ostvarena prvog dana. Stope preZivljavanja Zenki u tretmanu
najviSom koncentracijom bile su znatno nize od kontrole od pocetka do kraja biotesta, dok su
u ostalim tretmanima znatne razlike zabeleZene od treceg ili Cetvrtog dana reprodukcije.

Biopesticid Naturalis-L znacajno je redukovao sedmodnevni fekunditet Zenki T.
urticae u svim tretmanima (Tabela 23): bruto fekunditet za 20 - 25,8% a neto fekunditet za 34
- 43,4% u odnosu na kontrolu. Prosecna duzZina Zivota Zenki bila je znacajno redukovana
samo u tretmanu najviSom koncentracijom, za 1,8 dana. Kao fekunditet, 1 trenutna stopa
populacionog rasta statisticki znac¢ajno je redukovana u svim tretmanima, za 10,3 - 14,7% u

odnosu na kontrolu.
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Sl. 19. Dnevne vrednosti bruto fekunditeta (a) i neto fekunditeta (b) Zenki T. urticae koje su prezivele
tretiranje biopesticidom Naturalis-L (ml/l) u periodu preovipozicije (M = SE; vrednosti oznaene

razli¢itim slovima razlikuju se znacajno, ANOVA, Fisher LSD test); (C) Stope prezivljavanja zenki (M

+ SE)
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Tabela 23. Zivotni parametri i populacioni rast (M £ SE) zenki T. urticae
prezivelih tretiranje biopesticidom Naturalis-L (ml/l) u periodu preovipozicije

ml/I GF NF L ri
6 53,47b 35,77b 485D 0,507 b
(£1,60) (+4,18) (£0,55) (£0.018)
3 52,25h 41,35b 5,58 ab 0,532 b
(£ 1,79) (£2,381) (£0,17) (£ 0,008)
15 49,63b 41,68 b 592a 0,533 b
(£ 1,78) (£3,00) (£0,23) (£0,011)
0 66,88a 63,18a 6,62 a 0,594 a
(£ 1,44) (= 1,56) (£0,12) (= 0,003)

Fa12 19,91 12,93 5,05 9,94
P < 0,001 < 0,001 < 0,05 <0,01

Srednje vrednosti u kolonama oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(ANOVA, Fisher LSD, 0=0.05)

GF= bruto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)
NF= neto fekunditet (suma nakon sedmodnevne reprodukcije)

L= duzina zivota zenki (dani)

ri = trenutna stopa rasta populacije nakon sedmodnevne reprodukcije

4.4.4. Efekti na demografske parametre

Tretiranje jaja T. urticae biopesticidom Naturalis-L uzrokovalo je redukciju starosno-
specificnog preZivljavanja od pocetka do kraja Zivota odraslih Zenki. Starosno-specifi¢ni
fertilitet Zenki u tretmanu takode je bio nizi od kontrolnog (sa jedinim izuzetkom kod Zenki

starih 25 dana) s tim da su najvece razlike zabelezene kod Zenki starosti 15-23 dana (SI. 20).
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Sl. 20. Starosno-specifi¢no prezivljavanje (l,) i starosno-specificni fertilitet (m,) zenkiT. urticae:
kontrola = netretirane Zenke; tretman = Zenke prezivele tretiranje u stadijumu jajeta biopesticidom
Naturalis-L (3ml/I)
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Redukcija starosno-specificnih funkcija uzrokovala je

statistiCki znaCajnu redukciju

demografskih parametara (Tab. 24). Bruto stopa reprodukcije redukovana je za 17,2% a neto

stopa reprodukcije za 36,5% u odnosu na kontrolu; veca redukcija neto stope u poredenju sa

bruto stopom posledica je kontinuirane redukcije Iy vrednosti tokom celog zivota odraslih

zenki u tretmanu. Stope populacionog rasta u tretmanu bile su redukovane za svega 7,4% (rp)

I 2% (4) u odnosu na kontrolu; iako male, ove razlike su ipak bile statisticki znacajne.

Tabela 24.Demografski parametri (M + SE)zenki T. urticae: kontrola = netretirane zenke;
tretman = Zenke preZivele tretiranje u stadijumu jajeta biopesticidom Naturalis-L (3 mi/I)

GRR Ro Mm pi T
Kontrola 87,57a 63,80a 0,269a 1,309 a 15,45a
(£2,98) (£ 4,85) (£ 0,004) (£ 0,005) (£0,19)
Tretman 72,55b 40,50b 0,249b 1,283b 14,85b
(£3.,80) (£4,41) (£ 0,005) (£ 0,007) (£0,21)
P 0,00246 0,00041 0,00253 0,00235 0,03069

Srednje vrednosti demografskih parametara oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Rq = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; A =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije

Tretiranje preovipozicionih zenki biopesticidom Naturalis-L takode je uzrokovalo

kontinuiranu redukciju I vrednosti (SI. 21). Starosno-specifiéni fertilitet tretiranih Zenki bio je

neznatno nizi u poredenju sa kontrolom u osam od ukupno 21 dana reprodukcije, dok su

znatno vise Myvrednosti u tretmanu zabelezene kod Zenki starosti 19-25 dana. Usled povecane
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Sl. 21. Starosno-specifiéno prezivljavanje (l,) i starosno-specifi¢ni fertilitet (m,) zenkiT. urticae:

kontrola =
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produkcije potomstva starijih zenki, bruto stopa reprodukcije u tretmanu bila je veca u
poredenju sa kontrolom, ali ova razlika nije bila statisticki znacajna (Tabela 25). S druge
strane, kontinuirana redukcija Iy vrednosti u tretmanu uzrokovala je statisticki znacajnu
redukciju neto stope reprodukcije, za 21,1% u odnosu na kontrolu. Stope populacionog rasta u

tretmanu takode su bile su znacajno redukovane, iako za svega 4,6% (ry) i 1,3% (4).

Tabela 25.Demografski parametri (M + SE)ZenkiT. urticae: kontrola = netretirane Zenke;
tretman = Zenke prezivele tretiranje u periodu preovipozicije biopesticidom Naturalis-L (3mi/l)

GRR Ro o A T
Kontrola 67,21a 55,18a 0,281a 1,324 a 14,28a
(£2,81) (+3,38) (£ 0,003) (x0,004) (+0,14)
Tretman 72,65a 43,52b 0,268b 1,307b 14,11a
(+ 4,00) (+4,23) (+ 0,006) (+0,007) (+0,18)
P 0,29748 0,03106 0,03662 0,03597 0,43564

Srednje vrednosti demografski parametara oznac¢ene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(parni bootstrap test, B = 100000)

GRR = bruto stopa reprodukcije; Ry = neto stopa reprodukcije; r., = prirodna stopa rasta populacije; 4 =
konac¢na stopa rasta populacije; T = srednje vreme generacije
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5. DISKUSIJA

Za ocenu efekata sintetskih i bioakaricida na T. urticae i druge tetranihide koriste se
laboratorijske metode biotesta koje je moguce svrstati u nekoliko osnovnih tipova u zavisnosti
od toga da li se kao odgovori uzimaju smrtnost, ponasanje, reprodukcija ili populacioni rast
(Busvine, 1971; Stark i Banks, 2003; Robertson et al., 2007). Biotestovi se naj¢esc¢e izvode na
celim listovima ili lisnim iseccima biljaka domacina (pasulj, krastavac i dr.) koji se prskaju ili,
znatno rede, potapaju u rastvor akaricida; grinje se postavljaju na lisnu povrSinu pre ili posle
aplikacije. Tehnika potapanja predmetnog stakla sa zalepljenim grinjama u rastvor
(“slidedip”), dosta primenjivana pre nekoliko decenija, danas se koristi sporadi¢no (Dennehy
et al., 1983; Helle i Overmeer, 1985; Kabir et al., 1993; Bostanian et al., 2009). Prilikom
komparacije rezultata biotestova istog tipa treba imati u vidu sve elemente eksperimentalnog
postupka tj. uzeti u obzir eventualne razlike u tehnikama aplikacije, nafinu i trajanju
ekspozicije, depozitu aktivne materije, ali i poreklo testiranih populacija/rasa (Robertson i
Worner, 1990; Kabir et al., 1993; Kavousi et al., 2009).

5.1. Akaricidni i subletalni efekti biopesticida Kingbo

Preparat Kingbo je biopesticid formulisan na bazi oksimatrina (alkaloida hinolizidina)
1 psoralena (furanokumarina), supstanci koje spadaju u sekundardne metabolite biljaka ¢ija je
glavna uloga hemijska odbrana od fitofagnih artropoda i1 drugih organizama). Imajuéi u vidu
eksperimentalno potvrdena insekticidna i antifidantna svojstva hinolizidina i furanokumarina,
kao i sinergizam/antagonizam kao mogu¢ ishod kombinovanja sekundarnih metabolita (Wink,
1992; Diawara et al., 1993; Berdegué et al., 1997; Wittstock i Gershenzon, 2002; Mao i
Henderson, 2007; Shields et al., 2008; Zanardi et al., 2015) bioloski efekti zabeleZeni u nasem
istrazivanju povezani su sa preparatom Kingbo kao kombinacijom dve aktivne materije, a ne
samo sa oksimatrinom ili psoralenom.

Rezultati biotestova toksi¢nosti biopesticida Kingbo za Zivotne stadijume T. urticae
pokazali su visoku osetljivost juvenilnih stadijuma (larvi, protonimfi i deutonimfi), visestruko
manju osetljivost odraslih zenki, kao i izostanak ovicidnog efektakoncentracija koje su se
pokazale kao visoko rezidualno toksi¢ne za larve ispiljene iz tretiranih jaja. Najvise LCgg
vrednosti bile su daleko ispod 2 ml/l §to je koncentracija preporuena za primenu ovog

biopesticida. U literaturi ima malo dostupnih podataka o toksi¢nosti proizvoda koji sadrze
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oksimatrin za grinje-paucinare. Kim et al. (2005) su utvrdili da metanolski ekstrakt S.
flavescens uzrokuje smrtnost zenki T. urticae od 80% 48 h nakon tretiranja na lisnim ise¢cima
koncentracijom 0,1 ml/l. Ispitujuci toksi¢nost kombinacije oksimatrin + psoralen za zenke T.
cinnabarinus u “slide dip” biotestu, Wang et al. (2009) su izracunali da LCsp iznosi 146 pg/l.
U naSem biotestu, u kojem je primenjen drugaciji metod aplikacije, 48 h nakon tretiranja
preovipozicionih zenki T. urticae LCsg je iznosila 52,68 ul/l preparata, §to odgovara sadrzaju
aktivne materije od 316,08 pg/l (preparat sadrzi 2 g/l oksimatrina i 4 g/l psoralena).

Primenjen u koncentracijama 2000, 1000 i 500 ul/l biopesticid Kingbo uticao je
znacajno na ponasanje zenki T. urticaeu biotestu repelentnosti i deterentnosti. Znacajno veéi
broj zenki zabeleZen je na netretiranoj polovini lista u poredenju sa tretiranom 24 h casa
nakon pocetka biotesta, dok je znacajno veci broj jaja polozen na netretiranu polovinu u prva
dva dana; sva tri tretmana uzrokovala su znac¢ajan kumulativni efekat tokom tri dana. Ovo su
prvi podaci o repelentnim efektima biopesticida Kingbo na grinje-paucinare. Testirajuci
repelentnost metanolskog ekstrakta S. flavescens u koncentraciji 0,1 ml/l,Kim et al. (2005) su
izraCunali da indeks repelentnosti za T. urticae nakon 72 h iznosi 57,8%. Ovo je znatno veci
efekat u poredenju sa indeksom repelentnosti od 9,7% u tretmanu istom koncentracijom
preparata Kingbo, ali je i ekstrakt koji su koristili pomenuti autori meSavina oksimatrina i
drugih alkaloida u koncentracijama verovatno visestruko veéim od koncentracije aktivne
materije u preparatu. Pored promene ponasanja, u nasem biotestu repelentnosti i deterentnosti
zabeleZena je 1 smrtnost zenki, koja je u tretmanima koncentracijama 1000 i 2000 pl/l
(odnosno 16,2 i 32,4 nglcm? aktivne materije, ako je depozit 2,7 pl/cm?) posle 24 h iznosila
21-23%, s tim da je 36% od ukupnog broja uginulih jedinki pronadeno na netretiranoj
polovini lista. Ovi podaci pokazuju da je relativno kratkotrajan kontakt zenki T. urticae sa
reziduama biopesticida primenjenog u preporucenoj ili dva puta manjoj koncentraciji
dovoljan da uzrokuje znacajnu smrtnost grinja.

Biopesticid Kingbo redukovao je vitalnost i fekunditet zenki T. urticae koje su na
netretiranu povrSinu dospele nakon §to su prezivele tretiranje u stadijumu jajeta (i izloZenost
reziduama tokom juvenilnog razvic¢a jedinki ispiljenih iz tretiranih jaja), odnosno tretiranje u
periodu preovipozicije. Zenke tretirane koncentracijama 20-80 puta manjim od koncentracije
preporucene za primenu zivele su krace i polagale manji jaja per capita, usled cega su i I;
vrednosti pokazivale redukciju populacionog rasta u poredenju sa kontrolom. Kod Zenki
tretiranih u stadijumu jajeta redukcija sedmodnevnog fekunditeta nije prelazila 29%, a
redukcija trenutne stope rasta 9%. Redukcija je bila znatno izraZenija kod Zenki tretiranih u

preovipozicionom periodu, posebno koncentracijama 50 i 100 upl/l koje su uzrokovale
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negativan populacioni rast tj. opadanje populacije. Demografsko-toksikoloski biotest sa
koncentracijom 50 pl/l otkrio je joS jedan efekat - usporavanje juvenilnog razvica zenki
prezivelih tretiranje u stadijumu jajeta, Sto povecava starost zenki u vreme prve reprodukcije i
tako direktno snizava rn vrednost (Birch, 1948; Snell, 1978; Carey, 1993) - i potvrdio nalaz o
negativnom populacionom rastu nakon tretiranja preovipozicionih Zenki. Ovo su prvi podaci o
subletalnim efektima biopesticida Kingbo na vitalnost i reprodukciju T. urticae.

Na osnovu letalnih i subletalnih efekata biopesticida Kingbo zabelezenih u naSem
istrazivanju i posmatranih u kontekstu biologije T. urticae kao kolonizirajuce vrste, moze se
predvideti da ¢e direktno tretiranje koncentracijom 100 pl/l preparata (ili 1,62 ng/cm2 a.m.)
eliminisati veliki deo populacije i uzrokovati njeno opadanje, dok bi nakon tretiranja
koncentracijama 25-50 ul/l populacija zadrzala sposobnost oporavka na netretiranoj povrsini,
uglavnom reprodukcijom Zenki koje prezive tretiranje u stadijumu jajeta. Koncentracije
viSestruko vece od 100 pl/l u potpunosti bi eliminisale populaciju, ali bi repelentni i deterentni
efekti relativno visokih koncentracija, ukljucuju¢i i preporucenu za primenu, omogucili

obnavljanje populacije ovipozicijom na netretiranoj povrsini.

5.2. Akaricidni i subletalni efekti azadirahtina

Bioloski profil akutne toksi¢nosti azadirahtina za jaja i juvenilne stadijume T. urticae
pokazao se kao slican profilu biopesticida Kingbo: izostanak ovicidnog efekta pracen je
visokom rezidualnom toksi¢noS¢u za ispiljene larve, utvrdena je visoka osetljivost direktno
tretiranih larvi 1 protonimfi, a najviSa LCgqy bila je niza od koncentracije preporucene za
primenu (50 mg/l). Do sli¢nih rezultata testiranja ovicidnosti azadirahtina za jaja T. urticae
dosli su i drugi autori. Mironova i Khorkhordin (1997) ustanovili su da preparat NeemAzal-
T/S nije delovao ovicidno u koncentracijama aktivne materije od 10 mg./l i 30 mg./Il.
Testiraju¢i drugi preparat na bazi azadirahtina, takode koncentrat za emulziju, Castagnoli et
al. (2005) i Duso et al. (2008) ustanovili su da koncentracija aktivne materije od 45 mg/l ne
deluje ovicidno. Primenjen u koncentraciji aktivne materije od 50 mg/l, preparat NeemAzal-
T/S uzrokovao je ovicidni efekat od 13% (Basha i Kelany, 2001), 27% (Mironova I
Khorkhordin, 1997) 1 47% (Kim et al., 2000). Znacajan ovicidni efekat preparata NeemAzal-
T/S na T. urticae zabelezili su Dimetry et al. (2008) koji su dobili LCsq i LCgq vrednosti od 47
i 1230 mg./l azadirahtina. Hernandez et al. (2012) su ispitivali ovicidnost drugog preparata,
takode formulisanog kao koncentrat za emulziju, i izraCunali LCsg i LCg vrednosti od 333 i

1740 mg./l; vodeni depozit preparata apliciranog pomocu Potter sprayer-a iznosio je 5

58



mg/cmz, skoro dvostruko vise nego u naSem biotestu. Iako se metode aplikacije u ovim
radovima razlikuju (samim tim i koli¢ine aktivne materije po jedinici povrSine), navedeni
rezultati pokazuju da je za postizanje znacajnijeg ovicidnog efekta potrebna relativno visoka
koncentracija, jednaka ili vefa od preporucene. Primenjen u nekoliko puta nizim
koncentracijama azadirahtin ne deluje ovicidno, ali su larve ispiljene iz tretiranih jaja visoko
osetljive na rezidue ovog biopesticida. Ovde treba napomenuti da proizvodi na bazi
azadirahtina koji sadrze ulje iz semena A. indica mogu da ostvare znacajan ovicidni efekat,
zahvaljujuéi fizickom delovanju ulja na tretirana jaja (Tsolakis et al., 2002; Brito et al., 2006).

O toksi¢nosti azadirahtina za juvenilne stadijume T. urticae ima malo podataka. Vecu
osetljivost juvenilnih stadijuma u odnosu na jaja zabelezili su Mironova i Khorkhordin
(1997), koji su utvrdili da preparat NeemAzal-T/S uzrokuje smrtnost larvi i nimfi 100%,
primenjen u koncentraciji aktivne materije od 50 mg/l. Takode, Hernandez et al. (2012) suza
larve, protonimfe i deutonimfe dobili LCsq i LCyy vrednosti u rasponu 82-101 mg/l odnosno
223-448 mg./1, znacajno nize od odgovarajucih vrednosti ovicidnog delovanja.

Tretiranje preovipozicionih zenki T. urticae azadirahtinom izazvalo je RO-efekat, kao
dominantni efekat u odnosu na smrtnost. Napustanje tretirane povrSine nakon direktnog
tretiranja i/ili izlaganja reziduama (repelentni ili RO-efekat) Cesto se belezi u biotestovima sa
zenkama tetranihida i proizvodima na bazi azadirahtina, a njegov intenzitet u poredenju sa
smrtnoscu varira u zavisnosti od koncentracije i1 vrste proizvoda (Mansour et al., 1993, 1997,
Sundaram i Sloane, 1995; Kashenge i Makundi, 2001; Brito et al., 2006; Dabrowski i
Seredynska, 2007). Ima i radovakoji izvesStavaju o smrtnosti zenki T. urticae tretiranih
preparatom NeemAzal-T/S (Mironova i Khorkhordin, 1997; Kim et al., 2000; Basha i Kelany,
2001; Dimetry et al., 2008) ili drugim sliénim preparatima (Knapp i Kashenge, 2003;
Castagnoli et al., 2005; Duso et al., 2008; Hernandez et al., 2012) ali u kojima nema podataka
o repelentnosti, iako su kori§¢ene metode koje omogucavaju grinjama napustanje tretirane
povrSine. Smrtnost zabelezena u ovim radovima bila je razli¢ita u zavisnosti od primenjenih
koncentracija, naina aplikacije, trajanja ekspozicije, ali 1 porekla testiranih populacija.
Ukoliko RO-efekat nije zanemaren (Knapp i Kashenge, 2003), njegov izostanak takode moze
da bude posledica razli¢ite metodologije i/ili razli¢itog porekla testiranih populacija/rasa T.
urticae.

Kao parametar odgovora zenki tretiranih azadirahtinom u nasem biotestu koriS¢ena je
bioloSka efektivnost, koja je izraCunata na osnovu zbira uginulih i RO-Zenki. Ovakav pristup
primenjivan je u jednom broju radova u kojima je proufavana promena ponaSanja grinja

izlozenih delovanju piretroida i jo§ nekih akaricida (Fisher i Wrensch, 1986; Knight et al.,
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1990; Riedl i Shearer, 1991; Bliimel i Hausdorf, 2002). Polaze¢i od pretpostavke da ¢e grinje
koje napuste tretiranu povrsinu lista uginuti ili usled dospevanja na drugu tretiranu povrsinu
ili usled nemoguc¢nosti ishrane, ako potpuno napuste biljku-domacina, RO-efekat akaricida
treba posmatrati kao indirektnu smrtnost i ukljuciti u ukupnu smrtnost (biolosku efektivnost)
zajedno sa direktnom smrtno$¢u grinja koje ostanu na tretiranoj povrSini (Fisher i Wrensch,
1986). Posmatraju¢i LC vrednosti dobijene u nasim biotestovima za jaja i juvenilne stadijume
T. urticae, koncentracija azadirahtina preporudena za primenu (50 mg./l = 135 ng/cm?)
eliminisala bi znatan deo populacije. Vec¢ina mladih odraslih Zenki napustila bi tretiranu
povrsinu, imajuci u vidu ECsg i ECy vrednosti RO-efekta. U uslovima heterogene distribucije
aktivne materije i mogucnosti da jedan deo RO-Zenki dospe na slabije tretirane ili netretirane
povrsine (Saenz-de-Cabezon Irigaray i Zalom, 2009; Martini et al., 2012) koncept bioloske
efektivnosti tj. ukljuc¢ivanja RO-efekta u smrtnosttreba zameniti konceptom oporavka
populacije zasnovanom na reproduktivnom potencijalu RO-zenki.

Biotest sa moguc¢nos¢u izbora izmedu tretirane i netretirane povrSine pokazao je da
preparat NeemAzal-T/S, primenjen u rasponu koncentracija od 1,56-50 mg/l aktivne materije,
uzrokuje znacajne repelentne i deterentne efekte u prva 24 h; efekti u tretmanu preporu¢enom
koncentracijom bili su znacajni 1 u narednih 48 h. Repelentni i deterentni efekti razli¢itih
proizvoda na bazi azadirahtina, primenjenih u preporucenoj ili manjim koncentracijama,
zabelezeni su i u drugim radovima sa T. urticae u kojima je koriS¢en ovaj tip biotesta
(Dimetry et al., 1993, Sundaram i Sloane, 1995; Kim et al., 2000; Kashenge i Makundi, 2001,
Tsolakis et al., 2002; Knapp i Kashenge, 2003; Brito et al., 2006; Estevez Filho, 2012). Pored
repelentnosti 1 deterentnosti, u naSem biotestu zabelezen je 1 RO-efekat, jer je jedan deo Zenki
(u tretmanu koncentracijom 50 mg/l viSe od polovine) potpuno napustio lisnu povrsinu, s tim
da je oko 80% zenki to ucinilo sa tretirane polovine. I drugi autori zabelezili su RO-efekat u
ovom tipu biotesta: Sundaram i Sloane (1995) uklju¢ili su RO-zenke u izraGunavanje
repelentnog efekta, dok su Knapp i Kashenge (2003) postupili suprotno. Kako god da se
tretira, postojanje RO-efekta kada je moguc izbor izmedu tretirane i netretirane polovine
pokazuje snazan uticaj azadirahtina na lokomotornu aktivnost T. urticae i umanjuje potencijal
oporavka populacije. Suprotno preparatu Kingbo, azadirahtin je uzrokovao nisku smrtnost
zenki koje su u biotestu repelentnosti i deterentnosti mogle da prelaze sa jedne na drugu
polovinu lista, Sto ukazuje na relativnu sporost delovanja ovog biopesticida. Nisku smrtnost
zenki u ovom tipu biotesta zabelezili su i Dimetry et al. (1993), Sundaram i Sloane (1995) i
Tsolakis et al. (2002).
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Redukcija fekunditeta gotovo redovno se belezi kao znacajan subletalni efekat u
biotestovima sa Zzenkama T. urticae (Sundaram i Sloane, 1995; Mansour et al., 1997;
Mironova i Khorkhordin, 1997; Kim et al., 2000; Basha i Kelany, 2001; Tsolakis et al., 2002;
Martinez-Villar et al., 2005; Dimetry et al., 2008). U naSem biotestu, u kojem su
preovipozicione Zenke T. urticae tretirane koncentracijama azadirahtina 17,5-70 mg/I i nakon
24 h prebacene na netretiranu povrsinu, utvrdena je redukcija fekunditeta 20-30%. Koristeci
isti preparat, Dimetry et al. (2008) su zabelezili redukciju fekunditeta od 59% kod Zenki
tretiranih u preovipozicionom periodu kombinacijom 8,6 mg/l azadirahtina (LCsp, 48 h) i
nejonskog surfaktanta i prebacenih na netretiranu povrSinu nakon suSenja depozita. Osim
moguceg uticaja razliCitog porekla testiranih populacija T. urticae, znatno veca redukcija
fekunditeta ostvarena manjim koncentracijama moze se povezati i sa delovanjem surfaktanta.
Primenjen u preporuéenoj koncentraciji u biotestovima sa razli¢itim populacijama T. urticae,
preparat NeemAzal-T/S redukovao je fekunditet Zenki direktno tretiranih i zadrzanih na
tretiranoj povrsini za 27% (Basha i Kelany, 2001) odnosno 95% (Kim et al., 2000), dok je
viSednevno izlaganje reziduama ovog biopesticida prakticno zaustavilo polaganje jaja
(Mironova i Khorkhordin, 1997). | drugi preparati na bazi azadirahtina redukovali su
fekunditet tretiranih Zenki (Dimetry et al., 1993; Sundaram i Sloane, 1995; Mansour et al.,
1997; Tsolakis et al., 2002; Martinez-Villar et al., 2005), ali ima i primera da tretiranje nije
uzrokovalo znacajnu redukciju broja polozenih jaja (Castagnoli et al., 2005; Duso et al.,
2008). O reprodukciji Zenki T. urticae prezivelih tretiranje u stadijumu jajeta proizvodima na
bazi azadirahtina nema dostupnih podataka, tako da su naSi rezultati verovatno prvi ovakve
vrste. Pored toga, iako se u literaturi nailazi 1 na podatke o redukciji prosecne duzine zivota
zenki prezivelih tretiranje azadirahtinom (Martinez-Villar et al., 2005; Dimetry et al., 2008),
vec¢ina autora prilikom evaluacije efekata na fekunditet ne uzima u obzir vitalnost Zenki tj.
broj poloZenih jaja iskazuje se samo kao bruto parametar. U naSem istrazivanju pracene su i
stope prezivljavanja Zenki tako da su efekti azadirahtina na vitalnost i reprodukciju integrisani
1 iskazani kao neto parametar. Takode, posebno je utvrdena i redukcija prose¢ne duzine zivota
tretiranih Zenki.

O efektima biopesticida na bazi azadirahtina na T. urticae iskazanim promenama
vrednosti populacionih parametara ima malo podataka. Stark et al. (1997) zabelezili su nakon
direktnog tretiranja i sedmodnevnog izlaganja Zenki reziduama azadirahtina primenjenog u
koncentracijama 125-1000 mg/l (znatno veéim od preporuene za primenu), progresivno
opadanje vrednosti trenutne stope rasta sve do izumiranja populacije; autori su koristili isti

nacin aplikacije kao u naSem biotestu, proizvevsi nesto manji vodeni depozit (2,2 mg/cmz).
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NajviSa primenjena koncentracija unaSem istrazivanju (70 mg/l), u kojem su zenke nakon
direktnog tretiranja izlagane reziduama biopesticidu svega 24 h, ostvarila je redukciju r;
vrednosti na nivou sliénom onom koji su Stark et al. (1997) postigli primenom 125 mg/I
azadirahtina. Martinez-Villar et al. (2005) zabelezili su negativnu vrednost prirodne stope
populacionog rasta (r, = -0,033) nakon direktnog tretiranja zenki T. urticae koncentracijom
azadirahtina od 80 mg/li njihovog zadrzavanja na tretiranoj povrsSini do kraja zivota. Ovakav
efekat nastao je kao posledica redukcije starosno-specifiénog prezivljavanja i starosno-
specificnog fekunditeta tretiranih zenki. U naSem demografsko-toksikoloSkom biotestu,
direktnim tretiranjem i jednodnevnim izlaganjem Zenki reziduama azadirahtina primenjenog u
koncentraciji 35 mg/l ostvarena je znaCajna redukcija rp vrednosti, ali ne i opadanje
populacije, takode usled redukcije prezivljavanje i reprodukcije zenki u tretmanu. Drugi
demografsko-toksikoloski biotest pokazao je da azadirahtin usporava juvenilno razvice
jedinki ispiljenih iz tretiranih jaja, $to direktno redukuje stopupopulacionog rasta (Birch,
1948; Snell, 1978; Carey, 1993). lako podaci o duzem trajanju preadultnih stadijuma T.
urticae uzrokovanom tretiranjem azadirahtinom postoje u literaturi (Sundaram i Sloane, 1995;
Dimetry et al., 2008), ovo je prvi nalaz u kontekstu uticaja na stope populacionog rasta.
Evaluacija letalnih i subletalnih efekata azadirahtina na T. urticaeu nasem istrazivanju
pokazala je da bi tretiranje preporu¢enom koncentracijom (50 mg/l) eliminisalo veliki deo
populacije, ali i da je mogué¢ njen oporavak na netretiranoj ili slabije tretiranoj povrsini
zahvaljuju¢i snaznim repelentnim 1 deterentnim efektima ovog biopesticida, kao i znacajnom

reproduktivnom potencijalu Zenki koje prezive direktno tretiranje.

5.3. Akaricidni i subletalni efekti spinosada

Bioloski profil akutne toksi¢nosti spinosada za razvojne stadijume T. urticae pokazao
je izvesnu sli¢nost sa profilima ostalih biopesticida jer je zabelezen zanemarljiv ovicidni
efekat, pra¢en visokom rezidualnom toksi¢no$c¢u za ispiljene larve, i utvrdeno da su direktno
larve i protonimfe) bile su na nivou ili ve¢e od koncentracija preporucenih za primenu u
suzbijanju insekata, koje se krecu u rasponu 60 - 300 mg/l (Jones et al., 2005; Van Leeuwen
et al., 2005; Villanueva i Walgenbach, 2006). lako postoje izvesne metodoloske razlike,
rezultati nasih biotestova uporedivi su sa rezultatima drugih autora koji su ispitivali akutnu
toksicnost spinosada za T. urticae. Na osnovu podataka o smrtnosti zenki izlozenih 48 h

reziduama spinosada Van Leeuwen et al. (2005) su izracunali LCs koja je iznosila 22 mg/l,
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dok su Villanueva i Walgenbach (2006) utvrdili da rezidualno delovanje ovog biopesticida,
primenjenog u rasponu koncentracija 25-266 mg/l, posle 48 h uzrokuje smrtnost zenki 18-
26%, a posle 96 h smrtnost 63-81%. Ismail et al. (2007) direktno su tretirali Zenke
spinosadom i izracunali LCsg od 24 mg/l. Ovi autori su takode ustanovili da se larve ispile iz
88% jaja tretiranih spinosadom u koncentraciji 40 mg/l, ali i da ispiljene larve uginu usled
rezidualnog delovanja. Visoka toksi¢nost za larve zabeleZena je i nakon njihovog izlaganja
reziduama spinosada apliciranog u koncentracijama 25-266 mg/l (Villanueva i Walgenbach,
2006).

Podataka o subletalnim efektima spinosada na tetranihide ima malo. Villanueva i
Walgenbach (2006) utvrdili su da 96-¢asovno izlaganje Zenki T. urticae reziduama spinosada
(25-266 mg/l) redukuje fekunditet za 67-84%. Ismail et al. (2007) zabelezili su redukciju
fekunditeta od 93 % kod zenki direktno tretiranih spinosadom (10 mg/l) i zadrzanih 72 h na
tretiranoj povrSini. Rezultati naSeg biotesta, u kojem su preovipozicione zenke direktno
tretirane i naredna 24 h izlozene rezidualnom delovanju spinosada (60-240 mg/l), pokazali su
znacajnu, ali znatno manju redukciju fekunditeta (16-17%). Jo§ manja redukcija fekunditeta
(4-6%) zabelezena je u biotestu u kojem je pracen fekunditet Zenki prezivelih tretiranje istim
koncentracijama u stadijumu jajeta i rezidualno delovanje tokom juvenilnog razvi¢a.U naSem
istrazivanju efekti spinosada na vitalnost i reprodukciju integrisani su kao neto fekunditet, jer
je osim broja poloZenih jaja praéeno i prezivljavanje Zenki.

Nasi rezultati evaluacije subletalnih efekata spinosada na nivou populacije prvi su
ovakvi rezultati za tetranihide. Usled redukcije fekunditeta i stopa prezivljavanja zenki,
tretiranih u stadijumu jajeta ili preovipozicionom periodu, zabeleZena je mala (2-9%) ali
statistiCki znacajna redukcija r; vrednosti nakon sedmodnevne reprodukcije na netretiranoj
povrsini. Demografsko-toksikoloski biotest u kojem su tretirane preovipozicione Zzenke
potvrdio je ovaj nalaz. Drugi ovakav biotest, u kojem je tretiranje izvrSeno u stadijumu jajeta,
pokazao je drugacije rezultate: prirodna stopa rasta u tretmanu bila je statisticki znac¢ajno veca
u odnosu na kontrolu, iako za svega 4,1%. Ovakav rezultat nastao je kao posledica veceg
starosno-specifi¢nog fertiliteta tretiranih Zenki u prvih Sest dana reprodukcije, jer visina
fertiliteta u pocetnoj fazi reprodukcije u velikoj meri odreduje visinu ry vrednosti (Birch,
1948; Carey, 1993). Razlicite nalaze moguce je bar delimi¢no povezati sa metodoloskim
razlikama izmedu dva tipa biotesta: u sedmodnevnom biotestu utvrdivan je broj poloZenih
jaja, a u demografskom biotestu broj zenskog potomstva, s tim da jeu prvom slucaju pracena
reprodukcija pet Zenki, a u drugom slucaju jedne Zenke po lisnom isecku. Komparacija

fekunditeta i fertiliteta izmedu kontrole i tretmana u demografskom biotestu pokazuje da je u
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prvih Sest dana reprodukcije u tretmanu broj poloZenih jaja bio za 6,6%, a broj Zenskog
potomstva za 21,2% veéi u odnosu na kontrolu. Drugim recina, razlika izmedu kontrole i
tretmana dodatno je uvecana pomeranjem odnosa polova u potomstvu u korist zenki.

Stimulacija fekunditeta 1 populacionog rasta tetranihida zabelezena je kao posledica
izlaganja akaricidima razli¢itth mehanizama delovanja, primenjenih u Sirokom rasponu
koncentracija (Jones i Parella, 1984; Marc¢ic, 2003; He et al., 2011; Cordeiro et al. 2013). U
nasem demografskom biotestu, stimulativni odgovor zabelezen je kod zenki prezivelih
tretiranje u stadijumu jajeta koncentracijom spinosada na nivou LCsy za ovaj stadijum. Ovo
nije dovoljno da se govori o hormezi, jer potvrdivanje nekog odnosa doza-odgovor kao
odnosa koji poseduje svojstva hormetickog bifaznog modela zahteva primenu biotesta sa
veéim brojem doza rasporedenih tako da pokriju i stimulaciju i inhibiciju (Calabrese, 2005;
Cordeiro et al., 2013; Cutler, 2013). Cinjenica da je stimulacija populacionog rasta T. urticae
nedavno zabeleZena i1 kao posledica tretiranja spinetoramom (Wang et al., 2016) ukazuje na
znacaj daljih istrazivanja subletalnih efekata jedinjenja iz klase spinosina.

Posmatrani u kontekstu populacione strukture i dinamike T. urticae, nasi rezultati
pokazuju da je nakon tretiranja preporu¢enim koncentracijama spinosada (60-240 mg/l = 162-
648 ng/cm?) mogu¢ relativno brz oporavak na netretiranoj lisnoj povrSini, jer ove
koncentracije ne elimini$u znatan deo populacije niti bitno umanjuju reproduktivni potencijal

prezivelih jedinki.

5.4. Akaricidni i subletalni efekti biopesticida Naturalis-L

Biopesticid Naturalis-L je preparat formulisan u obliku koncentrovane suspenzije
konidija B. bassiana u ulju soje kao nosacu. Uljne formulacije pojacavaju efekat miko-
pesticida verovatno usled poboljSanog pri¢vr§¢ivanja konidija za integument artropoda i
unapredene zastite konidija od negativnog uticaja abiotickih faktora (Wraight et al., 2001; Shi
et al. 2008). Imaju¢i u vidu letalne 1 subletalne efekte razlicitih biljnih ulja zabeleZene na
tetranihidama (Pless et al., 1995; Lancaster et al., 2002; Tsolakis i Ragusa, 2008; Mar¢i¢ et
al., 2009; Pavela et al., 2009) rezultati naSih biotestova povezani su sa formulisanim
preparatom kao kombinacijom konidija i biljnog ulja, a ne samo sa konidijama B. bassiana.
Koncentracije preparata Naturalis-L iskazane su kao koncentracije konidija u 1 ml te¢nosti ili
kao broj konidija po cm? jedino radi poredenja sa rezultatima drugih autora.

Bioloski profil akutne toksi¢nosti/patogenosti preparata Naturalis-L dobijen u nasim

biotestovima pokazao je, slicno kao kod prethodnih biopesticida, da su larve T. urticae
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najosetljiviji juvenilni stadijum i da se osetljivost na ovaj biopesticid smanjuje sa odmicanjem
razvica, kao i da je ovicidni efekat zanemarljiv, ali ne i rezidualni larvicidni efekat. Slicno kao
u biotestu sa azadirahtinom, direktno tretiranje zenki pokazalo je da je napustanje tretirane
povrsine dominantni efekat u odnosu na smrtnost. Testiranje akaricidnih efekata preparata
Naturalis-L u laboratorijskim biotestovima bilo je predmet interesovanja drugih autora. Tako
su Saenz-de-Cabezon Irigaray et al. (2003) utvrdli da je tretiranje jaja T. urticae
koncentracijom 2,3x10*konidija/ml uzrokovalo ovicidni efekat manji od 50%, dok su LCsy i
LCgo (konidija/ml) za juvenilne stadijume iznosile 3,2x10% i 2,7x10%, a za adulte 1,9x10° i
1,3x10°, uz nagibe regresionih linija 1,38 i 0,70. Iskazane kao broj konidija/cm? (depozit 9,6
ul/cm?) ove vrednosti su iznosile: 221 (ovicidni efekat), 31 i 259 (juvenilni stadijumi) i 19 i
1248 (adulti). Rezultati ovih autora uporedivi su sa rezultatima naSih biotestova u kojima su
za juvenilne stadijume T. urticae dobijene LCs vrednosti u rasponu 2,2-8,9x10* konidija/ml
(60-239 konidija/cm?) i LCgo vrednosti u rasponu 4,6x10*1,8x10° konidija/ml (124-473
konidija/cm?), dok su za akaricidni efekat nakon tretiranja jaja LCso i LCqp vrednosti iznosile
7,3x10* konidija/ml (196 konidija/cm?) i 2,2x10° konidija/ml (591 konidija/cm?). Pored
znatno veéih vrednosti nagiba regresione linije u naSim biotestovima sa preadultnim
stadijumima (3,45-4,32), razlika je i u tome $to su Saenz-de-Cabezdn Irigaray et al. (2003)
pratili piljenje tretiranih jaja, ali ne i prezivljavanje ispiljenih larvi na tretiranoj povrsini.
Takode, tretiranje adulta u naSem biotestu pokazalo je da je RO-efekat dominantan,sa ECsg i
ECg vrednostima koje su iznosile 2,3x10* konidija/ml (63 konidija/cm?) i 1,4x10°
konidija/ml (379 konidija/cm?), uz nagib regresione linije 1,64.

Drugi autori koji su testirali akaricidna svojstva preparata Naturalis-L dobili su
razliCite rezultate. Chandler et al. (2005) zabelezili su sedam dana nakon direktnog tretiranja
7enki T. urticae koncentracijom 1x10° konidija/mlsmrtnost od 52%, bez podataka 0 RO-
efektu. Tretiraju¢i Zenke koncentracijom preporu¢enom za primenu i ocenjujuci efekat posle
tri dana, Castagnoli et al. (2005) dobili su smrtnost od 8%, pri ¢emu su RO-jedinke iskljucili
iz analize akaricidnog efekta, dok su Duso et al. (2008) zabelezili smrtnost od 33%, koristeci
tehniku koja spreava napuStanje tretirane povrSine. Ovi autori su testirali i ovicidno
delovanje, zabelezivsi ovicidni efekat od 28% (Castagnoli et al.,2005) odnosno 96% (Duso et
al., 2008). Testiranje patogenosti drugih izolata/sojeva B. bassiana (Chandler et al., 2005;
Maniania et al., 2008; Shi et al., 2008; Seiedy et al., 2010; Bugeme et al., 2014; Seyed-Talebi
etal., 2014; Ullah i Lim, 2015) takode je pokazalo znatne varijacije osetljivosti adulta i drugih

stadijuma T. urticae.
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Pored RO-efekta zabeleZenog nakon direktnog tretiranja zenki T. urticae, biopesticid
Naturalis-L uzrokovao je znacajne repelentne i deterentne efekte u nasem biotestu sa
mogucnoscu izbora izmedu tretirane i netretirane povrsine. Ovi efekti verovatno su posledica
delovanja ulja soje, koje kao nosac ¢ini oko 93% sadrzine preparata. Poznato je da biljna ulja,
formulisana kao preparati za folijarno tretiranje, utiCu na ponasanje insekata i grinja prilikom
ishrane i ovipozicije (Lopez et al., 2003; Tsolakis i Ragusa, 2008; Yang et al., 2010; Hidayat
et al., 2013), Sto se povezuje sa stvaranjem fizi¢ke barijere na tretiranoj povrsini, maskiranjem
atraktanata biljke domacina 1i/ili delovanjem pojedinih komponenti ulja na olfaktorne
receptore artropoda. Testiraju¢i repelentne i deterentne efekte preparata na bazi ulja na
tre$njinu muvu, Rhagoletis cerasi (L.) (Diptera: Tephritidae), Daniel (2014) je u oglede
ukljucila 1 preparat Naturalis-L zbog visokog sadrzaja ulja u formulaciji. Primenjen u
koncentraciji 2,5 ml/l za tretiranje plodova treSnje, preparat je viSestruko redukovao broj
polozenih jaja, sli¢no kao 1 ostali testirani preparati; redukcija ovipozicije zabelezena je i kada
su plodovi tretirani formulacijom preparata Naturalis-L koja ne sadrzi konidije B. bassiana.
Na osnovu ovih rezultata i zapazanja o ponasSanju Zenki R. cerasi, autorka je zakljucila da je
re¢ o efektu koji je prevashodno nastao kao posledica prekrivanja tretirane povrSine uljem.

Efekti izolata i formulacija B. bassiana na parametre zivotne istorije i populacionog
rasta T. urticae predmet su malog broja radova. Ocenjujuéi efekat preporucene koncentracije
preparata Naturalis-L na fekunditet Zenkinakon direktnog tretiranja i 72-Casovne izlozenosti
reziduama Castagnoli et al. (2005) su utvrdili da broj poloZenih jaja nije redukovan, dok su
Duso et al. (2008) zabelezili znacajnu redukciju fekunditeta; suprotni nalazi ovih autora, koji
su koristili istu eksperimentalnu tehniku, verovatno su posledica razli¢itog porekla testiranih
populacija. Shi i Feng (2009) tretirali su Zenke starosti do dva dana koncentracijom 1x10°
konidija/ml izolata Bb2860 i zatim ih prebacivali na netretiranu povrSinu, zabelezivsi
zna€ajnu redukciju broja poloZenih jajai duzine Zivota inficiranih Zenki. lako je re¢ o
razli¢itim izolatima 1 formulacijama, rezultati do kojih su dosli Shi i Feng (2009) slazu se sa
nasim nalazom da relativno kratkotrajna ekspozicija mladih odraslih zenki T. urticae moze
znacajno da redukuje fekunditet i vitalnost. O efektima naZivotne parametre nakon tretiranja
jaja konidijama B. bassiana nema dostupnih podataka, tako da su nasi rezultati prvi ovakve
vrste. U demografsko-toksikoloskom biotestu Seyed-Talebi et al. (2012) zabelezili su
znaajnu redukciju Ro, rm i A vrednosti kod jedinki koje su u stadijumu larve tretirane
koncentracijom 1x10® konidija/ml izolata EUT105 i posle tri dana prebaene na nove lisne

isecke. Drugih dostupnih podataka o efektima na nivou populacije nema, tako da su rezultati
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naSih demografsko-toksikoloskih biotestova u kojima su tretirana jaja i preovipozicione zenke
T. urticae takode prvi ovakvi nalazi.

Evaluacija akaricidnih i subletalnih efekata biopesticida Naturalis-L na T. urticae u
naSem istrazivanju pokazala je da preporuc¢ena koncentracija preparata (3 ml/l) ne eliminiSe
znatan deo populacije, dok snazni repelentni i deterentni efekti ovog biopesticida i znacajan
reproduktivhom potencijalu Zenki koje prezive direktno tretiranje stvaraju osnovu za

oporavak populacije na netretiranoj povrsini.

5.5. Primena ispitivanih biopesticida za suzbijanje T. urticae

Biopesticidi su potencijalno korisno sredstvo u aktuelnoj situaciji u kojoj strategija
odrzivog upravljanja populacijama T. urticae i drugih tetranihida zahteva dostupnost §to Sireg
spektra efikasnih akaricidnih jedinjenja razli¢itih mehanizama delovanja i niskog rizika za
¢oveka i zivotnu sredinu (Dekeyser 2005; Marc¢i¢ 2012; Villaverde et al. 2014). Imajuéi u
vidu teskoce u komercijalizaciji 1 prihvatanju biopesticida kao pojedina¢nih proizvoda
(Chandler et al., 2011; Miresmailli i Isman, 2014), reSenje za njihovu §iru primenu je
uklju¢ivanje u integrisane programe hemijskih, bioloskih, agrotehnic¢kih 1 drugih metoda
suzbijanja tetranihida (Hoy, 2011).

Podatke o akaricidnim i subletalnim efektima biopesticida na T. urticae dobijene u
nasSim biotestovima treba posmatrati kao polaznu taCku za dalja istraZivanja u cilju
unapredenja programa odrZivog upravljanja populacijama ove Stetne vrste grinja. Biopesticid
Kingbo pokazao se kao visokoefikasan akaricid u koncentracijama 20 puta manjim od
preporucene za primenu Sto otvara mogucnost primene redukovanih doza integrisane sa
koriS¢enjem fitozeida i drugih predatora, $to se pokazalo kao odrzivo reSenje (Rhodes et al.,
2006; Roubos et al., 2014). Primena preparata na bazi azadirahtina i konidija B. bassiana u
preporucenim koncentracijama pokazala je da bi jedan deo populacije mogao da prezivi
tretiranje 1 obezbedi oporavak na netretiranoj ili slabije tretiranoj povrsini. Pored nastojanja da
se u prakticnim uslovima postigne dovoljno visoka i §to ravnomernija pokrivenost lisne
povrsine aktivnom materijom (Martini et al., 2012), odrziva primena ova dva biopesticida
zahteva 1 ispitivanje efekata njihovog medusobnog kombinovanja, kao i njihove primene sa
sintetskim akaricidima i predatorima (Shi et al., 2005; Hernandez et al., 2012; Bernardi et al.,
2013; Seyed-Talebi et al., 2014).

Nasi rezultati evaluacije akaricidnih i subletalnih efekata spinosada ne idu u prilog

uklju¢ivanju ovog biopesticida u programesuzbijanja T. urticae. Populacije ove vrste u
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staklenicima 1 plastencima, medutim, svakako bivaju izlozene delovanju spinosada jer je rec o
biopesticidu koji se preporucuje kao dobro reSenje za suzbijanje tripsa, lepidoptera i drugih
fitofagnih insekata (Thompson et al., 2000). Sve ovo zahteva dalja istrazivanja u kontekstu
primene spinosada u okviru integrisanog upravljanja populacijama fitofagnih artropoda u

zaSticenom prostoru.
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6. ZAKLJUCCI

» Ispitivanje osetljivosti Zivotnih stadijuma T. urticae na preparate na bazi oksimatrina,
azadirahtina, spinosada i konidija entomopatogene gljive B. bassiana pokazalo je da nijedan
od ovih biopesticida nije znacajan ovicid i da je akaricidni efekat nakon tretiranja jaja
posledica rezidualnog delovanja na ispiljene larve. Direkino tretirane larve bile su
najosetljiviji Zivotni stadijum u svim biotestovima. Direktno tretiranje preovipozicionih Zenki
preparatima na bazi azadirahtina i konidija B. bassiana uzrokovalo je RO-efekat kao

dominantan u odnosu na smrtnost.

» Znacajne repelentne i deterentne efekte na zenke T. urticae u biotestu sa moguéno$céu
izbora izmedu tretirane i netretirane polovine lista uzrokovale su serije koncentracija
preparata na bazi oksimatrina (0,5-2 ml/l), azadirahtina (1,56-50 mg/l a.m.) i konidija B.
bassiana (0,82-7 ml/l).Ovi efekti bili su najizrazeniji u prva 24 h, §to je znatno doprinelo da i

kumulativni efekti (za ceo period od 72 h) budu znacajni.

» Preparat na bazi oksimatrina, primenjen u koncentracijama 25, 50 i 100 pl/l za
tretiranje jaja i preovipozicionih Zenki, znacajno je redukovao fekunditet, duzinu Zivota zenki
i trenutnu stopu rasta, posebno u drugoj varijanti gde je zabelezen negativan populacioni rast.
Demografski biotest pokazao je da ovaj preparat, primenjen u koncentraciji 50 ul/l, redukuje
prirodnu stopu rasta populacije redukujuci Sstarosno-specificne stope prezivljavanja i
fertiliteta, ali i usporavajuci juvenilno razvice jedinki ispiljenih iz tretiranih jaja. Tretiranje
koncentracijom 100 pl/l preparata (20 puta manjom od preporucene) eliminisalo bi veliki deo
populacije T. urticae i uzrokovalo njeno opadanje, dok bi koncentracije viSestruko veée od
100 pl/l u potpunosti eliminisale populaciju, ali bi repelentni i deterentni efekti omogucili

obnavljanje populacije na netretiranoj povrsini.

» Preparat na bazi azadirahtina, primenjen u koncentracijama 3,75-15 mg/l am. (za
tretiranje jaja) i 17,5-70 mg/l (za tretiranje preovipozicionih Zenki) znacajno je redukovao
fekunditet, duzinu zivota Zenki i trenutnu stopu rasta. Primenjen u koncentracijama 7 mg/1
a.m. i 35 mg/l am. u demografskom biotestu, preparat je redukovao prirodnu stopu rasta
populacije redukujuéi starosno-specifi¢ne stope prezivljavanja i fertiliteta, kao i usporavajuci
juvenilno razvi¢e jedinki ispiljenih iz tretiranih jaja. Tretiranje koncentracijom (50 mg/l)

eliminisalo bi veliki deo populacije T. urticae, ali je njen oporavak mogu¢ na netretiranoj
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povrsini zahvaljujuc¢i snaznim repelentnim i deterentnim efektima ovog biopesticida, kao i

reproduktivnom potencijalu Zzenki koje prezive direktno tretiranje.

» Preparat na bazi konidija B. bassiana, primenjen u koncentracijama 1,5-6 ml/l za
tretiranje jaja i preovipozicionih zenki, znacajno je redukovao fekunditet, duzinu zivota zenki
I trenutnu stopu rasta. Primenjen u koncentraciji 3 ml/I u demografskom biotestu za tretiranje
jaja, preparat je znacajno redukovao prirodnu stopu rasta redukujuci starosno-specificne stope
prezivljavanja 1 fertiliteta, dok je redukcija prirodne stope rasta nakon tretiranja
preovipozicionih zenki istom koncentracijom bila posledica redukcije starosno-specificne
stope prezivljavanja, ali ne i fertiliteta. Preporucena koncentracija ovog preparata (3 ml/l) ne
eliminiSe znatan deo populacije T. urticae, dok snazni repelentni i deterentni efekti (koji su
posledica visokog sadrzaja biljnog ulja u preparatu) i znacajan reproduktivni potencijal zenki
koje prezive direktno tretiranje stvaraju osnovu za oporavak populacije na netretiranoj

povrsini.

> Preparat na bazi spinosada, primenjen u koncentracijama 60-240 mg/l a.m. za
tretiranje jaja i preovipozicionih zenki, znacajno je redukovao fekunditet, duzinu zivota zenki
i trenutnu stopu rasta. Demografski biotest pokazao je da ovaj preparat, primenjen u
koncentraciji 120 mg/l a.m. za tretiraje preovipozicionih zenki redukuje prirodnu stopu rasta
redukujuéi starosno-specifi¢ne stope prezivljavanja i fertiliteta, dok je nakon tretiranja jaja
istom koncentracijom zabeleZzeno znacajno povecanje prirodne stope rasta, kao posledica
veceg starosno-specificnog fertiliteta u prvim danima reprodukcije zenki u tretmanu. Nakon
tretiranja preporucenim koncentracijama spinosada (60-240 mg/l) moguc je relativno brz
oporavak na netretiranoj povrsini, jer ove koncentracijeé ne eliminiSu znatan deo populacije

niti bitno umanjuju reproduktivni potencijal prezivelih zenki T. urticae.

» Podaci o bioloskim profilima toksi¢nosti i subletalnim efektima dobijeni u ovom radu
predstavljaju polaznu osnovu za dalja istraZivanja u cilju unapredenja integrisanih programa

odrzivog upravljanja populacijama T. urticae.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Nme n npesume aytopa:_Hpena Meho

bpoj nHaekca :_11/46

UsjaBmwyjem
0a je AOKTOPCKa AncepTaumja nog HACN10BOM

AxapunuaHu u cyosneranann epexTn omonecruiuaa Ha Tetranychus urticae Koch

(Acari: Tetranychidae)

®  pesy/TaT CONCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOr Paaa;

e [a aucepTauMja Yy UEAMHWM HU Yy AenoBMMa Huje buna npepsioxeHa 3a CTUUAHe apyre
ANnJiome npema CTyAMjCKUM NPOorpaMmmma Apyrux BUCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA;

® 13 Cy pe3yntath KOPEKTHO HaBedeEHN U

® 3 HMCaM KpLIMO/na ayTopcKa npaBa M KOPUCTUO/Na UHTENEKTyaNHy CBOjUHY APYrMX vua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, centembap 2016.
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U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe N efieKTPOHCKe Bep3unje
OOKTOpPCKOr paga

Nme 1 npesnme aytopa: UpeHa Meho
bpoj nHaekca: 11/46

Cryamjcku nporpam: NosbonpuepeaHe Hayke, moayn: PutomeguumnHa

Hacnos paga: AkapuumngHu u cybnetranHm edpektn buonectmumpaa Ha Tetranychus urticae Koch

(Acari: Tetranychidae)

MeHTop: npod. Ap Pagmuna NetaHosuh n ap AejaH Mapuuh

M3jaB/byjem ga je wTamnaHa Bep3uvja MOTr AOKTOPCKOr paAa MCTOBETHA €/IEKTPOHCKOj BEP3NjU KOjy
cam npegao/na pagm noxparbeHa y AurutanHom penosutopujymy YHusepsuterta y beorpaay.

[o3Bo/baBam aa ce objaBe MOju ANYHKM NoAaLM Be3aHU 3a Aobujarbe akageMCKOr HasuBa AoKTopa
HayKa, Kao LUTO Cy UMe 1 npe3nme, roguHa u Mmecto poherba U AaTym oabpaHe pasa.

OBM NMYHM MNofaun Mory ce 06jaBUTM Ha MpPEKHUM CTpaHULAMa AaurutanHe 6ubavoTteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTanory vy nybankaupnjama YHuBepsuteTa y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagay, centembap 2016.
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky 6mubanoteky ,Ceetosap Mapkosuh” ga y OurutanHu penosmtopujym
YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece mMojy AOKTOPCKY AMcepTaLmnjy nos Hac/loBOM:

AxapunuaHu u cyosneranaan epexTn Omonecruiuaa Ha Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae)

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.
OucepTauujy ca cBum NpuMnosnma npenao/na cam y enekTpoHCKOM ¢opmaTty NorogHom 3a TpajHo
apxuBUpamse.

Mojy AOKTOPCKY AucepTaunjy noxpareHy y AurntanHom penosmtopujymy YHuBep3suTteTa y beorpaay
M [AOCTYMHY Y OTBOPEHOM MPUCTYMy MOTYy Aa KOpUCTe CBM KOju mowTyjy oapenbe cagprkaHe vy
opabpaHom TUNy anueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyuno/na.

1. AytopcTeo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTOopCcTBO — HeKomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjaNHO — AennTun noa uctum ycaosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AenuTn nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo pa 3a0KpyXKuUTE Camo jegHy o4, WecT NoHyHeHMX AULEeHLM.
KpaTak onuc AnuUeHLM je cacTaBHU €0 OBe U3jaBe).

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, centembap 2016.
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1. AytopcTBo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBarbe, AUCTPMOYLMjY M jaBHO caonwTaBarbe Aena, U npepase,
aKO ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of CTpaHe ayTopa WMAM AaBaoua JMLEHLE, YaK U Y
KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX NNLEHUM.

2. AyTopcTBO — HEeKOMepuMjanHo. [J03Bo/baBaTe YMHOXaBarbe, AUCTPUBYLMjY U jaBHO caomniuTaBarbe
[ena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH oapeheH oa cTpaHe ayTopa WAM Aasaoua
nnueHue. OBa AMLEHLA He A03B0/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTOpCcTBO — HEeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [lo3Bos/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLMjY M
jaBHO caonwTaBare aena, 6e3 npomeHa, npeobamKkoBara nam ynotpebe aena y cBom aeny, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH oA cTpaHe ayTopa UM AaBaoua avueHue. OBa fMLeHLa He
[,03B0/baBa KOMepLUMjanHy ynoTpeby gena. Y o4HOCY Ha CBe OCTajie /IMLLEHLE, OBOM JINLLEHLIOM ce
orpaHuyaBa Hajsehu 061Mm npaBa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUMjaNHO — AENUTU NOog, UCTUM YCcnoBMMaA. [l03BO/baBaTe YMHOMaBakbe,
AUCTPMBYLMj)y M jaBHO caomnwTaBarbe [ena, M Npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH og CcTpaHe ayTopa UAKM AaBaola /IMLEHLE M aKo ce npepaga guctpubympa nog UcTom uau
CMYHOM AnueHuom. OBa MLEHLUA He [03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby Aena 1 npepasa.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga. [o3Bos/baBaTe yMHOMaBakbe, AUCTPUOYLMjY M jaBHO caomiuTaBarbe
nena, 6e3 npomeHa, NnpeobanKoBarba UK ynoTpebe Aena y CBOM Ae/y, aKo ce Haseae Mme aytopa
Ha HauuMH ogpeheH of cTpaHe aytopa WAM gaBaoua avueHue. OBa AuMUeHUA [A03BO/baBa
KomepuujanHy ynoTtpeby gena.

6. AyTOpCTBO — [OenuTu noa WUCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBate YMHOXaBahe,
ANCTPUOYLMjY 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HaunH
oapeheH oA cTpaHe ayTopa MNuU gaBaoua NuUeHLe M ako ce npepaga AucTpubyupa nog
MCTOM UK CrMYHOM nuueHuoM. OBa nuueHua Ao3BorbaBa Komepuujandy ynotpeby aena u
npepaga. CnvnyHa je codTBEPCKUM NULIeHLama, OAHOCHO NiLeHLIaMa OTBOPEHOT Kofa.
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