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1. UvOoD

Svijet koji danas poznajemo zasigurno ne bi bio isti da ¢ovjek nije koristio, pripitomio te
kultivirao maslinu. Maslina se smatra simbolom mira, ljubavi, plodnosti, postojanosti.
Spominje se u bibliji, nalazimo je n bezbroj antickih umjetnina. Razlog tolike povezanosti
antickog Covjeka Mediterana i masline nalazimo u mnogim primjerima. Ulje dobiveno iz
masline bio je najvazniji izvor masni u prehrani, razlog tome $to nije bilo lako dostupnih
drugi izvora masnoca. Poznato je da civilizacije iz susjednih krajeva Mediteran nisu bile
napredne poput mediteranskih, razlog tome mozemo naéi u nutritivnoj vrijednosti ploda
masline. Naime, maslina je bogata Omega-3-masnim kiselinama, te ostalim esencijalnim
masnim Kiselinama. Zbog neupitnog znacaja masline na ljudsko zdravlje, te potrebe covjeka
za zdravom hranom imperativ je proizvodnja plodova masline i maslinovog ulja uz
minimalnu upotrebu kemijskih tvari kako bi smo ocuvali maksimalnu kvalitetu krajnjem
potroSacu. Znacajne Stete na maslini uzrokuje maslinina muha. Taj Stetnik znac¢ajno moze
smanijiti prinos plodova maslina, a li¢inka maslinine muhe utje¢e na kvalitetu ulja. Stete ¢ini
ubusujuci se i hraneé¢i u plodu masline, osim toga izlucuje izmet u plodove. Uslijed toga
dolazi do oksidacije ulja te ostalih kemijskih procesa koji nepovoljno utjecu na kvalitetu
ulja. Najces¢a mjera za suzbijanje maslinine muhe su kemijski insekticidi. Rezidue
insekticida mogu zaostati u plodu te se naéi u ulju. Stetni kukci esto razvijaju otpornost na
kemijska sredstva za zastitu bilja. Na trziStu je mali broj registriranih kemijskih sredstava za
zaStitu masline, pa je nuZno istraZiti i ocijeniti ucinkovitost bioracionalnih pesticida i

bioloskih mjera zastite masline.

Azadiraktin je kemijski spoj koji nalazimo u biljci neem i dokazan je insekticidni u¢inak s
dugom perzistencijom, a ne djeluje Stetno na oprasivac¢e. Entomopatogene nematode (EPN)
su beskraljeznjaci, prirodni neprijatelji koji parazitiraju maslininu muhu u svim stadijima
razvoja, a nisu $tetne za okolis. Cilj istrazivanja je ocijeniti ostec¢enje ploda masline i utvrditi
utjecaj bioracionalnog pesticida te bioloskih sredstava za zastitu bilja na kukuljice maslinine

muhe.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Maslina (Olea europaea)

Maslina (Olea europaea L.) predstavlja jednu od najdrevnijih poljoprivrednih drvenastih
kultura Sirom svijeta. Ova biljka pripada porodici maslina (Oleaceae) i1 $iri se duz
Sredozemlja. Njeni poceci datiraju s isto¢ne obale Sredozemnog mora, nakon ¢ega se Siri
prema zapadu i sjeveru Mediterana. U Hrvatskoj, masline rastu duz obale, od Istre do juga
Dalmacije, ukljucuju¢i otoke. Glavni razlog uzgoja masline lezi u eksploataciji njenih
plodova, posebno za proizvodnju ulja, iako se takoder koriste i njeni plodovi u prehrani. U
hrvatskom jeziku, maslina se naziva razli¢itim imenima poput uljika, uljenka, uljavica,
zelenka, pizulja, obljica, ponturica. Maslina je zimzelena biljka koja moze narasti do visine
od 3 do 13 metara. Jedno stablo masline moze donijeti izmedu 15 i 40 kilograma plodova,
Sto se pretvara u 3 do 8 kilograma ulja. Na podru¢jima poput nasih, masline obi¢no rastu do
visine od 8-10 metara, dok u podru¢jima koja su bolje zasticena od vjetra mogu doseci vece

visine, kao §to je slu¢aj u Spanjolskoj i Italiji (Guo i sur., 2018.).

Maslina se dijeli u dvije skupine, na pitome i divlje masline. Divlje masline sadrze okrugle
listove 1 plodove s velikom koSticom, manje u odnosu na kultivirane masline. Najznacajnija

razlika kultiviranih i divljih maslina je povrSina kostice ploda (Miljkovi¢, 2011.).

Izuzetno prilagodljiva biljka, maslina najbolje napreduje u podru¢jima s umjerenom klimom
gdje su zime tople 1 vlazne, a ljeta duga i suha. Njezin korijen je vretenast, razgranat i visoko
razvijen, obi¢no dosezué¢i dubinu od samo 90-120 c¢cm u tlu. U pocetku (do otprilike 10.
godine), kora korijena je glatka i sivkasta, dok s vremenom postaje hrapava s dubokim
brazdama, dobivajuéi gotovo crnu boju. Listovi su koZnati, ovalni, nasuprotno rasporedeni 1
obi¢no duljine od 2-8 cm. Gornja strana lista je maslinasto zelena, dok je donja strana
bjelkasto-srebrnasta boje; ova boja varira ovisno o starosti lista i njegovom polozaju u
krosnji. Cvjetovi su dvospolni, jednodomni, pravilni, sitni i ugodnog mirisa, skupljeni u
labave cvatove koji podsjecaju na metlicu, rastu¢i iz pazuSaca listova. Osim toga, grupirani
su u cvatove slicne grozdovima i imaju bijelu boju. Pupoljci na maslini prekriveni su
sivkastim dla¢icama. Konacan broj cvjetnih pupoljaka varira ovisno o okoliSnim uvjetima,

dostupnoj prehrani, hormonalnoj ravnotezi i procesima fotosinteze (Skarica i sur., 1996.).



Cvjetove posjecuju pcele te sakupljaju pelud, dok je plod mesnata, jajasta koStunica, duga
1-3 cm, Siroka do 2 cm. U pocetku je zelena, dozrijevanjem postane tamno modra, crna ili
smedezelena. Dozrijeva u rujnu i listopadu. Ovisno o sorti masline plodovi se razlikuju u
boji, obliku, veli¢ini i sadrzaju ulja. Maslina ulazi u rod nakon sedam, a najvec¢i urod daje

tek nakon dvadeset godina.

Plod masline sacinjava kozica (epikarp), mesnati dio (mezokarp), te drvenasta kostica
(endokarp) (Slika 1.). Plod sadrzi ulje (22%), vodu (50%), bjelancevine (1,6 %),
ugljikohidrate (19,1%) , celulozu (5,8 %), i minerale(1,5 %) (Franulovi¢, 2020.).

EPIKARP (KOZICA)

MEZOKAP (MESO/PULPA) » ENDOKARP (KOSTICA)

A

Slika 1: Prikaz dijelova ploda masline (Autor: Mesari¢ Marcela, 2023.)

Prva asocijacija koja nam obi¢no pada na pamet kada razmiSljamo o maslini je njezina
upotreba u prehrambene svrhe, posebno prerada plodova u ulje i konzumacija plodova
samih. Medutim, osim §to je vazna u prehrambenoj industriji, maslina ima Siroku primjenu
1 u drugim podru¢jima, kao Sto je kozmetika, zbog svojih hranjivih 1 ljekovitih svojstava.
Osim plodova, listovi masline takoder imaju znac¢ajnu ulogu. Beru se tijekom cijele godine
I koriste se za smanjenje visokog krvnog tlaka, kao diuretik i za regulaciju razine Secera u
krvi (Debicka i sur., 2018.).

Stetnici i biljne bolesti koji najées¢e napadaju maslinu su, maslinin moljac, crni medi¢, crna
us, potkornjaci, rak masline, siva pjegavost (paunovo oko) i ¢adavica te maslinina muha o

kojoj ¢e biti vise rije¢i u nastavku rada.



Brojnim su istrazivanjima dokazane prednosti koriStenja EPN u odnosu na kemijske
pripravke: djeluju brzo i u¢inkovito dulje vremensko razdoblje, imaju Siroku listu domacina,
jednostavno se uzgajaju i primjenjuju, nisu Stetne za druge zive organizme i za okoli§, nema
opasnosti od rezidua, nije potrebno ¢ekati od primjene do sjetve ili sadnje i1 prilikom

aplikacije nije potrebna zaStitna oprema (OStrec, 2001.).

Drvo Neem (Azadirachta indica) je stolje¢ima poznato kao ¢udotvorno drvo Indije, a koristi
se vise od 2.000 godina kao ljekovita biljka. Neem sadrzi alkaloide i limonoide s mnos§tvom
medicinskih svojstava dok se jedan od limonoida, azadiraktin, pokazao izuzetno uspjeSnim
kada se koristi kao pesticid ili insekticid. Upravo se azadiraktin koristi kao aktivna tvar u
sklopu raznih bioloskih insekticida koja pak onda na ekoloski i prirodan nacin suzbija
Stetnike. Vazno je napomenuti da ucinkovitost neem ulja moze varirati ovisno o
koncentraciji ulja, uvjetima primjene i specifi¢noj osjetljivosti populacije maslinine muhe.
Takoder, neem ulje obi¢no djeluje kao manje toksicna alternativa konvencionalnim
kemijskim insekticidima, $to moze biti privlatno za one koji Zele smanjiti upotrebu

kemikalija u poljoprivredi.

Obje metode pokazale su se kroz istrazivanje kao vrlo uspjesne kod suzbijanja Stetnika
maslinine muhe te se u znanstvenim krugovima smatraju vrlo dobrim alternativnim

uobicajenom suzbijanju Stetnika sa insekticidima.



2.2. Maslinina muha (Bactrocera oleae)

Maslinina muha (Slika 2.) je ¢lan reda Diptera (dvokrilci), podredu Cyclorrhapha (muhe) i
porodici Tephritidae (voéne muhe) (Maceljski, 2002.). Maslinina muha najvazniji je Stetnik
maslina u nagem kraju. Stetnik se javlja svake godine i o njegovom uspje$nom suzbijanju
uvelike ovisi prinos maslina i kakvoca ulja. Osim $to znatno stvara velike gubitke prinosa,

zaraza muhe jako utjeCe na smanjenje kakvoce ulja jer povecava sadrzaj kiselina (Malheiro,

2015.).

Slika 2: Odrasla maslinina muha (lzvor: Bjelis, 2005.)

2.3. Morfologija maslinine muhe

Duljina tijela maslinine muhe je od Cetiri do pet milimetara koji je Zutosmede boje. Glava
muhe je svjetlija od tijela i na njoj se nalaze krupne, sjajne o¢i zelenkaste boje. Prsiste muhe
s trbusne strane je smede, a hrpteno je sive boje s tri uzduzne crte koje kod pojedinih
primjeraka izgledaju poput tockica. Na §titicu se nalazi bijela trokutasta pjega (Bari¢ i Pajac,
2012.). Krila su joj prozirna, sjaja poput bisera, a na vrhu krila je tamna tocka (Katalini¢ i
sur., 2009.). Noge su zutosmede, a zadak crvenkasto smed s dvije do osam tamnih pjega koje
mogu nedostajati kod nekih primjeraka. Zadak je ovalan u muzjaka, dok je kod zenki

okrugao i zavrSava leglicom (Bari¢ i Pajac, 2012.). Jaja su duguljasta, bijela, veli¢ine 0,7
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mm duzine i promjera 0,2 mm (Bari¢ i Paja¢, 2012.). Tijelo li¢inke dugo je do osam
milimetara, valjkasto, naprijed zasiljeno i bijele je boje. Na prvom segmentu prsista, na
bo¢nim stranama, nalazi se po jedna crvenkasta izraslina (papila), a na predzadnjem
segmentu sa svake strane po tri papile. Kukuljica maslinine muhe ima bacvasti oblik, smede

boje i duzine 0ko Cetiri milimetra (Bari¢ i Pajac, 2012.)

2.4. Biologija i ekologija maslinine muhe

Maslinina muha (slika 3.) u na$im uvjetima najée$c¢e prezimi u stadiju li¢inke u plodu ili
kukuljice u plodu ili tlu. Homodinamican je kukac, ¢iji razvoj ovisi o temperaturi, zra¢noj
vlazi i prisutnosti plodova masline, pogodnih za reprodukciju. Ovisno o podrucju, najcesce
se od sredine lipnja, mogu javiti prve odrasle muhe. Nakon odredenog razdoblja dopunske
ishrane i sazrijevanja pocinju polagati jaja u plodove masline (Bijeli§, 2009.). Zenka
maslinine muhe moze odloziti do 300 jaja. Zenka leglicom ulaZe jaje u plod masline i nakon
Sto se licinka razvije u plodu masline mozemo pronaci samo jednu li¢inku. Oleuropein iz
ploda masline privlaci zenke koje odlazu jaja u krupnije plodove tijekom ljeta, dok u jesen

zenke odlazu jaja u manje zrele plodove (Bari¢ i Pajac, 2012.).

Li¢inka iz jaja izlazi nakon pet do Sest dana (Katalini¢ i sur., 2009.). U svom razvoju prolaze
kroz tri medustadija (Bjelis, 2009.). Zrela li¢inka nakon 12 do 13 dana svog razvoja, prije
kukuljenja, proSiruje kraj hodnika stvaraju¢i na taj nacin oblu komoricu. Komorica se nalazi

tik do pokozice ploda i u toj komorici se zakukulji.

Pokozica ploda povise kukulji¢ine komorice se osusi, raspukne i kroz taj otvor nakon deset
dana razvoja kukuljice izlazi van odrasli oblik maslinine muhe (Katalini¢ i sur., 2009.). S
obzirom da odrasle muhe Zive dugo i tijekom svog Zivota mogu poloziti veliki broj jaja,
dolazi do preklapanja generacija roditelja i generacija potomstva pa je otezano govoriti 0
razdobljima pojave pojedinih generacija, pa ¢ak i o broju generacija na pojedinim
podru¢jima. Uzimajuéi u obzir elemente sume temperatura potrebnih za ostvarenje
razvojnog ciklusa, mogu se potencijalno razviti tri do pet generacija ovisno o podrucju
(Bjelis, 2009.). Brzina razvoja muhe ovisi 0 abiotskim ¢imbenicima, najvise temperaturi i
vlazi zraka. Smatra se da je optimalna temperatura za razvoj i prezivljavanje maslinine muhe
27 °C uz relativnu vlagu zraka od 55 do 75 % te tada razvoj traje 22 dana (Dmini¢ Rojni¢,

2013.). Cesto u suhim i toplim mjesecima u lipnju i srpnju izostaje $teta od maslinine muhe
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zbog niske relativne vlage zraka (Bari¢ i Paja¢ 2012.). Termalni prag razvoja za jaje je
priblizno 6,3 °C, a za kukuljicu i imago 8 — 10 °C (Dmini¢ Rojni¢, 2013.). Odrasli su aktivni
pri temperaturi izmedu 20 i 30 °C, ali iznad te temperature muhe se krecu teze i polaganje

jaja je otezano, dok pri temperaturi od 35 °C aktivnost staje. Smrtnost li¢inki je navodno

visoka kad temperatura raste iznad 30 °C, posebno kod mladih razvojnih stadija (Wang i sur.
2009.).

Slika 3: Prikaz razvojnih stadija maslinine muhe (lzvor: Hojsak, 2021.;
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr%3A2112)



https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr%3A2112

2.5. Simptomi napada maslinine muhe

Stete prave li¢inke maslinine muhe. One svojom aktivno$éu smanjuju kolidinu i kakvocu
maslinovog ulja. Do smanjenja koli¢ine dolazi uslijed smezuranja i otpadanja napadnutih
plodova u susnom, a truljenja u vlaznom vremenskom razdoblju. Hrane¢i se, li¢inka pojede
od 50 do 150 mg mesa ploda rezultat toga je i promjena boje ploda masline u ljubicasto
smede nijanse. Do smanjenja kakvoée maslinovog ulja dolazi uslijed prodora raznih
mikroorganizama u licinkom osteceni plod, koji svojim djelovanjem negativno utjecu na sve
bio-kemijske procese u maslininom plodu. Kao posljedica navedenog, maslinovo ulje ima
povecane slobodne masne kiseline i oksidacijski broj, ¢ime se smanjuje kvaliteta i rok
trajanja. Sorte masline razli¢ito su osjetljive na napad ovog Stetnika. One koje imaju krupnije
plodove, meksi epikarp i kod kojih su plodovi manje oblozeni voskom, privlaénije su

zenkama maslinine muhe.

Slika 4: Li¢inka maslinine muhe u plodu masline (lzvor: Brki¢ Terzanovi¢, 2021.;

https://zir.nsk.hr/en/user/profile/mbz/125056)



https://zir.nsk.hr/en/user/profile/mbz/125056

3. SUZBIJANJE MASLININE MUHE

Kemijski insekticidi predstavljaju snazan alat u poljoprivredi za suzbijanje Stetnika i
ocuvanje usjeva. Njihove glavne prednosti ukljucuju brzu i efikasnu eliminaciju Stetnika Sto
moze znacajno povecati prinos usjeva i osigurati opstanak poljoprivredne proizvodnje. Osim
toga, kemijski insekticidi Cesto nude dugotrajnu zastitu, smanjujuci potrebu za Cestim
tretiranjem polja. Ova metoda takoder omogucuje selektivno ciljanje specifi¢nih Stetnika,
minimizirajuéi $tetu na korisnim organizmima poput pcela. Kroz kontrolirano doziranje,
kemijski insekticidi mogu biti prilagodeni razliitim uvjetima i vrstama kukaca, S$to
omogucuje preciznost u primjeni i u¢inkovitu kontrolu Sirenja bolesti koje prenose Kukci.
Osim toga, kemijski insekticidi ¢esto zahtijevaju pazljivo rukovanje, skladiStenje i primjenu
kako bi se izbjegla kontaminacija i slucajna izloZenost ljudi. Ove tvari zahtijevaju strogo
postivanje sigurnosnih smjernica i propisa, $to moze predstavljati izazov za poljoprivrednike

i radnike u poljoprivredi (Oberemok i sur., 2015.).

U kontekstu odrzivosti, kemijski insekticidi degradiraju tlo i smanjuju biolosku raznolikost.
Upotreba tih kemikalija Cesto rezultira gubitkom korisnih mikroorganizama u tlu, $to
dugorocno moze smanjiti plodnost tla. Osim toga, ispiranje kemikalija iz polja moze
zagadivati okoli$, ukljucujuci vode, $to ima ozbiljne ekoloske posljedice. Kako bi se izbjegli
ovi negativni utjecaji, sve veci naglasak stavlja se na razvoj i primjenu odrzivijih alternativa,
kao §to su biolosko suzbijanje Stetnika, razvoj bioracionalnih pesticida, rotacija usjeva i
uzgoj otpornih sorti biljaka, geneticki inzenjering biljaka i dr. metode. Ove metode
naglasavaju vaZnost ocuvanja prirodnih ekosustava i poticu integrirani pristup poljoprivredi,
koji promice ravnoteZzu izmedu zastite usjeva i ouvanja okoliSa. Dok kemijski insekticidi
pruzaju trenutacna rjeSenja za suzbijanje stetnika, njihova dugoro¢na odrzivost i utjecaj na
metodama kontrole Stetnika u poljoprivredi. Integrirani pristup, koji kombinira razlicite

tehnike i tehnologije, predstavlja klju¢nu strategiju za ocuvanje produktivnosti poljoprivrede

uz minimalan utjecaj na okoli§ (Oberemok i sur., 2015.).

Insekticidi su pripravci koji se koriste za suzbijanje Stetnih kukaca, koji se hrane biljkom u
uzgoju. Insekticide mozemo podijeliti na viSe kategorija koje su odredene prema tome na
koji stadij kukca djeluju, nac¢in na koji prodiru u organizam i prema nacinu na koji djeluju.

Prema stadiju kukca na kojeg djeluju moZzemo ih podijeliti na adultacide, larvicide 1 ovicide,



a prema nacinu prodiranja u organizam dijele se na kontaktne insekticide, zeluCane
insekticide, kontaktno-Zelucane, inhalacijske insekticide, regulatore rasta i razvoja te
repelente. Sistemici i nesistemici su insekticidi podijeljeni prema na¢inu djelovanja gdje
sistemici djeluju tako da ga biljka upija putem lista ili korijena te se Siri biljkom putem
provodnog sustava u ostale ograne, a nestistemici su sredstva koje biljka pak ne upija, nego
ostaje na povrsini biljke stvarajuci prevlaku preko povrsine kojom se kukac krece ili se

njome hrani.

Insekticidi koji su zakonom dopusteni za koristenje prodaju se u originalnim pakiranjima i
razli¢itih formulacija. Na pakiranjima se mora nalaziti naziv insekticida, njegova djelatna
tvar i kratica formulacije. Potrebno je posebno obratiti paznju na upute koje dolaze u
pakiranju s insekticidima jer je vazno pravilno tretirati zaraZene biljke. Vazan je i ekonomski
prag Stetnosti kojim je odredena brojnost stetnika dovoljno velika da bi se pristupilo mjerama
zastite. Ako brojnost stetnika ne prelazi ekonomski prag stetnosti, tada koristenje insekticida
nije potrebno jer kukci nisu u dovoljno velikom broju da bi izazvali velike $tete na uzgoju.
Koje ¢emo sredstvo odabrati takoder je vazno kako bi suzbijanje bilo u¢inkovito. Prilikom
primjene insekticida vazno je Koristiti zastitnu opremu da bi se izbjegle negativne posljedice
na ljudski organizam. Pravilnom primjenom SZB ne ugrozavamo okoli§ u kojem se nalaze
tretirane biljke, a osigurana je i zastita pcela. Zbrinjavanje ambalaze vazno je u¢initi onako
kako je propisano zakonskim odredbama i potrebno je voditi evidenciju o uporabi sredstava
za zastitu bilja (SZB). SZB moraju biti pravilno uskladiStena u prostoru u kojem nece do¢i
do kontakta s hranom, pi¢em ili hranom za Zivotinje i u kojem ¢e biti izvan dohvata djece i

osoba koje nisu stru¢ne

Prednosti primjene kemijskih insekticida su brzina djelovanja i visoka ucinkovitost.
Nedostaci primjene kemijskih insekticida su razvoj otpornosti Stetnika na kemijske
insekticide, Sto znaci da postanu manje osjetljivi ili potpuno otporni na kemikalije. To
zahtijeva vecu dozu ili promjenu insekticida, $to moze povecati troskove i otezati suzbijanje

Stetnika, te negativan utjecaj kemijskih insekticida na okoli§, Zivotinje 1 ljude.

U istrazivanju zaStite maslina od maslinine muhe, primjena razlic¢itih kemijskih sredstava
igra klju¢nu ulogu. Medutim, vazno je naglasiti da konkretna sredstva koja su dozvoljena za
ovu svrhu variraju ovisno o lokalnim zakonima i propisima. Navedene informacije podlozne
su promjenama, stoga je od klju¢ne vaznosti konzultirati se s lokalnim poljoprivrednim

struénjacima ili nadleznim tijelima za poljoprivredu kako bi se dobile najnovije i
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najpreciznije informacije o dozvoljenim kemikalijama za zaStitu maslina od maslinine muhe
u specificnom podrudju istrazivanja. Ti stru¢njaci imaju aZurirane podatke o registriranim
sredstvima koja se mogu primijeniti, a ta informacija je kljucna s obzirom na ¢este promjene
u zakonodavstvu i dozvolama. Trenutno je u Republici Hrvatskoj prema fitosanitarnom
informacijskom sustavu dozvoljeno i registrirano 13 sredstava za zastitu bilja. Puni popis
sredstava dostupan je na sljedeCoj poveznici (https:/fis.mps.hr/fis/javna-trazilica-szb/)
sastavljenoj od insekticida i hranidbenog atraktanta namijenjena za privlacenje i suzbijanje

maslinine muhe (Bactrocera oleae) na maslini. Ostala sredstva ukljucuju:

e DECIS25EC

e SUCCES BAIT

e ECO-TRAP

e DECIS 100 EC

e POLECIPLUS

e SCATTO

e ROTOR SUPER

e DEMETRINA 25EC
e SIVANTO PRIME

e DELTAGRI

o KARATETRAPB

e DELMUR TRAP DACUS
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4. ZNACAJ AZADIRAKTINA

Azadiraktin je prirodni biopesticid koji se ekstrahira iz sjemena indijskog neema
(Azadirachta indica), tropskog drveta koje je domacin u juznoj i jugoisto¢noj Aziji. Povijest
azadiraktina datira tisu¢ama godina unatrag, s korisnickom praksom koja seze u drevnu
indijsku medicinu 1 tradicionalnu poljoprivredu. Neem drvo, poznato i kao "cudesno drvo"
ili "farmaceutsko drvo", ima vaznu ulogu u indijskoj medicini poznatoj kao Ayurveda. Neem
je u Ayurvedi poznat kao "Sarva Roga Nivarini" §to znaci "lije¢i sve bolesti”. Prema
Ayurvedi, razli¢iti dijelovi neem drveta, ukljucujuéi koru, lis¢e, cvjetove, voce i sjeme,
imaju ljekovita svojstva (Schmutterer, 1995.). Kemijski gledano, azadiraktin pripada skupini
prirodnih spojeva poznatih kao limonoidi. Njegov kemijski sastav moze varirati, ali osnovna
struktura azadiraktina ukljucuje kompleksan lanac ugljikovih atoma s mnogo funkcionalnih

skupina (Slika 5.) (Pasquoto -Stigliani i sur., 2017.).

Slika 5: Kemijska struktura azadiraktina

(Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Azadirachtin)

Azadiraktin je spoj koji ometa rast i razvoj kukaca, posebno u stadiju li¢inki, te tako
sprjeCava njihovo sazrijevanje i razvoj. Osim §to djeluje kao insekticid, azadiraktin takoder
ima fungicidno, antibakterijsko i antivirusno djelovanje, $to ga ¢ini svestranim sredstvom

zastite bilja.

Azadiraktin je ekoloski prihvatljiv pesticid u organskoj poljoprivredi zbog svoje niske
toksicnosti za ljude, domace zivotinje i korisne kukce poput pcela. Osim toga, njegova

bioloSka razgradivost i niska Stetnost za okoli§ ¢ine ga atraktivnim izborom za odrZivo
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poljoprivredno gospodarstvo. Nastavak istrazivanja i razvoj novih formulacija ovog
prirodnog pesticida doprinose razumijevanju i poboljSanju njegove ucinkovitosti, ¢ime se
unaprjeduje poljoprivredna proizvodnja i smanjuje negativan utjecaj kemijskih pesticida na
okolis (Schmutterer, 1995.).

Znanstvena istrazivanja 0 azadiraktinu u zastiti bilja zapocela su u drugoj polovici 20.
stolje¢a. Znanstvenici su poceli proucavati ovu kemikaliju zbog njezine sposobnosti
suzbijanja kukaca na ekoloski prihvatljiv nacin. Njegova primjena u poljoprivredi postala je
posebno vazna s porastom svijesti o Stetnosti konvencionalnih pesticida na okolis 1 zdravlje
ljudi. Danas je azadiraktin priznat kao ekoloski prihvatljiva alternativa konvencionalnim
pesticidima. Njegova primjena prosirila se diljem svijeta, ukljucujuci zemlje u kojima se
neem ne nalazi u prirodnom okoliSu. Osim poljoprivrede, azadiraktin se koristi i u
proizvodnji ekoloski prihvatljivih kozmetickih proizvoda, sapuna i Sampona. Njegova
povijest nije samo pric¢a o jednom prirodnom spoju, vec i pri¢a o0 tradicionalnom znanju koje
je evoluiralo i prilagodilo se suvremenim potrebama. Njegova Siroka primjena i kontinuirano
znanstveno istrazivanje ¢ine ga klju¢nim alatom u podrucju ekoloske poljoprivrede i odrzive

proizvodnje (Chaudhary i sur., 2017.).
Prednosti primjene azadiraktina su (Kilani-Morakchi i sur., 2021.):

¢ Ekoloska odrzivost - prirodni insekticid, ekoloski prihvatljivi i manje Stetan za okoli$
u usporedbi s konvencionalnim pesticidima;

¢ Niska toksi¢nost za ljude, ptice, ribe i okolis;

e Selektivno djelovanje i minimalni utjecaj na korisne organizmime poput pcela i
drugih oprasivaca;

e Otpornost na razvoj rezistencije. Zbog svoje kompleksne strukture, azadiraktin
otezava razvoj otpornosti kod Stetnika, Sto ga ¢ini dugoro¢no odrzivim rjeSenjem za
kontrolu StetoCina;

e Razli¢ite bioloske aktivnosti i primjene - Osim kao insekticid, azadiraktin ima i
fungicidna 1 antibakterijska svojstva, Sto ga ¢ini viSenamjenskim sredstvom u

poljoprivredi.
Medutim, ipak postoje i odredeni nedostatci (Kilani-Morakchi i sur., 2021.):

e Sporo djelovanje u usporedbi s brzim djelovanjem nekih kemijskih pesticida;
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e Potreba za ponovljenom primjenom kako bi se postigla zadovoljavajuca
uc¢inkovitost;

e Ucinkovitost azadiraktina ovisi o pravilnoj primjeni, koncentraciji i doziranju.
Azadiraktin je insekticid koji djeluje kontaktno, Sto znaci da mora do¢i u dodir sa
Stetnikom kako bi bio u¢inkovit. To moze rezultirati slabijom uéinkovitoss¢u ako se
Stetnici skrivaju ili su zaSti¢eni drugim biljnim strukturama.

e Azadiraktin je Cesto skuplji od nekih sintetickih pesticida, $to predstavlja dodatni

financijski teret za poljoprpivrednika.

4.1. Mehanizam djelovanja azadiraktina kod suzbijanja Stetnika

4.1.1. Regulator rasta i razvoja

Na molekularnoj razini, azadiraktin uzrokuje promjene ili sprjecava transkripciju i/ili
ekspresiju nekoliko proteina. Kada li¢inke moljca Ostrinia furnacalis u tre¢em stadiju unesu
azadiraktin u koncentraciji od 10 ppm, dolazi do znacajnog utjecaja na masno tijelo,
ometajuci ekspresiju proteina povezanu s hemolimfnim lipidima. Utvrdeno je da azadiraktin
smanjuje ekspresiju gena koji kodira kutikularni protein i amilazu, dok istodobno pojacava
ekspresiju gena za protein vezan uz mirise Obp99b, kod voéne muhe Drosophila
melanogaster. Povecanje ekspresije moze biti povezano s razvojnim procesima, problemima
kod presvlacenja kukaca iz jednog stadija u drugi, te na fizioloske procese vezane uz

probavni sustav (Lai i sur., 2014.).

Azadiraktin je poznat kao regulator rasta i razvoja kukaca. Utvrdeno je da ima sposobnost
regulacije razvoja stetnika kukuruza Spodoptera frugiperda tako $to utjeCe na put sinteze
hitina kukca, na na¢in da smanjuje ekspresiju 31 proteina kutikule i nekoliko drugih gena
koji kontroliraju vazne enzime ukljucene u biosintezu hitina insekata. Ovi geni ukljucuju
enzime kao Sto su trehalaza, hitin-sintaza, hitin deacetilaza 1 hitinaza, klju¢ni za sintezu
hitina i hormona kod insekata. Smanjenjem proizvodnje hitina, esencijalne komponente za
rast i razvoj egzoskeleta kukaca, ograni¢ava se rast populacije ovog stetnika (Shu i sur.,
2020.). Inhibicija ekspresije biosinteze hitina i gena za kutikulu azadiraktinom mogla bi

predstavljati molekularnu osnovu za usporavanje presvlacenja i rasta kukaca.

Azadiraktin takoder utjeCe na aktivnost superoksid dismutaze (SOD) 1 razinu

malondialdehida (MDA) kod voéne muhe D. melanogaster, inducirajuci antioksidativne
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enzime kao Sto su SOD, katalaza (CAT) i glutation S-transferaza (GST). Ovi enzimi
reguliraju ekspresiju gena kako bi zastitili organizam od oksidativnih oStec¢enja izazvanih
povecanim i nakupljanjem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) uzrokovanih stresnim uvjetima
zbog prisutnosti azadiraktina. Nadalje, azadiraktin inhibira ekspresiju gena za feritin i
tioredoksin peroksidazu u kod Stitastih moljaca (Bemisia tabaci), $to ukazuje na njegovu

zastitnu ulogu protiv oksidativnog stresa kod ovog $tetnika (Barbosa i sur., 2015.).

Precizni mehanizma insekticidnog djelovanja azadiraktina na molekularnoj razini ispitan je
na Stetniku bora Monochamus alternatus. Utvrden je utjecaj u 50 razli¢itih bioloskih procesa.
Zabiljezeno je da je 920 gena bilo znacajno povecano, dok je 9984 gena bilo znacajno
smanjeno. Ova detaljna analiza gena, koja se provodi radi razumijevanja unutarnjih
mehanizama koji omogucéuju apsorpciju azadiraktina kod M. alternatusa, moze znacajno
doprinijeti razvoju ucinkovitih biljnih pesticida koji se temelje na azadiraktinu (Lin i sur.,

2016.).

4.1.2. Utjecaj na ishranu kukaca

Azadiraktin ima znacajan utjecaj na ishranu kukaca, posebno Stetnih kukaca. Kada kukci
dodu u dodir s azadiraktinom, njihova ishrana i metabolizma su naruSeni. Azadiraktin
prvenstveno ometa normalan rast i razvoj kukaca, posebno li¢inki. Takoder, azadiraktin

djeluje kao snazan repelent, tjeraci kukce dalje od biljaka koje su tretirane ovim spojem.

Ako kukci ipak konzumiraju tretirane biljke, azadiraktin uzrokuje oStecenja probavnog
trakta, smanjuje sposobnost normalne probave i apsorpcije hranjivih tvari te moze potaknuti
proces apoptoze u stanicama crijeva kukaca. Koristi se u suzbijanju ili odbijanju Stetnika iz
rodova Coleoptera, Heminoptera, Diptera, Orthoptera i Isoptera (Morgan, 2009.).
Toksic¢nost azadiraktina razlikuje se medu redovima kukaca i na nju utjecu razlicite stope

prodiranja i aktivnosti enzima za detoksikaciju.
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4.1.3. Utjecaj na razmnozZavanje kukaca

Azadiraktin ima znacajan utjecaj na fizioloSke procese kukaca. Ovaj prirodni spoj sprjecava
normalan razvoj reproduktivnih organa kukaca, $to rezultira smanjenom plodno$éu i
sposobno§éu polaganja jaja. Cesto smanjuje fekunditet kukaca, odnosno broj jaja koje Kukci
polazu. Azadiraktin utjeCe na hormone kukaca, ometaju¢i normalan proces sazrijevanja
jajaSaca 1 smanjujuci sposobnost zenki kukaca za polaganje jaja. Osim toga, kada Zenke
kukaca uspiju poloziti jaja, li¢inke koje se izlegu Cesto imaju oSteéenja i poremecaje u

razvoju, Sto dovodi do smanjenog prezivljavanja (Karnavar, 1987.).

Azadiraktin takoder moZe smanjiti plodnost muzjaka kukaca i oste¢enje reproduktivnih
organa muzjaka, smanjuju¢i njihovu sposobnost za oplodnju jaja. Smanjuje se broj
oplodenih jaja, $to dovodi do smanjenja populacije buducih generacija Steto¢ina. Takav
utjecaj na reprodukciju kukaca ima dugorocne posljedice na populaciju StetoCina.
Smanjenjem broja novih jedinki, populacija se s vremenom smanjuje, Sto pridonosi

dugoro¢noj kontroli $teto¢ina u poljoprivredi (Chaudhary, 2017.).

4.3. Dostupnost sredstava za zasStitu bilja na bazi azadiraktina

Neki od najpoznatijih proizvoda na bazi azadiraktina u svijetu su:

e AzaGuard,

e AzaSol,

e AzaSol WSP,
e Debug,

e Debug Turbo,
e Molt-X,

e Neemix.

U Republici Hrvatskoj registrirana su sljedeca sredstva na bazi azadiraktina (Ministarstvo
poljoprivrede, 2023.):
o NEEMAZAL-T/S; registracijski broj - UP/I1-320-20/18-03/53; vlasnik registracije —
Trifolio-M GmbH;
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AZATIN EC; registracijski broj — UP/I-320-20/22-03/108; vlasnik registracije -
Mitsui AgriScience International S.A./N.V.

4.2. U¢inkovitost azadiraktina u suzbijanju Stetnih kukaca

Budu¢i da azadiraktin ima Sirok spektar djelovanja, moze se koristiti za suzbijanje razlicitih

vrsta kukaca. Neki od kukaca koji se uspjeSno mogu suzbiti azadiraktinom ukljucuju:

Komarci: Azadiraktin moze biti u¢inkovit protiv odraslih komaraca i njihovih li¢inki.
Azadiraktin ometa procese rasta i razvoja komaraca. To znali da sprjeCava
komarceve li¢inke da se normalno razvijaju, ¢ime se smanjuje njihova sposobnost za
prezivljavanje i reprodukciju. Azadiraktin ometa prehrambene procese kod
komaraca. Kada komarac konzumira tretirane povrsine ili biljke, azadiraktin ometa
njihovu sposobnost probave i apsorpcije hranjivih tvari. To dovodi do slabljenja
komaraca i smanjenja njihove reproduktivne sposobnosti.

Odrasle muhe: Ukljuujué¢i muhe voénjaka, ku¢ne muhe i1 druge vrste muha.
Azadiraktin ometa normalan razvoj li¢inki voénih muha, sprjecavaju¢i ih da se
razvijaju u zrele odrasle muhe. To smanjuje brojnost populacije vocénih
muha.Azadiraktin moze ometati sposobnost odraslih muha da poloZe jaja unutar
voca. Ako muhe ne mogu poloziti jaja ili ako licinke ne mogu prezivjeti unutar ploda
zbog izlozenosti azadiraktinu, to smanjuje njihovu sposobnost za Sirenje 1 uzrokuje
smanjenje populacije.

Odrasli leptiri: Azadiraktin moZe ometati reprodukciju odredenih vrsta leptira. Kada
biljke biljke tretirane azadiraktinom postanu izvor hrane za gusjenice, one dolaze u
kontakt s ovim insekticidom. Azadiraktin ometa probavni sustav gusjenica,
sprecavajuci ih da apsorbiraju hranjive tvari iz hrane. Ovaj poremecaj u prehrani
dovodi do slabljenja gusjenica i smanjuje njihovu sposobnost brzog rasta i razvoja.
Osim toga, azadiraktin ometa procese metamorfoze gusjenica u leptire. Kada
gusjenice pokusaju proci kroz proces preobrazaja u kukuljicu i, naposljetku, u leptira,
azadiraktin moze uzrokovati deformacije, sprjecavajuc¢i normalan razvoj leptira. Ova
karakteristika znaCajno smanjuje brojnost populacije leptira. Nadalje, azadiraktin

djeluje kao repelent koji odbija odrasle leptire. Kada se odrasli leptiri izloze
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azadiraktinu, oni ga izbjegavaju, S$to smanjuje rizik od polaganja jaja na tretiranim
biljkama.

e Skakavci: Azadiraktin moze djelovati na odrasle skakavce i njihove li¢inke. Prvo,
azadiraktin ometa procese rasta i razvoja skakavaca. Kada skakavci konzumiraju
biljke tretirane azadiraktinom, ovaj insekticid ometa njihovu sposobnost probave i
apsorpciju hranjivih tvari. To dovodi do slabljenja skakavaca, usporava njihov rast i
smanjuje njihovu sposobnost reprodukcije. Osim toga, azadiraktin djeluje na ziv€ani
sustav skakavaca. On ometa normalne ziv€ane impulse, $to dovodi do poremecaja u
njihovom ponaSanju i1 kretanju. Skakavci koji su izlozeni azadiraktinu gube
koordinaciju 1 sposobnost normalnog hranjenja, $to ih ¢ini manje ucinkovitim u
trazenju hrane i reprodukciji.

o Stetogine voénjaka: Azadiraktin moze biti u¢inkovit protiv voénih musica i drugih

StetoCina voc¢njaka.

Vazno je napomenuti da uc¢inkovitost azadiraktina moze varirati ovisno o vrsti kukca, stadiju

razvoja, koncentraciji proizvoda koji se koristi, uvjetima primjene i drugim ¢imbenicima.
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5. ENTOMOPATOGENE NEMATODE

Entomopatogene nematode (EPN) su beskraljeznjaci unutar koljena Nematoda, d¢ija
biologija i ekologija igraju vaznu ulogu u odrzavanju ravnoteze u ekosustavima te pruzaju
odrziva rjeSenja za kontrolu Stetnika u poljoprivredi. Nalaze se u tlu, osjetljivi su na UV
zrake, te su paraziti su drugih beskraljeznjaka. Porodice Heterorhabditidae i
Steinernematidae se naj¢esce koriste u bioloskoj kontroli Stetnika i obuhvacaju najveéi broj

utvrdenih vrsta EPN.

Entomopatogene nematode masovno se proizvode upotrebom in vivo (zarazeni kukci) ili in
vitro (kruti ili tekuce fermentacije) metode. Najces¢a formulacija entomopatogenih
nematoda je vodena suspenzija. Formulacije su usavrSene tako da je vrijeme prezivljavanja
EPN od 7 do 180 dana u vodi i kapsulama kalcijevog alginata prilikom skladiStenja ili
transporta. Chen i sur. (2016.) inkapsulirali su Steinernema feltiae te utvrdili da je 99,8%

nematoda prezivjelo vise od 6 mjeseci na 23 °C i 100% relativne vlaznosti.

U svijetu se biljezi rastuci trend istrazivanja i komercijalizacije entomopatogenih nematoda.
Ovaj rast je posljedica potrebe za u¢inkovitim sredstvima bioloskog suzbijanja te zbog sve
vece zabrinutosti zbog toksikoloSkih problema povezanih s kemijskim pesticidima. S
obzirom na te ¢imbenike, vazno je prouciti nematode iz raznih geografskih podrucja.
Takoder, bitno je usporediti lokalne vrste s komercijalnim sojevima kako bi se utvrdio njihov
potencijal u programima biokontrole u specificnim regijama. Vrste koje potjecu iz razli€itih
regija imaju lokalne prilagodbe i mogu varirati u svojim reprodukcijskim svojstvima,
sposobnosti infekcije, spektru domacina 1 uvjetima prezivljavanja, S§to je vazno
dokumentirati. Majic¢ i sur. (2018.) navode priustvo EPN vrste Steinernema feltiae (koja je
koristena u ovom diplomskom radu) u RH i §iroku rasprostranjenost u nekoliko zemalja
jugoistocne Europe, kao $to su Slovenija, Bosna i Hercegovina, Srbija, Bugarska, Grcka 1

Albanija.

Infektivne licinke EPN aktivno traze potencijalne domacine kukaca u tlu iz razlicitih redova,
a najcesce su to kukci iz redova Lepidoptera, Coleoptera i Diptera. Nakon §to pronadu
domacina, EPN ulaze u tijelo kroz prirodne otvore i oslobadaju bakterije iz svojih crijeva,
najcesc¢e vrsta Photorhabdus, Xenorhabdus i Serratia. Unutar tijela domacina, bakterije
proizvode toksine koji ubijaju domacina u roku od 48 do 72 h nakon infekcije domacina.

Ove bakterije izazivaju septikemiju kukca, poticu razgradnju tijela domacina i osiguravaju
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hranu za razvoj nematoda. Nematode se hrane unutarnjim organima i tkivima domacina dok
se razgraduje. Kada je domacin potpuno razgraden, nematode prolaze kroz vise razvojnih
stadija, ukljucujuéi odrasle oblike i spolno zrele jedinke. Njihovi potomci postaju infektivne
li¢inke koje napustaju tijelo domacina, spremne za traZzenje novog domacina i nastavak svog

zivotnog ciklusa (Gazit i sur., 2000.).

Nematode iz porodica Heterorhabditidae su u simbiotskom odnosu s bakterijama iz roda
Photorhabdus, a Steinernematidae s bakterijama iz roda Xenorhabdus koje se nalaze u

crijevima nematoda, a koje igraju klju¢nu ulogu u ubijanju domacina (Maji¢ i sur., 2019.).

Entomopatogene nematode, osim §to pruzaju prirodno rjesenje za suzbijanje Stetocina, imaju
vaznu ulogu i u ekoloskim ciklusima tla. Nematode poti¢u razgradnju organskih tvari u tlu,
Sto doprinosi povecanoj raznolikosti mikroorganizama u tlu, $to poboljSava plodnost tla i
omogucuje optimalne uvjete za rast biljaka. Takoder, ostaci razgradenih §tetocina i nematoda

obogacuje tlo hranjivim tvarima.

Entomopatogene nematode djeluju na specifi¢an nacin, ciljajuci iskljucivo Steto¢ine. Ova
ciljana kontrola $teto¢ina doprinosi ocuvanju korisnih organizama u tlu, kao §to su gujavice
i korisni kukci, ¢ime se odrzava ekoloSka ravnoteZza u poljoprivrednim ekosustavima.
Smanjenje potrebe za pesticidima dovodi do smanjenja troSkova proizvodnje, Sto moze
povecati profitabilnost poljoprivrednih operacija prilikom koristenja EPN u proizvodnji

odnosno prilikom suzbijanja Stetnika (Usmar i sur., 2020.).

Znanstvenici nastoje poboljsali u¢inkovitost EPN i prilagodbu razli¢itim uvjetima okoline.
Ova istrazivanja omogucuju razvoj novih formula i1 tehnika primjene. Entomopatogene
nematode predstavljaju izuzetno vrijedan resurs u poljoprivredi i ekologiji (Sirjani i sur.,
2009.)

5.1. Uc¢inkovitost entomopatogenih nematoda u suzbijanju maslinine muhe

Ucinkovitost entomopatogenih nematoda u suzbijanju maslinine muhe (B. oleae) ovisi 0
razli¢itim ¢imbenicima kao $to su vrsta nematoda, uvjeti okoline, koncentracija primjene,
stadij muhe 1 brojnost populacije muha. Istrazivanja su pokazala da neki sojevi EPN,
posebice iz roda Steinernema i Heterorhabditis, mogu biti korisni u suzbijanju li¢inki

maslinine muhe u tlu. Kada se primijene na tlo, entomopatogene nematode traze li¢inke
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maslinine muhe i prodiru kroz prirodne otvore na tijelu larvi, poput otvora za disanje i usta.
Unutar tijela li¢inki, nematode oslobadaju bakterije (Xenorhabdus ili Photorhabdus) ¢iji
metaboliti su toikksicni za kukca. Bakterije takoder pridonose razgradnji tijela li¢inki,

stvarajuci povoljne uvjete za razvoj nematoda. Ovaj proces dovodi do smrti lic¢inki maslinine

muhe (Sirjani i sur., 2009.).

Mortalitet voéne muhe iz istog roda Bactrocera, vrsta Bactrocera dorsalis uzrokovan
Heterorhabditis taysearae varirao je od 51,2% do 96,1%, ovisno o izolatu (Godjo i sur.,
2016.). S obzirom na ovu znacajnu varijaciju, pronalazenje najucinkovitije vrste ili izolata
postaje izuzetno vazno, no izazovno je s obzirom na velik broj ve¢ opisanih vrsta EPN.
Nadalje, kontinuirano se otkrivaju nove vrste. Tijekom posljednjih pet godina, opisane su
najmanje dvije vrste unutar porodice Heterorhabditidae i osam unutar porodice
Steinernematidae, dok su poznate vrste pronadene na novim geografskim lokacijama.
Ponekad se otkrivaju i nove vrste bakterija, poput Photorhabdus heterorhabditis, simbionta
Heterorhabditis zealandica (Godjo i sur., 2016.). Laboratorijsko ispitivanje je od izuzetne
vaznosti za identifikaciju vrsta i sojeva s niskom virulencijom. Medutim, buduc¢i da na terenu
uspjeh Cesto ovisi o vise Cimbenika osim virulencije, preporuCuje se testiranje vise

virulentnih sojeva na terenu.

Vazno je osigurati da tlo bude dovoljno vlazno za aktivnost nematoda te da temperatura tla
bude optimalna za njihovu aktivnost. Takoder, pravilna primjena, ukljucuju¢i koncentraciju
nematoda, igra kljuénu ulogu u postizanju Zeljenih rezultata. Medutim, vazno je napomenuti
da je potrebno provesti pazljiva istraZzivanja i prac¢enja na terenu kako bi se utvrdila stvarna
ucinkovitost entomopatogenih nematoda u specifiénim uvjetima maslinika. S obzirom na
promjenjive uvjete okoline i bioloske osobine maslinine muhe, metode integrirane zastita,
koji ukljucuje razli¢ite metode suzbijanja je naju¢inkovitiji nacin za suzbijanje ovog Stetnika.
Osim entomopatogenih nematoda, to ukljucuje i druge bioloski agense, primjerice prirodni
predatori maslinine muhe, te uporaba feromonskih zamki za prac¢enje populacija muhe.
Takoder, uz primjenu nematoda, vazno je razmotriti i primjenu drugih ekoloski prihvatljivih
metoda kao $to su biljni ekstrakti i prirodni spojevi koje mogu repelentno djelovati na

maslininu muhu (Torrini i sur., 2017.).

Vazno je takoder educirati poljoprivrednike o pravilnoj primjeni nematoda i drugih

ekoloskih metoda, kao 1 0 vaznosti integrirane zaStite masline.
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5.2. Prednosti i nedostaci primjene entomopatogenih nematoda u suzbijanju
maslinine muhe

Primjena entomopatogenih nematoda u suzbijanju maslinine muhe donosi niz znacajnih

prednosti koje podrzavaju odrzivu poljoprivredu i o¢uvanje okoliSa (Usman i sur., 2001.):

Ekoloska odrzivost — sigurne su za okoli§ i pomazu u o¢uvanju bioraznolikosti tla i
drugih korisnih organizama u masliniku.

Specificnost domacina za odredene vrste Stetnika - ne utjecu na druge organizme i
ne narusavaju prirodnu ravnotezu ekosustava.

Smanjena upotreba kemikalija — smanjuje se izlaganje poljoprivrednika kemijskim
pesticidima i smanjuje se oneciséenje tla i voda.

Niska razina rezistencije — kukci rijetko razvijaju otpornost na EPN, sto je ¢esto kod
kemijskih pesticida $to ih ¢ini dugoro¢no odrzivom opcijom za suzbijanje maslinine
muhe.

Kompatibilnost - mogu se mijesati i kombinirati s drugim bioloskim agensima, kao
Sto su prirodni predatori ili parazitoidi, te kemijskim pesticcidima pr. herbicidi.
Dugotrajno djelovanje — prezivljavaju u tlu dulje vrijeme, osiguravaju¢i dugotrajno

suzbijanje populacija maslinine muhe.

......

suzbijanje maslinine muhe, postoje 1 odredeni nedostaci koji trebaju biti uzeti u obzir

(Torrini i sur., 2020.):

Ovisnost 0 okolisnim uvjetima - U¢inkovitost entomopatogenih nematoda ¢esto ovisi
o odgovaraju¢im uvjetima okoline, ukljuc¢ujuci vlaznost tla i optimalne temperature.
Ako uvjeti nisu povoljni, nematode mogu imati smanjenu aktivnost, Sto dovodi do
smanjene u¢inkovitosti.

Smanjena uc¢inkovitost za nadzemne S$tetnike - moraju pronaci Stetnika u tlu ili na
povrsini tla jer su osjetljive na UV zrake, te zahtijevaju odredenu razinu vlage.
Dugotrajnost i postojanost - osjetljive su na promjene u uvjetima tla i
mikroorganizmima u okoliSu. Stoga, ponovna primjena moze biti potrebna kako bi

se odrzala kontinuirana kontrola Stetnika.

22



Znanje - Ucinkovita primjena entomopatogenih nematoda zahtijeva tehnicko znanje
1 pazljivo planiranje, ukljucujuéi pravilno odabiranje vrsta nematoda, doziranje i
vrijeme primjene.

Skuplji u odnosu na kemijske pesticide.

Sporo djelovanje i slabija u¢inkovitost u odnosu na kemijske insekticide — potrebno
je najmanje 48 do 72 h od trenutka primjene da EPN usmrte kukca.
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6. MATERIJALI | METODE

6.1. Prikupljanje uzoraka i ocjena oste¢enja plodova masline od maslinine muhe

Masline su skupljene iz maslinika u rujnu 2021. godine s podru¢ja juzne Dalmacije.
Prikupljanje je obavljeno metodom sluc¢ajnog odabira za toplog i suncanog razdoblja. Uzorci
ploda masline su nakon prikupljanja stavljeni u plastine vrecice koje su obiljezene
datumom, mjestom i vremenom uzorkovanja (Slike 8-11). Uzorci su sadrzavali od 50 do 300
plodova masline. Zatim su uzorci preneseni u Laboratorij za entomologiju i nematologiju
Fakulteta agrobiotehnickih znanosti u Osijeku. Ukupno je prikupljeno 14 uzoraka s 14
lokacija. Svaki uzorak masline je detaljno vizualno pregledan. ZabiljeZena je tezina i broj
maslina u svakom uzorku, te ostecenje ploda masline o maslinine muhe (Bactrocera oleae)
(Slika 6). 1z svakog uzorka, dvadeset nasumi¢no odabranih plodova maslina je izrezano
skalpelom i detaljno pregledano kako bi se utvrdilo prosjecno osStecenje plodova masline.
Ocjenjeno je oStecenje na pokozici ploda u vidu tamnijih tockica, lezija ili osusenih podrucja
koje nastaje nakon ovipozicije muhe, odnosno aktivnosti li¢inke muhe, te su izdvojene i
prebrojane li¢inke ili kukuljice maslinine muhe. 1z svih ostalih plodova masline koji su imali

simptome napada maslinine muhe izdvojene su li¢inke i kukuljice muhe (Slika 6).

Slika 6a i 6b: Vaganje uzoraka plodova masline i kukuljica maslinine muhe (Snimila: M.
Mesari¢, 2023.)
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Slika 7: Uzorak Vrana 1 (Snimila: M.
Mesari¢, 2023.)

Slika 9: Uzorak Bra¢ (Snimila: M.
Mesari¢, 2023.)
Slika 10: Uzorak Hvar (Snimila: M.
Mesari¢, 2023.)

Slika 8: Uzorak Vrana 2 (Snimila: M.

Mesarié, 2023.)
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6.2. Postavljanje pokusa

Za pokus su se koristile male plasti¢ne Petrijeve zdjele, pincete, vaga, mikropipete i drugi
sitni laboratorijski pribor (Slika 16. i 17.). Pokus je postavljen u Petri posudama u kojima je
postavljen vlazan vermikulit. Kako bi se postigla potrebna razina vlaznosti od 25 %, oko 125
mL destilirane vode pomijesano je s 500 g vermikulita. U svaku Petri zdjelu stavljeno je 5 g
vlaznog vermikulita i 24 kukuljica maslinine muhe (Slika 18 i Slika 19). Svaka Petri zdjela
je obiljezena brojem tretmana, brojem ponavljanja i datumom. Svaki tretman u pokusu je
postavljen u pet ponavljanja. Prvi tretman je bio negativna kontrola (voda). Drugi tretman je
azadiraktin u koncentraciji od 0,25 %. Tre¢i tretman je azadiraktin u koncentaciji od 0,5 %.
Cetvrti tretman je azadiraktin u koncentraciji od 1 %. Peti tretman tretiran je azadiraktin u
koncentaciji od 1,25 %. Sesti tretman su entomopatogene nematode S. feltiae (300
IL/kukuljica). Sedmi i osmi tretman je pozitivna kontrola, kemijsko sredstvo za zastitu bilja

Actara (djelatna tvar tiametoksam 250 g kg ) u koncentraciji 0,04 i 0,08 g L

s

Slika 11: Pipetiranje nematoda i neem ulja
(Snimila: M. Mesari¢)

Slika 12: Pripremljene otopine Neem ulja (Snimila: M. Mesaric)
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6.3. Entomopatogene nematode - Steinernema feltiae

Laboratorijski pokusi su provedeni u Laboratoriju za entomologiju, Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti u Osijeku tijekom listopada i studenog 2021. godine. Cilj pokusa
je bio utvrditi utjecaj azadiraktina i bioloskog sredstva za zastitu bilja, entomopatogene
nematode Steinernema feltiae (ISO16) na razvoj kukuljica maslinine muhe (Bactrocera
oleae). Steinernema feltiae su su autohtona vrsta entomopatogene nematoda. Ova vrsta je
pronadena prvi puta u Hrvatskoj 2016. godine, te se od tada uzgaja na Fakultetu
agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek (Majic¢ i sur., 2018.). Za potrebe pokusa EPN S. feltiae su
uzgajane na gusjenicama velikog vosokovog moljca (Galleria mellonella). Infektivne
licinke nematoda su nakon izdvajanja iz uginulih gusjenica pregledane pod
stereomikroskopom kako bi se utvrdila njihova vitalnost, te su ¢uvane u vodi do trenutka
koriStenja u pokusu. Infektivne li¢inke su bile stare oko dva tjedna prije primjene u pokusu.
Nematode su pomocu centrifuge koncetrirane u konusu Falcon tubice, a potom pomocu
mikropipete prenesSene izraunata je prosjecna koncentracija nakon prebrojavanja nematoda
u 10 kapljica 20 pL. Konaéna koncentracija nematoda je napravljena u fiksacijskoj posudi
razrjedivanjem kapljice nematoda iz Falcon tube s vodom. Po kukuljici je primjenjeno 50
infektivnih li¢inki EPN.

6.4. Azadiraktin

U pokusu je upotrijebljeno ulje neema (Ozoneem, Proizvoda¢ Ozone Biotech, Indija,
koncentracija aktivne tvari azadiraktina 2,5 -3 g L) (Slika 14.). Ulje neem-a je razrjedeno
s vodom uz dodatak emulgatora Triton X-100 kako bi se dobila koncentracija od 25 %, 50

%, 80 %, i 100 % azadiraktina po mL otopine.
Pokus je postavljen 8.12.2021. godine, rezultati su se pratili dva, pet, sedam i devet dana

nakon pokusa. Petri posude su ¢uvane na sobnoj temperaturi (oko 23°C) u mraku. Razvoj

odraslih stadija maslinine muhe je pracen tijekom 10 dana nakon postavljanja pokusa.
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Slika 13: : Tretiranje kukuljica
maslinine muhe (Snimila: M.Mesaric¢)

Slika 14: Postavljen pokus
(Snimila: M.Mesaric)
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7. REZULTATI

Laboratorijsko istrazivanje je provedeno kako bi se utvrdila prosjecna ostecenost plodova

masline od maslinine muhe u 2021. godini te utjecaj azadiraktina i entomopatogenih

nematoda na razvoj kukuljica maslinine muhe. Uzorci ploda masline su prikupljeni u juznoj

Dalmaciji, a rezultati oStec¢enja ploda su prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Ostecenje ploda masline od maslinine muhe (Bactrocera oleae)

Uzorak | Datum Lokacija Prosje¢na | broj broj Ostecenje
broj uzorkovanja tezina licinki po | kukuljica | ploda
ploda plodu po plodu masline
masline masline | masline (%)
(9)
1. |239.2021. |Vranal 3,17 0 0 0
2. |23.9.2021. | Vrana?2 3,20 0 0 0
3. |13.9.2021. | Bra¢ 4,66 0 0 0
4. 113.9.2021. | Kastel 4,48 0 0 0
Stafili¢
5 120.9.2021. |Hvarl 3,74 0 <1 1
6. |20.9.2021. | Hvar2 6,08 <1 <1 20
7. 120.9.2021. | Hvar3 6,03 0 <1 25
8. 120.9.2021. | Hvar4 3,86 <1 0 1
9. |20.9.2021. |Hvar5 7,17 0 <1 5
10. | 20.9.2021. | Hvar6 3,39 <1 1 30
11. | 20.9.2021. | Hvar7 6,23 0 <1 5
12. 120.9.2021. | Hvar8 5,89 0 1 5
13. | 20.9.2021. | Hvar9 4,85 <1 1 25
14. | 28.9.2021. | Slivno 3,86 <1 0 5

Prosjecna tezina 24 kukuljice je iznosila 0,13 grama (Slika 7b). Prosjecna tezina ploda

masline iz analiziranih uzoraka je iznoslia 4,75 g. U tablici 1 je vidljivo da se oStec¢enje ploda
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masline kretalo od minimalno 0 do 30 % pregledanih plodova masline. Navece oSte¢enje
plodova masline, od 1 do 30 %, utvrdeno je u uzorcima prikupljenim na otoku Hvaru. U
Uzorcima Vrana 1, Vrana 2, Bra¢ i Kastel Stafili¢ nisu pronadeni simptomi o3teéenja niti su

pronadene kukuljice ili licinke muhe.

U svim uzorcima je pronaden mali broj kukuljica 1 li¢inki. Kukuljice 1 li¢inke su pronadene
u posudi i u vre¢icama u kojoj su masline bile uskladiStene prije analize. Osteceni plodovi
masline imali su jasne simptome napada maslinine muhe, a detaljnom analizom ploda

utvrdeni su tragovi ishrane li¢inke i kukuljice (Slika 16. i 17.).

Slika 15: Simptomi oSte¢enja ploda masline od  gjika 16 Kukuljice maslinine muhe

maslinine muhe (Snimila: M. Mesaric) izdvojene iz ploda masline (Snimila: M.

»

Slika 17:Odrasli stadij maslinine muha utvrden u tretmanu negativne kontrole

(Snimila:M.Mesari¢)

U tablici 2 su prikazani rezultati utjecaja svih tretmana na razvoj odraslih stadija maslinine

muhe, odnosno utjecaj tretmana na razvoj kukuljice maslinine muhe. Najve¢i broj odraslih
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stadija, tj.muha u svim tretmanima osim pozitivne kontrole (Actara) utvrden je deveti dan
nakon posatvljanja pokusa. Najve¢i broj muha je utvrden u negativnoj kontroli, odnosno u
vermikulitu koji je tretiran obicnom vodom. Oba tretmana s kemijskim sredstvom za zastitu
bilja su sprijecia razvoj kukuljica u potpunosti, s obzirom da nije doslo do pojave odraslog
stadija maslinine muhe, te se moZze smatrati uspjeSnom pozitivnom kontrolom ve¢ pri niskim
koncetracijama od 0,04 g aktivne tvari L™ Razli¢ite koncentracije azadiraktina razli¢ito su
utjecale na razvoj Stetnika. Svi tretmani azadiraktina osim tretmana s 1,25 % aktivne tvari
po mL otopine su imali su zamjetan ali slabi u¢inak na razvoj kukuljica u usporedbi s
negativnom kontrolom. Tretman azadiraktina 1,25 % imao je jednako visoku u¢inkovitost
kao i1 entomopatogene nematode. Usporedujuci s pozitivnom kontrolom, gotovo jednaka
ucinkovitost je utvrdena kod ova dva tretmana. Samo jedan imago se razvio nakon devet

dana pokusa.

Tablica 2. Utjecaj tretmana na pojavu odraslih stadija maslinine muhe (Bactrocera oleae)

Dan poslije tretmana
Tretman 2 5 7 9 Ukupno
Kontrola (voda) 0 0 0 6 6
Azadiraktin 0,25% d.t. 0 0 0 3 3
Azadiraktin 0,5% d.t. 0 0 0 3 3
Azadiraktin 1 % d.t. 1 0 0 3 4
Azadiraktin 1,25 % d.t. 1 0 0 0 1
EPN (S. feltiae) (50 IL kukuljica™) 0 0 0 1 1
Actara 0,04 g L 0 0 0 0 0
Actara 0,08 g L 0 0 0 0 0
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8. RASPRAVA

U ovom diplomskom radu utvrdeno je prosjecno oste¢enje plodova masline od maslinine
muhe (Bactrocera oleae), te je ispitan utjecaj razli¢itih koncentracija azadiraktina i
entomopatogenih nematoda na kukuljice ovog Stetnika. Suzbijanje masline muhe moze se
provoditi mehanickim, kemijskim i bioloskim mjerama. Sve je veca potraznja za ekoloski
proizvedenim maslinovim uljem. Takav proizvod na trzi$tu razvijenih europskih zemalja
postize znatno vecu cijenu, stoga se uz konvencionalnu metodu zastite, danas sve vise koriste
ekoloski prihvatljivije metode suzbijanja maslinine muhe. Usporedujuc¢i dobivene rezultate
s drugim istrazivanjima, Abd El-Salam i sur. (2018.) su utvrdili da azadiraktin smanjuje
hranjenje li¢inka, stvara nepravilno oblikovane kukuljice i imaga, sterilna jaja i smanjenu
plodnost Stetnika. U navedenom istraZivanju ispitali su proizvode Entomax i Neem Azal na
maslininoj muhi u stadiju li¢inke. Obavljena su cCetiri prskanja na deset stabala masline
tijekom Cetiri tjedna. Entomax je primjenjem u koli¢ini od 3 mL L. Neem Azal primjenjem
je u koli¢ini od 1 mL L™ na deset nasumicno tretiranih stabala masline starosti pet godina.
Djelatna tvar azadiraktin u bazi Entomaxa je sadrzaval 0,15%, a kod Nemm Azal 1%.
Utvrden je 93,2% mortalita tijekom cetiri tretmana Entomaxa, dok je za Neem Azal
mortalitet iznosio 70,64%. U ovom diplomskom radu utvrden je slabiji utjecaj azadiraktina
u odnosu na prethodna istrazivanja. U odnosu na kontrolu, azadiraktin je smanjio populaciju
maslinine muhe za 50 — 66 % ovisno o koncentraciji. Razli¢iti rezultati mogu biti jer su
kukuljice otporniji stadij u odnosu na tretirane licinke u usporedenom istrazivanju. Takoder,
u diplomskom radu koristena je samo jedna primjena azadiraktina, a moguce je da bi se
ostvarila veca u€inkovitost azadiraktina na razvoj odraslih stadija maslinine muhe da je bila
ponovljena primjena nakon nekoliko dana. Nawaz i sur. (2023.) su istrazivali u¢inkovitost
insekticida tiametoksam na maslininu buhu (Euphyllura olivina) koja je takoder bio testiran
u ovom diplomskom radu. Tiametoksam je primjenjen u koncentraciji od 0,2 g L™
Utvrdeno da je za tjedan dana nakon tretiranja tiametoksamom mortalitet imaga maslinove
buhe iznosio 49 %. U ovom diplomskom su primjenjene dvije razlicite doze od dva tretmana
tretirane Actarom 25% iste djelatne tvari. U vrlo niskoj koncentraciji od 0,04 g L™ mortalitet
kukuljica je bio 100 %, kao i u veéoj koncentraciji tiametoksama. Sto ukazuje da su kukuljice

maslinine muhe osjetljive na ovaj insekticid 1 preporuca ga se u integriranoj zastiti masline.
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9. ZAKLJUCAK

U zakljucku ovog diplomskog rada mozemo istaknuti da su istrazivane metode suzbijanja
maslinove muhe (Bactrocera oleae) s upotrebom azadiraktina (aktivne tvari iz OzoNeem
ulja) i entomopatogenih nematoda pokazale znacajnu ucinkovitost u smanjenju populacije
ovog Stetnika. Ove metode predstavljaju ekoloski prihvatljiviju alternativu konvencionalnim
kemijskim insekticidima i pruzaju niz prednosti u kontroli maslinove muhe. Sve ispitane
koncentracije azadiraktina su imale znaCajan utjecaj na razvoj maslinine muhe. No
entomopatogene nematode su imale bolju ué¢inkovitost. Entomopatogene nematode S. feltiae
u koncentraciji od 50 infektivnih li¢inki nematoda po kukuljici Stetnika su se pokazale vise
od 90 % ucinkovitima u suzbijanju maslinove muhe. Njihova primjena rezultirala je visokim
postotkom mortaliteta kukuljica maslinove muhe, ¢ime su pridonijele smanjenju populacije
Stetnika. Azadiraktin djeluje na razlicite nacine, ukljucujuéi repelentno djelovanje, inhibiciju
razvoja li¢inki, djelovanje na probavni sustav i ishranu Stetnika, te na razmnozavanje.
Uzimajuéi u obzir sve ove Cinjenice, zaklju¢ujemo da su azadiraktin iz OzoNeem ulja i
entomopatogene nematode dobra rjeSenja za suzbijanje maslinine muhe. Ovi rezultati
Sto moze doprinijeti proizvodnji ekoloski proizvedenog maslinovog ulja i smanjenju

upotrebe kemikalija u poljoprivredi.
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11. SAZETAK

Suzbijanje masline muhe moze se provoditi mehani¢kim, kemijskim i bioloskim mjerama.
Zbog sve vece potraznje za ekoloski proizvedenim uljem, te zbog pojave rezistentnosti
Stetnika na kemijska sredstva, danas sve viSe ispituju ekoloski prihvatljivije metode
suzbijanja maslinine muhe. Cilj rada utvrditi prosjecno osteéenje plodova masline od
maslinine muhe (Bactrocera oleae), te je ispitan utjecaj razli¢itih koncentracija azadiraktina
i entomopatogenih nematoda na kukuljice ovog Stetnika. Plodovi masline su skupljeni iz
maslinika u rujnu 2021. godine s podrucja juzne Dalmacije. Ocjenjeno je oStecenje na
pokozici ploda u vidu tamnijih tockica, lezija ili osusenih podru¢ja koje nastaje nakon
ovipozicije maslinine muhe, odnosno aktivnosti li¢inke muhe, te su izdvojene, izvagane i
prebrojane li¢inke ili kukuljice maslinine muhe. Ostecenje plodova masline se kretalo do
najvisSe 30 % pregledanih plodova masline, a ovislo je najviSe o lokaciji. Tako je na
lokacijama na otoku Hvaru utvrdeno najvecée osteéenje ploda masline. Laboratorijski pokus
je proveden na kukuljicama maslinine muhe koje su postavljene u vlazni vermikulit.
Vermikulit je tretiran s Ccetiri razlicite koncentracije azadiraktina (OzoNeem),
entomopatogenim nematoda Steinernema feltiae, uz pozitivnu (Actara 25%, tiametoksam) i
negativnu (voda) kontrolu. Svi tretmani su zna¢ajno utjecali na razvoj kukuljica, odnosno na
pojavu odraslih stadija maslinine muhe. U odnosu na negativhu kontrolu, tretman s
entomopatogenim nematoda je bio najucinkovitiji. U usporedbi s kemijskim insekticidom,
rezultati istraZivanja pokazuju da su azadiraktin i entomopatogene nematode dobra rjeSenja
za suzbijanje maslinine muhe, te se preporucuje njihovo ukljuc¢ivanje u metode integrirane
zaStite masline. Ovo istrazivanje potvrduje ucinkovitost ekoloski prihvatljivih metoda zastite

maslina, smanjenje upotrebe kemikalija u poljoprivredi.

Kljucne rijeci: Bactrocera oleae, Neem ulje, nematode, maslina, regulatori rasta i razvoja kukaca
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12. SUMMARY

Management of the olive fly can be carried out by mechanical, chemical and biological
measures. Due to the increasing demand for ecologically produced olive oil, and due to the
increased pest resistance to chemical agents, biocontrol of olive fruit fly has been tested
intensively. The aim of the work was to determine the average damage to olive fruits by the
olive fly (Bactrocera oleae), and the influence of different concentrations of azadirachtin
and entomopathogenic nematodes (Steinernema feltiae) on the pupae of this pest. Olive fruits
were collected from olive groves in September 2021 from the area of southern Dalmatia.
The damage on the skin of the fruit in the form of darker spots, lesions or dried areas that
occurs after the oviposition of the olive fly, i.e. the activity of the fly larvae, was assessed.
The larvae or pupae of the olive fly were separated, weighed and counted. The damage to
the olive fruits ranged up to a maximum of 30% of the olive fruits examined, and it depended
mostly on the location of collected olive fruits. Thus, on the locations on the island of Hvar,
the greatest damage to the olive fruit was determined. The laboratory experiment was carried
out on olive fly pupae that were placed in moist vermiculite. Vermiculite was treated with
four different concentrations of azadirachtin (OzoNeem), an entomopathogenic nematode
Steinernema feltiae, with positive (Actara 25%, thiamethoxam) and negative (water)
controls. All treatments had a significant effect on the development of pupa i.e on the
appearance of the adult stages of the olive fly. Compared to the negative control, the
treatment with entomopathogenic nematodes was the most effective. Compared to chemical
insecticides, research results show that azadirachtin and entomopathogenic nematodes are
good solutions for olive fly control, and their inclusion in integrated olive protection methods
is recommended. This research confirms the effectiveness of ecologically acceptable

methods of olive protection, reducing the use of chemicals in agriculture.

Keywords: Bactrocera oleae, Neem oil, nematodes, insect growth regulator
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maslinine muhe, te se preporucuje njihovo ukljucivanje u metode integrirane zastite masline. Ovo
istrazivanje potvrduje ucinkovitost ekoloski prihvatljivih metoda zastite maslina, smanjenje
upotrebe kemikalija u poljoprivredi.
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The effect of azadirachtin and entomopathogenic nematodes on the pupae of the olive fly
(Bactrocera oleae)

Summary: Management of the olive fly can be carried out by mechanical, chemical and biological
measures. Due to the increasing demand for ecologically produced olive oil, and due to the increased
pest resistance to chemical agents, biocontrol of olive fruit fly has been tested intensively. The aim
of the work was to determine the average damage to olive fruits by the olive fly (Bactrocera oleae),
and the influence of different concentrations of azadirachtin and entomopathogenic nematodes
(Steinernema feltiae) on the pupae of this pest. Olive fruits were collected from olive groves in
September 2021 from the area of southern Dalmatia. The damage on the skin of the fruit in the form
of darker spots, lesions or dried areas that occurs after the oviposition of the olive fly, i.e. the activity
of the fly larvae, was assessed. The larvae or pupae of the olive fly were separated, weighed and
counted. The damage to the olive fruits ranged up to a maximum of 30% of the olive fruits examined,
and it depended mostly on the location of collected olive fruits. Thus, on the locations on the island
of Hvar, the greatest damage to the olive fruit was determined. The laboratory experiment was carried
out on olive fly pupae that were placed in moist vermiculite. Vermiculite was treated with four
different concentrations of azadirachtin (OzoNeem), an entomopathogenic nematode Steinernema
feltiae, with positive (Actara 25%, thiamethoxam) and negative (water) controls. All treatments had
a significant effect on the development of pupa i.e on the appearance of the adult stages of the olive
fly. Compared to the negative control, the treatment with entomopathogenic nematodes was the most
effective. Compared to chemical insecticides, research results show that azadirachtin and
entomopathogenic nematodes are good solutions for olive fly control, and their inclusion in
integrated olive protection methods is recommended. This research confirms the effectiveness of
ecologically acceptable methods of olive protection, reducing the use of chemicals in agriculture.
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