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REZIME

U radu su proucavane bioloske karakteristike izolata B. cinerea razlicite osetljivosti na di-
karboksimide. Utvrdeno je da se visokorezistentni izolati morfoloski razlikuju od izolata nor-
malne osetljivosti. Oni su uglavnom slabije patogeni i formiraju maniji broj sklerocija od izo-
lata normalne osetljivosti. ZabeleZena je visoka negativna korelacija izmedu osetljivosti na
povecan osmotski pritisak i rezistentnosti na dikarboksimide, kao i brzine rasta izolata i rezi-
stentnosti na dikarboksimide. Uticaj temperature, vrste i kiselosti hranljive podloge na po-
rast micelije visoko rezistentnih izolata B. cinerea slabije je izrazen u odnosu na porast oset-

ljivih izolata.

Kljué€ne reci: Botrytis cinerea; dikarboksimidi; rezistentnost; osmoosetljivost; iprodion;

vinklozolin

uvoD

Botrytis cinerea pripada rodu Botrytis (red Moniliales,
familija Botrytidaceae) koji je prvi put opisan 1729. go-
dineijedan je od najstarijih rodova fitopatogenih gljiva
(Jarvis, 1977; loc. cit. Van der Vlugt-Bergmans, 1996).
B. cinerea je patogen za 235 vrsta biljaka, koje se prostiru
od hladnih zona Aljaske i Kanade do suptropskih obla-
sti. Znaéajno ugroiava proizvodnju voda, vinove loze,
povréa, ukrasnogbilja (Van der Vlugt-Bergmans, 1996).
Cest je prouzrokoval bolesti biljaka gajenih u zastice-
nom prostoru (Coley-Smith, 1980; loc. cit. Chardonnet
isar.,2000; Giraud i sar., 1999). Gljiva parazitira skoro
sve delove biljke u svim fazama razvoja, kao i plodove
tokom skladi$tenja. Simptomi se najéesée opisuju kao
siva truleZ, siva plesan, palez, mrka trulez, a zapazeno je
i poleganje klijanaca. U zavrs$noj fazi, oboleli biljni de-

lovi potpuno su prekriveni sivom navlakom reproduk-
tivnih tvorevina parazita (Verhoeff, 1970; Ribereau-
Gayon i sar., 1980, loc. cit. Van der Vlugt-Bergmans,
1996; Charabany i Shtienberg, 1999). Kao pleomorfna
vrsta, B. cinerea stvara konidiofore i konidije, fijalokoni-
diofore sa mikrokonidijama, sklerocije i apresorije.

B. cinerea je opisana kao visokovarijabilna vrsta.
Razlike izmedu izolata u pogledu brzine porasta, for-
miranja konidija i sklerocija, produkcije enzima i pato-
genosti, zabelezili su Grindle (1979), Di Lena i sarad-
nici (1981), Leone (1990), Movahedi i Heale (1990) i
drugi.

Za suzbijanje B. cinerea u pocetku su primenjivani
fungicidi nespecifi¢nog preventivnog dejstva (dihloran,
dihlofluanid, hlortalonil i tiram) koji, i pored visokih
doza, nisu obezbedili odgovarajuéu zastitu od patogena
sa tako visokim infekcionim potencijalom (Stehmann,
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1995). Od $ezdesetih godina, za suzbijanje B. cinerea se
koriste benzimidazoli, od sedamdesetih dikarboksimi-
di, a devedesetih anilinopirimidini i fenilpiroli (Knight
i sar., 1997; Rosslenbroich i Stuebler, 2000).

Eksperimentalno je dokazano da je umanjena efi-
kasnost dikarboksimida posledica pove¢anja ucestalo-
sti rezistentnih jedinki u populaciji patogena (Lorenz
i Eichhorn, 1980; Murakoshi i Hosaya, 1982; Wang i
sar., 1986; Elad i sar., 1992; Steel i Nair, 1993). U stra-
noj literaturi za ove jedinke, odnosno delove prirodnih
populacija patogena koji ispoljavaju razlicitu osetljivost
na fungicide, brojni autori koriste termin ,strains” od-
nosno sojevi (Wang i sar., 1986; Elad i sar., 1992; Steel i
Nair, 1993, Latorre i sar., 2002). S obzirom da se i u ra-
dovima koji se odnose na proucavanje rezistentnosti u
laboratorijskim uslovima za rezistentne jedinke najée-
$¢e ravnopravno koriste dva termina — rezistentni izo-
lati ili rezistentni sojevi (Elad i sar., 1992; Gouot, 1994;
Lorenz, 1994; Stehmann, 1995; Latorre i sar., 2002),
opredelili smo se da sli¢no postupimo i u ovom radu.
Kada se govori o delovima prirodnih populacija koji is-
poljavaju razli¢itu osetljivost na fungicide bi¢e upotre-
bljavan termin osetljivi/rezistentni sojevi, dok ée za je-
dinke u laboratorijskim uslovima biti ravnopravno upo-
trebljavan jedan od termina — sojevi ili izolati.

Prvisoj B. cinerea rezistentan na dikarboksimide pro-
naden je uvinogradu u Mosel-u 1978. godine, tri godi-
ne nakon registracije prvog fungicida iz ove hemijske
grupe. Godinu dana kasnije, rezistentni sojevi su pri-
sutni u vinogradarskim regionima zapadne Nemacke,
Svajcarske, Italije, Novog Zelanda i Kanade (Lorenz,
1994; Raposo i sar., 2000).

Rezistentni sojevi su pronadeni iu populacijama B.
cinerea na jagodi, povrtarskim vrstama i biljkama gaje-
nim u za$ti¢enom prostoru (LaMondia i Douglas, 1997;
Yourman i Jeffers, 1999; Yourman i sar., 2000), kao i
na vinovoj lozi u Srbiji (Rajkovi¢, 1992). Ipak, trebalo
bi napomenuti da Lorenz i Eichhorn (1978), Sprengler
i saradnici (1979), kao ni Hisada i saradnici (1979) ni-
su uspeli da izoluju rezistentne sojeve B. cinerea ni posle
viSegodisnje intenzivne primene dikarboksimida u po-
lju. Svi izolati B. cinerea iz jagode, maline, vinove loze i
salate poreklom sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji, izolova-
ni tokom 2001.12002. godine bili su, takode, osetljivi i
na iprodion i na vinklozolin (Tanovi¢, 2003).

Prema navodima mnogih autora nije tesko dobiti la-
boratorijske sojeve gljiva rezistentne na dikarboksimi-
de (Beever i Brien, 1983; Grindle, 1984; Littley i Rahe,
1984, loc. cit. Pommer i Lorenz, 1995; Tanovié, 2004).
Proucavanja vedine autora su pokazala da sojevi gljiva,
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rezistentni na dikarboksimide, sporije rastu na hran-
ljivoj podlozi nego osetljivi sojevi (Hisada i sar., 1979;
Davis i Dennis, 1981), posebno ako se uporede labora-
torijski adaptirani sojevi sa prirodno osetljivim (Lorenz
i Pommer, 1985, loc. cit. Pommer i Lorenz, 1995).
Medutim, dobijeni su i sojevi B. cinerea rezistentni na
dikarboksimide, ¢ija micelija ne zaostaje u porastu za
micelijom osetljivih sojeva (Pommer i Lorenz, 1995).
Summers i saradnici (1984) navode da rezistentni sojevi
B. cinerea mogu da rastu brze na hranljivoj podlozi bez
fungicida nego sojevi normalne osetljivosti. Ovakve po-
jave se obja$njavaju izrazitom prirodnom varijabilno$éu
vrste B. cinerea (Pommer i Lorenz, 1995), kao i razlici-
tim eksperimentalnim uslovima (Gouot, 1994).
Poznato je da je osetljivost fitopatogenih gljiva na po-
veéanje osmotskog pritiska u negativnoj korelaciji sa pa-
togeno$éu (Beever, 1983; loc. cit. Faretra i Pollastro,
1993; Beever i Brien, 1983; Leroux i Fritz, 1983; loc. cit.
Pommeri Lorenz, 1995). Kadje re¢ o sojevima B. cinerea
rezistentnim na dikarboksimide, rezultati su protivre¢ni.
na poveéan osmotski pritisak, pa samim tim i slabije pa-
togeni od sojeva normalno osetljivih na dikarboksimide
(Beever i Brien, 1983). Medutim, Pommer i Lorenz (1995)
smatraju da rezistentnost na dikarboksimide i osetljivost
na pove¢an osmotski pritisak nisu uvek u korelaciji.
Imajudi u vidu raznolike literaturne podatke koji se
odnose na karakteristike rezistentnih sojeva B. cine-
rea, kao i izrazenu visoku varijabilnost ove fitopatoge-
ne vrste, cilj ovog rada bilo je uporedno proucavanje bi-
oloskih odlika izolata B. cinerea razlicite osetljivosti na

dikarboksimide.

MATERIJAL | METODE

Test supstance

o Iprodion [3-(3,5-dichlorophenyl)-N-isopropyl-2,4-
dioxoimidazolidine-1-carboxamide], preparat Kidan
EC, proizvod kompanije Aventis.

o Vinklozolin [(RS) - 3 - (3,5 - dichlorophenyl - 5-met-
hyl- 5-vinyl- 1,3-oxazolidine -2,4-dione], preparat
Ronilan WG, proizvod kompanije BASF.

o Benomil [Methyl 1-(butylcarbamoyl)benzimidazol-
2-ylcarbamate], preparat Benfungin WP, proizvod
kompanije ,,Galenika-Fitofarmacija”.

o Probloraz [N-propyl-N-[2-(2,4,6-trichlorophenoxy)
ethyl]limidazole-1-carboxamide], preparat Octave
WP, proizvod kompanije Aventis CropScience.
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Izolati B. cinerea
Izolati iz privodnib populacija

Patogen je izolovan iz obolelih delova jagode, mali-
ne, vinove loze i salate, prethodno inkubiranih u vlaz-
noj komori na sobnoj temperaturi kako bi se izazva-
la sporulacija (Locher i Lorenz, 1991). Podaci o loka-
litetima, vremenu izolacije i broju izolata prikazani su
u Tabeli 1. Dobijeni izolati su pre¢i$¢eni do monos-
porijalnih kultura i, nakon provere patogenosti, ¢u-
vani na zako$enoj KDA podlozi u frizideru na tem-
peraturi od 4°C (Dhingra i Sinclair, 1995). Postupak
dobijanja monosporijalnih izolata i provere patogeno-
sti detaljno je opisan u jednom od prethodnih radova
(Tanovié, 2003).

Laboratorijski rezistentni izolati

Laboratorijski rezistentni izolati B. cinerea dobije-
ni su delimi¢no modifikovanom Crossed-Paper me-
todom koju su De Waard i Nistelrooy (1982) uveli
u primenu za testiranje toksi¢nosti fungicida u pri-
sustvu drugih supstanci, a koja je opisana u radu
Tanovié¢ (2004). Podaci o ovim izolatima prikazani
su u Tabeli 2.

Tabela 1. Porceklo izolata B. cinerea iz prirodnih populacija

Table 1. Origine of isolates of B. cinerea from natural population

Provera osetljivosti laboratorijskih izolata
B. cinerea na fungicide

Radi provere osetljivosti praéen je porast micelije la-
boratorijski dobijenih izolata na podlogama u koje su
dodati fungicidi u slede¢im koncentracijama:

e Iprodion ilivinklozolin (dikarboksimidi) -10 mg/L

(Locher i Lorenz, 1991);

e Benomil (benzimidazoli) — 5 mg/L (Stchmann,

1995);

e Prohloraz (imidazoli) — 10 mg/L; arbitrarno odrede-
nakoncentracija na osnovu rezultata ogleda Pappas-a

i Fisher-a (1979) i Leroux-a i Gredt-a (1984).

Porast na podlozi koja sadrzi fungicid poreden je sa
kontrolom (podloga bez fungicida). Kao dopunska kon-
trola, kori$¢eni su i odgovarajudi osetljivi izolati. Ogled
je izveden u Cetiri ponavljanja, a izolati su smatrani re-
zistentnim ako posle inkubacije od 48 h rastu na pod-
lozi sa diskriminativhom koncentracijom fungicida
(Faretra i Pollastro, 1991).

Patogenost rezistentnib izolata B. cinerea

Patogenost dobijenih rezistentnih izolata ispitana
je na kriskama jabuke. Plodovi jabuke su oprani u bla-
gom rastvoru deterdZenta, isprani destilovanom vo-
dom i osuseni papirnom vatom. Sterilnim skalperom
su ise¢ene kriSke i na njih nanet fragment KDA pod-

Domadin — Host Lokalitet Datum izolacije Oznaka izolata Broj izolata
Locality Isolation date Code of isolates No. of isolates
Jagoda - Strawberry Preljvi'na 28..maj 2001. J15;J20;] 32 4
Suréin 8.jun 2001. J3
Malina - Raspberry Uzidi 18. jul 2001. M 47; M 49; M 50 3
Vinova loza — Vine Nis 1. oktobar 2001. V66;,V68; V71, V75 4
Salata — Lettuce Zvezd 3. april 2002. S$102;S108; S 125 4

Tabela 2. Poreklo rezistentnih izolata B. cinerea
Table 2. Origin of resistant isolates of B. cinerea

Domadin Izolat iz prirodne populacije Odgovarajudi rezistentan izolat
Host Isolate from natural population Corresponding resistant isolate
Jagoda — Strawberry J3 J3f

Jagoda — Strawberry J15 J15f

Malina - Raspberry M 47 M 47f

Malina - Raspberry M 49 M 49f

Salata — Lettuce S 125 S 125f
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loge, pre¢nika 1 cm, sa micelijom ¢iste kulture ispiti-
vanog izolata. Na plod u kontroli nanet je fragment
sterilne KDA podloge. Inokulisane kriske su postav-
ljene na vlazan filter-papir u petri-kutije i inkubirane
na temperaturi od 20°C. Nakon tri dana inkubacije,
meren je pre¢nik povrine natrulog tkiva oko mesta
inokulacije rezistentnim i osetljivim izolatom. Ogled
je izveden u tri ponavljanja sa po dve kriske po po-
navljanju. Analizom varijanse i LSD testom utvrde-
na je statistic¢ka znacajnost razlike aritmetickih sredi-
na pre¢nika natrulog tkiva. Reizolacijom je potvrde-
no da su simptomi posledica patogene aktivnosti pro-
udavanih izolata.

Morfoloske odlike izolata B. cinerea

Nakon inkubacije od 10 dana na KDA podlozi na
temperaturi od 20°C, posmatran je izgled kolonije, od-
like ruba kolonije, boja, prisustvo sklerocija i konidi-
ja, 1 pigmentacija podloge. Pravljeni su privremeni mi-
kroskopski preparati od micelije stare deset dana i po-
smatran izgled hifa, oblik i veli¢ina konidija, kao i pri-
sustvo i izgled sklerocija i drugih tvorevina parazita
(Muntanjola-Cvetkovi¢, 1987).

Odgajivacke odlike izolata B. cinerea

Od odgajivackih odlika prouéen je uticaj razli¢i-
tih hranljivih podloga i uticaj kiselosti KDA podlo-
ge na porast izolata. Iseéci podloge pre¢nika 10 mm
sa micelijom parazita, uzeti sa ivice kolonije gljive ga-
jene na KDA podlozi tokom &etiri dana, nano$eni su
na razli¢ite hranljive podloge i inkubirani tri dana na
temperaturi od 20°C. Pre¢nik kolonije je meren u dva
pravca pod pravim uglom. Ogled je izveden u Cetiri
ponavljanja a podaci su obradeni analizom varijanse.
Znacajnost razlika u prose¢nom porastu testirana je

LSD testom.

Uticaj hranljive podloge na porast
izolata B. cinerea

Porast micelije ispitivanog izolata pra¢en je na sle-
de¢im podlogama: krompir-dekstroznom agaru
(KDA), malt agaru, Capekovoj podlozi (Muntanjola-
Cvetkovi¢, 1987), vodenom agaru i podlozi od zrna pse-
nice (Dhingra i Sinclair, 1995).
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Uticaj kiselosti podloge na porast
izolata B. cinerea

Uticaj kiselosti KDA podloge na porast micelije je
praden u intervalu od 5 do 9 pH jedinica na tempera-

turi od 20°C (Dhingra i Sinclair, 1995).

Ekolo3ke odlike izolata B. cinerea
Uticaj temperature na porast izolata B. cinerea

Izolati B. cinerea su gajeni na KDA podlozi na tem-
peraturama od: 10, 15, 20, 25 i 30°C. Pre¢nik miceli-
je je meren posle tri dana od zasejavanja. Ogled je izve-
den u etiri ponavljanja a podaci obradeni analizom va-

rijanse (Dhingra i Sinclair, 1995).
Uticaj svetlosti na porast izolata B. cinerea

Uticaj svetlosti na porast izolata B. cinerea prouden je
gajenjem gljive u prisustvu stalnog neonskog svetlaiu
mraku na KDA podlozi na sobnoj temperaturi. Pre¢nik
kolonije je meren nakon tri dana od zasejavanja.

Osetljivost izolata B. cinerea na
povecan osmotski pritisak

Osetljivost izolata B. cinerea na poveéan osmotski pri-
tisak proucena je po metodi Beever i Brien (1983). U oto-
pljenu KDA podlogu je dodavan rastvor NaCl do final-
ne koncentracije od 0.68 mol/dm? NaCl, a u kontrolu
sterilna destilovana voda. Podloga je zasejana ise¢cima
micelije izolata pre¢nika 10 mm. Pre¢nik micelije izme-
ren je posle tri dana inkubacije na temperaturi od 20°C
iizratunat procenat inhibicije porasta micelije u odnosu
na kontrolu. Ogled je izveden u ¢etiri ponavljanja.

Provera rezistentnosti laboratorijskih izolata
B. cinerea na dikarboksimide in vivo

Kriterijum za rezistentnost bila je moguénost izolata
da ostvare infekciju u prisustvu 10 mg/L iprodiona. Za
ova ispitivanja kori§¢eni su nepovredeni primarni listovi
suncokreta, sa biljaka starih 10 dana, gajenih u uslovima
dugog dana (16 ¢asova vestatkog osvetljenja dnevno, t =
25-27°C). Odseceni listovi su, licem okrenutim na do-
le, postavljeni na filter-papir u petri-kutije. Filter-papir
je natopljen emulzijom iprodiona (5 ml) koncentracije
10 mg/L. Na listove je zatim postavljen ise¢ak filter-pa-
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pira, pre¢nika 15 mm (prethodno potopljen u emulzi-
ju fungicida koncentracije 10 mg/L) preko koga je na-
nesen fragment KDA podloge sa micelijom ispitivanih
izolata. Ovim postupkom je obezbedeno stalno prisu-
stvo fungicida na mestu kontakta miceljje i lista sunco-
kreta. Ogled je izveden u tri ponavljanja sa po tri do ¢e-
tiri lista po ponavljanju uz uklju¢ene dve kontrole; u pr-
voj je umesto fungicida bila sterilisana destilovana voda
au drugoj je, umesto ispitivanim, potencijalno rezisten-
tnim izolatom, inokulacija vriena osetljivim izolatom.
Posle inkubacije od tri dana posmatrana je pojava trule-
zi tkiva listova suncokreta ispod filter-papira.

REZULTATI

Osetljivost rezistentnih izolata
B. cinerea na fungicide

Svi rezistentni (f) izolati su se razvijali na KDA pod-
lozi koja sadrzi 10 mg/L iprodiona ili vinklozolina, dok
su benomil i prohloraz u podlozi potpuno inhibirali
rast ovih izolata (Tabela 3).

Patogenost rezistentnih izolata B. cinerea

Svi dobijeni rezistentni izolati su se razvijali na kris-
kama inokulisanih plodova jabuke, prouzrokujudi tru-
lez tkiva svetlo smede boje, karakteristi¢nu za B. cine-
rea. Od mesta inokulacije trulez se $irila zahvatajud¢i ka-
ko mezokarp tako i pokozicu ploda (Slika 1).

Analiza varijanse i LSD test su pokazali da je patoge-
nost rezistentnih izolata statisti¢ki zna¢ajno slabije izra-
zena u odnosu na patogenost odgovarajudih osetljivih
izolata (F = 132.2%, LSD) 5.5 = 3.14). Izuzetak je izolat
M 49fkoji se po patogenosti ne razlikuje od odgovaraju-
¢egizolata M 49 na nivou p = 0.05 (Slike 2 i 3).

Morfoloske odlike izolata B. cinerea

Sviizolati B. cinerea iz prirodnih populacija formira-
ju belu, uniformnu, rastresitu, vazdu$nu miceliju ravnog
oboda koja na temperaturi od 20°C pokriva KDA pod-
logu u petri-kutiji (9 cm) za najvise éetiri dana. Posle Se-
stog dana razvoja primecuju se zrakasto rasporedene zo-
ne supstratne micelije koje se smenjuju sa delimi¢no vaz-

Tabela 3. Osetljivost rezistentnih (f) izolata B. cinerea i izolata od kojih su dobijeni na razlitite fungicide u KDA podlozi
Table 3. Sensitivity of resistant isolates of B. cinerea and original isolates sensitive to different fungicides incorporated in

PDA medium
Porast izolata — Mycelial growth (mm)
Izolat Iprodion Vinklozolin Benomil Prohloraz Kontrola
Isolate Iprodione Vinclozolin Benomyl Prochloraz Control
(10 mg/L) (10 mg/L) (5mg/L) (10 mg/L) (H,0)

J3 - - - - +++
J3f ++ ++ - - ++
715 - - - - 4+
J15f ++ ++ - - ++
M 47 - - - - +++
M 47f ++ ++ - - +

M 49 - - - - +++
M 49f + + - - ++

S 125 - - - - ot

S 125f + + - - ++

J=Jagoda; M =Malina; S = Salata; f = Laboratorijski dobijeni rezistentni izolaci

+++ = Pre¢nik porasta >15S mm
++ =Pre¢nik porasta 10-15 mm
+ =Prec¢nik porasta < 10 mm

- =Nema porasta

J =Strawberry: M = Raspberry; S = Lattuce; f = Resistant isolate obtained in the laboratory

+++ = Diameter of the mycclial growth >15Smm
++ = Diameter of the mycclial growth 10-15mm s
+ = Diameter of the mycelial growth < 10 mm

- =Mycclial growth not obscrved
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Slika 1. Patogenost rezistentnogizolata J 3f B. cinerea u pore-
denju sa izolatom ] 3 od koga je dobijen
Figure 1. Patogenicity of resistant isolates J 3f of B. cinerea
compared to original sensitive isolate J 3

dusnom kompaktnom micelijom. Nakon sedam dana se
formiraju konidjje, a sklerocije su potpuno formirane
desetog dana (Slika 4). Lu¢enje pigmenata u podlogu ni-
je zabelezeno. Na osnovu morfoloskih osobina nije bilo
mogude podeliti izolate u jasno definisane grupe.
Micelija laboratorijski dobijenih izolata B. cinerea, re-
zistentnih na dikarboksimide, je bela, uniformna i sup-
stratna, ravnog oboda. Petri-kutiju ispunjava za najvise
sedam dana na temperaturi od 20°C. Posle 10-12 da-
na razvoja na podlozi koja sadrzi iprodion, rezistentni
izolati po¢inju da lu¢e smedi pigment u podlogu. Ovaj
pigment se pojavljuje i tokom nekoliko presejavanja na

40

354

30 1

25 4

20 4

Pre¢nik zahvacene povrsine
Diameter of diseased area
(mm)

J3 J15 M 47 M49 S 125
Izolati - Isolates

D Rezistentni izolati - Resistant isolates . Osetljivi izolati - Sensitive isolates

Slika 2. Patogenost laboratorijskih rezistentnih izolata B. ci-
nerea u poredenju sa osetljivim izolatima od kojih su dobije-
ni; J = Jagoda; M = Malina; S = Salata

Figure 2. Patogenicity of resistant isolates of B. cinerea
obtained in the laboratory compared to original sensitive iso-
lates; J = Strawberry; M = Raspberry; S = Lettuce
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Slika 3. Patogenost rezistentnog izolata M 49f of B. cinerea u
poredenju sa izolatom M 49 od koga je dobijen

Figure 3. Patogenicity of resistant isolates M 49f of B. cinerea
compared to original sensitive isolate M 49

podlogu bez fungicida; posle petog presejavanja ovu oso-
binu zadrzava samo izolat M 47f (Slika 5). Ostali izolati
presejavanjem na podlogu bez fungicida postaju morfo-
loski sli¢ni izolatima B. cinerea od kojih su dobijeni.

Hife su septirane, hijalinske i razgranate, sa ¢esto pri-
sutnim anastomozama. Konidiofore su duge, smede,
privrhu razgranate (karakteristi¢no grananje ,.tipa bo-
trytis”) (Slika 6). Konidije su sivo smede, elipsoidne, hi-
drofobne, prose¢ne veli¢ine 9.10 pm (8.15-10.03 pm) x
7.43 pm (6.46-8.42 pm).

Izolati B. cinerea potinju da sporuli$u od sedmog da-
na na KDA podlozi i temperaturi od 20°C, pri ¢emu

Slika 4. Izolat B. cinerea poreklom iz prirodne populacije po-
sle deset dana razvoja na KDA podlozi

Figure 4. B. cinerea isolate originating from natural popula-
tion after 10-day incubation on PDA medium
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Slika 5. Laboratorijski rezistentni izolati B. cinerea posle se-
dam presejavanja na KDA podlogu bez fungicida

Figure 5. Resistant isolates of B. cinerea after seven successive
transfers on fungicide-free PDA medium

je intenzitet sporulacije veoma slab. Samo izolat S 125
obilno sporulise pri ¢emu konidiofore i konidije prekri-
vaju celu povrsinu kolonije.

Crne sklerocije nepravilnog oblika prisutne su kod
svih izolata B. cinerea posle inkubacije od deset dana na
20°C, osim kod izolata S 125. Gornja povrsina sklero-
cije (plektenhim) je konveksna a donja konkavna (Slika
7). Pseudoparenhim je beo, izgraden od labavo ispreple-
tanih tankih hifa, uronjenih u Zelatinoznu hijalinsku
masu. Sklerocije osetljivih i rezistentnih izolata se ne
razlikuju ni po obliku ni po strukturi.

Fijalokonidiofore i fijalokonidije u nizovima prisut-
ne su u kulturama svih proucavanih izolata. U kultu-
rama rezistentnih izolata primeéene su i velike grupe fi-
jalokonidija u za$titnom omotalu i spermadohije u
»praznim” ¢elijama hifa.

Savrien stadijum gljive (Botriotinia fuckeliana) u
ovom radu nije dobijen.

Slika 6. Konidiofore i konidije B. cinerea na KDA podlozi
(uveéanje 13 x)
Figure 6. Conidiophores and conidia of B. cinerea on PDA
medium (x 13)

Slika 7. Presck sklerocije izolata M 47f B. cinerea (uvecanje
13 x)

Figure 7. Section of sclerotium of the isolate M 47f B. cine-
rea (x 13)

Odgajivacke odlike izolata B. cinerea

Uticaj branljive podloge na porast micelije
izolata B. cinerea

Osetljivi izolati su prose¢no najbolje rasli na malt i KDA
podlozi (76.1 mmi71.1 mm),a najslabije navodenom aga-
ru (26.2 mm). Rezultati testa najmanje znacajne razlike
(LSD test) pokazuju da, na nivou verovatnoée 0.05, ne-
ma statisti¢ki znacajne razlike u porastu izolata na KDA i
malt podlozi, kao i da Capekova podloga i podloga od zrna
péenice jednako uti¢u na porast micelije. Porast osetljivih
izolata na vodenom agaru se statisticki znacajno razlikuje
od porasta na ostalim podlogama (Tabela 4).

Najbolji prose¢an porast visokorezistentnih izolata
zabeleZen je na KDA podlozi (52.1 mm), a najslabiji na
vodenom agaru (23.9 mm). Na nivou verovatnoée 0.05
nema statisti¢ki znacajne razlike u porastu na KDA,
malt podlozi, podlozi od zrna psenice i Capek podlo-
zi. Porast na vodenom agaru se ne razlikuje zna¢ajno od

porasta na Capek podlozi (Tabela 5).

Uticaj kiselosti podloge na porast micelije
izolata B. cinerea

Kiselost KDA podloge statisti¢ki zna¢ajno utice na
porast i osetljivih i rezistentnih izolata (Tabele 6 i 7).
Osetljivi izolati imaju najbolji prose¢an porast pri pH
5 (60.2 mm), pri ¢emu LSD test pokazuje da nema sta-
tisti¢ki znacajne razlike u porastu izolata pri pH 5, pH
6ipH 7 na nivou verovatnoce 0.05. Zabelezen je i sta-
tisti¢ki znacajno slabiji porast osetljivih izolata pri pH

9 (45.6 mm prose¢no) (Tabela 6).
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Tabela 4. Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na porast micelije izolata B. cinerea osetljivih na dikarboksimide
Table 4. Influence of different media on the growth rate of B. cinerea isolates that are sensitive to dicarboximides

Prose¢an pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)

Izolat =

Capek agar Vodeni agar Agar od psenice KDA
Isolace Cza};)ek aggar Water agar Malt agars g\X/heatP agar PDA
J3 56.8 27.4 79.0 60.2 70.4
J15 46.8 27.2 72.4 68.6 88.0
J20 71.2 31.8 86.0 68.6 88.0
J32 56.0 26.8 73.2 60.2 76.8
M 47 69.0 27.2 84.4 59.4 80.4
M 49 55.0 35.4 65.8 50.8 68.0
M50 44.8 19.6 68.2 44.3 56.0
V 66 57.2 25.0 75.0 57.8 73.0
V68 47.2 26.0 69.2 59.2 72.4
V71 75.8 21.2 73.8 61.0 78.2
V75 44.8 25.2 84.2 56.2 57.8
S 102 55.2 20.4 73.3 57.4 60.4
S 108 44.8 24.8 80.4 56.2 75.2
S 125 66.0 29.0 80.2 58.4 71.2
Ms + Sd 56.5 + 10.5 b* 262+4.2c¢ 76.1+6.4a 57.2+5.7b 71.1+8.8a

J=Jagoda; M =Malina; V = Vinovaloza; S = Salata

Prec¢nik kolonijc nakon inkubacijc od tri dana

“Istaslova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p= 0.05
Ms=+Sd-= Srcdnja vrednost i standardna dcvijacija

(F=94497LSD, 15 ¢5 = 8.96)

J =Strawberry: M = Raspberry; V=Vine; S = Lattuce

'Diameter of the mycclial growth after rhrcc—day incubation

*Mean values followed by the same leteers are not significantly different (p =0.05)

Ms + Sd =Mean Value + Standard Deviation

Tabela 5. Uticaj razlic¢itih hranljivih podloga na porast micelije izolata B. cinerea visokorezistentnih na dikarboksimide
Table 5. Influence of different media on the growth rate of B. cinerea isolates highly resistant to dicarboximides

Prosec¢an pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)

Izolat = . :

Isolate Capek agar Vodeni agar Malt agar Agar od pSenice KDA
Czapek agar Water agar Wheat agar PDA

J3f 35.8 33.0 35.4 45.2 48.2

J 15f 46.2 21.2 66.4 48.8 55.0

M 47f 33.4 20.5 31.2 40.4 39.4

M 49f 47.4 31.0 66.2 59.4 74.2

S 125f 36.2 14.0 28.2 35.4 43.8

Ms + Sd 39.8 + 6.5 ab* 239+79b 455+19.2a 45.8+9.1a 52.1+19.8a

J=Jagoda; M =Malina; S = Salata; f = Laboratorijski dobijeni rezistentni izolati

Prec¢nik kolonijc nakon inkubacijc od tri dana

“Ista slova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p = 0.05

Ms+Sd-= Srcdnja vrednost i standardna dcvijacija

(F=3.87%LSD, 5.5, 16.04)

J =Strawberry: M = Raspberry; S = Lettuce; f = Resistant isolate obtained in the laboratory
'Diameter of the mycclial growth after thrcc—day incubation

*Mean values followed by the same leteers are not significancly different (p = 0.05)

Ms + Sd =Mean Value + Standard Deviation
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Nema statisticki znac¢ajne razlike u prose¢nom po-
rastu visokorezistentnih izolata na podlogama pH 5,
pH 6 i pH 7. Najslabiji porast je bio na podlozi pH 9
(37.8 mm). Medutim, prema LSD testu, on se statisti¢-
ki znadajno ne razlikuje od porasta na podlogama pH

7 ipH 8 (Tabela 7).

Ekoloske odlike izolata B. cinerea

Uticaj temperature na porast micelije
izolata B. cinerea

Analiza varijanse je pokazala da temperatura stati-
sti¢ki znadajno uti¢e na porast kako osetljivih tako i
rezistentnih izolata.

Utvrdeno je da osetljivi izolati prose¢no najbolje ra-
stu na temperaturi od 20°C (71.1 mm) a najslabije na
temperaturi od 10°C (25.3 mm). Ove vrednosti se sta-
tisti¢ki znacajno razlikuju od rezultata dobijenih za
porast micelije na ostalim ispitivanim temperaturama.

Porast micelije osetljivih izolata se ne razlikuje znadaj-
no na temperaturama 15 i 25°C (Tabela ).

Nije registrovana statisti¢ki zna¢ajna razlika u prosec-
nom porastu rezistentnih izolata B. cinerea na tempera-
turamaod 20°Ci 15°C (52.2 mmi46.5 mm). Statisticki
znacajno slabiji prose¢an porast rezistentnih izolata za-
belezen je na temperaturi od 10°C (Tabela 9).

Uticaj osvetljenja na porast micelije izolata B. cinerea

Nakon inkubacije od tri dana osetljivi izolati prose¢-
no rastu 70.4 mm na svetlu a 68.0 mm u mraku, dok su
odgovarajuée vrednosti za rezistentne izolate 50.7 mm i
46.0 mm. Analiza varijanse je pokazala da uslovi osve-
tljenja ne uti¢u na porast ispitivanih izolata na nivou
verovatnode 0.05 (Tabele 101 11).

Tabela 6. Uticaj kiselosti podloge na porast izolata B. cinerea osetljivih na dikarboksimide
Table 6. Influence of pH value of PDA medium on the growth rate of B. cinerea isolates that are sensitive to dicarboximides

Izolat Prose¢an pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)

Isolate pHS pH6 pH7 pH38 pH?9
J3 60.8 64.4 61.8 51.8 442
715 614 54.0 478 43.8 39.4
720 67.6 65.8 64.2 64.0 52.8
J32 58.2 55.0 60.0 54.2 49.8
M 47 69.4 67.4 81.6 57.2 48.2
M 49 58.6 59.8 44.2 47.8 314
M50 41.8 40.2 41.8 38.6 36.2
V66 51.8 50.4 52.4 52.4 41.2
V68 61.0 64.2 56.8 59.8 52.4
V71 65.8 62.4 66.4 57.0 54.2
V75 53.8 57.4 55.0 S1.8 46.8
S$102 64.2 S1.2 52.0 50.2 40.2
S108 65.8 64.0 60.8 63.8 52.8
S125 63.0 55.4 58.8 51.0 49.4
Ms + Sd 60.2 +£7.2a* 58.0 + 7.5 ab 57.4 + 10.1ab 53.1+7.1b 45.6+7.0c

J=Jagoda; M =Malina; V = Vinovaloza; $ = Salata

Prec¢nik kolonijc nakon inkubacijc od tridana

“Ista slova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p = 0.05

Ms+Sd-= srcdnja vrednost i standardna dcvijacija
(F=747"LSDy s 45 = 5.96)

]= Strawbcrry; M-= Raspbcrry; V =Vine; S = Lettuce
'Diameter of the mycclial growth after thrcc—day incubation

"Mean values followed by the same letters are not signiﬁcantly different (p=0.05)

Ms + Sd =Mean Value + Standard Deviation
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Tabela 7. Uticaj kiselosti podloge na porast izolata B. cinerea visokorezistentnih na dikarboksimide
Table 7. Influence of pH value of PDA medium on the growth rate of B. cinerea isolates highly resistant to dicarboximides

Izolat Prose¢an pre¢nik micelije! — Diameter of mycelial growth (mm)

Isolate pHS pH6 pH7 pH S pH?9

] 3f 484 47.0 44.2 47.0 452
J15f 48.8 48.2 41.2 42.0 33.6

M 47f 46.2 46.2 47.2 29.4 40.4

M 49f 58.2 46.4 454 46.2 34.4

S 125f 44.8 36.0 41.2 36.8 35.4
Ms + Sd 49.3+£5.2a" 44.8+49a 43.8+2.6ab 403+73b 37.8+49b

J =Jagoda; M = Malina; S = Salata; f = Laborarorijski dobijeni rezistentni izolaci

Prec¢nik koloni]’c nakon inkubacijc od tri dana.

“Istaslova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p= 0.05

Ms + Sd = Srednja vrednost i standardna devijacija

(F=353" LSDy 45.59=6.90)

J =Strawberry; M = Raspberry; S = Lettuce; £ = Resistant isolate obtained in the laboratory
'Diameter of the mycelial growth after three-day incubation

“Mean values followed by the same leteers are notsignificancly different (p = 0.05)

Ms + Sd = Mean Value + Standard Deviation

Tabela 8. Uticaj temperature na porast micelije izolata B. cinerea osetljivih na dikarboksimide
Table 8. Influence of temperature on the growth rate of B. cinerea isolates that are sensitive to dicarboximides

Izolat Prosean pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)

Isolate 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
J3 23.0 67.8 70.4 62.4 37.6
J15 23.6 68.8 67.6 68.2 38.2
J32 29.2 65.6 76.8 52.2 27.6
J20 33.2 67.8 88.0 46.2 19.2
M 47 23.0 61.2 80.4 75.2 35.2
M 49 21.6 53.2 68.0 65.0 27.0
M50 27.0 66.4 56.0 48.2 25.8
V 66 23.2 58.2 73.0 69.6 30.4
V68 22.8 64.2 72.4 58.0 28.2
V71 27.2 66.0 78.2 75.6 33.2
V75 16.0 54.2 57.8 75.8 27.8
S$102 32.0 64.4 60.4 65.2 39.4
S108 30.8 64.8 75.2 72.2 40.2
S125 21.0 64.2 71.2 60.4 31.6
Ms + Sd 25.3 +4.8d* 63.3+49b 71.1+8.8a 63.9+99b 315+6.0c

J =Jagoda; M =Malina; V = Vinovaloza; S = Salata

'Pre¢nik kolonije nakon inkubacije od tri dana

“Istaslova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p=0.05
Ms+Sd-= Srcdnja vrednost i standardna dcvijacija

(F=118.34;LSDy, 5. 5= 5.46)

J =Strawberry: M = Raspberry; V = Vine; S = Lettuce

'Diameter of the mycclial growth after rhrcc—day incubation

“Mean values followed by the same leteers are not significantly different (p = 0.05)
Ms + Sd =Mean Value + Standard Deviation
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Tabela 9. Uticaj temperature na porast micelije izolata B. cinerea visokorezistentnih na dikarboksimide

Table 9. Influence of temperature on the growth rate of B. cinerea isolates highly resistant to dicarboximides

Izolat Prosean pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)

Isolate 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
J3f 19.6 37.0 48.2 41.0 26.4
J15f 25.2 63.0 55.0 59.4 38.6

M 47f 19.6 38.4 39.6 40.4 25.0

M 49f 20.4 54.0 74.2 45.0 28.0

S 125f 19.8 40.0 43.8 39.8 23.8

Ms + Sd 209 +2.4d* 46.5 + 11.5ab S52.2+135a 38.4+ 8.2 bc 284+59cd

J =Jagoda; M = Malina; S = Salata; f = Laboratorijski dobijeni rezistentni izolati
Prec¢nik kolonijc nakon inkubacije od tri dana

“Istaslova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p= 0.05

Ms £ Sd = Srednja vrednost i standardna devijacija

(F=10.38; 1D, 450 = 12.16)

J = Strawberry: M = Raspberry; S = Lattuce; f = Resistant isolate obtained in the laboratory

'Diameter of the mycclial growth after three-day incubation
*Mean values followed by the same leteers are not signiﬁcant[y different (p =0.05)

Ms + Sd = Mean Value + Standard Deviation

Tabela 10. Uticaj uslova osvetljenja na porast micelije izolata B. cinerea osetljivih na dikarboksimide
Table 10. Influence of light on the growth rate of B. cinerea isolates that are sensitive to dicarboximides

Izolat Prosecan pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)
Isolate Svetlo — Light Tama - Darkness
J3 80.0 79.8

15 78.0 78.8

720 70.2 64.8

J32 56.0 47.8

M 47 71.8 74.0

M 49 40.0 48.2

M50 62.0 52.5

V66 71.8 64.0

V68 73.8 69.5

V71 81.8 775

V75 76.0 74.8

S 102 79.4 78.5

S 108 78.5 78.8

S 125 66.2 63.2

Ms + Sd 70.4+ 11.4 a* 68.0+11.6a

J=Jagoda; M =Malina; V = Vinovaloza; S = Salata

'Pre¢nik kolonije nakon inkubacije od tri dana

“Istaslova oznacavaju danema statisticki znacajne razlike na nivou p= 0.05
Ms=+Sd-= Srcdnjavrcdnost istandardna dcvijacija

(F=0.30)

J =Strawberry; M = Raspberry; V = Vine; S = Lettuce

'Diameter of the mycclial growth after thrcc-day incubation
“Mean values followed by the same leteers are notsignificancly different (p = 0.05)

Ms + Sd =Mean Value + Standard Deviation
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Tabela 11. Uticaj uslova osvetljenja na porast micelije izolata B. cinerea visokorezistentnih na dikarboksimide
Table 11. Influence of light on the growth rate of B. cinerea isolates highly resistant to dicarboximides

Izolat Prosecan pre¢nik micelije! - Diameter of mycelial growth (mm)
Isolate Svetlo — Light Tama — Darkness
J3f 39.0 375

7 15f 73.0 68.0

M 47f 31.0 31.0

M 49f 69.0 57.2

S 125f 415 38.2

Ms + Sd 50.7 + 19.0 a* 464+ 155a

J=Jagoda; M =Malina; S = Salata; f = Laboratorijski dobijeni rezistentni izolati

Prec¢nik kolonijc nakon inkubacijc od tridana

“Ista slova oznacavaju da nema statisticki znacajne razlike na nivou p = 0.05

Ms+Sd-= Srcdnja vrednost i standardna dcvijacija

(F=0.15)

J= Stl'awbcrry; M= Raspbcrr)ﬂ; V =Vine; S = Lettuce; f = Resistant isolate obtained in the labomtory

'Diameter of the mycelial growth afterth rcc—day incubation

“Mean values followed by the same letters are not signiﬁcantly different (p =0.05)

Ms + Sd =Mean Value + Standard Deviation

Rast izolata B. cinerea, broj formiranih
sklerocija i osetljivost na dikarboksimide

Od osetljivih izolata prose¢no najbrze raste izo-
lat J 20 (29.3 mm/dan) a najsporije izolat M 50 (18.7
mm/dan); od rezistentnih izolata najbrzi porast mi-
celije ima izolat M 49f (24.7 mm/dan) a najsporije ra-
ste izolat M 47f (13.1 mm/dan) (Tabela 16). Osetljivi
izolati prose¢no brze rastu od rezistentnih. Izuzetak je
rezistentan izolat M 49f koji se u porastu ne razliku-
je od osetljivog izolata S 108. Nema razlike ni u pora-
stu osetljivih izolata V 75 i M 50 i rezistentnog izola-
ta] 15f (Tabela 12).

Prose¢no najviSe sklerocija formira izolat V 68
(86.0) a najmanje izolat S 125 (0). Broj sklerocija ko-
je su formirali fizolati se kretao od 4.0 (izolat M 47f)
do 24.7 (izolat M 49f). Razlike izmedu izolata, ka-
ko u brzini rasta tako i u broju formiranih sklerocija
bile su statisti¢ki znac¢ajne na nivou verovatnoée 0.05
(Tabela 12).

Nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna korelacija izmedu
brzine rasta izolata B. cinerea i broja formiranih skle-
rocija (r = 0.43; t= 1.96). Korelacija izmedu broja skle-
rocija i osetljivosti na iprodion i vinklozolin je, takode,
bila veoma slaba — odgovarajuéi koeficijenti korelacije
1, =-0.36 (t=159) ir, =-0.31(c = 1.34) nisu bili
statisti¢ki znacajni.

Cetiri od pet proucavanih rezistentnih izolata B. ci-
nerea formira statisti¢ki zna¢ajno manji broj skleroci-
ja nego osetljivi izolati (Tabela 12). Rezistentni izolat S
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125f formira vise sklerocija od odgovarajuéeg osetljivog
izolata S 125. Sa promenom osetljivosti na dikarboksi-
mide izolat S 125 izgubio je sposobnost obilne sporu-
lacije tako da dobijeni izolat S 125f sporulise slabo, kao
i ostali izolati prou¢avani u ovom radu.

Koeficijent korelacije izmedu brzine rasta izolata i
EC,, vrednosti za iprodion je bio r = - 0.70** (t = 4.04),
azavinklozolin r = - 0.74** (t =4.27). Oba koeficijenta
su statisti¢ki vrlo zna¢ajna (nivo verovatnoée 0.01). To
zna¢i da postoji visoka negativna korelacija izmedu br-
zine rasta izolata i rezistentnosti na dikarboksimide.

Osetljivost izolata B. cinerea na povecan
osmotski pritisak i rezistentnost na
dikarboksimide

Koeficijenti korelacije izmedu osetljivosti izolata B.
cinerea na povecan osmotski pritisak irezistentnosti na
iprodion i vinklozolin su iznosili r =-0.90** (t = 8.51) i
r=-0.73"* (t = 4.40). Prema tome, postoji visoka nega-
tivna korelacija izmedu osetljivosti na poveéan osmot-
ski pritisak i rezistentnosti na dikarboksimide.

Provera rezistentnosti laboratorijskih izolata
B. cinerea na dikarboksimide in vivo

Svi laboratorijski fizolati su se razvijali na listovima
suncokreta kako u prisustvu iprodiona tako i u kontro-
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Tabela 12. Brzina rasta i broj formiranih sklerocija izolata B. cinerea
Table 12. Growth rate of B. cinerea isolates and number of sclerotia produced

Izolat Dnevni porast — Daily growth Broj sklerocija £+ Sd
Isolate (mm/dan + Sd) No. of sclerotia + Sd
J3 2354 0.6 efg* 10.3 £5.5gh
j15 25+34g 13.3 £2.3 gh
J20 293+05a 403+4.2c
732 25.6 +2.5bed 713 +113b
M 47 268+1.0b 113+3.8gh
M 49 227+ 11fg 36.0 £35 cd
M50 18.7 £ 1.3 hi 29.3 + 15.3 def
V66 24.3 + 1.5 def 82.7+15a
V68 24.1 +1.6 defg 86.0+5.6a
V71 26.1+19bc 713+2.3b
V75 19.3+ 1.3 hi 36.3+10.8cd
S$102 20.1+14h 7.7 £ 6.4 hi

S 108 25.1 + 1.3 bede 19.7 £ 3.5 fgh
S125 237123 efg 0.0+0.0i
J3f 161£07] 8.6+ 17hi
J15f 18.3+£2.3i 13.0 £89gh
M 47f 13.1+2.2k 4.0+2.0 hi
M 49f 247+ 1.9 cde 30.3 £3.5cde
S 125f 14.6 £ 0.6 jk 24755 f

J =Jagoda; M = Malina; V = Vinova loza; S = Salaca; f = Laboratorijski dobijeni rezistenni izolati

Sd = Standardna devijacija;
*Istaslova oznacavaju dasevrednostine razlikuju nanivoup = 0.05

(Fzaporast=48,6LSD 45,33 = 1.7: F za sklerocije = 55.2% LSD ) 5 15 = 10.6)
J =Strawberry; M = Raspberry; V = Ving; S = Lettuce; £ = Resistant isolate obtained in the laboratory

Sd = Scandard Deviation,

“Mean values followed by the same sletters are not significantly different (p = 0.05)
(F for growthrate =48.6 LSD) 5,33 = 1.7: F for sclerotial production = 55.27 LSD, s 3= 10.6)

li (Tabela 13). Izolati normalne osetljivosti nisu ostva-
rili infekciju na listovima suncokreta u prisustvu ipro-
diona. Intenzitet oboljenja koje su prouzrokovali izo-
lati J 3fi ] 15f u prisustvu fungicida bio je isti kao u
kontroli (Tabela 13). Izolati M 49fi S 125f su prouzro-
kovali simptome slabijeg intenziteta u prisustvu fungi-
cida u odnosu na kontrolu. Suprotno, izolat M 47f je
bio infektivniji u prisustvu fungicida nego u kontro-

li (Tabela 13).

DISKUSUJA

Svi laboratorijski dobijeni sojevi B. cinerea, rezisten-
tni na iprodion, bili su rezistentni i na vinklozolin, dok
su diskriminativne koncentracije benomila i prohlora-
zau podlozi potpuno inhibirale rast ovih izolata. U po-
redenju sa sojevima normalne osetljivosti, svi rezisten-

tni sojevi rasli su sporije na KDA podlozi bez fungicida
(Tabela 3). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
drugih autora. Tako, Hisada i saradnici (1979) navode
da rezistentni sojevi rastu sporije od osetljivih, bez ob-
zira da li je u hranljivu podlogu dodat fungicid ili ne.
Nasi laboratorijski rezistentni sojevi M 49f1 S 125f, kao
i sojevi koje su dobili Summers i saradnici (1984) rastu
brze na podlozi bez fungicida. Davis i Dennis (1979; loc
cit. Gouot, 1994), Gullino i Garibaldi (1981) i Katan
(1982; loc cit. Gouot, 1994) su ¢ak zabelezili stimula-
tivno delovanje fungicida u podlozi na porast rezisten-
tnih izolata. Niko od navedenih autora nije pokusao da
objasni prirodu ove pojave.

Rezistentni sojevi B. cinerea su bili slabije patogeni za
plod jabuke od sojeva normalne osetljivosti. Izuzetak je
bio soj M 49f koji se po patogenosti nije razlikovao od
izvornogsoja M 49 (Slike 1-3). U literaturi postoje razli-
¢iti rezultati ispitivanja patogenosti laboratorijski dobi-
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Tabela 13. Provera rezistentnosti fizolata B. cinerea in vivo inokulacijom primarnih listova suncokreta u prisustvu iprodiona
Table 13. Assessment of resistance of the f isolates of B. cinerea in vivo by inoculation of sunflower leaves in the presence

of iprodione
Izolat Vizuelna ocena intenziteta oboljenja — Visual assessment of disease intensity
Isolate Iprodion — Iprodione . Kontrola — Cont.rol
(10 mg/L) (destilovana voda — destiled water)
J3 - 4+
J?’f ++ ++
J15 - a—
J15f ++ +
M 47 i T
M 47f - "
M 49 - 4+
M 49f ++ et
s125 ] "
s 125 " "

J =Jagoda; M = Malina; S = Salata; f = Laboratorijski dobijeni rezistentni izolati

+++ = Visok intenzitet oboljcnja —trulez zahvata vise od 60% povrsine listova

++ = Srednji intenzitet oboljenja - trulez zahvara od 20% do 60% povrsine listova

+=Nizak intenzitet oboljcnja —trulez zahvata do 20% povrsine listova
-=Potpuno zdravilistovi

J =Strawberry: M = Raspberry; S = Lettuce; f = Resistant isolate obtained in the laboratory

et = High disease severity — more than 60% of leaf area discased
++ = Moderate disease severity — 20 - 60% of leaf arca discased
+=Low disease severity - less than 20% of leaf area discased
-=Noinfection - hcalthy leaves

jenih rezistentnih sojeva. Po Gouot-u (1994), rezistentni
sojevi su, po pravilu, slabije patogeni od odgovaraju¢ih
sojeva normalne osetljivosti. Sli¢no zaklju¢uju i Lorenz
i Pommer (1985; loc. cit. Pommer i Lorenz, 1995) nakon
proucavanja patogenosti 43 laboratorijski dobijena soja
B. cinereavisoke rezistentnosti na dikarboksimide. U 20
slu¢ajeva sojevi su izgubili patogenost kada su postali re-
zistentni, a u 23 slucaja je patogenost na kotiledonima
krastavca bila znadajno slabija u odnosu na sojeve nor-
malne osetljivosti. Medutim, sli¢no izolatu M 49f pro-
udavanom u ovom radu, uoceno je da rezistentni sojevi
mogu da budu patogeni kao i osetljivi (Slika 5) (Lorenz
i Eichhorn, 1978).

Uodene su razlike u izgledu i brzini rasta micelije
osetljivih izolata iz prirodnih populacija i laboratorij-
ski dobijenih rezistentnih sojeva B. cinerea. Rezistentni
sojevi, za razliku od osetljivih, posle deset do dvanaest
dana razvoja na podlozi koja sadrzi iprodion, po¢inju da
lu¢e smedi pigment. Ovaj pigment se pojavljuje i tokom
nekoliko presejavanja ovih izolata na podlogu bez fun-
gicida. Sli¢ne razlike u morfoloskim karakteristikama
osetljivih i visokorezistentnih izolata B. cinerea prime-
tili su Grindle (1979), Di Lenai saradnici (1981), Leone
(1990), Movahedi i Heale (1990) i Gouot (1994), dok
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Faretra i Pollastro (1993) navode da rezistentni izolati
mogu da lu¢e smedi pigment u podlogu.

Razlike izmedu osetljivih i rezistentnih izolata u
izgledu hifa, konidija i sklerocija nisu uo¢ene. Grada
i oblik ovih tvorevina su u potpunosti odgovarali opi-
su Ellis-ai Waller-a (1974, loc. cit. Anonymous, 2001) i
Cooley-Smith-a (1980, loc. cit. Anonymous, 2001).

Fijalokonidiofore i fijalokonidije u nizovima su bile
prisutne u kulturama svih prouc¢avanih izolata. U kul-
turama rezistentnih sojeva primeéene su velike grupe
fijalokonidija u zastitnom omotacu, kao i spermadohi-
je u ,praznim” éelijama hifa. Prema Urbasch-u (1984,
loc. cit. Anonymous, 2001) loptaste, smede tvorevine
sa 1000 do 3000 fijalokonidija nastaju posle dugog pe-
rioda rasta u nepovoljnim uslovima.

T osetljivi i rezistentni izolati su najbolje rasli na malt
i KDA podlozi a najslabije na vodenom agaru (Tabela
4). Prema rezultatima Faretra-e i Grindle-a (1992, loc.
cit Anonymous, 2001) micelija B. cinerea raste dobro na
razli¢itim prirodnim i vesta¢kim podlogama. Oni sma-
traju da su KDA podloga i podloga od malta veoma po-
godne za rast izolata i formiranje sklerocija. Pollastro i
saradnici (1996) navode da je KDA podloga pogodni-

ja za rast izolata od malt podloge. Prema nasim rezul-
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tatima, porast izolata na ove dve podloge se ne razlikuje
statisti¢ki zna¢ajno na nivou verovatnoée 0.05 (Tabele
4i5).

Nije zabelezena razlika izmedu osetljivih i rezisten-
tnih izolata u pogledu optimalnih vrednosti za kiselost
podloge i temperaturu. Statisticka analiza je, medu-
tim, pokazala da variranje temperature i kiselosti pod-
loge ima izraZeniji uticaj na porast osetljivih izolata
(Tabele 6-9) u odnosu na rezistentne. Naime, i osetljivi
i rezistentni izolati najsporije rastu pri pH 9, pri ¢emu
se porast rezistentnih izolata na ovoj podlozi ne raz-
likuje od porasta na podlogama pH 7 i pH 8 (Tabele
61 7). Sli¢na pojava je zabelezena i za temperaturu.
Utvrdeno je da svi proudavani izolati najbolje rastu
na temperaturi od 20°C, $to je u skladu sa navodima
Jarvis-a (1962, loc. cit. Anonymous, 2001), a da je po-
rast najslabiji na temperaturi od 10°C. Medutim, po-
rast rezistentnih izolata na ovoj temperaturi se ne raz-
likuje statisti¢ki znacajno od porasta na temperatu-
ri od 30°C (Tabele 8 i 9), dok je ova razlika u slu¢aju
osetljivih izolata znacajna.

Osetljivi izolati B. cinerea proseéno brze rastu nego
rezistentni izolati, mada postoje izuzeci. Tako se pro-
se¢an porast micelije osetljivog soja S 108 znadajno ne
razlikuje od porasta micelije rezistentnog soja M 49f.
Nema razlike ni u porastu osetljivih sojeva V751 M 50
i rezistentnog soja J 15f (Tabela 12). Brzi porast osetlji-
vih izolata kao pravilo konstatuju i Pollastro i saradni-
ci (1996) i Chardonnet i saradnici (2000).

Razlike izmedu izolata, kako u brzini rasta tako i u
broju formiranih sklerocija, bile su statisti¢ki znacaj-
ne na nivou verovatnoée 0,05. Medutim, korelacija
izmedu broja formiranih sklerocija i parametara ose-
tljivosti izolata na iprodion i vinklozolin nije utvrde-
na (Tabela 12). Latorre i saradnici (2002) su konsta-
tovali da se izolati B. cinerea znacajno razlikuju u brzi-
ni rasta i broju stvorenih sklerocija. Misljenja o broju
sklerocija koje formiraju izolati rezistentni na dikar-
boksimide su podeljena. Gouot (1994) smatra da rezi-
stentni izolati B cinerea formiraju vise sklerocija iz vi-
tro nego osetljivi. Medutim, broj formiranih skleroci-
ja rezistentnih izolata, proucavanih u radu Pollastro-a
i saradnika (1996), bio je manji u odnosu na broj skle-
rocija koje su formirali osetljivi izolati. Nasi rezultati
se delimi¢no slazu sa navodima Pollastro-a i saradnika
(1996). Cetiri od pet proutavanih rezistentnih izolata
B. cinerea obrazuju statisti¢ki zna¢ajno manji broj skle-
rocija nego osetljivi izolati od kojih su dobijeni (Tabela
12). Samo rezistentni soj S 125f formira vise sklerocija
od odgovarajuéeg osctljivog izolata S 125.

Utvrdena je visoka negativna korelacija izmedu brzi-
ne rasta izolata i rezistentnosti na dikarboksimide $to
potvrduje navode Hisada-e i saradnika (1979), Gouot-a
(1994) i Lorenz-a i Pommer-a (1985; loc. cit. Pommer i
Lorenz, 1995) da postoji veza izmedu brzine rasta izo-
lata B. cinerea i osetljivosti na dikarboksimide.

Koeficijenti korelacije izmedu osetljivosti izolata B.
cinerea na poveéan osmotski pritisak i rezistentnosti na
iprodion i vinklozolin bili su takode visokoznacajni i
negativni. Beever i Brien (1983), Lorenz i Pommer
(1985; loc. cit. Pommer i Lorenz, 1995) smatraju da
osmotski stres od izolata normalne osetljivosti. Faretra
i Pollastro (1991) su utvrdili da veza izmedu osmooset-
ljivosti i rezistentnosti na dikarboksimide postoji ali ko-
relacija nije uvek jasno uo¢ljiva zbog visoke varijabilno-
stivrste B. cinerea. Ipak, Fujimura i saradnici (2000) su
pronaili korelaciju izmedu rezistentnosti na iprodion i
osetljivosti na povecanje osmotskog pritiska.

Svi rezistentni laboratorijski sojevi B. cinerea ostva-
ruju infekciju listova suncokreta u prisustvu iprodio-
na dok je zaraza osetljivim sojevima potpuno sprece-
na (Tabela 13). Nasi rezultati se ne slazu sa rezultatima
sli¢nog ogleda koji su izveli Elad i saradnici (1992). Oni
su rezistentnim i osetljivim izolatima B. cinerea ino-
kulisali kotiledone listove krastavca, prethodno treti-
rane iprodionom koncentracije 5 mg/L. Pored oceki-
vane zaraze rezistentnim izolatima u prisustvu fungi—
cida, simptomi su se pojavili i na listovima inokulisa-
nim nekim od osetljivih izolata u prisustvu fungicida.
Autori ovakav ishod pripisuju heterokarionskoj prirodi
vrste B. cinerea bez detaljnijeg objasnjenja. Nas ekspe-
riment pokazuje da homogena koncentracija iprodiona
na povrsini listova suncokreta spre¢ava infekciju oset-
ljivim izolatima. Prema nasim rezultatima (Tanovi¢ i
sar., neobjavljeni podaci) koncentracija iprodiona od 5
mg/L dovoljna je da potpuno inhibira porast osetljivih
izolata B. cinerea, in vitro. Pretpostavljamo da je nadin
primene iprodiona (prskanje) u ogledu Elad-a i sarad-
nika (1992) izazvao efekat koji smo mi dobili kada smo
obezbedili rastu¢u koncentraciju fungicida u hranljivoj
podlozi difuzijom sa trake filter-papira. Mogude je da
bi uporedni ogled sa oba opisana na¢ina primene fun-
gicida iste koncentracije pokazao da li je nadin prime-
ne fungicida izazvao ove razlike, §to ostaje zadatak za
buduéa istrazivanja.

Proucavanje bioloskih karakteristika izolata razli¢i-
te osetljivosti na dikarboksimide pokazuje da ova vrsta
ima veoma izraZenu varijabilost i visok geneti¢ki poten-
cijal za prilagodavanje selektivnom pritisku fungicida.
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Naime, utvrdeno je da rezistentni izolati mogu da rastu
brzo kao osetljivi, mogu da budu patogeni kao i osetlji-
vi, kao i da mogu da ostvare infekeiju u prisustvu fun-
gicida, $to potvrduje zahtev za obaveznu primenu me-
ra upravljanja rezistentno$éu.
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Biological Traits of Botrytis cinerea
Pers. Isolates Differently Sensitive
to Dicarboximides

SUMMARY

A study of biological characteristics of both field and laboratory isolates revealed that
highly resistant isolates were morphologically different from their original wild types. The
majority of them were less pathogenic and produced less sclerotia than the original ones.
Significant negative correlation between osmotic sensitivity and the degree of resistance
was recorded. The correlation between micelium growth rate and resistance to dicarboxi-
mides was also significant and negative. Growth medium, acidity and growth temperatu-
re had less effect on the micelium growth rate of the highly resistant isolates than on the
sensitive ones.

Keywords: Botrytis cinerea; Dicarboximides; Resistance; Osmotic sensitivity; Iprodione;
Vinclozolin



