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PATOGENI PAPRIKE 1Z ZEMLJISTA I MOGUCNOST
NJIHOVOG SUZBIJANJA FUNGICIDIMA

Milica Mihajlovié, dipl. inz.

REZIME

Uzorci obolelih delova biljaka paprike sa simptomima uvenuca i trulezi korena 1
prizemnog dela stabla prikupljeni su sa razlicitih lokaliteta teritorije Republike Srbije u
cilju identifikacije prouzrokovaca oboljenja, kao 1 ispitivanja njihove osetljivosti na
klasi¢ne i biofungicide u uslovima in vitro i in vivo. Na osnovu proucenih patogenih i
morfoloskih svojstava utvrdeno je da dobijeni izolati pripadaju vrstama: Verticillium
dahliae, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum 1 Pythium
aphanidermatum. ldentitet izolata potvrden je analizom sekvenci DNK fragmenata
dobijenih koriS¢enjem univerzalnog para prajmera ITS1/ITS4.

Osetljivost izolata na fungicide u uslovima in vitro proucena je metodom
inhibicije porasta micelije, pri ¢emu je odredivana koncentracija fungicida koja izaziva
inhibiciju porasta 50 % u odnosu na kontrolu (ECs), dok je in vivo efekat fungicida na
patogene iz zemljiSta proucavan u uslovima staklenika na veStacki inokulisanim
biljkama paprike. U uslovima in vitro, izolat V. dahliae, prouzrokovac¢ ,zelenog
uvenuca“ paprike, bio je veoma osetljiv na difenokozol (ECsy = 0,02 mg/1) i prohloraz
(ECso= 0,03 mg/l) i umereno osetljiv na tiofanat-metil (ECso = 3,48 mg/l). Medutim, u
uslovima staklenika, najvecu efikasnost u suzbijanju V. dahliae na inokulisanim
biljkama paprike ispoljio je preparat na bazi tiofanat-metila (83,1 % u odnosu na
kontrolu), mada razlika u intenzitetu oboljenja izmedu varijanti primene tiofanat-metila
(83,1 %), prohloraza (73,8 %) 1 difenokonazola (70,8 %) nije bila statisticki znacajna.
Od proucavanih fungicida najslabija efikasnost utvrdena je kod preparata na bazi
azoksistrobina (23,1 %), koja se nije razlikovala od kontrole (P > 0,05). Takode,
utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu efikasnosti fungicida i visine biljaka (r =
0,81), kao 1 izmedu efikasnosti 1 sveZze mase biljaka paprike (r = 0,84). DuZina
nekrotiranog prizemnog dela stabla bila je u negativnoj korelaciji sa efikasnoscu

fungicida (r = - 0,84).



najmanje osetljiv na fluopiram (ECso = 1075,01 mg/l) u eksperimentalnim uslovima in
vitro. U ogledu in vivo najefikasniji su bili preparati na bazi kaptana (95,6 %) i
prohloraza (92,2 %), a najmanje efikasan preparat na bazi tiofanat-metila (54,4 %).
Korelacija izmedu efikasnosti fungicida i visine biljaka bila je umerena (r = 0,56), a
izmedu efikasnosti i sveze mase biljaka slaba (r = 0,43).

U uslovima in vitro, za izolat S. sclerotiorum utvrdena je najveca osetljivost na
fluopiram (ECsy = 0,003 mg/1), dok je najmanje toksi¢an za ovaj izolat bio kaptan (ECs
= 8,94 mg/1). U uslovima staklenika, najvecu efikasnost u suzbijanju S. sclerotiorum na
inokulisanim biljkama paprike ispoljio je preparat na bazi kaptana (98 %), dok je
najmanja efikasnost postignuta primenom preparata na bazi prohloraza (45 %). Izmedu
efikasnosti fungicida i visine biljaka (r = 0,88), kao 1 izmedu efikasnosti i sveze mase
biljaka (r = 0,92) utvrdena je statisticki znacajna korelacija.

Za izolat R. solani utvrdena je najniza vrednost ECsy u uslovima in vitro za
iprodion (ECsp = 0,43 mg/l), a najvisa za azoksistrobin (ECsy = 596,60 mg/l). U
uslovima in vivo najviSa efikasnost u suzbijanju R. solani postignuta je primenom
preparata na bazi iprodiona (95,8 %), a najmanja u varijanti u kojoj je primenjivan
preparat na bazi fluopirama (47,4 %). Korelacija izmedu efikasnosti fungicida i visine
biljaka bila je umerena (r = 0,6), a izmedu efikasnosti 1 sveZe mase biljaka slaba (r = 0,
34).

Izolat P. aphanidermatum, u testovima toksicnosti ispoljio je najvecu osetljivost
na azoksistrobin, sa vrednoScu srednje efektivne koncentracije od 0,05 mg/l, a najnizu
na fosetil-aluminijum (ECsy = 302,65 mg/l). U uslovima staklenika, najbolji efekat u
suzbijanju P. aphanidermatum ispoljio je preparat na bazi fosetil-aluminijuma (97,5 %),
dok je najniza efikasnost utvrdena u varijantama primene preparata na bazi
azoksistrobina (57,5 %).

Od svih izolata, najvecu osetljivost na ulje ¢ajnog drveta u uslovima in vitro
ispoljio je izolat S. sclerotiorum, sa ECsy od 70,28 mg/l. Najniza toksi¢nost ovog
etarskog ulja utvrdena je za izolate V. dahliae (ECso = 1507,65 mg/l) i F. oxysporum
(ECso = 1205,78 mg/l) za koje su dobijene veoma visoke vrednosti srednjih efektivnih

koncentracija. U ogledima in vivo, preparat na bazi ulja ¢ajnog drveta ispoljio je najvecu



efikasnost u suzbijanju R. solani (90,5 %), dok je najslabiji efekat utvrden na F.
oxysporum, sa efikasnos¢u od samo 5,6 %.

Ocenjivanje antagonisticke aktivnosti soja C13 bakterije B. subtilis prema
proucavanim patogenima vrseno je nakon inkubacije od 48 h pri temperaturi od 25 °C
merenjem precnika zone inhibicije (mm) i poredenjem sa pre¢nikom inhibitorne zone u
kontroli 1 tretmanu u kome je koriSéen standardni fungicid. Najveéa antagonisticka
aktivnost utvrdena je za izolat V. dahliae. Medutim, porast micelije u zoni dejstva B.
subtilis nije bio potpuno zaustavljen ve¢ je uocena zona delimicne inhibicije porasta
micelije pre¢nika 16 mm. Nizak stepen antagonisticke aktivnosti soja C13 B. subtilis
utvrden je i1 za izolat F. oxysporum, dok za izolate S. sclerotiorum, R. solani i P.
aphanidermatum utvrdeno potpuno odsustvo antagonisticke aktivnosti. U ogledima
izvedenim u uslovima staklenika, soj C13 B. subtilis ispoljio je najbolji efekat u
suzbijanju F. oxysporum sa efikasnosc¢u od 77,8 %, dok je najniza efikasnost utvrdena u
suzbijanju P. aphanidermatum (22,5 %) 1 S. sclerotiorum (5 %).

Od fungicida hemijskog porekla, najsiri spektar delovanja utvrden je za tiofanat-
metil. Medutim, nijedan od ispitivanih fungicida ne pokriva svojim spektrom delovanja
sve patogene iz zemljiSta, tako da je pre njihove primene neophodna prethodna
identifikacija prouzrokovaca oboljenja.

Spektar 1 intenzitet delovanja biofungicida nije bio zadovoljavajuéi, tako da
dobijeni rezultati ukazuju na rizik primene ovih preparata u sadasnjem
konvencionalnom modelu proizvodnje paprike. Medutim, utvrdena visoka efikasnost
soja C13 B. subtilis u suzbijanju F. oxysporum (77,8 %), kao i ulja ¢ajnog drveta u
suzbijanju R. solani (90,5 %) mogla bi da predstavlja osnovu za primenu ovih supstanci

nakon detekcijie i identifikacije patogena iz zemljiSta u proizvodnji paprike.

Kljucne reéi: patogene gljive iz zemljiSta, paprika, osetljivost, efikasnost,

fungicidi, biofungicidi.
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SOIL-BORNE PATHOGENS OF PEPPER AND POSSIBILITIES OF
FUNGICIDE CONTROL

Milica Mihajlovié¢, BSc.

ABSTRACT

Samples of diseased pepper plant parts, expressing wilt as well as root and
crown rot symptoms, were collected at different localities on territory of the Republic of
Serbia with an aim of identification of disease causal agents and testing their sensitivity
to conventional and biological fungicides in in vitro and in vivo assays. Based on the
studied pathogenic and morphological characteristics, it was found that the obtained
isolates belong to the following species: Verticillium dahliae, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum and Pythium aphanidermatum. Isolates
identity was confirmed by the sequence analysis of DNA fragments obtained by
application of pair of universal primers ITS1/ITS4.

Sensitivity of isolates to fungicides in in vitro assays was tested by mycelial
growth inhibition method and fungicide concentration that causes 50 % growth
inhibition compared to control (ECsy) was determined. Fungicide effects on soil-borne
pathogens in vivo were tested under greenhouse conditions on artificially inoculated
pepper plants. In in vitro assays, the isolate V. dahliae, causal agent of “green wilt” of
pepper, proved to be very sensitive to difenoconazole (ECsy = 0.02 mg/l) and prochloraz
(ECso = 0.03 mg/l) and moderately sensitive to thiophanate-methyl (ECsy = 3.48 mg/l).
However, under greenhouse conditions, the highest efficacy in V. dahliae control on
inoculated pepper plants was recorded for the product based on thiophanate-methyl
(83.1 % compared to control). Though, the difference in disease severity between
treatments with thiophanate-methyl (83.1 %), prochloraz (73.8 %) and difenoconazole
(70.8 %) was not statistically significant. Among the tested fungicides, the lowest
efficacy was recorded for the product based on azoxystrobin (23.1 %), with no
significant difference compared to control (P > 0.05). Moreover, high positive
correlation between fungicide efficacy and height of the plants (r = 0.81), as well as

between efficacy and fresh mass of pepper plants (r = 0.84) was also registered. Length



of necrotic ground part of the stem was in negative correlation with fungicide efficacy (r
=-0.84).

In in vitro assays, F. oxysporum isolate was the most sensitive to prochloraz
(ECso = 0.07 mg/l) and the least sensitive to fluopyram (ECso = 1075.01 mg/l). In in
vivo assay the highest efficacy was recorded for the products based on captan (95.6 %)
and prochloraz (92.2 %), and the lowest for the product based on thiophanate-methyl
(54.4 %). Correlation between fungicide efficacy and plant height was moderate (r =
0.56), and between efficacy and fresh mass of plants weak (r = 0.43).

Under in vitro conditions, for S. sclerotiorum isolate the lowest value of median
effective concentration was recorded for fluopyram (ECso = 0.003 mg/l) while captan
was the least toxic to this isolate (ECsy = 8.94 mg/l). Under greenhouse conditions, the
highest efficacy against S. sclerotiorum on inoculated pepper plants was obtained by the
product on the basis of captan (98 %), while the lowest efficacy was achieved by the
product on the basis of prochloraz (45 %). Statistically significant correlation was
recorded between fungicide efficacy and plant height (r = 0.88), as well as between
fungicide efficacy and fresh mass of plants (r = 0.92).

For R. solani isolate the lowest ECs value in in vitro assay was determined for
iprodione (ECsy = 0.43 mg/l), and the highest for azoxystrobin (ECsy= 596.60 mg/l). In
in vivo assays the highest efficacy in R. solani control was achieved by the product on
the basis of iprodione (95.8 %), and the lowest in the treatment with the product on the
basis of fluopyram (47.4 %). Correlation between fungicide efficacy and plant height
was moderate (r = 0.6), and between fungicide efficacy and fresh mass of plants weak (r
=0.34).

In toxicity tests, isolate P. aphanidermatum expressed the highest sensitivity to
azoxystrobin, with the value of median effective concentration of 0.05 mg/l, and the
lowest sensitivity to fosethyl-aluminium (ECsy = 302.65 mg/l). Under greenhouse
conditions, the best effect against P. aphanidermatum was achieved by the product on
the basis of fosethyl-aluminium (97.5 %), while the lowest efficacy value was recorded
in treatments with the product on the basis of azoxystrobin (57.5 %).

Among all isolates, S. sclerotiorum expressed the highest sensitivity to tea tree
oil in vitro with ECsy of 70.28 mg/l. The lowest toxicity of this essential oil was

recorded for V. dahliae (ECso = 1507.65 mg/l) and F. oxysporum (ECsy = 1205.78 mg/l)



isolates for which the obtained values of median effective concentration were very high.
In in vivo assays the product on the basis of tea tree oil showed the highest efficacy in R.
solani control (90.5 %), while the weakest effect was recorded against F. oxysporum,
with efficacy of only 5.6 %.

Assesment of antagonistic activity of the bacterium B. subtilis strain C13 was
conducted after 48 h incubation at 25 °C by measuring inhibition zone diameter (mm)
and by comparing with inhibition zone diameters obtained in control and in the
treatment with conventional fungicide. The highest antagonistic activity was recorded
against V. dahliae isolate. However, mycelial growth in the activity zone B. subtilis was
not completely inhibited, yet zone of partial inhibition of mycelial growth with a
diameter of 16 mm was observed. Low level of antagonistic activity of B. subtilis strain
C13 was recorded for the isolate of F. oxysporum, while complete absence of
antagonistic activity was observed for S. sclerotiorum, R. solani and P.
aphanidermatum isolates. Under greenhouse conditions, on inoculated pepper plants, B.
subtilis strain C13 expressed the highest efficacy in control of F. oxysporum amounting
77.8 %. The lowest efficacy of B. subtilis strain C13 in vivo was recorded in control of
P. aphanidermatum (22.5 %) and S. sclerotiorum (5 %).

Among tested chemical fungicides, the widest activity spectrum was observed
for thiophanate-methyl. However, activity spectrum of any of the tested fungicides does
not cover all soil-borne pathogens. Thus, causal agent of the disease has to be identified
prior to fungicide application.

Activity spectrum of the tested biofungicides was not satisfying either.
Therefore, the obtained results point to the risk of these products application in
contemporary conventional model of pepper production. However, registered high
efficacy of B. subtilis strain C13 against F. oxysporum (77.8 %), as well as efficacy of
tea tree oil against R. solani (90.5 %) could be the basis for application of these
substances after detection and identification of the pathogens present in soil intended for

pepper production.

Key words: soil-borne pathogenic fungi, pepper, sensitivity, efficacy,

fungicides, biofungicides.
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Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

1. UVOD

Patogeni iz rodova Verticillium, Fusarium, Sclerotinia, Rhizoctonia 1 Pythium koji su
prisutni u zemljiStu, predstavljaju znacajan problem u gajenju paprike kako u zasticenom
prostoru tako i na otvorenom polju. U zavisnosti od plodoreda, osetljivosti sorte ili hibrida,
virulentnosti patogena, tipa zemljiSta i uslova spoljne sredine, Stete koje nastaju mogu biti od
6,3 do 100 % (Katan, 2000; Bhat i sar., 2003). Njihova izrazita polifagnost, primena pogresne
agrotehnike i neadekvatno suzbijanje omogudéili su njihovu rasprostranjeni u razli¢itom
intenzitetu u svim vaznijim povrtarskim proizvodnim podrucjima Srbije.

Za suzbijanje navedenih patogena primenjuje se viSe mera koje zajedno Cine
kompleks integralnog programa zastite: agrotehnicke, bioloske i hemijske mere (Katan,
2000). Uklanjanje zetvenih ostataka i samoniklih biljaka, redovan pregled useva, dezinfekcija
zemljiSta, primena plodoreda 1 primena odgovaraju¢ih fungicida predstavljaju sastavni deo
integralne zaStite. U naSoj zemlji primena fungicida 1 dezinfekcija supstrata ¢ine osnovu
suzbijanja patogena iz zemljiSta. Medutim, preparati na bazi metil bromida i drugih aktivnih
supstanci koji su dugo koris¢eni u suzbijanju ovih patogena izbafeni su iz upotrebe zbog
opasnosti koje mogu da nanesu ¢ovekovom zdravlju i Zivotnoj sredini (Gullino i sar., 2003).
Takode, mali broj registrovanih fungicida za suzbijanje Verticillium spp., Fusarium spp.,
Sclerotinia spp., Rhizoctonia spp. 1 Pythium spp., ograni¢ava 1 ovaj nacin suzbijanja. Do
skora se za suzbijanje patogena iz zemljiSta koji pripadaju pravim gljivama najviSe koristio
sistemi¢ni fungicid benomil (benzimidazoli). Medutim, benomil je zbog nepovoljnih
toksikoloSkih svojstava stavljen na listu fungicida koji se viSe ne mogu koristiti u zastiti
biljaka koje se koriste za ishranu ljudi (Janji¢ 1 Elezovi¢, 2010). Zato se sve intenzivnije
proucavaju mogucnosti primene drugih fungicida kao alternative benomilu (Song 1 sar., 2004;
Martinez i sar., 2005; Bubici i sar., 2006; Smith i sar., 2008; Tsror, 2010).

U na$oj zemlji nije u zadovoljavajucoj meri istrazivano suzbijanje patogenih gljiva i
pseudogljiva paprike iz zemljiSta. Budu¢i da je u praksi mali broj fungicida koji se koriste
protiv ovih patogena, kao 1 da su literaturni podaci o osetljivosti ovih patogena na fungicide
prilicno oskudni, ispitivanje mogucnosti primene postoje¢ih i novih aktivnih supstanci
hemijskog i prirodnog porekla dobija sve vec¢i znaca;.

Istrazivanja usmerena u pravcu bioloSkog suzbijanja patogena iz zemljiSta uglavnom
se baziraju na primeni antagonistickih sojeva bakterija iz rodova Bacillus, Paenibacillus,
Serratia, Sphingobacterium, Stenotrophomonas, Yersinia 1 gljiva Pythium oligandrum,

Trichoderma viridae 1 Talaromyces flavus (Garmendia 1 sar., 2004; Mercado-Blanco 1 sar.,



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

2004; Rekanovic i sar., 2007). Medutim, efikasnost primene ovih organizama u velikoj meri
zavisi od uslova spoljne sredine i od prirode odabranog/selekcionisanog soja, odnosno od
njegovog antagonistickog potencijala.

Primena etarskih ulja kao potencijalnih ekoloSko prihvatljivih dezinficijenasa
zemljista takode su predmet brojnih istrazivanja (Cakir i sar., 2005; Rodriguez i sar., 2007;
Hashem i sar., 2010; Yohalem i Passey, 2011).

Poznavanje osetljivosti patogena iz zemljiSta i efikasnost sintetskih fungicida i
biofungicida za njihovo suzbijanje osnovna je pretpostavka za njihovu uspesnu primenu za
zaStitu paprike i1 drugih povrtarskih biljaka u zasti¢enom prostoru. Ove mere ¢ine sastavni deo
integralnog pristupa zastite koji predstavlja preovladujuéi koncept savremene zastite bilja.

U skladu sa dostupnim literaturnim podacima, osnovni cilj planiranih istrazivanja
jeste utvrdivanje i identifikacija patogena iz zemljiSta paprike i ispitivanje moguénosti
njihovog suzbijanja primenom sintetskih i biofungicida. Pojedinacni ciljevi vezani su za
izolaciju patogena iz uzoraka obolelih biljaka paprike i1 dokazivanje identiteta patogena
klasicnim 1 molekularnim metodama; utvrdivanje njihove osetljivosti na fungicide sa
razli¢itim mehanizmom delovanja in vitro i in vivo, kao 1 razmatranje opravdanosti primene

biofungicida kao novog metoda zastite paprike.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Patogene gljive iz zemljiSta

2.1.1. Verticillium dahliae

Vrste roda Verticillium pripadaju redu Hyphomycetales, familiji Moniliaceae 1
poznate su kao patogeni iz zemljista. Reprodukuju se iskljuc¢ivo bespolnim putem, nemaju
polno razmnoZavanje, pa ih jo§ nazivaju i nesavrSenim gljivama ili Fungi imperfecti. Vrsta
Verticillium dahliae posebno je znacajna kao prouzrokova¢ ,verticilioznog uvenucéa” i
prisutna je u svim podruc¢jima sa umerenom i suptropskom klimom (Pegg i Brady, 2002). Ima
vrlo Sirok krug domacina, a u nasoj zemlji poznat je kao znacajan patogen paprike, kajsije i
Sljive. Neke monokotiledone vrste biljaka, kao $to su pSenica i jeCam, ali i mnoge korovske
biljke su latentni domacini ove gljive (Ivanovi¢, 2004).

Verticillium spp. izazivaju uvenuce, koje se javlja tokom vegetacije, pri ¢emu biljke
zadrzavaju zelenu boju. Zato se ovaj tip simptoma naziva i ,,zeleno uvenuce”. Pocetni
simptomi uocavaju se na donjem liS¢u zarazenih biljaka u vidu blagog uvenuca. Tkivo lis¢a
zahvaceno uvenu¢em omeksa i obezboji se pocev od ivice liske prema njenom srediSnjem
delu, sve vise gubi turgor, susi se i na kraju opada. Pored liS¢a, mogu biti zahvacene pojedine
grane, ali 1 cele biljke, a na uzduZznom preseku korena 1 prizemnog dela stabla moZze se uociti
nekroza ksilema. Obolelo tkivo je mrke boje 1 jasno se razlikuje od okolnog zdravog tkiva. U
pocetnim fazama oboljenja, pre nego Sto patogen u potpunosti zahvati sprovodne sudove,
zarazene biljke mogu se privremeno oporaviti tokom no¢i (Mijatovi¢ i sar., 2007).

V. dahliae 1ma belu miceliju koja kasnije postaje tamna i formira mikrosklerocije.
Ova gljiva dobila je ime po osobini da formira po jednu konidiju na prsljenasto 1 kruzno
(verticilius) rasporedenim fijalidama na konidiofori. Konidije su elipti¢ne ili ovalne, prozirne,
veéinom jednocelijske, veli¢ine 3-5 pm (Ivanovié, 2004). U prirodi se odrzava u obliku trajne
micelije ili mikrosklerocija. Ima slabu konkurentsku sposobnost prema drugim saprotrofima,
pa tesko opstaje u zemljiStu bez biljke domacina. Micelija 1 konidije se u zemljistu odrzavaju
kratko, oko Sest meseci, pa je samim tim njihova uloga u odrzavanju patogena ogranicena
(Pegg i Brady, 2002). Bhat i sar. (2003) navode da se mikrosklerocije u odsustvu domacina
mogu odrzati u zemljiStu u poljskim uslovima i1 visSe od 14 godina, ali najveca koli¢ina
mikrosklerocija uspeva da prezivi u zemljiStu najviSe dve do Cetiri godine. Medutim, cak 1
veoma mala koli¢ina mikrosklerocija dovoljna je da inficira veliki broj osetljivih biljaka.

Mikrosklerocije imaju i delimi¢nu sposobnost da se formiraju u ostacima biljnog materijala i



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

da na taj naCin povecaju svoju brojnost u zemljiStu. Zbog velike prilagodljivosti uslovima
spoljne sredine i1 perzistentnosti mikroslerocija, patogen se u zemljisStu moze odrzati gotovo
neograniceno dugo. Uslovi spoljne sredine, a naroCito temperatura zemljiSta utiCu na
zastupljenost patogena. Najprisutniji je u toplijim klimatima, gde je optimalna temperatura
zemljista 23-25 °C (Soesanto 1 Termorshuizen, 2001). Mikrosklerocije se odrzavaju u biljnim
ostacima prethodnog useva ili na korovskim biljkama i oslobadaju se prilikom obrade
zemljiSta, a semenom se mogu prenositi na udaljena podruc¢ja. Sklerocije se formiraju i
odrzavaju na korenovom sistemu pSenice i je¢ma, koji su latentni domadini, te ne ispoljavaju
simptome (Pegg 1 Brady, 2002). Za klijanje mikrosklerocija potrebno je da u zemljistu ima
dovoljno vlage, da je temperatura u intervalu od 20-25 °C, ali i da su prisutne stimulativne
materije koje lu¢i koren prilikom rasta. Gljiva prodire kroz rane ili direktno kroz epidermis
korena do ksilemskog tkiva, u kome se dalje sistemi¢no razvija. Rast parazita u sprovodnom
tkivu otezava transport vode 1 mineralnih materija ka nadzemnom delu biljke (Pomar 1 sar.,
2004). Svojom aktivnoS¢u, patogen stimuliSe stvaranje tila koje nastaju od susednih
parenhimskih celija koje prorastaju kroz pore u lumen sprovodnih elemenata ksilema —
traheje 1 traheide (Robb i sar., 1991). Pored formiranja tila, dolazi i do pojacane lignifikacije
elijskih zidova §to ujedno predstavlja 1 fizi€¢ku barijeru kojom biljka sprecava dalje
prodiranje patogena. Neke biljke reaguju formiranjem 1 deponovanjem Zelatinoznih materija,
kao 1 kompleksa fenolnih jedinjenja zbog kojih nastaje tamno obojavanje sprovodnog tkiva
(Pegg 1 Brady, 2002). V. dahliae se razvija u ksilemu sve do smrti biljke domacina, nakon
¢ega prodire i u druga tkiva (Goicoechea i sar., 2000). U zarazenom biljnom tkivu V. dahliae
formira mikrosklerocije, koje sluZe za njegovo odrzavanje (Pegg i Brady, 2002).

U uslovima visoke relativne vlaZnosti vazduha 1 temperature, iz sudovnog dela
micelija se probija na povrSinu lista, obrazujuci duz lisnih nerava konidiofore sa konidijama.
Kisne kapi spiraju konidije sa zaraZenih biljaka u zemljiSte gde dolaze u dodir sa korenom,
klijaju 1 prodiru u biljku i na taj nacin vrSe sekundarne zaraze (Ivanovi¢, 2004). Konidije se
formiraju u manjim grupama u sprovodnom tkivu, a vodom i mineralnim materijama prenose

se navise, gde nastaju nove kolonije parazita.

2.1.2. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum Schlech. je jedna od najznacajnijih vrsta roda Fusarium, a po
taksonomskoj klasifikaciji pripada redu Hypocreales, tamiliji Nectriaceae.

F. oxysporum je prouzrokovac ,,fuzarioznog uvenucéa” biljaka. Rasprostranjen je u

svim krajevima sveta, sre¢e se u svim klimatima, a posebno u toplijim podrucjima. Parazitira
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veliki broj biljaka iz razli¢itih familija, izuzev biljaka iz porodice trava. ZnaCajne Stete
pri¢injava u proizvodnji: paradajza, paprike, krompira, lubenica, dinja, cveca, graska, luka,
asparagusa i mnogih drugih povrtarskih biljaka, a kao patogen iz zemljista uspesno se razvija
1 na mrtvim biljnim ostacima i ima veoma snaznu saprofitsku aktivnost (Mijatovi¢ i sar.,
2007). Geneticki je vrlo varijabilna gljiva. Neki izolati su patogeni samo za odredene biljne
vrste (forma specialis), a neki samo za odredene sorte (rase). Poznato je 80 specifi¢nih formi
ove gljive od kojih su neke podeljene u rase (Ivanovi¢, 2004).

Simptomi ,,fuzarioznog uvenucéa“ razlikuju se u zavisnosti od biljke domacina,
patotipa parazita, spoljnih uslova i drugih faktora. F. oxysporum generalno izaziva simptome
kao $to su: uvenuce, hloroza, nekroza, prevremeno opadanje listova, mrka obojenost
sprovodnih sudova, zakrzljalost i uginuce biljaka (Mijatovi¢ i sar., 2007). Kotiledoni na
klijancima i prvi pravi listovi postaju hloroti¢ni, venu i suse se. Gljiva se veoma brzo razvija
u sprovodnom sistemu. Biljke u polju iznenadno venu, vidno zaostaju u porastu, a nadzemni
zeljasti delovi poprimaju Zutu boju (,,Zuto uvenuée*). Na uzduznom preseku prizemnog dela
stabla uocava se mrka obojenost sprovodnog tkiva, Sto predstavlja karakteristiCan
dijagnosticki simptom. Propadanje Citavih biljaka nastaje u kasnijim fazama razvoja, posle
cvetanja i formiranja plodova. Simptomi koje prouzrokuje ovaj patogen sli¢ni su simptomima
koje prouzrokuju gljive roda Verticillium. Ponekad, u prvim fazama razvoja oboljenja, biljke
povrate svezinu tokom noc¢i ili posle navodnjavanja, ali parazit se brzo razvija u sprovodnom
tkivu biljke ometajuc¢i njegovu funkciju, Sto dovodi do potpunog uvenuca nekoliko dana
kasnije (Mijatovi¢ 1 sar., 2007). Na starijem 1iS¢u nervi postaju prosvetljeni, javlja se hloroza
liske ili uvenuce. Ovi simptomi se Sire i na mlado liS¢e, a obi¢no se javljaju na nekom
bocnom listu, povezanom sa zarazenim sudovnim tkivom. Zarazeni delovi biljke nekrotiraju,
a na stablu se javljaju izduZene nekroti¢ne pege koje se Sire do njegovog vrha. Nekroza
sprovodnog sistema se moze uociti pri uzduznom preseku korena, stabla i lisnih drski. Od
sprovodnog sistema, oboljenje se dalje Siri ka pokoricnom tkivu. ,,Fuzariozno uvenuce” se
posebno brzo razvija u fenofazi cvetanja 1 plodonosenja. U usevu se javljaju pojedinacna
zariSta, koja se postepeno Sire 1 prouzrokuju prevremeno izumiranje biljaka. Postoji sli¢nost
izmedu simptoma koje izaziva F. oxysporum i neke druge gljive, pa je za pravilnu dijagnozu
neophodna mikroskopska determinacija (Ivanovi¢, 2004).

Polni stadijum ove gljive nije poznat. Na KDA podlozi parazit u zavisnosti od izolata
formira razlic¢ite kolonije. Vecina izolata F. oxysporum, u pocetku formira vazduSnu miceliju
bele boje, koja posle izvesnog vremena postaje ruzi¢asta do tamnocrvena. Mikrokonidije su

uvek prisutne. One su ovalne, elipti¢ne ili bubrezaste, jednocelijske ili dvocelijske i formiraju
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se na kratkim nerazgranatim fijalidijama, grupisane u laznim glavicama. Makrokonidije
obi¢no imaju 3-5 septi (vrlo retko 6-7), neznatno su savijene i suZzene prema krajevima i
uglavnom imaju ,,stopalo” na bazalnoj c¢eliji. One se prvo formiraju na individualnim
fijalidama, a zatim u sporodohijama. Hlamidospore su najces¢e pojedinacne ili u vidu krac¢ih
nizova (Levi¢, 2008).

F. oxysporum se u zemljiStu odrzava uglavnom u zarazenim biljnim ostacima.
Zahvaljuju¢i hlamidosporama F. oxysporum moze oc€uvati vitalnost i preko 10 godina.
Hlamidospore pocinju da klijaju kada se nadu u neposrednoj blizini hranljivih materija koje
luc¢i koren mladih biljaka. Klijanjem hlamidospore daju hife, konidije ili nove hlamidospore
koje sluze kao inokulum. U pokori¢no tkivo korena mogu prodreti razli¢iti izolati F.
oxysporum. Medutim, do infekcije dolazi samo ukoliko je izolat specifican za odredenog
domacina. Prodiranje parazita u koren vrsi se u zoni izduzivanja korena i moze biti povezano
1 sa oStecenjima od nematoda iz grupe Meloidogine. Dospevanjem micelije 1 mikrokonidija
patogena u sudovno tkivo nastavlja se Sirenje gljive u nadzemne delove biljke. U zavr$noj
fazi parazit se $iri u bo¢ne delove biljke, gde nastaju vidljivi simptomi (Ivanovi¢, 2004).

Ovaj patogen u zemljistu ima dobro razvijenu konkurentsku sposobnost prema drugim
mikroorganizmima i drugim vrstama roda Fusarium. Siri se na dva nadina: na kraée
udaljenosti vodom 1 opremom, a na vece razdaljine zaraZzenim biljnim materijalom 1

semenom (Mijatovi¢ 1 sar., 2007).

2.1.3. Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary je polifagna fitopatogena gljiva. Pripada
razdelu Ascomycota, klasi Discomyceta, redu Helotiales, familiji Sclerotiniaceae, rodu
Sclerotinia. ProuzrokovaC je bele trulezi biljaka, koja se najceS¢e javlja u podru¢jima sa
umerenom klimom (Saharan i Mehta, 2008). U nasim uslovima ova gljiva predstavlja
problem pri gajenju povréa u uslovima produzenog hladnog vremena i stalne vlaznosti
zemljista (Ivanovi¢, 2004). Ima Sirok krug domacina, parazitira sve znacajne gajene biljke,
posebno cvece 1 povrée, ali 1 brojne korovske biljke (Purdy, 1979).

,Bela truleZz*“ je oboljenje koje se javlja u svim fazama razvoja biljke domacina.
Gljiva se u prirodi odrzava u zarazenom biljnom tkivu i u zemljistu (Ivanovié, 2004). Pri
infekciji mladih, tek izniklih biljaka gljiva prouzrokuje poleganje ili topljenje rasada. Tada se
na prizemnom delu stabla sejanaca uocavaju vodenaste nekroti¢ne pege, koje zahvataju nezno

tkivo stabala sa svih strana (Mijatovi¢ i sar., 2007). Kod starijih biljaka, pocetni simptomi se

javljaju u vidu vodenih lezija na stablu, plodovima i lis¢u. U pocetnim fazama oboljenja
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lezije se razvijaju na stablu, dok se na liS¢u mogu javiti slabo uocljivi simptomi koje je lako
prevideti, sve dok ne dode do trulezi stabla. LiS¢e iznad lezija pre ili kasnije vene, lezije se
Sire, a na zarezenim biljnim delovima razvija se bela, vunasta micelija, koja za vreme susnih
perioda brzo nestaje (Ivanovi¢, 2004). Micelija patogena produkuje brojne sklerocije, koje
predstavljaju 1 dijagnosticki znak, a najcesce se javljaju tek nakon uginuca biljke domacina.
U pocetku sklerocije su bele, a kasnije pocrne i o¢vrsnu. Formiraju se i u unutrasnjosti i sa
spoljasnje strane stabla. Micelija i sklerocije se obi¢no javljaju na donjem lis¢u.

Sklerocije igraju vaznu ulogu u razvoju oboljenja, jer predstavljaju tvorevine za
odrZavanje ove gljive u prirodi i osnovni su izvor zaraze. U zemljiStu se odrZavaju i viSe od
osam godina, a u manjoj meri i na semenu (Adams 1 Ayers, 1979). Sklerocije nastaju od hifa
koje se medusobno spajaju bo¢nim zidovima i anastomozama, a obavijene su ¢elijama koje u
sebi sadrze debeo sloj melanina. U in vitro uslovima se razvijaju pri temperaturama 0-30 °C,
a pri temperaturama ispod 5 °C usporavaju svoj porast. Zanimljivo je da je optimalna
temperatura za formiranje sklerocija mnogo niza od optimalne temperature za razvoj micelije
koja je u intervalu 20-25 °C (Bedi, 1962). Takode, utvrdeno je da je veca produkcija
sklerocija u prisustvu svetlosti, nego u mraku. Nakon izlaganja sklerocija niskim
temperaturama dolazi do formiranja apotecija. Da bi sklerocije klijale u apotecije one moraju
prethodno biti izlozene niskim temperaturama, a zatim mora do¢i do povecanja temperature i
relativne vlaznosti vazduha. Apotecije u naSim uslovima dozrevaju tokom proleca i pocetkom
leta. Na apotecijske drSke svetlost deluje pozitivno, one se izduzuju i1 askospore se raznose
vetrom (Ivanovi¢, 2004). Za klijanje askospora neophodna je vlazenje u trajanju od 16-24 h i
temperatura od 0-25 °C (optimalna temperatura 15-20 °C). Utvrdeno je da su za infekciju
pored navedenih faktora neophodne 1 egzogene hranljive materije koje luci biljka domacin.
Askospore klijaju u infekcionu hifu koja prodire direktno kroz kutikulu u biljno tkivo i to uz
pomo¢ pektoliti€kih i celulitickih enzima. Takode, gljiva moZe da kolonizira oStecena,
izumrla ili fizioloski stara tkiva koja predstavljaju izvor hrane i odakle se moze vrsiti
infekcija zdravog tkiva (Willetts i Wong, 1980).

Nakon razgradnje biljnih delova sklerocije se oslobadaju i dospevaju u zemljiste.
Smenjivanje duzih kiSnih perioda povremeno suSnim omogucéava intenzivno formiranje

apotecija, oslobadanje askospora i zarazavanje biljaka (Saharan i Mehta, 2008).

2.1.4. Rhizoctonia solani
Rhizoctonia solani Kuhn (teleomorf Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk) je

najcesc¢e proucavana i najznacajnija vrsta u okviru roda Rhizoctonia. R. solani je polifagna
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gljiva koja je Siroko rasprostranjena u zemljisStima Sirom sveta (Harveson, 2003). Njena
veoma heterogena populacija prouzrokuje oboljenja na velikom broju ratarskih useva,
povréu, drvenastim i ukrasnim biljkama, zacinskom bilju, travama i korovskim vrstama (Sneh
i sar., 1991). R. solani je i1 sa ekonomskog aspekta veoma znacajan patogen. U povoljnim
uslovima za razvoj gljive Stete mogu biti veoma velike 1 ogledaju se u smanjenju prinosa i
pogorsanju kvaliteta plodova obolelih biljaka.

R. solani je zbirna vrsta s velikim varijacijama u morfologiji, patologiji i zahtevima u
ishrani (Andersen, 1982). Otkriveni su i prouCavani brojni izolati prilagodeni razli¢itim
zemljistima, klimi i regionima. Postoje stalne varijacije u osobinama pojedinih grupa, ali
nema dovoljno pouzdanih razlika da bi se zbirna vrsta mogla razdvajati na posebne vrste ili
specijalizovane forme (Ivanovi¢, 2004).

R. solani prouzrokuje propadanje semena povrtarskih biljaka, a na sejancima izaziva
nekrozu i omeksSavanje hipokotila, pa mlade biljke brzo polegnu. Polegle biljke postaju mrke
1 brzo istrule (Mijatovi¢ 1 sar., 2007). Nakon ostvarenih pocetnih infekcija oboljenje se u
usevu dalje Siri kruzno oko mesta infekcije. Na starijim biljkama karakteristi¢an simptom je
mrko obojen zarazeni deo prizemnog dela stabla. On je jasno ograni¢en od susednog zdravog
tkiva. Gljiva zarazava lisée koje je u dodiru sa zemljistem. Siri se kroz peteljku i prouzrokuje
rak rane na stablu, a na zaraZenim plodovima mrke pege. Infekcija se ostvaruje na razlicite
nacine — direktnim prodiranjem infekcione hife kroz epidermis/kutikulu, preko prirodnih
otvora ili kroz rane. Hife gljive dolaze u kontakt sa domacinom, a putem apresorija prodiru u
¢elije 1 crpe hranljive materije. Tom prilikom gljiva oslobada enzime koji razaraju biljnu
¢eliju 1 nastavlja da raste unutar izumrlog tkiva (Ivanovi¢, 2004). Spoljni uslovi u velikoj
meri utiCu na razvoj bolesti. Ekonomske Stete su najveée u toplijim regionima, na
nestrukturnim i zabarenim zemljiS§tima Razvoj oboljenja je pospeSen visokom vlaznos¢u
vazduha, ekstremnim temperaturama i zaslanjeno$¢u zemljista. Sirenje zaraze u polju moguée
je 1 kiSnim kapima.

Micelija gljive je u pocetku bela a zatim postaje mrka do tamnomrka. Sklerocije Cesto
nastaju u vidu krugova oko mesta infekcije kao 1 na hranljivoj podlozi 1 predstavljaju osnovne
strukture za odrZzavanje ovog patogena. Formiranje sklerocija umnogome zavisi od
spoljaSnjih uslova. Na vi§im temperaturama formiranje sklerocija je usporeno, dok visoka
vlaZznosti zemljiSta, a narocito slaba dreniranaza, pospeSuje njihovo formiranje. Na KDA
podlozi gljiva se razvija pri temperaturi 8-36 °C, sa optimumom pri 25-30 °C. Sklerocije
klijaju pri temperaturi 8-30 °C, a optimum je pri 23 °C (Ivanovi¢, 2004). Pored sklerocija,

patogen se u prirodi odrzava i u vidu micelije u biljnim ostacima ili u semenu.
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2.1.5. Pythium aphanidermatum

Pythium aphanidermatum (Eds.) Fitz je jedan od poznatijih predstavnika roda
Pythium koji ima preko 100 vrsta. Vrste ovog roda su rasprostranjene Sirom sveta,
pri¢injavaju znacajne Stete 1 parazitiraju veliki broj biljaka. Javljaju se na mladim biljkama
gotovo svih povrtarskih 1 ratarskih biljaka, cvecu, travama, ali 1 klijancima nekih vrsta
vocaka. Posebnu osetljivost ispoljavaju povrtarske biljke kao $to su paradajz, paprika,
krastavac, kupus, salata, tikve, mrkva, grasak i mnoge druge (Ivanovi¢, 2004).

Pseudogljive iz roda Pythium su fakultativni paraziti i obi¢no zive u zemljiStu
bogatom organskim materijama. Najosetljivije su mlade biljke u fazi klijanja i nicanja, dok su
za starije biljke ove pseudogljive praktiéno bezopasne. Stete su utoliko veée ukoliko spoljni
¢inioci 1 lo§ kvalitet semena produzavaju vreme od setve do nicanja biljaka (Mijatovic i sar.,
2007). Ceséoj pojavi oboljenja doprinose tedka i slabo drenirana zemljista, visoka vlaznost
vazduha, kao i slabo provetravanje i niske temperature nakon setve (Mijatovi¢ 1 sar., 2007).
Obicno poljsko zemljisSte uvek sadrzi nisku populaciju vrsta roda Pythium. Do povecanja
inokulacionog potencijala do nivoa Stetnosti dolazi samo u kombinaciji povoljnih uslova, kao
Sto su: intenzivna agrotehnika, monokultura, preobilno unoSenje organskih materija (npr.
leguminoza). P. aphanidermatum se nastanjuje na sveZoj organskoj materiji i obilno formira
inokulum u prvih 24-48 casova. U konkurenciji sa gljivama i bakterijama biva redovno
potisnut iz supstrata, u kome ostaje samo izvestan broj njegovih oospora. Nivo inokuluma
naglo opada ako se gaje biljke koje nisu osetljive na ovog parazita, kao Sto su zita (Ivanovic,
2004).

Ispoljavanje simptoma zavisi od starosti zarazene biljke. Inficirano seme ne klija, truli
1 raspada se, ali se u naSim uslovima to retko dogada. Tkivo klijanaca je jako osetljivo 1 na
njemu se u pocetku javljaju vodenaste pege, koje se brzo povecavaju i cela biljka propada
(Mijatovi¢ sar., 2007). Na izniklim biljkama oboleva koren ili stablo u prizemnom delu, koji
dobijaju mrku boju i nekrotiraju. ZaraZeno tkivo postaje vodenasto i obezbojeno, a ¢elije brzo
izumiru. Obolele biljke polezu jer je zahvaceni deo stabla tanji od zdravog dela. Javlja se 1
beli¢asta micelija, koja se Siri 1 po povrSini zemljisSta u vidu paucinaste prevlake. Ova
povrSinska micelija predstavlja samo nastavak unutraSnje micelije, koja se nalazi u
zarazenom tkivu. Polegle biljke brzo uginjavaju, a u uslovima visoke vlaznosti 1 temperature
gotovo se istope, odakle 1 naziv topljenje rasada (Ivanovic, 2004).

Propadanje rasada u toplim lejama ili u usevu je karakteristi¢no 1 javlja se u obliku
koncentri¢nih krugova, pri ¢emu nastaju gola ili ¢elava mesta. Starije biljke po pravilu rede

oboljevaju. Na njima se mogu uociti pege na stablu, zaostajanje u porastu i uvelost. Sli¢ne
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simptome mogu uzrokovati i Phytophtora spp., kao i neke druge vrste gljiva — Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp. (Ivanovié, 2004).

P. aphanidermatum ima belu, tanku, dobro razgranatu miceliju koja izuzetno brzo
raste. Micelija formira sporangije koje klijaju na dva nacina: direktno daju¢i jedan ili vise
zacetaka hifa ili dajuci kratku hifu na ¢ijem se vrhu formira vezikula. U prirodi se odrzava u
vidu oospora koje svoju vitalnost u zemljiStu zadrzavaju godinama. Klijanje oospora je
stimulisano materijama iz korena, semena ili organskim materijama iz zemljista. U povoljnim
uslovima vlaznosti i temperature, oospore klijaju dajuéi sporangije u kojima se obrazuju
zoospore 1ili klijaju direktno u zacetak hife. Oslobodene zoospore iz sporangija krecu se
pomocu flagela u vodi i1 ostvaruju zarazu klijanaca (Mijatovi¢ i sar., 2007). Intercelijska
micelija svojim fermentnim sistemom destruktivno deluje na biljne ¢éelije, pa dolazi do brzog
uginjavanja celih biljaka. Micelija nakon ishrane obrazuje konidije koje mogu u retkim
slucajevima izazvati sekundarne infekcije. Posle fizioloSkog dozrevanja dolazi do polnog

procesa i obrazovanja oospora, kojim se obnavlja ciklus razvi¢a (Ivanovi¢, 2004).

2.2. Mogucénosti suzbijanja patogena iz zemljiSta

2.2.1. Preventivne mere zaStite

Preventivne mere zaStite paprike od patogena iz zemljiSta obuhvataju primenu
plodoreda, dubrenje zeleni$nim i organskim dubrivima, unistavanje zarazenih biljnih ostataka
1 biljaka koje su potencijalni domacini patogena, sterilizaciju zemljiSta vodenom parom,
solarizaciju zemljisSta, koriS¢enje kalemljenih biljaka, zdravog semena i suzbijanje korenovih
nematoda (Ben-Yephet 1 sar., 1988; Davis 1 sar., 2000; Lazarovits i sar., 2000; Fravel 1
Larkin, 2000; Koike 1 sar., 2000; Lopez-Escudero i Blanco-Lopez, 2000).

Plodored predstavlja jednu od najvaznijih agrotehnickih mera €iji je cilj smanjenje
koli¢ine inokuluma u zemljistu. Medutim, primena plodoreda ima ogranicen uticaj na
brojnost patogena iz zemljiSta zbog perzistentnosti njihovih tvorevina za prezivljavanje, ali 1
zbog sposobnosti da se razvijaju na razli¢itim gajenim i korovskim vrstama (Pernezny, 2003).
Za usev paprike preporucuje se plodored od najmanje tri do Cetiri godine za Verticillium spp.
Za vrste roda Fusarium preporucuje se rotacija useva u trajanju od 5-7 godina koja znacajno
uti¢e na smanjenje koliCine inokuluma iako ne eliminiSe patogena u potpunosti. Rotacija
useva je vazna agrotehnicka mera koja se najviSe primenjuje 1 pri suzbijanju Sclerotinia spp.
Prema istrazivanjima Dueck (1977) i Williams i Stelfox (1980) utvrdeno je da su sklerocije u

zemljiStu vitalne najmanje tri godine u odsustvu domacina. Pomenuti istrazivaci ukazuju da
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.....

nema efekta na njihovo smanjenje. Dokazano je 1 da nivo inokuluma Pythium spp. naglo
opada ako se gaje biljke koje nisu osetljive na ovog parazita, kao Sto su zita (Ivanovi¢, 2004).

Poznato je da upotreba biljnih ostataka kao zeleniSnog dubriva usporava Sirenje
patogena u zemljiStu. Sekundarni metaboliti visih biljaka, takode imaju veliki potencijal za
suzbijanje ovih patogena (Chew, 1988). Stvaranje ovih jedinjenja odvija se unutar biljnih
tkiva, a potom se oslobadaju u zemljiSte gde podlezu mikrobioloskoj transformaciji.
Glukozinolati su organska jedinjenja koja su prisutna u razli¢itim koncentracijama u mnogim
dikotiledonim biljkama. Njihovom enzimatskom hidrolizom oslobadaju se sumporna
jedinjenja koja poseduju antimikrobnu aktivnost. Ova jedinjenja su u znac¢ajnoj meri prisutna
kod biljaka iz familije Brassicaceae (Sang i sar., 1984; Mayton i sar., 1996). Shetty i sar.
(1999) utvrdili su da ostaci brokolija deluju inhibitorno na razvoj fitopatogenih gljiva iz
zemljiSta. Utvrdili su da se rotacijom brokolija 1 briselskog kupusa u zasadu jagode znacajno
smanjuje koli¢ina inokuluma V. dahliae. Davis i sar. (1996) isticu da sudanska trava
(Sorghum vulgare Pers var. sudanense (Piper) Hitche. cv HS33), primenjena sama ili u
kombinaciji sa je¢cmom kao zeleniSno dubrivo, smanjuje koli¢inu inokuluma V. dahliae u
zemljiStu 1 za 52 %. Medutim, upotreba organskih dubriva cesto nije dovoljno efikasna
ukoliko se ne kombinuje sa drugim merama, kao Sto su zagrevanje i solarizacija zemljiSta
(Gamliel 1 Katan, 2012; Klein 1 sar., 2011). Oslobadanje isparljivih antimikrobnih jedinjenja
znacajno se povecava zagrevanjem zemljiSta u koje je prethodno inkorporirano organsko
dubrivo. Neke od komponenti nisu ¢ak ni detektovane u zemljiStu koje nije zagevano
(Mayton 1 sar., 1996; Hansen i Keinath, 2013). Hansen i Keinath (2013) potvrdili su da
inkorporacijom zeleniSnog dubriva kupusnjaca ne dolazi do supresije R. solani i1 P.
aphanidermatum u usevu paprike ukoliko se ne koriste mal¢ folije. Klein 1 sar. (2011)
ispitivali su uticaj biljnih ostataka za suzbijanje F. oxysporum u kombinaciji sa zagrevanjem
zemljista. Inkorporacijom biljnih delova estragona, dvoredca, zalfije i ruzmarina u zemljiSte
prekriveno mal¢ folijama u poljskim uslovima postignuta je efikasnost od 95-100 %.

Pored zeleniSnog dubriva, primena stajnjaka, komposta, ribljeg i kosStanog brasna 1
sojine saéme u znafajnoj meri smanjuje prisustvo patogena u zemljiStu (Lazarovits i sar.,
2000). Njihovom degradacijom u zemljiStu oslobada se amonijak koji je toksican za mnoge
patogene organizme 1 njihove posebne tvorevine za prezivljavanje (Gamliel 1 sar., 2000).
Istrazivanja Lazarovits 1 sar. (1999) pokazala su da se koriS¢enjem sojinog i mesno-kostanog
brasna smanjuje razvoj ,verticilioznog uvenuc¢a” u usevu krompira. Takode, primena

organskih dubriva sa visokim sadrZzajem azota je vrlo znaCajna u spreCavanju razvoja
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patogena u zemljiStu. Efikasnost ovih dubriva zavisi od odnosa ugljenika i azota u zemljistu 1
uslova spoljne sredine. Mnogi autori utvrdili su da je oslobadanje amonijaka nakon primene
azotnih dubriva delovalo letalno na mikrosklerocije patogena (Tenuta, 2001; Tenuta i
Lazarovits, 2002). Debode i sar. (2005) su primenom biljnih ostataka sa visokim sadrzajem
lignina pokazali da se efikasno mogu suzbiti gljive iz roda Verticillium. Takode, Soltani i sar.
(2002) utvrdili su da je primena amonijum lignosulfata efikasna u suzbijanju prouzrokovaca
,verticilioznog uvenuéa” krompira.

Koris¢enje dubriva zivotinjskog porekla navodi se kao veoma efikasna mera koja
doprinosi suzbijanju patogena u zemljiStu i nematoda (Hoitink i Fahy, 1986; Rodriguez-
Kabana, 1986; Conn i Lazarovits, 1999; Conn i1 Lazarovits, 2000; Melero-Vara i sar., 2011).
Utvrdeno je da se primenom te¢nog svinjskog dubriva utice na smanjenje zastupljenosti
mikrosklerocija V. dahliae u zemljistu (Conn i Lazarovits, 1999; Conn i Lazarovits, 2000).
Razlaganjem ovog dubriva oslobada se amonijak koji negativno utie na razvoj fitopatogenih
gljiva i pseudogljiva (Rodriguez-Kabana, 1986). Zivinsko dubrivo se odlikuje visokim
sadrzajem azota, ali i drugih elemenata (kalijum i fosfor). Melero-Vara i sar. (2011) ispitivali
su uticaj ovog dubriva na razvoj ,,fuzarioznog uvenucéa” karanfila uz primenu VIF folija
(Very Impermeable Film). Ispitivanja su potvrdila da ovakvim nafinom primene dolazi do
smanjenja intenziteta oboljenja 92,4 %, a takode utvrden je i pozitivan efekat na prinos i
kvalitet biljaka.

Sterilizacija zemljiSta vodenom parom 1 solarizacija su preventivne mere koje se
izvode u cilju smanjenja infekcionog potencijala patogena. Medutim, nedostatak ovog
postupka je to Sto se koristi na malom prostoru, visoka cena investicija u objekte i energente
kao 1 brza rekolonizacija dezinfikovanog zemljiSta patogenim organizmima usled nedostatka
konkurencije. Dobro uradena sterilizacija zemljista je od izuzetne vaZnosti, jer Cak 1 mala
koli¢ina zaostalog inokuluma izaziva znacajnu zarazu (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2007).

Solarizaciju su uveli Katan 1 sar. 1987. godine kao novu tehniku za uniStavanje
mikrosklerocija koriS¢enjem sunceve toplotne energije. Ova metoda deluje negativno na
razvoj velikog broja patogena, nematoda 1 semena korovskih biljaka. Brojnim istrazivanjima
potvrdeno je da se solarizacijom uspesno smanjuje koli¢ina inokuluma u zemljiStu na kome
su prethodno gajene biljke familije Solanaceae: paradajz, paprika i krompir (Katan, 1980;
Stapleton 1 DeVay, 1986; Tjamos i sar., 1991). Nacin primene je jednostavan i sastoji se u
postavljanju plasti¢nih, providnih polietilenskih folija, debljine 50 um, na povrSinu zemljista
u trajanju od minimum osam nedelja. Solarizacija se najée$¢e primenjuje i izvodi u zemljama

toplijeg klimata tokom jula i avgusta kada je najveca koli¢ina insolacije i kada je zbog nize
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cene povrca na trziStu ekonomski isplativo praviti dvomesecnu pauzu u proizvodnji. Lopez-
Escudero i Blanco-Lopez (2001) su u dvogodiSnjim ispitivanjima u mladim zasadima
masline, utvrdili da je koli¢ina mikrosklerocija po gramu zemljiSta bila znacajno manja u
tretmanu gde je primenjivana solarizacija (0,2-0,8 mikrosklerocija/g zemljiSta) u odnosu na
kontrolu (4,2-13,3 mikrosklerocija/g zemljista). Isti istrazivac¢i, medutim, isticu da je
efikasnost solarizacije uslovljena faktorima spoljasnje sredine i osobinama zemljista, kao Sto
su njegove fizicke osobine i1 vlaznost. Ukoliko je zemljiste lakSeg mehanickog sastava utoliko
je efikasnost vec¢a i obrnuto. U nasoj zemlji se ne vrsi solarizacija, te nema eksperimentalnih
podataka, a nije ni izvesno koliko bi ovaj proces bio efikasan na naSim prostorima (Ivanovi¢ i
Ivanovi¢, 2007). Solarizacija predstavlja jedan od nacina suzbijanja ,,fuzarioznog uvenuca”, a
Tamietti 1 Valentino (2006) utvrdili su da na dubini od 25 cm dolazi do smanjenja inokuluma
od 57,8-96 %, a na dubini od 5 cm 97-99,7 %. Ovom metodom znacajno se redukuje broj
sklerocija S. sclerotiorum, kao i moguénost prezivelih sklerocija da formiraju apotecije.
Najvisa efikasnost se postize na dubini zemljista do 5 cm, ali znacajni efekti su uoceni i1 na
dubinama od 10-15 cm. Tokom solarizacije dolazi do degradacije sklerocija kao posledica
subletalnih temperatura koje tom prilikom nastaju. Do uniStenja sklerocija dolazi pri
temperaturi od 45 °C nakon 3-4 h ili pri 35-40 °C posle 10-14 h (Phillips, 1990).

Tolerantne sorte paprike na patogene iz zemljiSta do sada nisu selekcionisane.
Medutim, jo$ pedesetih godina proSlog veka u proizvodnji paprike se pocelo sa
kalemljenjem osetljivih sorti paprike na otporne podloge. U nasoj zemlji kalemljenje paprike
se joS uvek ne koristi u komercijalne svrhe. Kalemljene biljke paprike imaju brzi porast
korenovog sistema, bolje usvajaju hranljive supstance, poseduju vecu otpornost i visoku
tolerantnost na patogene iz zemljiSta. Predvida se da ¢e kalemljenje ubrzo postati sastavni
deo tehnologije proizvodnje u savremenim sistemima gajenja paprike (Miskovi¢, 2006).

Upotreba zdravog, sertifikovanog semena je obavezna mera koja smanjuje moguénost
pojave patogena na obradivim povrS§inama na kojima prethodno nije bio prisutan (Mijatovi€ i
sar., 2007). UniStavanje zarazenih biljnih delova, takode predstavlja veoma vaznu meru za
suzbijanje patogena iz zemljiSta, jer je to jedan od nacina njihovog prenosenja (Ivanovic,
2004). Takode, sve mere koje za posledicu imaju smanjenje inokuluma efektivno doprinose
suzbijanju oboljenja. Prisustvo korova uti¢e na gustinu inokuluma, a i mnoge korovske biljke
su domacini gljivama 1 pseudogljivama iz zemljista, pa je neophodno njihovo suzbijanje. Da
bi se sprecila pojava i1 Sirenje oboljenja, naroCito u zastiCenom prostoru neophodna je

upotreba Ciste opreme i alata (Katan, 2000).
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Korenove nematode Pratylenchus penetrans 1 Meloidogyne spp. svojom aktivnoscéu u
velikoj meri doprinose Sirenju patogena i povecavanju intenziteta oboljenja. Sterilizacija
zemljiSta 1 primena organskih dubriva sa visokim sadrzajem azota i amonijaka, kao i
solarizacija zemljiSta znacCajno utiCu na smanjenje brojnosti nematoda (Katan, 1987;

Lazarovits i sar., 2000).

2.2.2. Bioloske mere suzbijanja

Sve su intenzivnija proucavanja moguénosti primene alternativnih metoda u
suzbijanju prouzrokovaca biljnih bolesti. Znacajna istraZzivanja usmerena u pravcu bioloSkog
suzbijanja uglavnom se zasnivaju na primeni antagonistickih sojeva bakterija i gljiva.

Za zastitu useva od vrsta roda Verticillium kao agensi bioloskog suzbijanja koriste se
bakterije iz rodova Alcaligenes, Pseudomonas, Paenibacillus, Serratia, Sphingobacterium,
Stenotrophomonas, Yersinia 1 gljive — Glomus spp., Trichoderma viridae 1 Talaromyces
flavus (Nejad 1 Johnson, 2000; Tjamos, 2000; Alstrom, 2001; Garmendia i sar., 2004;
Mercado-Blanco i sar., 2004).

Biolosko suzbijanje F. oxysporum uglavnom se zasniva na primeni antagonistickih
sojeva bakterija 1 gljiva iz rodova Pseudomonas, Bacillus, Chromobacterium, Glomus,
Trichoderma (Cotxarrera i sar., 2002; Srivastava i sar., 2010; Hariprasad i sar., 2011).

Za suzbijanje S. sclerotiorum Xoriste se: Coniothyrium minitans, Gliocladium
catenulatum, Trichoderma viride, T. koningii, T. sclerotivorum, Bacillus cereus, B. subtilis,
B. amylolique faciens, Pseudomonas chlororaphies, Staphylococcus spp., Penicillium
citrinum. 1 F. oxysporum poznat je kao agens za bioloSko suzbijanje S. sclerotiorum u usevu
soje (Rodriguez i sar., 2006). Mnogi autori navode da je upotreba C. minitans veoma efikasna
u sprecavanju klijanja sklerocija S. sclerotiorum, a na trziStu Zapadne Evrope prisutna su 1
dva komercijalna preparata na bazi ove gljive (Whipps i Gerlagh, 1992; Huang i sar., 2008).

Za zastitu useva od Pythium spp. koriste se: Trichoderma spp., Penicillium oxalicum,
Glioclodium virens, Pseudomonas fluorescens, Ps. chlororaphis (Sivan 1 sar., 1984; Loper,
1987).

Zona izduzivanja i vrh korena predstavljaju primarna mesta prodiranja patogena iz
zemljiSta. Za spreCavanje prodiranja parazita i ostvarivanje infekcije neophodno je da
antagonisticki mikroorganizmi onemoguce razvoj tvorevina za preZivljavanje patogena iz
zemljiSta 1 da veoma brzo koloniziraju rizosferu i vrhove korena. Na ovaj nacin, antagonisti
stvaraju zasStitnu zonu oko korena koja sprecava patogena da ostvari zarazu. Nakon uginuca

zarazenih biljaka patogeni nastavljaju svoj razvoj i dolazi do znacajnog povecanja i kasnijeg
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lakog Sirenja inokuluma u zemljistu. Da bi bioloSki agens mogao da inhibira formiranje
tvorevina za prezivljavanje potrebno je da ima sposobnost da se razvija i razmnozava na i u
inficiranim biljnim ostacima. Takode, neophodno je da nakon primene moze da opstane duzi
vremenski period na tretiranim zarazenim biljnim ostacima (Katan, 2000).

Mercado-Blanco 1 sar. (2004) utvrdili su da P. fluorescens znaCajno smanjuje
intenzitet ,,verticilioznog uvenuca” u rasadnicima masline (31-82 %). Zakljucili su da
koriS¢enje odabranih, selekcionisanih sojeva P. fluorescens moze imati znacajnu ulogu u
bioloskim merama zastite masline od V. dahliae. Prema najnovijim istrazivanjima potvrdeno
je da su vrste ovog roda efikasne i u suzbijanju oboljenja na pSenici izazvanim vrstama iz
rodova Rhizoctonia i Pythium. Neki od testiranih sojeva znaajno su uticali na smanjenje
stepena oboljenja, a tretirane biljke imale su snaznije razvijen koren, kao i veée mase u
odnosu na biljke iz netretirane kontrolne varijante (Mavrodi i sar., 2012).

Preliminarna istrazivanja Mol-a 1 van Riesen-a (1995) dokazala su da u prisustvu
antagonisticke gljive Talaromyces dolazi do znacajnog smanjenja broja vitalnih
mikrosklerocija (15-40 %) u zoni rasta korena plavog patlidzana.

T. virens je jos jedna od vrsta roda Trichoderma za koju je dokazano da ispoljava
snazan inhibitorni efekat na vrste roda Rhizoctonia, Pythium 1 Fusarium (Copping i Menn,
2000). Bali¢evi¢ 1 sar. (2008) potvrdili su efikasnost dva standardna fungicida
(propamokarb-hidrohlorida 1 mankozeba) 1 bioloSkog preparata na bazi 7. harzianum u
suzbijanju Pythium debaryanum i R. solani u usevu zelene salate (rasad) u uslovima
plastenika. Kori§¢enjem bioloskog preparata utvrden je statisti¢ki znacajno veci broj zdravih
biljaka u odnosu na standardne preparate.

Osim navedenih antagonistickih mikroorganizama, poslednjih godina intenzivnije se
proucava i upotreba mikopatogene gljive Pythium oligandrum u suzbijanju prouzrokovaca
»zelenog uvenuca® paprike (Al-Rawahi 1 Hancock, 1998; Rekanovi¢ 1 sar., 2007). Osim
fungicidnog 1 fungistati¢nog efekta na fitopatogene gljive, P. oligandrum znacajno uti¢e na
rast biljaka i na aktiviranje njihovih odbrambenih mehanizama (Laing i Deacon, 1991).

Brojna istrazivanja utvrdila su da je Gliocladium catenulatum vrlo efikasan bioagens
koji deluje na razvoj velikog broja biljnih patogena (McQuilken i sar., 2003). Huang (1978)
je pokazao da ova gljiva uniStava Celije hifa S. sclerotiorum 1 Fusarium spp., dok je druga
grupa istrazivaa utvrdila da negativno utiCe na razmnoZavanje vrsta roda Pythium i

Fusarium (Powell i mFaull, 1989).
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Pojedini autori navode da su bakterije u odnosu na gljive mnogo pogodnije za
bioloSko suzbijanje vrsta roda Pythium (Lumseden, 1981; Hadar i sar., 1992). Tako su
Chatterton i sar. (2004) utvrdili moguénost upotrebe bakterije Pseudomonas chlororaphis za
suzbijanje P. aphanidermatum i Pythium dissotocum u usevu paprike. Dokazano je da Ps.
chlororaphis uspesno suzbija prouzrokovace poleganja rasada Medutim, u radu se istice da je
veoma bitno vreme primene bakterijske suspenzije. Najvecu efikasnost Ps. chlororaphis je
ispoljio u tretmanu u kome je primenjen tri dana pre inokulacije.

Novija istrazivanja usmerena su ka ispitivanju kombinovane upotrebe vise razli¢itih
bioloskih agenasa istovremeno (Cotxarrera i sar., 2002; Brewer 1 Larkin, 2005; Srivastava i
sar., 2010). Tako je dokazano da se kombinovanom primenom vrsta Pseudomonas sp., T.
harzianum 1 G. intraradices postize znac¢ajno smanjenje (74 %) ,,fuzarioznog uvenuéa” na
paradajzu u stakleniku i u polju (67 %), a prinos se povecava za 20 % (Cotxarrera i sar.,
2002).

S obzirom da se brzo razmnozavaju i relativno lako formuliSu, bakterije se smatraju
najpodesnijim mikroorganizmima za biolosku borbu. Prednost se daje sporogenim vrstama
zbog njihove moguénosti dugog odrzavanja u prirodi (Dababat, 2005).

Vrste roda Bacillus formiraju spore koje ostaju metabolicki aktivne 1 u nepovoljnim
uslovima spoljasnje sredine (Rodgers, 1989). Najproucavanija vrsta bakterije koja se koristi
za bioloSku borbu je B. subtilis (Asaka 1 Shoda, 1996; Brannen 1 Kenney, 1997; Krebs i sar.,
1998; Lin 1 sar., 2001; Pinchuk i sar., 2002). Budu¢i da formira spore, smatra se da su
preparati na bazi ove bakterije stabilni. Prvi komercijalni preparat na bazi B. subtilis
namenjen za tretiranje semena proizveden je 1994. godine. Ovi endofitni mikroorganizmi su
sposobni da koloniziraju rizosferu, prodru, prezive i razmnoze se unutar vrSnih delova
korena. Takode, produkuju kataliticke enzime (proteaze, hitinaze 1 glukanaze) i peptidne
antibiotike (bacilizin, fengimicin, dificidin, bacitracin, bacilin, balilomicin B 1 iturin) koji su
poznati kao antifungalne i1 antibakterijske supstance (McSpadden Gardener, 2004; Stein,
2005). Produkti metabolizma, lipopeptidi, deluju na razli¢ite komponente celijskog zida,
sprecavaju prijanjanje patogena na biljne organe, a enzim subtilin ometa razvoj patogena
(Klokod&ar-Smit, 2003). Takode, istrazivanja potvrduju da B. subtilis vr§i kolonizaciju
korenovog sistema biljaka i na njemu formira film koji sprecava naseljavanje patogena
(Morikawa 1 sar., 2006). Pored toga, utvrdeno je da ova bakterija ispoljava pozitivan uticaj na
rast 1 razvoj biljaka. Pojedini sojevi vrste B. subtilis oslobadaju isparljivu supstancu 2,3-

butandiol koja stimulativno deluje na razvoj biljnih tkiva (Ryu i sar., 2003).
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Mogucénost prakti¢ne primene B. subtilis u zastiti gajenih biljaka od patogena iz
zemljiSta utvrdili su brojni istrazivaci. Svojom aktivnoS¢éu B. subtilis indukuje stvaranje
morfoloskih barijera i biohemijskih mehanizama odbrane u biljkama i tako indirektno
inhibira rast i razvoj parazita. Takode, uti¢e 1 na bolje opsSte zdravstveno stanje useva,
povecanje otpornosti biljaka i1 prinosa. Biljke plavog patlidzana inokulisane izolatima
Verticillium spp., 1 potom tretirane odabranim sojevima B. subtilis imale su veci prinos za 25
% u odnosu na netretiranu kontrolu, a intenzitet zaraze bio je manji za 20-80 % (Tjamos i
sar., 2000). Jedan od razloga povecanja prinosa tretiranih biljaka preparatima na bazi B.
subtilis je 1 pojacana lignifikacija Celijskog zida biljnih ¢elija §to za posledicu ima otezano
prodiranje patogena u sudovna tkiva. Dva nezavisna istrazivanja pokazala su da je
indukovana otpornost krastavca direktno povezana sa pojatanom lignifikacijom membrana
korena (Dean i Kuc, 1986; Boller i Metraux, 1988).

Najnovija istrazivanja potvrduju da preparati na bazi bakterije B. subtilis u
kombinaciji sa svinjskim stajnjakom smanjuju intenzitet pojave ,fuzarioznog uvenuca“ na
pamuku, naroc€ito kada se primenjuju u rasadu ¢ime se postize efikasnost od 88 % (Li 1 sar.,
2013). Ista grupa autora utvrdila je uticaj B. subtilis na razvoj ,fuzarioznog uvenuca“
krastavca. Soj B. subtilis BO68150 ispoljio je visok potencijal u suzbijanju Fusarium spp., na
mladim biljkama krastavca sa efikasnoS¢u od 51 % (Li 1 sar., 2012). U usevu paprike
primenom ovog soja B. subtilis intenzitet ,fuzarioznog uvenuca“ smanjen je za 12,5-56,9 %.
Takode, utvrdeno je da ispitivani soj osim §to uti¢e na smanjenje brojnosti populacije F.
oxysporum, stimulativno deluje na porast biljaka, prinos i masu plodova (Yu i sar., 2011).

Grupa kineskih istraZivaca potvrdila je da B. subtilis (soj NJ-18) daje zadovoljavajuce
rezultate u suzbijanju oboljenja koje prouzrokuje S. sclerotiorum na pirincu. Uticaj ovog soja
na razvoj patogena potvrden je kako u laboratorijskim, tako i u poljskim uslovima. U
laboratorijskim uslovima pomenuti soj je inhibirao porast micelije S. sclerotiorum i R. solani,
a u ogledima u polju najbolji rezultati postignuti su kombinovanom primenom soja NJ-18 sa
preparatom na bazi kresoksim-metila (Yang i sar., 2009).

Brewer 1 Larkin (2005) ispitivali su efikasnost 28 mikroorganizama iz razli¢itih
rodova u cilju suzbijanja R. solani u usevu krompira. Utvrdili su da je tretman gde je
primenjivan B. subtilis ispoljio visoku efikasnost u poredenju sa tretmanom u kome su
primenjivani sintetski fungicidi. Pored B. subtilis, visoku efikasnost u istom ogledu ispoljili
su i Rhizoctonia zeae 1 Stibella aciculosa. Pomenuti istrazivac¢i potvrdili su i uticaj

kombinovane primene antagonistickih sojeva B. subtilis 1 T. virens (efikasnost 46,7 %) u
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suzbijanju R. solani. Utvrdili su da se na ovaj nacin postize veca efikasnost u suzbijanju R.
solani nego kada se primenjuju zasebno (B. subtilis — 30,9 %; T. virens — od 12,4 do 39 %).
Berger i sar. (1996) ispitivali su uticaj B. subtilis (soj Cotl) na prouzrokovaca
poleganja rasada Pythium spp. tri vrste perena (Aster hybrida, Daphne blagayana 1 Photinia
fraseri). Dokazano je da soj B. subtilis ispoljava dobru efikasnost u zasti¢enom prostoru u
uslovima povecane vlaznosti vazduha, ali da je ona uslovljena gustinom bakterijske
suspenzije i koli¢inom inokuluma patogena. Najbolji rezultati su postignuti pri umerenoj
koli¢ini inokuluma (< 10% oospora/g zemljidta) i u takvim uslovima pomenuti istraZivaci
navode da je postignuta efikasnost slicna onoj gde je primenjivan standardni fungicid
metalaksil (> 90 %). Medutim, suzbijanje je bilo najefikasnije u uslovima gajenja u kojima je
bilo moguée odrzati gustinu od 10°-10° spora B. subtilis po gramu korena (Berger i sar.,
1996). Grosch i sar. (1999) utvrdili su da nijedan od testiranih sojeva B. subtilis nije bio
uspeSan u suzbijanju P. aphanidermatum na biljkama krastavca i paradajza, iako su neki
ispoljili visok inhibitorni efekat in vifro. Dokazali su 1 da postoji razlika u efikasnosti
bakterije u laboratorijskim uslovima i in vivo ogledima. Kod bakterizovanih biljaka doslo je
do povecanja prinosa u varijantama u kojima nije prisutan patogen, a u varijantama u kojima
je patogen prisutan zabeleZena je povecana tolerantnost biljaka. Jo§ jedno istrazivanje koje je
dokazalo da ne postoji korelacija izmedu rezultata dobijenih u laboratorijskim uslovima i in
vivo je ispitivanje Schmiedeknecht 1 sar. (2001). Posmatrana je antifungalna aktivnost dva
soja B. subtilis na izolate F. oxysporum 1 S. sclerotiorum sa kukuruza i suncokreta i njihov
uticaj na porast biljaka. Utvrdeno je da antifungalni efekat u uslovima in vitro zavisi od
sastava 1 kiselosti podloge 1 temperature na kojoj se podloge inkubiraju. Aktivnost bakterije
povecavala se sa porastom temperature, ali samo u slu¢aju kada je primenjivana na izolate S.
sclerotiorum. NajviSa aktivnost sojeva B. subtilis zabeleZena je na blago kiselim podlogama
(pH 5,7). Efikasnost sojeva ispitivana je i u poljskim uslovima, a rezultati su pokazali da soj
FZB24 B. subtilis utiCe znacajno na smanjenje pojave S. sclerotiorum u usevu suncokreta.
Izmedu tretmana sa pomenutim sojem i tirama nije postojala statisticki znacajna razlika.
Procenat oboljenja na suncokretu umanjen je za 62 %, a u tretmanu tiramom 62,5-72,4 %. U
ogledu izvedenom u usevu kukuruza odabrani sojevi nisu ispoljili znacajnu efikasnost.
Nijedan od ispitivanih sojeva nije imao statisti¢ki znacajan uticaj na parametre porasta biljaka
iako je potvrdeno da u odredenom stepenu pospesSuju klijanje, nicanje i rast biljka. Kod
suncokreta je zabelezeno 1 povecanje precnika glave, stablo je bilo snaznije razvijeno i

izduZenije, a prinos kukuruza je povecan za 16 %.
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U nasoj zemlji bio je registrovan preparat F-stop koji u sebi sadrzi B. subtilis, soj ST
I/IIT . Efekat ovog preparata u zastiti 1 bioregulaciji useva paprike i paradajza odredivan je
preko nekoliko parametara: visine biljaka, pojave prvog cveta, krupnoce ploda i prinosa.
Krupnoca ploda i prinos paprike nisu poveéani pri primeni preparata u odnosu na kontrolnu
varijantu, ali jeste u odnosu na tretman propamokarb-hidrohloridom. Pri primeni u paradajzu
nije bilo znadajnih razlika u visini biljaka i pojavi prvog cveta (Kloko¢ar-Smit i sar., 2003).

Pojedine vrste bakterija stvaraju siderofore — belancevine male molekulske mase koje
se vezuju za jone gvozda iz spoljasnje sredine i prevode ih u biljkama dostupne oblike. Ove
belancevine igraju vaznu ulogu u kompeticiji izmedu mikroorganizama, ali 1 stimulativno
deluju na rast i razvoj biljaka (Omar 1 Abd-Alla, 1998; Yu i sar., 2011).

Potrebno je naglasiti da brojni faktori utiCu na ispoljavanje bioloskog dejstva
antagonistickih mikroorganizama (uslovi spoljas$nje sredine i interakcija izmedu biljke
domacina, patogena i korisnih mikroorganizama) (Raaijmaker i sar., 1995). Istrazivanjima je
potvrdeno da veli¢ina bakterijske populacije varira od korena do korena, te se smatra da
nepotpuna kolonizacija znacajno utice na ispoljavanje bioloske efikasnosti (Bull i sar., 1991;
Weller i Thomashow, 1994). Takode, podaci dobijeni u brojnim istrazivanjima potvrduju da
postoji znacajna razlika u delovanju antagonista u laboratorijskim ispitivanjima od one u in
vivo uslovima. Razlika je uslovljena koli¢inom metabolita koju stvaraju mikroorganizmi.
Metaboliti su supstance koje su najvaznije za suzbijanje prouzrokovaca oboljenja. U poljskim
uslovima njithova produkcija je znatno niZa, jer zavisi od brojnih fizickih 1 hemijskih procesa
koji se odvijaju u zemljistu (Engelkes i sar., 1997). Dokazano je da azot deluje podsticajno na
povecanje mikrobioloSke aktivnosti antagonisti¢kih mikroorganizama S§to se pozitivno
odrazava kako na prinos gajenih biljaka, tako 1 na njihovu zaStitu od patogena. Pored
navedenih, postoje 1 drugi faktori koji utiCu na efikasnost delovanja korisnih
mikroorganizama, kao $to su: temperatura i pH vrednost zemljista, sadrzaj organske materije
u zemljiStu 1 primena organskih dubriva (Duffy i Défago, 1997).

Pored primene mikroorganizama u alternativne mere suzbijanja protiv patogena iz
zemljiSta ubraja se 1 primena etarskih ulja.

Etarska ulja su specifi¢ni produkti biljnog metabolizma, najceS¢e te¢nog agregatnog
stanja. Predstavljaju sloZzene smeSe razli¢itth isparljivih mono-, seskviterpena i
fenilpropanskih jedinjenja (Dorman 1 Deans, 2000). Pojedina ulja sadrze preko 60 razli¢itih
supstanci medu kojima su najviSe prisutni terpeni, alkoholi, fenoli, kiseline, ugljovodonici,
estri, ketoni i laktoni. Najzastupljenije supstance su terpeni (90 %) iz kojih se izdvaja Citav

niz bioloski aktivnih supstanci kao §to su timol, karvakol, eugenol, geraniol, linalol itd. Za

19



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

antimikrobno delovanje etarskih ulja odgovorna je njihova lipofilnost, slobodna -OH grupa 1
slobodne nezasi¢ene strukture cikloheksanskog prstena. Zbog svoje lipofilnosti 1
rastvorljivosti u vodi deluju na funkcionalne strukture celijskih membrana i enzime, Sto
dovodi do narusavanja metabolizma i normalnog funkcionisanja ¢elije (Bakkali i sar., 2008 ).

Brojna istrazivanja ukazuju da pare etatrskih ulja origana, timijana, majorana,
lavande, ruzmarina, zalfije, nane, lavande i1 bosiljka inhibiraju porast fitopatogenih gljiva
(Daferera i sar., 2003; Tanovi¢ i sar., 2004; Karamanoli i sar., 2002; 2005). Ulja kima, anisa i
eukaliptusa takode imaju dobro fumigantno delovanje (Isman, 2000). Inhibitorna aktivnost
zavisi kako od vrste etarskog ulja tako i od vrste patogena na koje ulje deluje (Alvarez-
Castellanos 1 sar., 2001; Cimanga 1 sar., 2002). Utvrdeno je da etarsko ulje timijana
fungicidno deluje na nekoliko razli¢itih vrsta fitopatogenih gljiva: Botrytis cinerea (Wilson i
sar., 1997; Daferera i sar., 2003; Tanovic¢ i sar., 2005), Colletotrichum lindemuthianum, kao i
na gljive iz zemljiSta iz rodova Rhizoctonia, Pythium, Fusarium i Verticillium (Zambonelli 1
sar., 1996; Tanovi¢ i sar., 2004; 2007; Duduk i sar., 2010). Velluti i sar. (2003) utvrdili su da
etarska ulja cimeta i origana snazno inhibiraju porast micelije F. proliferatum. Etarska ulja
nane, bosiljka, ruzmarina, timijana i ¢ajnog drveta u koncentracijama 0,04-0,65 pl/ml
delimic¢no ili potpuno inhibiraju porast micelije Pythium sp., Rhizoctonia sp., Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. pisi 1 Verticillium sp. (Tanovi¢ 1 sar., 2004).
Tanovi¢ 1 sar. (2005) ispitivali su uticaj gasovite faze etarskih ulja 18 razli¢itih vrsta biljaka
(anisa, bergamota, belog bora, bosiljka, cimeta, eukaliptusa, geranijuma, karanfili¢a, kleke,
lavande, limuna, pitome nane, moraca, pomorandZe, ruzmarina, timijana, ¢ajnog drveta i
bora) na porast micelije izolata B. cinerea in vitro. Utvrdeno je da sva etarska ulja delimi¢no
ili potpuno inhibiraju rast micelije navedenog patogena. Najslabije inhibitorno delovanje
ispoljilo je ulje pomorandZe i1 belog bora, dok su ulja timijana, cimeta, anisa, geranijuma,
nane i moraca potpuno inhibirala porast micelije B. cinerea. Ulja bosiljka, moraca, cimeta i
timijana deluju fungicidno, dok su ulja geranijuma i nane samo fungistati¢na.

Cosi¢ i sar. (2010) utvrdili su da najbolje antifungalno delovanje na porast micelije 12
fitopatogenih gljiva (Fusarium graminearum, F. verticillioides, F. subglutinans, F.
oxysporum, F. avenaceum, Diaporthe helianthi, D. phaseolorum var. caulivora, Phomopsis
longicolla, P. viticola, Helminthosporium sativum, Colletotrichum coccodes, Thanatephorus
cucumeris) ispoljavaju ulja timijana, lista cimeta, klin€i¢evca i anisa od 11 vrsta etarskih ulja
koja su koris¢ena u ogledu (klin¢i¢evac, ruzmarin, list cimeta, zalfija, bor, gorka narandza,
nana, anis, kim, lavanda, timijan). U poredenju sa netretiranom kontrolom, ulja bora, gorke

narandze i zalfije pozitivno su uticala na porast micelije D. helianthi, dok su ulja bora, Zalfije,
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nane i lavande stimulativno delovala na porast micelije H. sativum. Sva etarska ulja, izuzev
ulja bora i gorke narandze, pokazala su odredeno inhibitorno delovanje na porast micelije
skoro svih ispitivanih gljiva.

Tanovi¢ i sar. (2009) dokazali su u in vitro uslovima da ulja origana i geranijuma
ispoljavaju najvecu toksi¢nost na V. fungicola var. fungicola (od ukupno osam ulja — lavande,
anisa, kamilice, moraca, geranijuma, origana, perSuna i zalfije), sa vrednostima minimalne
fungicidne koncentracije od 0,02 i 0,08 pl/ml vazduha.

Grupa turskih autora proucavala je u laboratorijskim uslovima antifungalnu aktivnost
etarskog ulja pelina na ekonomski znaajne folijarne patogene gljive paradajza kao na i
patogene iz zemljiSta: S. sclerotiorum, B. cinerea, Phytophthora infestans 1 V. dahliae.
Ispitivano ulje ispoljilo je najbolji efekat na izolat S. sclerotiorum. Minimalne fungicidne
koncentracije za S. sclerotiorum, B. cinerea, P. infestans i V. dahliae iznosile su 1,6; 2,4; 2,4;
14,4 pg/ml vazduha, a koncentracije od 2,4 1 51,2 pg/ml su u potpunosti inhibirale klijanje
spora i porast kli¢inih cevi ispitivanih patogena (Soylu i sar., 2005).

Hashem 1 sar. (2010) utvrdili su da najbolji antagonisticki efekat na vrste roda
Fusarium izolovane iz zarazenog korena kima imaju ulja kima, bosiljka i geranijama.
Dokazano je da sva tri ulja 1 u stakleniku i u polju pored uticaja na smanjenje intenziteta
oboljenja pozitivno uti¢u na parametre, kao §to su: visina biljaka, masa svezeg korena 1 broj
grana. U uslovima staklenika etarsko ulje kima ispoljilo je najbolji efekat na Sest vrsta roda
Fusarium (F. oxysporum, F. solani, F. moniliforme, F. dimerum, F. equiseti 1 F. lateritium), a
u poljskim etarsko ulje bosiljka ispoljilo je najveci uticaj na visinu biljaka kima i broj grana.
U varijantama sa uljem geranijuma potvrden je najveci broj cvetova po biljci, a na masu
korena najveci uticaj imalo je ulje kima.

Soylu 1 sar. (2007) utvrdili su toksi¢nost ulja morac¢a i origana na izolate S.
sclerotiorum. In vitro proucavanja pokazala su da je ulje moraca bilo toksi¢nije od origana i
da je u potpunosti inhibiralo porast micelije ispitivanog izolata pri koncentraciji od 0,2 pl/ml
vazduha. Sklerocije S. sclerotiorum tretirane uljem moraca bile su manje vitalnosti u odnosu
na varijjantu primene ulja origana. Do potpune inhibicije porasta micelije doslo je pri
koncentracijama od 1,5 1 2 pl/ml vazduha. Medutim, za razliku od laboratorijskih ispitivanja
ulje origana je postiglo bolji efekat u in vivo ogledima. Takode, potvrdeno je da oba ulja
znacajno uticu na vecu klijavost semena paradajza, i na smanjenje intenziteta zaraze. Ulje
origana u infestiranom zemljiStu pri koncentraciji od 3,2 ul/ml utiCe na povecanje broja

zdravih sejanaca (69,8 %) u odnosu na inokulisanu kontrolu (26,6 %).
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Antisepticko delovanje ulja Cajnog drveta dobro je poznato u humanoj medicini
(Hammer 1 sar., 2000; Carson i sar., 2002). Medutim, toksi¢ni efekti ovog ulja na biljne
patogene uglavnom nisu prouceni (Tanovi¢ i sar., 2004). Pod nazivom c¢ajno drvo
podrazumevaju se vrste roda Leptospermum 1 Malaleuca. Ekonomski najznacajnija je vrsta
M. alternifolia (Maid. and Bet.) Cheel, australijsko ¢ajno drvo (Southwell i sar., 2003).
Lipofilni terpen terpinen-4-ol predstavlja jednu od najznacajnijih aktivnih komponenti
etarskog ulja ¢ajnog drveta. Ovaj terpenol prodire u ¢elijsku membranu mikroorganizama i
deluje na njenu strukturu tako Sto utiCe na permeabilnost i metabolizam (Cox 1 sar., 2000).
Shao i sar. (2013) su na osnovu rezultata svojih istraZivanja zakljucili da postoje dva nacina
delovanja etarskog ulja ¢ajnog drveta: direktno delovanje na celiju patogena i aktiviranje
odbrambenih mehanizama biljaka. Direktnom interakcijom gljive sa gasovitom fazom
etarskog ulja povecava se koli¢ina vodonik peroksida §to naruSava normalno funkcionisanje
¢elije patogena 1 sprecava aktivaciju odbrambenih enzima. S druge strane, u stresnim
uslovima biljna celija stvara PR (Pathogenesis Related) proteine za koje je poznato da
poseduju snaznu antifungalnu aktivnost. Potvrdeno je da primenom etarskog ulja Cajnog
drveta znacajno raste aktivnost B-1,3-glukanaze, jednog od najproucavanijih PR proteina za
koji je dokazano da podstice odbrambene reakcije biljaka 1 uti¢e na degradaciju celije
patogena.

Novija ispitivanja efekata gasovite faze etarskog ulja ¢ajnog drveta na skladiSne
patogene jagode B. cinerea 1 Rhizopus stolonifer pokazala su da se na tretiranim plodovima
znaajno smanjuje pojava trulezi. Primenjeno u koncentraciji od 0,9 g/l vazduha, etarsko ulje
cajnog drveta spreava razvoj trulezi i odrzava svezinu plodova u uslovima skladiStenja
(Shao 1 sar., 2013).

Tanovi¢ 1 sar. (2004) utvrdili su najvecu toksi¢nost ulja timijana (od 0,16 ul/ml do
0,65 pl/ml) i bosiljka (od 0,04 pl/ml do 0,16 pl/ml) za patogene iz zemljista (Pythium sp.,
Rhizoctonia sp., F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. pisi 1 Verticillium sp.).
Najslabiji efekat utvrden ja za ulje ruzmarina — minimalna letalna koncentracija (MLC) za
Verticillium sp. Pythium sp. 1 Rhizoctonia sp. iznosila je 0,65 pul/ml vazduha, a za vrste roda
Fusarium preko 0,65 pl/ml vazduha. Vrednost MLC ulja timijana i bosiljka za Verticillium
sp. iznosila je 0,08 pl/ml vazduha. Najslabije delovanje ispoljila su ulja ¢ajnog drveta i
ruzmarina, sa vrednos¢u MLC od 0,65 pl/ml.

U istrazivanjima Arslan 1 Dervis-a (2010) najsnazniju fungistaticnu aktivnost na V.

dahliae ispoljila su ulja origana i timijana (> 99,9 %), a najslabiju ulje ruzmarina (< 75 %).
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Kadoglidou 1 sar. (2011) takode su potvrdili dobar efekat ulja origana na porast micelije i
sporulaciju V. dahliae pri svim ispitivanim koncentracijama (1;5;10 pl/disku).

Ispitivanjem efekata etarskog ulja ¢ajnog drveta na R. solani utvrdena je njegova
slaba efikasnost na porast micelije ovog patogena (Thobunluepop i sar., 2009). Terzi i sar.
(2007) dokazali su da ulje Cajnog drveta znacajno smanjuje porast micelije Fusarium sp.
poreklom sa zarazenih klasova pSenice in vitro. Ispitivali su delovanje samog ulja i tri
najzastupljenija jedinjenja koja se nalaze u njegovom sastavu (terpinen-4-ol, y-terpinen i 1,8-
cineol) i utvrdili da je efekat pojedinacnih komponenti znatno veéi od samog ulja. Medu

testiranim jedinjenjima terpinen-4-ol bio je najefikasniji.

2.2.3. Hemijsko suzbijanje

Dezinfekcija zemljiSta je za sada najefikasniji nadin suzbijanja patogena koji se
prenose zemljiStem. Perzistentnost struktura za odrZavanje u prirodi kao 1 njihovo lako
rasejavanje prilikom obrade zemljiSta 1 nege wuseva, predstavljaju glavne razloge
viSedecenijske primene neselektivnog dezinficijensa metil bromida kao najefikasnijeg
zemljiSnog fumiganta. Medutim, Montrealskim Protokolom 1992. godine metil bromid je
oznacen kao supstanca koja ima Stetan uticaj na ozonski omota¢ (Watson 1 sar., 1992). Tim
protokolom predvideno je da zemlje u razvoju treba u potpunosti da obustave upotrebu ovog
fumiganta do 2015. godine. Zbog toga je u svetu paznja sve vise usmerena ka jedinjenjima
koja bi mogla biti alternativa ovom fumigantu (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2007).

Pored metil bromida u svetu su za dezinfekciju zemljiSta registrovani 1,3-
dihloropropen, metil izotiocijanat (MITC) (MITC nastaje razgradnjom metam natrijuma i
metam kalijuma) 1 dazomet. Kao potencijalne alternative metil bromidu navode se metil
jodid, propargil bromid, ozon, formaldehid, natrijum tetratiokarbonat, ugljen dusulfid,
anhidrisani amonijak, neorganski azidi i prirodne materije. Za dezinfekciju zemljiSta u
povrtarskoj proizvodnji registrovan je samo dazomet. To je neselektivni zemljisni fumigant
koji nespecifi¢no inhibira veliki broj enzima. Formulisan je u obliku mikrogranula i
primenjuje se inkorporacijom 9 (25 °C) do 45 (8 °C) dana pre setve, u zavisnosti od
temperature zemljiSta. Preparat se ne moZe Koristiti ako je temperatura zemljiSta niza od 8 °C.
Osim vrsta roda Verticillium, dazomet efikasno suzbija i Fusarium spp., Pythium spp.,
Phytophthora spp., Sclerotinia spp., B. cinerea 1 R. solani (Miti¢, 2004).

Malo registrovanih fungicida namenjenih za suzbijanje Rhizoctonia spp., Verticillium
spp., Pythium spp., Fusarium spp. 1 Sclerotinia spp. ograniCava primenu ove mere zastite

povrtarskih useva (Janji¢ i Elezovi¢, 2010). Doskora se za suzbijanje patogena iz zemljista, a
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koji pripadaju pravim gljivama najvise koristio sistemi¢ni fungicid benomil (benzimidazoli).
Medutim, stupanjem na snagu direktive EU 91/414 benomil je zbog nepovoljnih
toksikoloskih osobina stavljen na listu fungicida koji se viSe ne mogu koristiti u zastiti biljaka

(Anonymous, 2011).

2.3. Fungicidi

Fungicidi za suzbijanje patogenih gljiva i pseudogljiva iz zemljista se mogu podeliti u
jedanaest hemijskih grupa:

1) Benzimidazoli

2) Triazoli i imidazoli

3) Strobilurini

4) Pirinidil-etil-benzamidi

5) Ftalimidi

6) Karboksimidi

7) Karbamati

8) Dikarboksimidi

9) Fenilamidi

10) Fosfonati

11) Ditiokarbamati

2.3.1. Benzimidazoli

Za suzbijanje patogena i1z zemljiSta iz grupe pravih gljiva najeSCe se Kkoriste
sisitemic¢ni fungicidi benzimidazoli. Najvazniji predstavnici fungicida iz ove grupe su
benomil, karbendazim, tiabendazol i tiofanat-metil. Primarni mehanizam delovanja ovih
fungicida je inhibicija sinteze P-tubulina, §to za posledicu ima sprecavanje deobe jedra
(Clemons 1 Sisler, 1971; Hammerschlag i Sisler, 1973; cit. Davidse i1 Ishii, 1995).
Benzimidazoli se mogu primenjivati folijjarno 1 preko korena. Medutim, folijarna primena
obezbeduje samo dobro translaminarno, ali nedovoljno sistemi¢no delovanje. Najbolje se
usvajaju preko korena, odakle se potom lako distribuiraju po celoj biljci (Talboys, 1984).

Istrazivanja izvedena pocCetkom 70-tih godina proslog veka potvrdila su dobro
fungistaticno delovanje benomila, tiofanat-metila 1 tiabendazola na izolate V. dahliae (Jordan,
1973).

Rekanovi¢ 1 sar. (2006) utvrdili su najvecu efikasnost benomila (72,3-84,1 %) u

suzbijanju Verticillium sp. u svim fenofazama razvoja paprike (seme, ponik i razvijena tri
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lista na stablu). Dobra efikasnost u suzbijanju Verticillium spp. u usevu pamuka utvrdena je
pri primeni tiabendazola. Medutim, visoka efikasnost ovog jedinjenja je dokazana samo u
kontrolisanim uslovima (Erwin, 1968; cit. Nene 1 Thapliyal, 1994). Dobri, ali neekonomic¢ni
rezultati u polju postignuti su u varijantama u kojima je preparat na bazi tiabendazola
primenjivan tri puta, pocCevsi od tretiranja semena i zemljiSta do tretiranja biljaka u toku
vegetacije (Ranney, 1971; cit. Nene 1 Thapliyal, 1994).

Song i sar. (2004) potvrdili su osetljivost izolata F. oxysporum poreklom iz obolelih
biljaka paradajza gajenih u hidroponima na fungicide iz razlic¢itih hemijskih grupa. Ispitivani
izolati ispoljili su najvecu osetljivost na karbendazim sa vrednoS¢u srednje efektivne
koncentracije (ECsg) od 0,019 pg/ml. U in vivo ogledima utvrdeno je da se preventivhom
primenom karbendazima u koli¢ini od 5 pg/ml postize znatno bolja efikasnost (87 %) u
poredenju sa kurativnim tretmanima (34,4 %).

Amini i Fevzi Sidovich (2010) utvrdili su najvecu toksi¢nost prohloraza (ECso= 0,005
pg/ml) na F. oxysporum f. sp. lycopersici, a nesto nizu toksi¢nost benomila (ECsy = 0,006
pg/ml). Dokazano je i da su karbendazim i tiofanat-metil u laboratorijskim uslovima
statisticki znacajno uticali na inhibiciju porasta micelije izolata F. oxysporum f. sp.
vasinfectum. Pri najvecoj koncentraciji od 150 mg/100 ml procenat inhibicije porasta micelije
za karbendazima iznosio je > 95 %, a za tiofanat-metil oko 90 %. Takode, i u in vivo
ogledima ispoljili su najvecu efikasnost protiv prouzrokovaca ,,fuzarioznog uvenuca* pamuka
(Rajput 1 sar., 2006).

Jovicevi¢ i sar. (2006) preporucuju primenu karbendazima zajedno sa iprodionom za
zaStitu povrtarskih useva od prouzrokovaca ,bele trulezi“ S. sclerotiorum. Kishore 1 Gupta
(1997) utvrdili su da se tretiranjem semena suncokreta preparatom na bazi karbendazima
postize zadovoljavajuca efikanost (66,7 %) u suzbijanju ovog oboljenja. Kutchera i Wolf
(2006) dokazali su da benomil i vinklozolin znac¢ajno smanjuju i pojavu ,bele trulezi na
uljanoj repici. Medutim, iako su fungicidi iz grupe benzimidazola godinama primenjivani u
zastiti ovog useva od S. sclerotiorum, sve rede su u upotrebi zbog opasnosti od pojave
rezistentnih izolata (Li 1 sar., 2004).

Utiamada 1 sar. (1999a, b, 2000) i Taneja i Grover-a (1982) potvrdili su izuzetno
dobru efikasnost (90 %) preparata iz grupe benzimidazola na bazi benomila i tiofanat-metila
u suzbijanju vrsta roda Rhizoctonia — R. solani (u usevu africkog pasulja) 1 R. bataticola (u
usevu suncokreta i susama) 1 pri niskim dozama primene. U ogledima sprovedenim u polju u

usevu soje najefikasniji su bili fungicidi iz grupe strobilurina, triazola i benzimidazola.
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2.3.2. Triazoli i imidazoli

Prakti¢nu primenu u poljoprivredi nasla su prvenstveno petoClana heterocikli¢na
jedinjenja sa dva atoma azota (imidazoli) i jedinjenja sa tri atoma azota (triazoli). Fungicidi iz
ovih grupa inhibiraju demetilaciju ugljenika kod prekursora ergosterola, i to kod lanosterola u
polozaju C-14 ili u polozaju C-24 kod metilen dihidrolanosterola, i oznaceni su kao DMI
fungicidi (DeMethylation Inhibitors) (Kuck i sar., 1995).

U gajilistima Sampinjona, za suzbijanje V. fungicola koriste se uglavnom preparati na
bazi prohloraza. Medutim, Kurt i sar. (2003) dokazuju da je moguce postic¢i zadovoljavajucu
efikasnost (56,6-80 %) 1 u suzbijanju V. dahliae u usevu pamuka, ukoliko se preparat na bazi
prohloraza primeni tretiranjem zemljiSta nakon setve, u koli¢ini od 1250 g a.m./ha, uz utroSak
200 1 vode po ha. Medutim, ovi autori isti¢u da je prohloraz samo delimi¢no uspeSan u
suzbijanju prouzrokovaca ,,zelenog uvenucéa” i da prvenstveno utice na ublazavanje simptoma
kod ve¢ zarazenih biljaka.

Song i sar. (2004) utvrdili su da je srednja efektivna koncentracija prohloraza (ECs)
za izolat F. oxysporum f. sp. lycopersici poreklom iz obolelih biljaka paradajza 0,235 pg/ml.
Istrazivanjima Amini i Fevzi Sidovich-a (2010) u laboratorijskim uslovima utvrdena je
najveca toksicnost prohloraza (ECsy = 0,005 pg/ml) na porast micelije F. oxysporum f. sp.
lycopersici. Nel 1 sar. (2006) potvrdili su da je prohloraz statisticki znacajno inhibirao i porast
micelije F. oxysporum f.sp. cubense pri koncentraciji fungicida u podlozi od 11 5 pg/ml.

Brojna istraZivanja potvrdila su da je prohloraz jedan od najefikasnijih fungicida za
suzbijanje prouzrokovaca ,,fuzarioznog uvenuca“ biljaka (Song i sar., 2004; Amini i Fevzi
Sidovich, 2010). Nel i sar. (2007) utvrdili su da propikonazol pri koncentraciji od 100 mg/ml
u potpunosti inhibira porast micelije F. oxysporum f.sp. cubense. Pored visoke toksi¢nosti u
in vitro ogledima, potvrdeno je 1 da je preparat na bazi propikonazola bio najefikasniji u
suzbijanju prouzrokovaca ,,fuzarioznog uvenuca‘“ i u poljskim uslovima (81,6 %).

CaiHua 1 sar. (2009) utvrdili su osetljivost 12 izolata F. oxysporum f.sp. fragariae
izolovanih iz zaraZenih Zzivica jagode na tebukonazol, dinikonazol, difenokonazol i
miklobutanil. Vrednosti ECsy za tebukonazol iznosile su od 0,11 do 1,17 pg/ml; za
dinikonazol od 0,14 do 2,26 pg/ml; za difenokonazol od 0,13 do 9,03 pg/ml i za miklobutanil
od 1,20 do 60,93 pg/ml.

2.3.3. Strobilurini
Fungicidi iz grupe strobilurina imaju specifican mehanizam delovanja. Oni se vezuju

za proteinske podjedinice citohrom bc; kompleksa smeStenog u unutrasnjoj membrani
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mitohondrija, remeteci na taj nacin proces c¢elijskog disanja kod gljiva (Jordan 1 sar., 1999;
Tamura 1 Mizutani, 1999; Fisher i Meunier, 2008). Citohrom bc; je kljucni enzim u
respiratornom elektron-transportnom lancu koji katalizuje transport elektrona sa ubikvinola
(Q) do citohroma c¢. Za funkcionisanje katalitickog mehanizma, oznacenog kao Q-ciklus
(Mitchell, 1975), potrebna su dva udaljena mesta vezivanja ubikvinola (oksidaciono i
redukciono), locirana na suprotnim stranama unutrasnje membrane mitohondrija, koja su
povezana transmembranom elektron-transportnog puta. U citohromu b se nalaze i ubikvinol
oksidaciono mesto (Qo mesto ili P centar) i redukciono mesto (Qi mesto ili N centar), kao i
transmembranski elektronski put (Fisher i Meunier, 2008). Najznacajniji predstavnici
fungicida iz ove grupe koji efikasno deluju na prouzrokovace uvenuca i trulezi biljaka su
azoksistrobin, trifloksistrobin i piraklostrobin.

U in vitro testovima osetljivosti gljiva 1 pseudogljiva na fungicide iz grupe
strobilurina uoceno je da pojedine vrste poseduju sposobnost aktiviranja alternativnog nacina
disanja. Zapazeno je da se izolati odredenih vrsta nesmetano razvijaju ¢ak i u prisustvu
visokih koncentracija ovih jedinjenja, zbog Cega se dobija lazna slika o pojavi rezistentnosti.
Ovaj fenomen se vezuje iskljucivo za laboratorijska ispitivanja osetljivosti i nije zabelezen u
ispitivanjima efikasnosti in vivo. Jedno od objasnjenja ove pojave je da biljka domacin
produkuje flavonoide koji su odgovorni za spre¢avanje stvaranja alternativnih oksidaza. U
cilju spreCavanja patogena da koriste alternativne mehanizme disanja, u in vifro ogledima
primenjuje se supstanca salicilhidroksaminska kiselina (SHAM) koja inhibira aktiviranje
alternativnih oksidaza (Ziogas i sar., 1997; Olaya i sar., 2001). Tako, Wise i sar. (2008)
navode da je obavezna upotreba SHAM-a u ispitivanjima osetljivosti Ascochyta rabiei na Qol
fungicide ¢ime se dobijaju znatno nize vrednosti srednjih efektivnih koncentracija. Pasche 1
piraklostrobin u tretmanima sa SHAM-om. Uoceno je i da SHAM u kombinaciji sa
trifloksistrobinom jace inhibira porast micelije Mycosphaerella fijiensis u odnosu na varijante
u kojima je primenjivan samo fungicid (Sierotzki 1 sar., 2000).

Bubici 1 sar. (2006) dokazali su da azoksistrobin 1 trifloksistrobin ispoljavaju visoku
efikasnost u suzbijanju V. dahliae u usevu patlidzana u zasticenom prostoru. Pri tom,
utvrdeno je da azoksistrobin (95 %) ispoljava vecu efikasnost u odnosu na trifloksistrobin (78
%), a sli¢ni rezultati dobijeni su i u ispitivanjima izvedenim u polju.

Gullino 1 sar. (2002) utvrdili su najbolji efekat preparata na bazi azoksistrobina u
suzbijanju F. oxysporum u usevu ciklame i hrizanteme. Pri koncentraciji primene od 250 mg/1

na biljkama ciklame procenat obolelih biljaka iznosio je 2,3-36,4 %; a na biljkama
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hrizanteme 6,7-35 %. Trifloksistrobin je bio efikasan samo u suzbijanju patogena u usevu
ciklame dok je kresoksim-metil izazvao fitotoksi¢ne efekte.

U laboratorijskim uslovima utvrdena je 1 osetljivost 47 izolata Pythium spp. na
azoksistrobin. Svi izolati ispoljili su visoku osetljivost (ECsy 0,001-0,27 mg/ml) (Wheeler i
sar., 2005).

Tretiranjem zarazenog semena soje preparatom na bazi azoksistrobina, kao i
njegovom kombinovanom primenom sa fludioksonilom i mefenomaksom postignuta je
efikasnost od 74,1 1 71,3 % u zastiti mladih biljaka od ,,poleganja* (Ellis i sar., 2009).

Prema istrazivanjima Stump i sar. (2002), uspeSno suzbijanje trulezi korena i
korenovog vrata koju prouzrokuje R. solani ostvaruje se tretiranjem mladih biljaka Secerne
repe fungicidima na bazi strobilurina. U varijantama primene ovih fungicida u poljskim
uslovima zaraza na vestacki inokulisanim biljkama Secerne repe je smanjena za 41-81 %, a
prinos je povecan 3-4 puta u odnosu na netretiranu kontrolu. Takode, Meyer 1 sar. (2006)
utvrdili su najviSu efikasnost kresoksim-metila 1 azoksistrobina u suzbijanju R. solani na soji
u odnosu na ostale ispitivane fungicide (fludioksonil, piraklostrobin + boskalid, karbendazin,
difenokonazol, fluazinam, iprodion, tiabendazol, tebukonazol, piraklostrobin, benomil,
prosimidon, hlrorotalonil, kresoksim-metil, mankozeb, tiofanat-metil). Medutim, za ova dva
fungicida utvrdena je 1 najmanja toksi¢nost u in vitro ogledima, i to za azoksistrobin ECsy =
0,67 pg/ml, odnosno ECsp= 9,02 pg/ml za kresoksim-metil.

Azoksistrobin 1 piraklostrobin ispoljavaju dobru efikasnost u suzbijanju
prouzrokovaca propadanja rasada — Pythium ultimum. Takode, utvrdeno ja da ova dva
fungicida osim §to znacajno smanjuju intenzitet oboljenja, deluju i stimulativho na porast
biljaka (Salman 1 Abuamsha, 2012). Azoksistrobin smanjuje intenzitet propadanja rasada za >
50 % (pri koncentracijama primene od 5 do 10 pg/ml), dok je piraklostrobin pri istim

koncentracijama primene smanjio intenzitet oboljenja za > 60 %.

2.3.4. Piridinil-etil-benzamidi

Fungicidi iz ove hemijske grupe, oznaceni kao SDHI (succinate dehydrogenase
inhibitor) fungicidi, inhibiraju enzim sukcinat dehidrogenazu (kompleks II) koja je znacajan
funkcionalni deo Krebsovog ciklusa (ciklus trikarboksilnih kiselina), a povezana je sa
elektronskim transportom koji se odvija u procesu mitohondrijalnog disanja. Zahvaljujuci
ovom specificnom mehanizmu delovanja, nije utvrdena ukrstena rezistentnost jedinjenja iz
ove grupe sa jedinjenjima iz drugih hemijskih grupa, kao $to su strobilurini, benzimidazoli ili

anilinopirimidini (Leroux i sar., 2002; Avenot i sar., 2008). Prema FRAC Kklasifikaciji
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fluopiram ima oznaku 7 i na osnovu mehanizma delovanja oznacen je kao fungicid srednjeg
do visokog rizika za razvoj rezistentnosti (http://www.frac.info/).

Fluopiram je noviji fungicid iz ove grupe, sistemi¢nog nacina delovanja, koji se
primenjuje prvenstveno za suzbijanje pravih gljiva. Koristi se folijarno ili preko zemljista
zalivanjem biljaka. S obzirom da je fluopiram relativno novo jedinjenje iz ove grupe, jos

uvek nema podataka o njegovom delovanju na patogene iz zemljista.

2.3.5. Ftalimidi

Ftalimidi su fungicidi nespecificnog mehanizma delovanja. Ova jedinjenja deluju
preventivno 1 zahtevaju ucestalu primenu i1 visoke doze. Uglavnom inhibiraju klijanje
konidija, dok je njihov efekat na porast micelije in vitro znacajno slabiji. Primarni
mehanizam delovanja zasniva se na blokiranju enzima koji sadrze sumpor, a uéestvuju u
klijjanju konidija. Najpoznatija jedinjenja iz ove grupe su kaptan i folpet. Fungicidi iz ove
hemijske grupe uglavnom se koriste za folijarna tretiranja, ali se koriste i za tretiranje
semena, prvenstveno kaptan. Koristi se za zastitu semena Secerne repe, uljane repice, lana,
kukuruza, je¢ma, povrtarskih biljaka i cveca (Stankovié¢, 1972).

Ram 1 sar. (2004) utvrdili su da je kaptan u uslovima staklenika ispoljio
zadovoljavaju¢u efikasnost u suzbijanju prozrokovaca ,,fuzarioznog uvenuca” gladiola. U
varijantama primene preparata na bazi kaptana intenzitet oboljenja je iznosio 23 %, dok je u
varijantama gde su primenjivani preparati na bazi karbendazima, benomila 1 mankozeba
procenat obolelih biljaka bio statisticki znacajno ve¢i. Medutim, autori istiCu da je intenzitet
oboljenja bio najniZi u varijjantama primene preparata na bazi benomila (14,2 %) i
karbendazima (19,4 %). Kaptan obezbeduje 1 dobru zastitu kukuruza od F. oxysporum iz
zemljisSta 1 poboljSava nicanje biljaka (Faloon, 1982; cit. McGee, 1988).

Dokazano je da se tretiranjem zaraZenog semena kaptanom postize visoka efikasnost
u suzbijanju oboljenja koja prouzrokuje S. sclerotiorum. Tu (1989) je utvrdio da se u
kombinaciji sa tiofanat-metilom u potpunosti inhibira porast micelije S. sclerotiorum na
semenu pasulja. Mueller 1 sar. (1999) takode su utvrdili da se kombinovanom primenom
kaptana, kvintozena, tiabendazola i fludioksonila u potpunosti (100 %) inhibira porast
micelije S. sclerotiorum na semenu soje.

Igbal 1 sar. (2003) utvrdili su uticaj razli¢itih fungicida (propineba, triadimenola,
benomila, kaptana, hlorotalonila, mankozeba, metalaksil-m + mankozeb, tiabendazola) na
inhibiciju klijanja spora i porast micelije S. sclerotiorum poreklom sa patlidzana. lako je u

tretmanu kaptanom pri koncentraciji od 100 mg/l procenat inhibicije porasta micelije bio 90
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%, istrazivaci navode da je ovaj fungicid ispoljio umerenu efikasnost u poredenju sa ostalim
ispitivanim fungicidima. Klijavost sklerocija pri istoj koncentraciji kaptana iznosila je 17,2

%.

2.3.6. Karboksamidi

Karboksamidi su sistemi¢ni fungicidi koji isto kao 1 pirinidil-etil-benzamidi inhibiraju
enzim sukcinat dehidrogenazu, koja predstavlja funkcionalnu jedinicu ciklusa trikarboksilnih
kiselina i elektrontransportnog sistema mitohondrija i to uglavnom kod bazidiomiceta (Kulka
1 Von Schelming, 1995). ZapaZeno je da neki karboksamidi deluju inhibitorno i na
Aspergillus spp., Fusarium spp., Helminthosporium spp. 1 B. cinerea in vitro. Selektivnost
ove grupe fungicida zasniva se na razlici u osetljivosti enzima na delovanje fungicida i/ili na
mogucénosti dospevanja fungicida do mesta delovanja (Leroux, 2004). Novije jedinjenje iz
ove hemijske grupe je boskalid koji poseduje Sirok spektar delovanja.

Liu 1 sar. (2009) utvrdili su osnovnu osetljivost izvorne populacije S. sclerotiorum
izolovane iz zarazenih biljaka uljane repice na boskalid. Svi izolati ispoljili su visoku
osetljivost na ispitivani fungicid sa utvrdenim ECsy vrednostima u intervalu od 0,002 do
0,391 mg/l. Medutim, Wang i sar. (2009) utvrdili su viSu vrednost srednje efektivne
koncentracije ECsy izvorne populacije S. sclerotiorum koja je iznosila 0,17 + 0,09 pg/ml. U
ogledima efikasnosti koje su izveli Matheron 1 Porchas (2004) u usevu zelene salate, boskalid
je smanjio intenzitet oboljenja izazvan S. sclerotiorum za 30,4 %, dok je u suzbijanju S.

minor postignuta nesto veca efikasnost koja je iznosila 55,5 %.

2.3.7. Karbamati

Propamokarb i protiokarb su najvazniji karbamatni fungicidi. Spektar delovanja im je
ograni¢en na pseudogljive, i to na vrste iz rodova Pythium, Phytophthora, Aphanomyces,
Bremia, Peronospora 1 Pseudoperonospora (Tomlin, 2003). Uglavnom se koriste u
rasadnickoj proizvodnji za suzbijanje prouzrokovaca propadanja i poleganja mladih biljaka.
Bioloski mehanizam delovanja jo$ nije u potpunosti jasan. Medutim, Schwinn 1 Staub (1995)
navode da je uoCeno da propamokarb uti¢e na biosintezu fosfolipida i masnih kiselina u
¢elijskim membranama. Pretpostavlja se da je njegovo bioloSko mesto delovanja zapravo
kombinacija umerenog efekta inhibicije klijanja sporangija 1 izrazenijeg efekta spre¢avanja
porasta micelije patogena (Cohen i Samoucha, 1990). Sto se ti¢e pokretljivosti u odnosu na
biljke propamokarb je lokalsistemik i uglavnom se krece akropetalno (Cohen i Samoucha,

1990; Horne, 1999). BioloSka aktivnost je relativno slaba u poredenju sa drugim
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lokalsistemi¢nim fungicidima, tako da se mora primenjivati u ve¢im koli¢inama (Schwinn
and Staub 1995). U nasoj zemlji koristi se preventivno za zalivanje rasada paprike, tri dana
pred rasadivanje (Miti¢, 2004).

Papavizas 1 sar. (1978) utvrdili su ECsy vrednosti propamokarba za vrste P.
aphanidermatum, P. splendens, P. irregulare, P. ultimum 1 P. arrhenomanes u intervalu od
0,5 do 10 pg/ml. Medutim, novija istrazivanja Liu 1 Liu-a (2007) ukazuju na viSe vrednosti
srednjih efektivnih koncentracija za P. aphanidermatum (35,3 mg/l). Isti istrazivaci dokazali
su da je u in vivo uslovima efikasnost propamokarba iznosila 72,3-80,2 %. Paradikovi¢ i sar.
(2012) utvrdili su u varijantama primene preparata na bazi propamokarba u suzbijanju P.
ultimum veéu masu stabljike 1 lista mladih biljaka paprike (2-4 lista) i to za 32,8 % odnosno
49,1 % u odnosu na inokulisanu kontrolu. Takode, najveéa masa korena izmerena je u
tretmanu sa ovim fungicidom (0,51 g), dok je broj prezivelih biljaka iznosio 50 %.

Vatchev i Maneva (2012) utvrdili su najvecu efikasnost prilikom kombinovane
primene tiofanat-metila i propamokarb hidrohlorida od 84 % u suzbijanju meSane infekcije na
biljkama krastavca ¢iji su prouzrokovaci F. oxysporum, Phytophthora spp., Pythium spp.i
Rhizoctonia solani. Propamokarb hidrohlorid u kombinaciji sa benomilom ispoljio je nesto
nizu efikasnost od 77,7 %. Pojedinatnom primenom preparata postignuti su slabiji rezultati:

efikasnost benomila iznosila je 52,5 %; tiofanat-metila 38,4 %; a propamokarba 16,2 %.

2.3.8. Dikarboksimidi

Dikarboksimidi ispoljavaju protektivno delovanje u suzbijanju fitopatogenih gljiva iz
rodova Botrytis, Sclerotinia, Monilinia, Alternaria, Sclerotium, Phoma, Helminthosporium,
Rhizoctonia 1 Corticum. RazliCita aktivnost kao 1 spektar delovanja pojedinih jedinjenja iz
ove grupe uslovljena je njihovom hemijskom strukturom. Dikarboksimidi imaju cikli¢nu
komponentu koja moze biti oksazolidindion (vinklozolin 1 hlozolinat), sukcinimid
(prosimidon 1 metomeklan) i hidantoin (iprodion). Dikarboksimidi izazivaju nespecifi¢ne
morfoloSke promene micelije, slicne promenama koje nastaju pod uticajem sorboze,
citohalasina ili inhibitora sinteze proteina (Macris 1 Georgopoulos, 1973: loc. cit. Edlich 1
Lyr, 1995). Utvrdeno je da inhibiraju porast micelije 1 klijanje konidija, s tim §to je inhibicija
klijanja konidija slabije izraZzena (Parker i Fisher, 1979: loc. cit. Edlich i Lyr, 1995). Ova
jedinjenja uticu na strukturu 1 mitotsku deobu celije, sintezu proteina ¢elijskih membrana,
RNK i DNK, a remete i metabolizam sterola 1 lipida. Medutim, 1 pored velikog broja efekata
koje dikarboksimidi mogu da izazovu u razli¢itim delovima metabolizma celije, njihov

primarni mehanizam delovanja jo$ uvek nije poznat.
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Csinos 1 Stephenson (1999) utvrdili su u in vitro testovima da su izolati R. solani
ispoljili visoku osetljivost na iprodion sa vrednoscu srednje efektivne koncentracije od 0,05
mg/l, a ovi rezultati potvrdeni su i u uslovima staklenika gde je iprodion ispoljio najvecu

efikasnost.

2.3.9. Fenilamidi

Fungicidi iz grupe fenilamida ispoljavaju veoma specificno delovanje na patogene
reda Peronosporales 1 podeljeni su u dve grupe: a) acilalanini — sa najvaznijim jedinjenjima
furalaksil, metalaksil i benalaksil, i b) acilamino-oksazolidioni — ofurak i ciprofuram
(Schwinn 1 Staub, 1995). Iako se sva ova jedinjenja koriste za navedenu namenu, metalaksil
ima najsiru komercijalnu primenu (Erwin i Ribeiro, 2005). Otkri¢e fenilamida je vezano za
istrazivanja strukturalno bliskih hloroacetanilidnih herbicida (Davidse, 1995). Bioloski
mehanizam delovanja nije u potpunosti jasan, ali Davidse (1995) smatra da je usmeren na
inhibiciju biosinteze ribozomalne RNA preko remecenja polimeraze RNA I kompleksa.
Inhibiraju porast micelije 1 sporulaciju patogena (Davidse i sar., 1988). Zbog svoje
rastvorljivosti u vodi metalaksil se lako usvaja preko korena i koristi se za suzbijanje
Phythium 1 Phytophthora vrsta zalivanjem biljaka u rasadnicarskoj i proizvodnji ukrasnih
biljaka (Benson, 1985; Benson 1990).

Al-Sa'di 1 sar. (2008) utvrdili su da je pri koncentracijama < 0,80 mg/l metalaksil
inhibirao porast micelije izolata P. aphanidermatum izolovanih sa mladih biljaka krastavca za
50 % u uslovima in vitro.

U ispitivanjima Abdelhazer i sar. (2004) metalaksil je u potpunosti inhibirao porast
micelije izolata P. deliense 1 P. oligandrum pri koncentraciji u podlozi od 10 ppm. Inhibicija
klijanja oospora postignuta je i pri nizoj koncentraciji od 2 ppm.

Salman i Abuamsha (2012) utvrdili su visoku efikasnost metalaksila u zastiti ponika
paradajza od P. ultimum kako u tretmanima gde je primenjivan samostalno tako i u
slucajevima kombinovane primene sa P. fluorescens. Medutim, za razliku od azoksistrobina 1
piraklostrobina metalaksil nije ispoljio stimulativno delovanje. Takode, tretiranjem semena
fungicidima (azoksistrobina, metalaksila-M 1 piraklostrobina) u kombinaciji sa P. fluorescens
postignuta je efikasnost od 90 %. Pivonia i sar. (2012) navode da je primenom metalaksila
moguce u potpunosti redukovati pojavu oboljenja ¢iji su prouzrokovaci vrste roda Pythium na

mladim biljkama paprike.
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2.3.10. Fosfonati

Najznacajniji predstavnik ove grupe fungicida je fosetil-aluminijum i produkt njegove
razgradnje fosforna kiselina. Sva jedinjenja ove grupe se ubrzo posle dospevanja u biljno
tkivo razgraduju do fosfatnog anjona koji predstavlja aktivnu komponentu ovih fungicida
(Guest 1 Grant, 1991). Alkil-fosfonati mogu ispoljiti dodatni fungicidni efekat preko svog
metalnog katjona. Schwinn i Staub (1995) utvrdili su da se biohemijski mehanizam delovanja
fosfonata odnosi na metabolizam amino-kiselina. Pored fungistaticnog efekta, fosfonati
indukuju kod biljaka i otpornost na patogene (Griffith i sar., 1992). Fosfonati se odli¢no
translociraju u biljkama i1 akropetalno i1 bazipetalno, $to ih Cini jedinstvenim medu svim
fungicidima. Medutim, moZzda je ipak prihvatljivija hipoteza koju zastupaju Guest i Grant
(1991) da fosfonati deluju i kao fungistatici i kao stimulatori otpornosti biljaka. Pomenuti
autori u svojim istrazivanjima zakljucuju da iako fosfonati nisu uvek u dovoljnoj meri aktivni
protiv Qomycota in vitro, mnogo su efikasniji prema ovoj grupi patogena in vivo. Fosfonati
menjaju metabolizam patogena na takav nacin da biljka domaéin moze mnogo brze i
efikasnije da pripremi odbrambenu reakciju. Ove promene metabolizma podrazumevaju
kombinaciju dva mehanizma: a) smanjenje broja molekula supresora prisutnih na povrsini
patogena, 1 b) povecanje broja molekula elicitora koji su izloZeni receptorima na ¢elijama
domacina. Oba navedena mehanizma ne deluju inhibirajuée na patogena in vitro, ali su
letalna u prisustvu aktivnog odbrambenog sistema biljke domacina (Erwin 1 Ribeiro, 2005).

Cook 1 sar. (2009) utvrdili su znatno nize ECsy fosforne kiseline koje su se kretale u
intervalu od 35,6 do 171,8 mg/l za vrstu P. aphanidermatum, dok se za Sest izolata Pythium
spp. ECsp kretala u rasponu od 38,7 do 220,8 mg/l. Poljskim ogledima dokazana je visoka
efikasnost fosfonata. Efikasnost svih testiranih fungicida u suzbijanju P. aphanidermatum 1

Pythium spp. iznosila je > 89 %.

2.3.11. Ditiokarbamati

Prvi ditiokarbamati su otkriveni 40-ih godina XX veka, a dalji razvoj je usledio u
periodu izmedu 1951. 1 1962. godine (Erwin 1 Ribeiro, 2005). Njithovom pojavom pocela je
era primene organskih fungicida (Stein, 2002). Po spektru delovanja i efikasnosti primene
ditiokarbamati su sli¢ni bakarnim preparatima, ali se zbog smanjene fitotoksi¢nosti kao i
lakSe primene 1 transporta ceSce primenjuju. Strukturalno se razlikuju dve podgrupe
ditiokarbamata: dialkilditiokarbamati (ciram, ferbam, tiram) i monoalkil ditiokarbamati
(nabam, cineb, maneb, mankozeb) (Nene i Thapliyal, 1994). Fungitoksicno delovanje

derivata ditiokarbaminske kiseline vezano je za ditiokarbamatni anjon, koji nakon dospevanja
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u celije gljive reaguje sa endogenim jonom bakra i u tom obliku ispoljava svoje delovanje
(Janji¢, 2005).

Mankozeb je visoko stabilni kompleks mangana i cinka ¢ija aktivna komponenta,
ditiokarbamatni jon, remeti metalo-enzime ili reaguje sa tiolnim grupama enzima. Jedinjenja
iz podgrupe dialkilditiokarbamata pokazuju donekle specificno delovanje na dehidrogenaze
koje sadrze lipoamide (Sijpesteijn i sar., 1957: loc. cit. Corbett i sar., 1974). Cesto se
kombinuju sa sistemi¢nim i lokalsistemi¢nim fungicidima kao $to su metalaksil, cimoksanil,
oksadiksil, dimetomorf, famoksadon i fosetil-aluminijum, u cilju sprecavanja razvoja
rezistentnosti i prosSirenja spektra delovanja.

Balicevi¢ (2008) je utvrdio visoku efikasnost bioloSkog preparata na bazi T.
harzianum u suzbijanju Pythium debaryanum u usevu salate u uslovima plastenicke
proizvodnje. Najveci broj prezivelih biljaka salate utvrden je u tretmanu gde je koriscen
bioloski preparat (24,75 biljaka), a najmanji u tretmanu sa mankozebom (9,75 biljaka).
Takode, u kontroli i tretmanu sa propamokarb hidrohloridom utvrden je veci broj biljaka (P <

0,05) u odnosu na biljke tretirane mankozebom.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Uzorkovanje i izolacije gljiva i pseudogljiva

Patogeni roda Verticillium, Fusarium, Sclerotinia, Pythium i Rhizoctonia izolovani su
iz obolelih biljaka paprike koje poti¢u sa lokaliteta Padinska Skela, Sabac, KnjaZevac i
Smederevska Palanka. Izolati V. dahliae 1 S. sclerotiorum zolovani su iz biljaka paprike sa
simtomima ,,verticilioznog uvenuéa” i ,,bele trulezi”, a P. aphanidermatum iz zemljista. Ovi
izolati su deo kolekcije Instituta za pesticide i zastitu zivotne sredine. Izolat F. oxysporum
izolovan je iz biljaka paprike sa simptomima ,,fuzarioznog uvenuca” u laboratoriji za
fitopatologiju Instituta za povrtarstvo, a izolat R. solani izolovan je sa obolele biljke paprike
sa simptomima uvenuca 1 trulezi korena i identifikovan u laboratoriji za fitopatologiju
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu. Podaci o lokalitetima i vremenu izolacije prikazani

su u tabeli 1.

Tabela 1. Lokaliteti sa kojih su prikupljeni uzorci obolelih biljaka paprike

Izolati Lokalitet Godina sakupljanja
uzoraka

V. dahliae' Padinska Skela 2010.

F. oxysporum” Smederevska Palanka 2010.

S. sclerotiorum' Sabac 2009.

P. aphanidermatum’ Smederevska Palanka 2007.

R. solani’® Knjazevac 2009.

'kolekcija Instituta za pesticide i zastitu Zivotne sredine — Beograd
*kolekcija Instituta za povrtarstvo — Smederevska Palanka
*kolekcija Poljoprivrednog fakulteta — Univerzitet u Novom Sadu

1z sakupljenih uzoraka uradena je izolacija primenom standardnih mikoloskih metoda
(Dhingra i Sinclair, 1995). Fragmenti obolelih delova korena i prizemnog dela stabla sa
prelaza zdravog i obolelog tkiva isecani su sterilnim skalpelom, ispirani pod mlazom vode,
zatim povrSinski sterilisani 2 % rastvorom natrijum hipohlorita (NaOC]l) 1 preneti na sterilnu
KDA (krompir-dekstrozni agar) podlogu. Zasejane podloge su inkubirane u mraku, pri
temperaturi od 20-25 °C do pojave kolonije gljive/pseudogljive. Dobijena micelija je
presejana da bi se dobila Cista kultura, koja je za dalji rad odrzavana na istoj podlozi i1 istom
temperaturnom rezimu. Dobijeni izolati su zatim presejani u epruvete sa zakoSenom KDA
podlogom i ¢uvane u frizideru na temperaturi od 4 °C (Dhingra 1 Sinclair, 1995). Pythium sp.
izolovan je iz zemljiSta koriS¢enjem naklijalog semena paprike kao mamka (Patil i sar.,

2012).
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3.2. Provera patogenosti izolata

Patogenost izolata proverena je u stakleniku vestackom inokulacijom biljaka paprike
sorte Novosadska babura.

Inokulum je pripreman od izolata gljiva gajenih na KDA podlozi u periodu od dva do
15 dana, u zavisnosti od izolata.

Inokulum izolata V. dahliae pripremljen je u vidu suspenzije micelije 1 konidija koja
je napravljena dodavanjem 10 ml sterilne destilovane vode u Petri kutije sa odgajenom
kulturom starosti dve nedelje. Micelija i konidije patogena su odvojene od podloge sterilnom
kopljastom iglom, a suspenzija je koriS¢ena za inokulaciju prilikom presadivanja biljaka
paprike starosti Sest i viSe listova. Korenov sistem svake biljke potapan je u inokulum u
trajanju 10-15 minuta. Nakon toga biljke su presadene u saksije prec¢nika 100 mm i zalivene
najpre preostalom koli¢inom inokuluma (oko 5 ml po biljci), a potom vodom.

Inokulum ostalih izolata pripreman je gajenjem izolata na sterilisanom zrnu pSenice
(S. sclerotiorum 1 P. aphanidermatum) ili jeCma (F. oxysporum i R. solani). U Erlenmajer
kolbe zapremine 250 ml stavljeno je 60 g zrna pSenice ili jema i 20 ml destilovane vode.
Potopljeno zrno je ostavljeno na sobnoj temperaturi 24 sata, a zatim sterilisano u autoklavu
pri temperaturi od 121 °C i pritisku od 1,2 bara u trajanju od 20 minuta. Nakon sterilizacije, u
kolbe su dodati fragmenti micelije ispitivanih izolata. Kolbe su potom inkubirane u
termostatu pri temperaturi od 20-25 °C do momenta kada je micelija u potpunosti prorasla
supstrat. Tokom perioda inkubacije, kolbe su povremeno protresane radi spreCavanja
stvaranja kompaktne mase zrna i micelije.

Provera patogenosti izolata F. oxysporum, S. sclerotiorum, P. aphanidermatum 1 R.
solani izvrSena je u uslovima staklenika na sli¢an nacin. U saksije napunjene sterilnim
zemljiSnim supstratom dodavano je po 5 ml pripremljenog inokuluma, a zatim je izvrSeno
sadenje biljaka paprike. Za F. oxysporum, S. sclerotiorum i R. solani biljke su bile u fazi
Cetiri prava lista, dok su za P. aphanidermatum koris¢eni klijanci starosti 17-20 dana. Nakon
zasadivanja biljke su zalivane vodom, a promene na biljkama u vidu poleganja, zaostajanja u
porastu 1 uvenuca prac¢ene su svakodnevno.

Za rad je koriS€en sterilisan zemljiSni supstrat B — Medium Course nemackog
proizvodata Floragard®. Kao kontrola koriséene su neinokulisane biljke paprike
odgovarajuce starosti, koje su zalivane sterilnom vodom. Posle pojave simptoma uvenuca ili
poleganja biljaka, reizolacijom je potvrdeno da su oni posledica patogene aktivnosti izolata

koris¢enih za inokulaciju.
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3.3. Morfoloske karakteristike izolata

Izolati su identifikovani na osnovu proucenih makroskopskih i1 mikroskopskih
morfoloskih karakteristika izolata.

Morfoloske makroskopske i mikroskopske karakteristike izolata V. dahliae proucene
su gajenjem izolata na KDA podlozi. Nakon inkubacije od 15 dana pri temperaturi od 25 °C
posmatran je tip micelije, oblik i boja kolonije, odlike ruba kolonije, kao i prisustvo sklerocija
1 konidija parazita. Pravljeni su privremeni mikroskopski preparati od micelije stare 15 dana i
posmatran je izgled hifa, konidiofora i konidija, kao i prisustvo i izgled mikrosklerocija
(Hawksworth i Talboys, 1970).

Izolat F. oxysporum zasejavan je na KDA podlogu i nakon inkubacije od sedam dana
pri temperaturi od 25 °C, posmatrane su njegove makroskopske karakteristike: tip micelije,
oblik i boja kolonije, odlike ruba kolonije kao i lucenje pigmenta u podlogu. Radi
prouCavanja mikroskopskih karakteristika, izolat je zasejan na SNA podlogu (Bilijeva
podloga, modifikovana po Jofeu: 1 g KH,PO4; 1 g KNOs3; 0,5 g MgSOy; 0,5 g KCI; 0,2 g
glukoza; 0,2 g saharoza; 0,2 g skrob; 15 g agar; 1 1 destilovane vode) (Levi¢, 2008). Nakon
inkubacije od sedam dana posmatran je izgled konidiofora, prisustvo ili odsustvo
makrokonidija, mikrokonidija i hlamidospora (Windels, 1992).

Sa ciljem proucavanja makroskopskih 1 mikroskopskih karakteristika, izolat
S.sclerotiorum, zasejan je na KDA podlogu 1 nakon inkubacije od pet dana pri temperaturi od
25 °C posmatrani su razvoj kolonije, izgled 1 boja kolonije, kao 1 prisustvo sklerocija (Cuong
1 Dohroo, 2006).

Izolat R. solani inkubiran je na KDA podlozi pri temperaturi od 25-26 °C i tokom
desetodnevnog razvoja posmatran je porast i promena boje micelije, kao 1 pojava sklerocija.
Micelija gljive je mikroskopirana u cilju utvrdivanja sledec¢ih karakteristika: izgled micelije,
grananje 1 septiranost hifa, kao 1 prisustva visejedarnih ¢elija (Bandoni, 1971).

Morfoloske karakteristike izolata P. aphanidermatum proucene su gajenjem na KDA
podlozi u periodu od tri nedelje pri temperaturi od 20 °C pri ¢emu je pracen razvoj i izgled

kolonije kao 1 prisustvo oospora patogena (Patil i sar., 2012).

3.4. Molekularna identifikacija
Identitet proucavanih izolata potvrden je analizom sekvence amplikona ITS (Internal
transcribed spacer) regiona rDNK, dobijenog koris¢enjem univerzalnih prajmera ITS1 1 ITS4

koji su dizajnirali White i sar. (1990).
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3.4.1. Priprema izolata
Izolati su zasejavani na KDA podlogu i inkubirani u mraku pri temperaturi 20-25 °C.
Nakon inkubacije u trajanju od 7-15 dana iz razvijene micelije svih izolata uradena je

ekstrakcija dezoksiribonukleinske kiseline (DNK).

3.4.2. Ekstrakcija DNK

Eksrakcija DNK obavljena je iz vazdusne micelije sakupljene direktno iz kolonija
odgajenih na KDA podlozi, po metodi koju su opisali Harrington i Wingfield (1995). Za
ekstrakciju je koriS¢en komercijalni preparat PrepManX (Applied Biosystems, Foster City,

CA) primenom postupka navedenog u uputstvima proizvodaca.

3.4.3. Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Za PCR protokol koji su opisali White 1 sar. (1990) koris€eni su sledeci
oligonukleotidni prajmeri koji omogucavaju umnozavanje pet genskih segmenata DNK iz
ITS regiona rDNK (deo 18S rRNK, ITS1, 5.8S rRNK, ITS2 i deo 28S rRNK):

ITS1 5'TCC GTA GGT GAA CCTGCG G 3'i

ITS4 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3'.

PCR reakcije obavljene su u radnoj zapremini od 25 pl, koris¢enjem 12,5 pl 2 x PCR
Master mix-a (Fermentas, Lithuania), 9,5 pul RNase—free vode (Molecular Biology Grade
Water, Eppendorf), po 1ul svakog prajmera i 1 pl izolovane ukupne DNK. U svim reakcijama
kao negativna kontrola koriS¢ena je reakciona smeSa koja sadrzi sve reagense potrebne za
umnozavanje DNK u koju je umesto DNK uzorka dodavana RNase—free voda. PCR reakcija

izvedena je u Eppendorf Master Cycler-u (Eppendorf, Germany) pri slede¢im uslovima

reakcije:
1 ciklus -denaturacija DNK (94 °C - 1 min 30 s)
29 ciklusa -denaturacija DNK (94 °C - 30 s)
-vezivanje prajmera (55 °C - 30 s)
-sinteza fragmenta DNK - elongacija (72 °C - 30 s)
1 ciklus -elongacija (72 °C - 9 min)
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3.4.4. Analiza produkata amplifikacije

Vizuelizacija produkata amplifikacije, odnosno amlifikovanih fragmenata nukleinske
kiseline dobijenih PCR reakcijom, uradena je u 1 % agaroznom gelu u 1xTBE puferu (90
mM Tris; 90 mM borna kiselina; 1 mM Na,EDTA), pri naponu od 100 V. Gel je pripreman
tako Sto je potrebna koli¢ina agaroze prvo dodavana u 1XTBE pufer, a zatim zagrejana do
kljucanja u mikrotalasnoj rerni. Koli¢ina od 40 ml zagrejanog gela razlivana je u kalup u koji
je prethodno postavljen cesalj i ostavljena pri sobnoj temperaturi do oc¢vrS¢avanja. Nakon
toga, cCeSalj je izvaden, a gel postavljen u kadicu za horizontalnu elektroforezu
(BlueMarine100, Serva) u koju je zatim naliven 1XxTBE pufer u koli¢ini dovoljnoj da pokrije
gel. Pre nanoSenja uzoraka u bunarcice, 6 pl svakog uzorka pomesano je sa 1 pl boje za
nalivanje (Loading Dye, MBI Fermentas, Lithuania). U gelu je koris¢en 1 kb DNK marker
(MBI Fermentas, Lithuania), a gel je obojen potapanjem u 0,1 % rastvor etidijum bromida u
trajanju od 10 minuta. Vizuelizacija amplifikovanih produkata obavljena je posmatranjem na

UV transiluminatoru.

3.4.5. PreciS¢avanje i sekvencioniranje

PCR produkti su pre sekvencioniranja pre€is¢eni pomocu mi-PCR Purification Kit
(Metabion International, Germany), po uputstvu proizvodaca. U tubice sa PCR produktima
dodat je DNA Binding Buffer (pufer za vezivanje) u koli¢ini pet puta vecoj od koli¢ine PCR
smese 1 sve je dobro promeSano. Smesa je zatim preneta u kolone i centrifugirana 1 minut pri
brzini od 12000 rpm pri sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja filtrat je odbacen, u
kolone je dodato 750 pl Column Wash Buffer-a i centrifugirano 1 minut pri brzini od 12000
rpm pri sobnoj temperaturi. Zatim je u kolone dodato jo§ 250 pl istog pufera, centrifugirano
pri istim uslovima i1 na kraju je filtrat odbacen. Kolona je prebacena u novu tubu u koju je
potom dodato 50 ul destilovane vode. Nakon centrifugiranja u trajanju od 1 minut pri brzini
od 12000 rpm, u tubi ostaje filtrat koji sadrzi DNK.

Nakon preciS¢avanja amplikoni su sekvencionirani u Macrogen Inc. (Korea).
Dobijene sekvence su analizirane i spojene pomoc¢u programa Pregap 4 verzija 1.5, a zatim
poredene pomocu programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 1 softverskog paket MEGA 5 (Tamura i sar., 2011) sa

sekvencama dostupnim u NCBI bazi podataka.
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3.5. Utvrdivanje osetljivosti izolata na fungicide i biofungicide in vitro

Ispitivanja osetljivosti izolata fitopatogenih gljiva iz zemljista obuhvatila su fungicide
iz osam hemijskih grupa, koriSéene u vidu komercijalno dostupnih preparata, kao i jedan
biofungicid koji kao aktivnu materiju sadrzi etarsko ulje ¢ajnog drveta. U tabelama 2-6 dat je

pregled fungicida i biofungicida koji su koris¢eni u ogledima in vitro.

Tabela 2. Verticillium dahliae. Ispitivani fungicidi i intervali koris¢enih koncentracija

Aktivna supstanca Preparat Intervali koncentracija (mg/l)
Tiofanat-metil Funomil 1,25;2,5;3,5;5;7,5; 10;
Difenokonazol Score 250-EC 0,09; 0,19; 0,37; 0,75; 1,5;
Fluopiram Luna Privilege >5000;

Azoksistrobin Quadris 25;50; 75; 100;

Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold 5000; 3000; 2500; 1500
Prohloraz Spartak 450-EC 1;0,1; 0,01;

Tabela 3. Fusarium oxysporum. Ispitivani fungicidi i intervali koris¢enih koncentracija

Aktivna supstanca Preparat

Intervali koncentracija (mg/l)

Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold
Fluopiram Luna Privilege
Kaptan Agrokaptan

Prohloraz Spartak 450-EC
Propikonazol Bumper 25-EC
Tiofanat-metil Funomil

125; 250; 500; 1000

250; 500; 1000; 1500; 2000
50; 75; 100; 250

0,06; 0,125;0,25; 0,5; 1
1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25
25;50; 75; 100

Tabela 4. Sclerotinia sclerotiorum. Ispitivani fungicidi i intervali kori§¢enih koncentracija

Aktivna supstanca Preparat Intervali koncentracija (mg/l)
Boskalid Cantus 0,05;0,1; 1; 10

Fluopiram Luna Privilege 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2
Kaptan Agrokaptan 3,12;6,25; 12,5; 25

Prohloraz Spartak 450-EC 0,003; 0,006; 0,0125; 0,025; 0,05
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold 62,5; 125; 250; 500; 1000
Tiofanat-metil Funomil 1,12;2,5;5

Tabela 5. Rhizoctonia solani. Ispitivani fungicidi i intervali kori§¢enih koncentracija

Aktivna supstanca Preparat Intervali koncentracija (mg/l)
Tiofanat-metil Funomil 0,6; 1,25; 2,5; 5;10;

Iprodion Kidan 250 SC 0,3;0,6; 1,25; 2,5; 5;

Prohloraz Spartak 450-EC 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;
Fluopiram Luna Privilege 250; 350; 500; 700; 1000;

Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold 62,5; 125; 250; 500; 1000;
Azoksistrobin Quadris 10; 100; 500; 1000;
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Tabela 6. Pythium aphanidermatum. Ispitivani fungicidi i1 intervali koriS¢enih koncentracija

Aktivna supstanca Preparat Intervali koncentracija (mg/l)
Azoksistrobin Quadris 0,006; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold 125; 250; 500; 1000
Fosetil-aluminijum Aliette flash 250; 350; 500; 1000

Mankozeb Mankogal 80 WP 6,25;12,5;25; 50

Metalaksil Ridomil gold 480 SL  0,5; 1,5; 5; 10; 100
Propamokarb-hidrohlorid Previcur 607 SL 3,9;7,81; 15,6; 31,2

Ispitivanja osetljivosti izolata obavljena su primenom metode inkorporacije fungicida
u hranljivu KDA podlogu (Leroux i Gredt, 1972; Locher i Lorenz, 1991). Serije koncentracija
dobijene su dispergovanjem fungicida u sterilnoj destilovanoj vodi. Razredenja fungicida su
zatim, uz neprestano mesanje na magnetnoj mesalici, u sterilnim uslovima dodavana u
rastopljenu KDA podlogu prethodno ohladenu do 55 °C, pri ¢emu je odnos fungicida i
podloge bio 1:9. Kao kontrola koris¢ena je KDA podloga u koju je umesto razredenja
fungicida dodavana ista koli¢ina sterilne destilovane vode. Nakon homogenizacije, podloga je
u sterilnim uslovima razlivana u Petri kutije pre¢nika 90 mm 1 posle hladenja zasejavana
ispitivanim izolatima.

Za zasejavanje su koriS¢eni fragmenti micelije pre¢nika 10 mm, uzeti sa ivice kolonije
stare 2-15 dana (zavisno od izolata), odgajane na KDA podlozi pri temperaturi od 20-25 °C u
mraku. Sterilnom kopljastom iglom fragmenti micelije su prenoSeni u centar Petri kutije sa
hranljivom podlogom u koju je prethodno inkorporirano odgovarajuce razredenje fungicida,
kao 1 na podlogu u kontroli 1 to zasejavanjem po jednog iseCka u Petri kutiju. Sva ispitivanja
vrsena su u Cetiri ponavljanja.

Zasejane Petri kutije inkubirane su pri temperaturi od 20-25 °C u mraku. Porast
micelije meren je nakon 2-15 dana od zasejavanja (zavisno od izolata), odnosno kada micelija
izolata ispuni priblizno 2/3 Petri kutije u kontroli. O¢itavanje je vrSeno merenjem precnika
kolonije u tri pravca, ne raunajuci pre¢nik zasejanog isecka, a dobijena srednja vrednost
uzeta je kao vrednost porasta izolata na odgovarajucoj koncentraciji odredenog fungicida.

Preliminarnim ispitivanjima sedam koncentracija svakog fungicida (0,001; 0,01; 0,1;
1; 10; 100 1 1000 mg/l) odredivan je opseg koncentracija kojima se postiZe inhibicija porasta
izolata izmedu 5 1 95 % u poredenju sa kontrolom. Na osnovu dobijenih rezultata u
preliminarnim istrazivanjima odredeni su intervali koncentracija fungicida za dalja ispitivanja
(tabele 2-6). Za odredivanje parametara osetljivosti koris¢ena je skala sa simetri¢no

rasporedenim koncentracijama u utvrdenom opsegu kako bi se dobila §to pouzdanija vrednost
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koncentracije fungicida koja inhibira rast micelije 50 % u odnosu na kontrolu (ECsg)

(Robertson i sar., 1984).

3.5.1. Ispitivanje osetljivosti izolata na strobilurine wu prisustvu
salicilhidroksaminske kiseline (SHAM)

Osetljivost izolata V. dahliae, R. solani 1 P. aphanidermatum na azoksistrobin
ispitivana je metodom inkorporacije fungicida u KDA podlogu. U preliminarnim
istrazivanjima kori$¢eno je sedam razlicitih koncentracija azoksistrobina (0,001; 0,01; 0,1; 1;
10; 100 1 1000 pg/ml). Medutim, nijedna od ispitivanih koncentracija nije inhibirala porast
micelije u poredenju sa kontrolom u koju je dodata samo sterilna destilovana voda.

S obzirom da je u ispitivanjima osetljivosti patogena na fungicide koji remete proces
disanja uoceno da pojedine vrste imaju sposobnost aktiviranja alternativnog puta celijskog
disanja i1 nesmetanog razvoja (Ziogas i sar., 1997), u podlogu je pored fungicida dodavana
salicilhidroksaminska kiselina (SHAM) koja inhibira terminalne oksidaze i1 time blokira
alternativni put transporta elektrona u procesu disanja (Olaya i sar., 2001). Za svaki ispitivani
izolat izvrSena je provera toksi¢nosti SHAM-a, kako bi se utvrdilo pri kojoj koncentraciji ova
supstanca ne uti¢e na porast patogena. Razli¢ite koncentracije SHAM-a od 0,001; 0,01; 0,10;
1; 10; 100 1 1000 mg/1 inkorporirane su u KDA podlogu pri ¢emu je odnos meSanja rastvora
SHAM-a i1 podloge bio 1:9. Kao kontrola kori§¢ena je KDA podloga u koju je dodavana
sterilna destilovana voda. Podloga je zatim razlivena u Petri kutije, a nakon hladenja izvrSeno
je zasejavanje ispitivanih izolata. NajviSa koncentracija SHAM-a pri kojoj ne dolazi do
inhibicije porasta micelije izolata kori§¢ena je za ispitivanje osetljivosti na strobilurine. Zatim
je smeSa SHAM-a 1 fungicida dodata u PDA podlogu u odnosu 1:9. Ispitivanje osetljivosti
izolata na strobilurine obavljeno je na prethodno opisan nacin, s tim §to je odnos meSanja
SHAM-a, disperzije fungicida i KDA podloge bio 1:1:8, dok je u kontroli umesto disperzije

fungicida kori$¢ena sterilna destilovana voda.

3.5.2. Ocena parametara osetljivosti — obrada rezultata

Dobijene vrednosti prose¢nog porasta izolata svake ispitivane varijante (koncentracije
fungicida) poredene su sa odgovaraju¢im prose¢nim vrednostima u kontrolnim varijantama i
na taj nacin su dobijeni procenti inhibicije porasta. Statisticka obrada dobijenih podataka
vrSena je metodom probit analize (Finney, 1971; Laki¢ i VukSa, 1991). Za probit analizu su
uzimani rezultati najmanje Cetiri koncentracije i preraunati na procenat inhibicije u odnosu

na kontrolu. Odredene su koncentracije koje inhibiraju porast micelije 50 % u odnosu na
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kontrolu (ECsp) i nagib regresione linije (b) (Finney, 1971). U tabelama su prikazane ECs,
vrednosti 1 nagib regresione linije (b). Razlike u osetljivosti izolata odredene su na osnovu

preklapanja/nepreklapanja intervala poverenja za ECsy vrednosti.

3.5.3. Ispitivanje antagonistitkog efekta bakterije B. subtilis soja C13 na
patogene gljive iz zemljiSta in vitro

Ispitivan je efekat bakterije B. subtilis soja C13 iz komercijalno dostupnog preparata
Ekstrasol (Bisolbi Inter, Rusija) na izolate V. dahliae, F. oxysporum, S. sclerotiorum, R.
solani 1 P. aphanidermatum koji su u ovom ogledu kori$¢eni u obliku suspenzije micelije ili
konidija.

Bakterija iz preparata Ekstrasol izolovana je metodom zasejavanja razredenja na KDA
podlogu i gajena 72 h u tecnoj podlozi Meynell (30 g melase; 4 g K;HPO4*3H,0; 1 g
NaH,PO4*H,0; 0,1 g MgSO4*7H,0; 1 1 destilovane vode) pri temperaturi od 28 °C uz
konstantno mesanje na horizontalnoj mesalici brzinom od 240 rpm.

Sa ciljem dobijanja suspenzije micelije, izolati F. oxysporum, S. sclerotiorum, R.
solani 1 P. aphanidermatum, odgajeni na KDA podlozi pri temperaturi od 20-24 °C u periodu
2-7 dana, zasejani su u tecnu podlogu od krompira i dekstroze (200 g krompira, 20 g
dekstroze 1 1 1 destilovane vode — KDP) i1 gajeni 48 h uz meSanje na magnetnoj mesalici.
Izolat V. dahliae koridéen je u vidu suspenzije konidija koncentracije 10° cfu/ml u sterilnoj
destilovanoj vodi, dobijene od izolata gajenog 15 dana na KDA podlozi u mraku. U Petri
kutije sa odgajenom kulturom dodavano je po 10 ml sterilne destilovane vode i po jedna kap
Tween-a 20. Konidije patogena odvojene su od konidiofora sterilnom kopljastom iglom, a
dobijena suspenzija je filtrirana kroz dvostruku gazu. Pre upotrebe, koncentracija konidija je
podesena na 10° cfu/ml.

Po celoj povrsini prethodno razlivene i ocvrsle KDA podloge (20 ml) u Petri kutiji
homogeno je rasporedeno 7 ml suspenzije odabranih izolata pomeSane sa toplom KDA
podlogom u odnosu 1:3. U centralnom delu zasejanih podloga izbuSeni su jamice precnika 10
mm u koje je dodavano po 100 pl suspenzije B. subtilis soja C13. Za standardni tretman
koriS¢ena je disperzija odgovarajucih fungicida (V. dahliae — tiofanat-metil (0,1 %); F.
oxysporum 1 S. sclerotiorum — prohloraz (0,08 %); R. solani — iprodion (0,3 %); P.
aphanidermatum — propamokarb-hidrohlorid (0,15 %)), a za negativhu kontrolu sterilna

destilovana voda. Ogled je izveden u Cetiri ponavljanja i ponovljen dva puta.
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3.5.4. Ocena antagonistiCkog efekta soja bakterije B. subtilis — obrada rezultata

Ocenjivanje antagonisti¢ke aktivnosti bakterije B. subtilis soja C13 vrieno je nakon
inkubacije od 48 h pri 25 °C poredenjem Sirine zone inhibicije (mm) koja nastaje oko
bunaréi¢a u koji je dodata suspenzija bakterije B. subtilis soja C13 i zone inhibicije nastale

dodavanjem odgovaraju¢eg konvencionalnog fungicida.

3.6. Ispitivanje efikasnosti fungicida i biofungicida

U uslovima staklenika izvrSeno je ispitivanje efikasnosti fungicida sa razli¢itim
mehanizmom delovanja, kao 1 dva biofungicida: Ekstrasol na bazi bakterije B. subtilis soj
C13 i Timorex Gold na bazi etarskog ulja ¢ajnog drveta. U tabelama 7-11 prikazani su

osnovni podaci o testiranim supstancama i radne koncentracije koris¢ene u ogledima.

Tabela 7. Verticillium dahliae. Koris¢eni fungicidi

Aktivna supstanca Preparat Proizvoda¢ KO{lcentracua
primene (%)
B. subtilis Ekstrasol Bisolbi Inter 1
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold Stockton 1
Tiofanat-metil Funomil Agromarket 0,1
Difenokonazol Score 250-EC Syngenta 0,05
Fluopiram Luna Privilege Bayer CropScience 0,1
Azoksistrobin Quadris Syngenta 0,075
Prohloraz Spartak 450-EC Sinochem Ningbo 0,08
Tabela 8. Fusarium oxysporum. Koris¢eni fungicidi
Aktivna supstanca Preparat Proizvoda¢ Koycentraclja
primene (%)
B. subtilis Ekstrasol Bisolbi Inter 1
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold Stockton 1
Fluopiram Luna Privilege Bayer CropScience 0,1
Kaptan Agrokaptan Agromarket 0,3
Prohloraz Spartak 450-EC Sinochem Ningbo 0,08
Propikonazol Bumper 25-EC Magan Agrochemicals 0,03
Tiofanat-metil Funomil Agromarket 0,1
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Tabela 9. Sclerotinia sclerotiorum. Koris¢eni fungicidi

Aktivna supstanca Preparat Proizvodacé K01.1centrac1ja
primene (%)
B. subtilis Ekstrasol Bisolbi Inter 1
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold Stockton 1
Boskalid Cantus Bayer CropScience 0,15
Fluopiram Luna Privilege Bayer CropScience 0,1
Kaptan Agrokaptan Agromarket 0,3
Prohloraz Spartak 450-EC Sinochem Ningbo 0,08
Tiofanat-metil Funomil Agromarket 0,1
Tabela 10. Rhizoctonia solani. Kori$¢eni fungicidi
Aktivna supstanca Preparat Proizvoda¢ KOflcentracua
primene (%)
B. subtilis Ekstrasol Bisolbi Inter 1
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold Stockton 1
Tiofanat-metil Funomil Agromarket 0,1
Iprodion Kidan 250 SC Bayer CropScience 0,3
Prohloraz Spartak 450-EC Sinochem Ningbo 0,08
Fluopiram Luna Privilege Bayer CropScience 0,1
Azoksistrobin Quadris Syngenta 0,075
Tabela 11. Pythium aphanidermatum. Koris¢eni fungicidi
Aktivna supstanca Preparat Proizvodac Kogcentracqa
primene (%)
B. subtilis Ekstrasol Bisolbi Inter 1
Ulje ¢ajnog drveta Timorex Gold Stockton 1
Azoksistrobin Quadris Syngenta 0,075
Fosetil-Al Aliette flash Bayer CropScience 0,5
Mankozeb Mankogal 80 WP Galenika fitofarmacija 0,25
Metalaksil Ridomil gold 480 SL  Syngenta 0,03
Propamokarb-hidrohlorid Previcur 607 SL Bayer CropScience 0,15

3.6.1. Priprema inokuluma

V. dahliae: Kao izvor inokuluma koris¢ena je Cista kultura V. dahliae gajena na KDA
podlozi pri temperaturi 25 °C u mraku (Marinkovi¢, 1985). Inokulum je pripremljen tako $to
je podloga sa kolonijom izolata starosti 15 dana iz jedne Petri kutije mlevena mikserom uz
dodatak 100 ml destilovane vode do potpune homogenizacije. Tako pripremljen inokulum,
koris¢en je za inokulaciju biljaka paprike.

F. oxysporum: Zro je¢ma prethodno inokulisano izolatom F. oxysporum koriS¢eno je

kao izvor inokuluma. Za proizvodnju inokuluma kori§¢eno je 150 g zrna je¢ma koje je

45



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

zajedno sa 300 ml destilovane vode ostavljeno u kolbu (500 ml), da odstoji 24 ¢asa. Nakon
isteka ovog perioda sadrzaj kolbe je promeSan i autoklaviran (120 °C; 1,2 bara; 20 min).
Posle autoklaviranja, u kolbe su uneti prethodno pripremljeni isecci micelije starosti 7 dana.
Kolbe su potom uno$ene u termostat i ¢uvane pri temperaturi od 25 °C u trajanju od 2
nedelje, odnosno sve dok micelija nije u potpunosti prorasla supstrat. Tokom ¢uvanja kolbe
su povremeno protresane da bi se spreCilo stvaranje kompaktne mase od semena jeCma i
gljive (Hashem i sar., 2010).

S. sclerotiorum: Inokulum S.sclerotiorum pripreman je po metodi Budge i Whipps
(2001). Kao osnova inokuluma kori§¢eno je 25 g zrna pSenice koje je zajedno sa 50 ml
destilovane vode ostavljano u kolbu (250 ml). Kolba je nakon toga blago protresana i
odlagana u autoklav (121 °C; 1,2 bara; 20 min). Posle autoklaviranja u prohladeni supstrat
dodavani su isecci nedelju dana stare micelije S. sclerotiorum. Tako pripremljene kolbe su
inkubirane u termostatu, bez prisustva svetlosti, pri temperaturi od 20 °C u trajanju od &etiri
nedelje. Tokom ovog perioda kolbe su povremeno protresane da ne bi doslo do stvaranja
kompaktne mase od zrna pSenice i gljive. Posle Cetiri nedelje temperatura u termostatu je
podesSena na 4 °C i u takvim uslovima kolbe su ¢uvane jo§ mesec dana. Nakon ovog perioda,
u supstratu su uocene brojne sklerocije koje su sakupljane, prosusene i koriS¢ene za
inokulaciju biljaka paprike.

R. solani: Kao izvor inokuluma R. solani koriS¢eno je inokulisano zrno jeCma (520 g)
koje je zajedno sa 300 ml destilovane vode ostavljano u kolbu (1000 ml) da odstoji 24 h
(Gaskill, 1968). Po isteku ovog perioda kolbe su odlagane u autoklav (120 °C, 1,2 bar; 20
min). Nakon autoklaviranja, u prohladeno sterilisano zrno je¢ma su uneti delovi micelije R.
solani starosti pet dana. Ovako pripremljene kolbe su inkubirane u termostatu bez prisustva
svetlosti pri temperaturi od 25-26 °C i ¢uvane tri nedelje. Tokom perioda ¢uvanja kolbe su
proveravane i povremeno protresane. Nakon ovog perioda, sadrzaj kolbi je prebacivan u
plitke posude i odlagan u termostat sa vazdu$nim strujanjem pri temperaturi od 22-25 °C.
Posle prosuSivanja inokulum je samleven do veli¢ine fragmenata od priblizno 3 mm 1 odlagan
u papirne kese. Ovako pripremljen inokulum je do daljeg kori§¢enja ¢uvan u frizideru pri
temperaturi 2-4 °C.

P. aphanidermatum: Kao izvor inokuluma P. aphanidermatum KkorisSéeno je
inokulisano zrno pSenice (20 g) koje je dodavano u kolbu (250 ml) zajedno sa 25 ml
destilovane vode. Ovako pripremljene kolbe su odlagane u autoklav (120 °C; 1,2 bar; 20
min). Nakon autoklaviranja, u kolbe je dodavana micelija P. aphanidermatum starosti dva

dana. Kolbe su zatim ¢uvane u termostatu 2-4 nedelje, bez prisustva svetlosti pri temperaturi

46



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

od 25 °C. Tokom ovog perioda, kolbe su povremeno proveravane i protresane u cilju

sprecavanja zgrusavanja zrna pSenice 1 pseudogljive (Chellemi i sar., 2006).

3.6.2. Ispitivanje efikasnosti fungicida i biofungicida u uslovima staklenika

U cilju ispitivanja bioloske efikasnosti proucavanih fungicida izvedena je serija
ogleda u uslovima staklenika. U ogledima su koris¢ene saksije dimenzija 15 x 10 cm koje su
punjene sa 500 ml gotovog sterilnog supstrata B Medium course (Floragard, Germany), a
potom je u svaku saksiju presadivana po jedna mlada biljke paprike (cv. Novosadska babura)
starosti 2-6 stalna lista. Jednu ispitivanu varijantu je Cinilo 5 saksija. U ovako pripremljene
saksije je zatim dodavan inokulum proucavanih izolata patogena. U ogledu u kome su
ispitivani efekti preparata na pseudogljivu P. aphanidermatum koris¢eno je 10 ponika paprike
po saksiji. Ispitivani preparati su primenjivani zalivanjem neposredno nakon inokulacije u
koli¢ini od po 100 ml po saksiji. Kontrolne biljke paprike (K) inokulisane su i zalivane sa 100
ml sterilne vode. Kao druga kontrola (AK) posluzile su biljke paprike koje su neinokulisane i
zalivene sa 100 ml sterilne vode. Saksije su odrzavane u uslovima staklenika pri temperaturi
od 24-30 °C, umerenom svetlosnom rezimu od 8000-10000 lux-a i relativnoj vlaznosti od 70-
90 %. Promene na biljkama su prac¢ene svakodnevno, a konac¢na ocena intenziteta oboljenja
obavljena je 7-45 dana nakon inokulacije odredivanjem procenta prezivelih biljaka kao 1
visine 1 sveze mase biljaka (F. oxysporum, S. sclerotiorum, R. solani). U ogledu u kome je
koris€en inokulum V. dahliae pored visine 1 sveze mase biljaka merena je 1 duzina
nekroticnog dela ksilema korena i1 prizemnog dela stabla (NPDS). Utvrdivanje intenziteta
oboljenja izvrSeno je po skali: 0 — (0 %) bez vidljivih simptoma, 1 — (0-10 %) blago uvenuce
donjeg lis¢a, 2 — (10-25 %) umereno uvenuce donjeg lis¢a, 3 — (25-50 %) umereno uvenuce
lis¢a cele biljke, 4 — (50-75 %) — jako uvenucée lisc¢a cele biljke 1 5 — (75-100 %) uginule
biljke (D'Ercole i sar., 2000; EPPO, 2004c). U ogledima sa P. aphanidermatum svakodnevno
je pracena pojava poleganja klijanaca, sve dok smrtnost u inokulisanoj netretiranoj kontroli
nije dostigla 70 %.

Ogledi su postavljeni po potpunom slu¢ajnom blok sistemu sa Cetiri ponavljanja.
Intenzitet oboljenja je izracunat po Towsend-Heuberger-u, efikasnost po Abott-u, a za obradu
rezultata koriS¢ene su standardne statisticke metode, analiza varijanse i Duncan-ov test

(EPPO, 1997a; EPPO, 1997b).
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4. REZULTATI

4.1. Patogene gljive i pseudogljive

4.1.1. Simptomi

Na obolelim biljkama paprike, sakupljenim sa viSe lokaliteta (Padinska Skela,
Smederevska Palanka, KnjaZevac i Sabac) uoeni su simptomi koji su se manifestovali u vidu
uvenucéa biljaka, trulezi korena i prizemnog dela stabla, hloroze, nekroze, prevremenog
opadanja listova, zakrZljalosti 1 uginuca biljaka. Kod biljaka sa simptomima ,,fuzarioznog” i
,verticilioznog uvenuéa” na uzduznom preseku prizemnog dela stabla uofena je mrka
obojenost sudovnog tkiva, a na pojedinim obolelim biljkama u uslovima visoke vlaznosti
vazduha razvila se bela, vunasta micelija na prizemnom delu stabla, listovima i plodovima, a
u nekim sluc¢ajevima uoc€eno je poleganje i propadanje sejanaca i mladih biljaka ubrzo nakon

ostvarene infekcije (Slike 1-5).

Slika 1. Verticillium dahliae. Slika 2. Verticillium dahliae.
, Verticiliozno uvenuce” biljke paprike Nekroza korena i ksilema — prirodna
u stakleniku — prirodna zaraza zaraza
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Slika 3. Sclerotinia sclerotiorum. Slika 4. Rhizoctonia solani.
Trulez korena 1 prizemnog dela Trulez korena i prizemnog dela
stabla mlade biljke paprike — stabla paprike — prirodna zaraza

prirodna zaraza

Slika 5. Pythium aphanidermatum. Propadanje klijanaca
paprike — prirodna zaraza

4.1.2. Provera patogenosti izolata

1z obolelih biljaka paprike, dobijen je veci broj izolata od kojih je za dalja istrazivanja
na osnovu morfoloskih karakteristika odabrano pet. U zavisnosti od izolata, na inokulisanim
biljkama paprike, nakon inkubacije od 7-45 dana pri temperaturi 20-25 °C, uoleno je

uvenuce, trulez korena i poleganje biljaka. Na nadzemnim delovima obolelih biljaka
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zapazeno je uvenuce i1 hloroza listova, trulez prizemnog dela stabla, nekroza sprovodnih
sudova, kao 1 zaostajanje biljaka u porastu ili potpuno propadanje.
Nakon pojave simptoma na inokulisanim biljkama paprike, reizolacijom je potvrdeno

da je to posledica patogene aktivnosti izolata (Slike 6-11).

Slika 6. Uvenuce biljke paprike 45 Slika 7. Biljka paprike zalivena
dana nakon inokulacije izolatom vodom — negativna kontrola
Verticillium dahliae

Slika 8. Propadanje biljke paprike Slika 9. Propadanje biljke paprike
15 dana nakon inokulacije izolatom 20 dana nakon inokulacije izolatom
Fusarium oxysporum Sclerotinia sclerotiorum
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Slika 10. Propadanje biljke paprike Slika 11. Propadanje biljke paprike
15 dana nakon inokulacije izolatom sedam dana nakon inokulacije
Rhizoctonia solani izolatom Pythium aphanidermatum

4.1.3. Identifikacija izolata klasicnim metodama

Izolati su identifikovani na osnovu proucenih makroskopskih i mikroskopskih
morfoloskih karakteristika kolonije odgajene na KDA podlozi.

Od morfoloskih karakteristika posmatran je: tip micelije, izgled i1 boja kolonije, odlike
ruba kolonije, prisustvo razli¢itih tvorevina za rasejavanje 1 prezivljavanje patogena, kao 1
lucenja pigmenta u podlogu.

Verticillium sp.: Na KDA podlozi izolat je u pocetku razvoja obrazovao belu
koloniju, koja postepeno postaje tamna sa formiranim sitnim crnim sklerocijama (Slika 12).
Micelija je dvojaka: supstratna tamnomaslinaste 1 vazduSna bele boje. Izolat obrazuje
konidije kao tvorevine za rasejavanje i mikrosklerocije kao tvorevine za prezivljavanje.
Konidiofore su bezbojne, verticiliozno razgranate sa bo¢no postavljenim fijalidama koje su
rasporedene u vidu spratova na nodusima. Konidije su jednocelijske, bezbojne,
okruglastoovalnog oblika (Slika 13). Na osnovu proucenih makroskopskih i mikroskopskih

morfoloskih karakteristika utvrdeno je da izolat pripada vrsti V. dahliae.
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Slika 12. Izgled kolonije Verticillium dahliae s lica (levo) 1 nali¢ja (desno)
na KDA podlozi nakon inkubacije od 15 dana pri temperaturi od 25 °C

Slika 13. Verticillium dahliae. 1zgled
zrelih mikrosklerocija (100 x)

Fusarium sp.: Gajenjem na KDA podlozi izolat formira belu vazdusnu ujednaceno-
pamucastu miceliju koja, sedam dana nakon zasejavanja, pri temperaturi od 25 °C u odsustvu
svetlosti, obrazuje koloniju precnika 7 cm. Tri do pet dana od zasejavanja uocava se
ruziCasto-ljubicasti pigment u hranljivoj podlozi (Slika 14). Prisustvo konidija na KDA
podlozi nije zapaZeno. Medutim, na SNA podlozi u kulturi starosti pet dana uo¢ene su blago
srpaste izduZene 1 uske makrokonidije, sa tri popre¢ne pregrade, kao i jednocelijske izduzeno-
ovalne mikrokonidije (Slika 15). Na osnovu proucavanih karakteristika utvrdeno je da

ispitivani izolat pripada vrsti F. oxysporum.
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Slika 14. Izgled kolonije Fusarium oxysporum s lica (levo) i nali¢ja (desno)
na KDA podlozi nakon inkubacije od sedam dana pri temperaturi 25 °C

Slika 15. Fusarium oxysporum. Izgled
mikro- i makrokonidija (x 100)

Sclerotinia sp.: 1zolat gajen na KDA podlozi pri temperaturi od 25 °C i bez prisustva
svetlosti formira dobro razvijenu belu miceliju koja je u po¢etku homogena i vazdusna, dok
se kasnije zapazaju pamucaste radijalno rasporedene nakupine hifa (Slika 16). Cetiri dana
posle zasejavanja u miceliji se uoCavaju sklerocije — crne tvorevine, nepravilnog oblika,
veli¢ine 1,5-7 x 2-15 mm (Slika 17). Na osnovu proucavanih karakteristika utvrdeno je da

izolat pripada vrsti S. sclerotiorum.
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Slika 16. Izgled kolonije Sclerotinia sclerotiorum s lica (levo) i nali¢ja (desno)
na KDA podlozi nakon inkubacije od pet dana pri temperaturi 20 °C

Slika 17. Sclerotinia sclerotiorum.
Izgled sklerocije (x 10)

Rhizoctonia sp.: Prilikom izolacije i1 preliminarnog utvrdivanja karakteristika
proucavani izolat je pri gajenju na KDA podlozi ispoljio tipi¢ne karakteristike kompleksa R.
solani, §to podrazumeva zrakast raspored hifa na kojima se uo¢avaju zone razli¢ite obojenosti
micelije, grananje hifa pod pravim uglom u blizini distalne septe, suzavanje hifa i formiranje
septe (Slika 19). Zapazeno je da je micelija brzorastuca, svetlobraon boje 1 ravnog oboda. Tri
dana posle zasejavanja uocava se koncentri¢na zoniranost (Slika 18). Na osnovu proucavanih

karakteristika utvrdeno je da izolat pripada vrsti R. solani.
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Slika 18. Izgled kolonije Rhizoctonia solani s lica (levo) i nali¢ja (desno)
na KDA podlozi nakon inkubacije od Cetiri dana pri temperaturi od 20 °C

Slika 19. Rhizoctonia solani.
Grananje micelije na vodenom agaru (x10)

Pythium sp.: Na KDA podlozi izolat je obrazovao dobro razgranatu, gustu, vazdusnu
miceliju bele boje (Slika 20). Pri temperaturi od 20 °C i1 u odsustvu svetlosti, micelija u
potpunosti ispunjava povrsinu Petri kutije preCnika 90 mm za 48 h. ,,Topljenje micelije*, koje
se uocava tri nedelje nakon zasejavanja, praceno je formiranjem oospora sa glatkim debelim
zidovima (Slika 21). Na osnovu proucavanih karakteristika izolat je preliminarno

identifikovan kao P. aphanidermatum.
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Slika 20. Izgled kolonije Pythium aphanidermatum s lica (levo) 1 nali¢ja (desno)
na KDA podlozi nakon inkubacije od sedam dana pri temperaturi od 20 °C

Slika 21. Pythium aphanidermatum. Oospore sa
glatkim debelim zidovima na KDA podlozi (x 100)

4.1.4. Molekularna identifikacija

Identifikacija patogena potvrdena je na osnovu analize sekvence amplikona ITS
regiona rDNK, dobijenog koriS¢enjem univerzalnih prajmera ITS1 i ITS4(White i sar., 1990).
Kao rezultat lancane reakcije polimeraze amplifikovani su fragmenti nukleinske kiseline
veli¢ine: 450-500 bp za V. dahliae; 600-650 bp za F. oxysporum; 550 bp za S. sclerotiorum;
700 bp za R. solani; 800 bp za P. aphanidermatum (Slika 22). Do amplifikacije nije doslo
kod negativne kontrole.

U cilju molekularne identifikacije, uspesno je amplifikovan i sekvencioniran ITS
genomni region proucavanih izolata. Nakon sekvencioniranja amplikona i njihove obrade,

viSestrukim poredenjem sa dostupnim sekvencama odgovarajueg regiona genoma gljiva u
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GenBank bazi podataka, kao i proracunom geneticke sli¢nosti pomo¢u BLAST analize 1

softverskog paketa MEGA 5 obavljena je potvrda identifikacije izolata (tabela 12).

Slika 22. Amplifikacija DNK fragmenta veli¢ine 450-800 bp: M = marker 1
kb sa fragmentima veli¢ine: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000; 1 = izolat Verticillium dahliae; 2 =
izolat Fusarium oxysporum; 3 = izolat Sclerotinia sclerotiorum; 4 = izolat
Rhizoctonia solani; 5 = izolat Pythium aphanidermatum; K- = negativna
kontrola;

Tabela 12. Pregled sekvenci izolata dobijenih u ovom radu

GenBank
pristupni
brojevi izolata
1zolat Sekvenca ITS regiona sa kojim je
nukleotidna
identi¢nost
100 %
CGAGCTGTAACTACTACGCAAGGAAGGGCCACCGGGTCCGCCAC | 1156634 1
TGCTTTTAAGGGCCTACAGACGTAGATCCCCAACACCGGGCCACT .
GGGGCTCGAGGGTTGAAACGACGCTCGGACAGGCATGCCTCCCG | AB551208.1
Vv dahli ATACTGGAAGGCGCCATGTGCGTTCAAAGATTCATGATCACTGAA |\ pszq9()7 |
- aaniae TTCTGCAATTCACACTACATATGCGTTTCGCTGCCTTCTTCTTCGA .
TGCTAGAGCCAGAGATCCGCTGTTAAAAGTTTTAATAGTTCGCTG | AB551207.1
AACACTCAGAACTATCGGTGGCCTAAACAGACACACTGATGGAC | £1551188 1
CGGCGGGCTCG .
CTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTTTCCTACCTGATC
CGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGA
CGATTACCAGAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGA
CGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATCGCGAGTCCCAA
CACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCAT | EF495230.1
F - GCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG F 163.1
oxysporum ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATGCATTTTGCTG JE776163
CGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT | JX045827.1
TTGATTTATTTAGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAG | K (254032.1
TTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGC :
TGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGA
GTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAG
TCT
AAAAANNANNANNNTTCCCNNTCCTGATCCGAGGTCACCATAGA
) AAATTTGGGTTTTGGCAGAAGCCACCGAGAACTGTAACGAGAGA
S. sclerotiorum TATTACTACGTTCAGGACCCAGCGGCGCCGCCACTGATTTTAGAG | GQ375746.1
CCTGCCATTACTGACATGACTCAATACCAAGCTGAGCTTGAGGGT
TGAAATGACGCTCGAACAGGATGCCCCCCGGAATACCAAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATC
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ACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTATTAATAGTACTCAGAC
GACATTAATAAAAAGAGTTTTGATATTCTCTGGCGAGCATACAAG
GCCCCGAAGAGCAGCTCGCCAAAGCAACAAAGTAATAATACACA
AGGGTGGGAGGTCTACCCTTTCGGGCATGAACTCTGTAATGATCC
TTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGGCCACCATTTTAGGAATTTCCT
CGCCTGAGTAAACCTATTCCGTTAAGAATTATTAAACTGTTTTTTT
TACTGATACGCTAATTTCATCAGTGGTATAATACCTCAAATTTGTT
AAAAATATTATTTTTTGAGATCCCATACGTTGGTGAGAAAATAAA
ACTTTTACTCCATATCGAGAGAATTCTATCATCGGGAAAGAAACC
ACTAAAGCGGCGGGTCCTGTTGATCAGCACTAGTCGTCGTATTTT
CAAAATTATCAAGATGTAGTGGGCAATGGATATCAGCGTGTGTGT
CTGAGCACCTCTATTTCAACATAAAAAAATTGAAGATTGAGACCA
CTTGAATTGTCGGGAGGTCACTGATATTGGGCTGCATCCCGTGNT
CCCAAANAA

NNNNNNNNGNNNNCNACCTGATTTGAGATCAGATCATAAAGGTA
TTGTCCAAGTCAATGGACTATTAGAAGCGGTTCATCTGCATTTAC
CTTGGCCACCTTTTACAGTGTCCTCAGCGATAGATAATTTATCAC
GCCGAGTGGAACCAAGCATAACACTGAGATCCAGCTAATGCACA
AAGAGGAGCAGGTGTGAAGCTGCAAAAGACCTCCAATACCAAAG
TGAAACCAAATGAATTAACAAAAGATTTACTTTGAAGAATTCATG
ATACTCAAACAGGCATGCTCCAAGGAATACCAAGGAGCGCAAGG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGA JF792354.1
GATCCGTTGTTGAAACTTAGTATGAGATGTGTTACATCCATTACA :
TTCGTTTTAAAATTAATTGAGTTTGTATTAATTGAGTAGACAGAG | FM867592.1
GGTCCAATAACCTATTGCCTTTGTATTCCAAAAAGCAACAAGTAA FM616871.1
ATTCCCCATCTGTCTCACAGGTTCACAGGTGTGTGTGGGATGAAA :
GAGGAAGGTGTGCACATGCCCAAATAAATGGGCCAGCTACAACC | J Q61 6871.1
AAACTCTTCATTAAAATTCAATAATGATCCTTCCGCAGGTTCCCC
TACGGAAGNAGGGGAAAATTATTGAAAGTTTAATGAAAAAGTTT
GGTTGTAGCTGGCCCATTTATTTGGGCATGTGCAACTTCTCTTTCA
TCCACACACACCTGTGAACCTGTGAGACAGATGGGGAATTTACGT
GTTGCTTTTTGGAATACAAGGCATTAGGTTTATTGGGACTCGNCG
CTCATTTAGTACTAGTCGTGAGAGTCTGAAAGAAGATATGGGATG
TAACAATCTAACAAGTTTCACAACGGATCTTTGGGTCTCAGCAGC
TANNNCGGCGCATAGTTCATATAGAGTGTATTTNNNAATTTGCGG
AANCTCTGAATCTGTGAAGCCTGGGCCATGGANTNNCNGNNNCG
GGANNNN

R. solani

TGACCGTTGAATCATGTTCTGTGCTCTCTTTCGGGAGGGCTGAAC
GAAGGTGGGCTGCTTAATTGTAGTCTGCCGATGTATTTTTCAAAC
CCATTTACCTAATACTGATCTATACTCCAAAAACGAAAGTTTATG
GTTTTAATCTATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCA FJ374878.1
P.a D hanidermatum | CATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTG

CAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCACATTGCACTTT
CGGGTTATGCCTGGAAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAA
ACTTGCCTTTCTTTTTCTGTGTAGTCAGGGAGAGAGATGGCAGAA
TG

Izolat V. dahliae ispoljio je 100 % sli¢nosti sa Cetiri izolata V. dahliae 1z GenBank
baze podataka poreklom iz Kine izolovanim sa pamuka (pristupni brojevi KC156634;
KC156634.1; AB551208.1; AB551207.1 i AB551207.1) i sa jednim izolatom poreklom iz
Italije izolavanim sa Vinca rosea (FJ572050.1). Za izolat F. oxysporum ustanovljena je
nukleotidna identi¢nost od 100 % sa dva izolata F. oxysporum iz Kine poreklom sa Paris
polyphylla var. yunnanensis 1 Paris polyphylla var chinensis (EF495230.1 1 JF776163.1), sa
jednim izolatom poreklom iz SAD izolovanim sa Fragaria chiloensis (JX045827.1) i jednim
izolatom iz Grcke (KC254032.1). Izolat S. sclerotiorum ispoljio je nukleotidnu identi¢nost od
100 % sa izolatom S. sclerotiorum iz Italije izolovanim sa Petunia hybrida (GQ375746.1).
Izolat R. solani bio je 100 % sli€an sa Cetiri izolata R. solani dobijena iz biljaka duvana

poreklom iz Argentine (JF792354.1 1 FM867592.1) i Turske (FM616871.1 i JQ616871.1).
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Izolat P. aphanidermatum ispoljio je 100 % nukleotidne identi¢nosti sa izolatom P.
aphanidermatum dobijenim iz Porto Rika.

Dobijeni rezultati analize ITS regiona proucavanih izolata saglasni su rezultatima
dobijenim na osnovu morfoloskih karakteristika, pa je i na osnovu sekvence ITS regiona
potvrdeno da proucCavani izolati pripadaju vrstama: V. dahliae, F. oxysporum, S.

sclerotiorum, R. solani 1 P. aphanidermatum.

4.2. Efekti fungicida i biofungicida na patogene gljive iz zemljiSta

4.2.1. V. dahliae

In vitro: Pri ispitivanju osetljivosti izolata V. dahliae na prohloraz koriscen je interval
koncentracija od 0,01 do 1 mg/l. Najniza koncentracija od 0,01 mg/l inhibirala je porast
micelije izolata preko 30 % u odnosu na kontrolu, dok je najvisa ispitivana koncentracija (1

mg/1) ispoljila jako inhibitorno delovanje koje je iznosilo 83,2 % (Slika 23).

; | 0,01
— mg/I
| . |
0.1 1
mg/l | mgll
o | | mg

Slika 23. Porast izolata Verticillium dahliae na podlozi sa prohlorazom

Na podlozi u koju je dodat fluopiram u koncentraciji od 1500 do 5000 mg/l nije

zabelezena inhibicija porasta micelije izolata V. dahliae (Slika 24).
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Slika 24. Porast izolata Verticillium dahliae na podlozi sa fluopiramom

Pri koncentracijama difenokonazola u intervalu od 0,09 do 1,5 mg/l, zabelezena je
inhibicija porasta micelije V. dahliae 5-95 % u odnosu na kontrolu. Ispitivanje uticaja
razlicitih koncentracija pokazalo je njegovu visoku toksi¢nost i u niskim koncentracijama.
NajniZa ispitivana koncentracija od 0,09 mg/I inhibirala je porast izolata za 65,6 % u odnosu
na kontrolu, dok je pri koncentraciji od 0,75 mg/l inhibicija porasta bila preko 80 % (Slika
25).

-“‘\I-\.

Slika 25. Porast izolata Verticillium dahliae na podlozi sa difenokonazolom

U ispitivanjima osetljivosti izolata V. dahliae na azoksistrobin dodavana je

salicilhidroksaminska kiselina (SHAM) u cilju eliminisanja efekta laZzne rezistentnosti.
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Testovima toksi¢nosti SHAM-a za izolat V. dahliae utvrdeno je da koncentracija od 0,1 mg/I
ne remeti porast micelije izolata, pa je ova koncentracija odabrana za koriS¢enje u testu
toksi¢nosti azoksistrobina za V. dahliae in vitro.

U intervalu koncentracija azoksistrobina od 25 do 125 mg/l zabelezena je inhibicija
porasta micelije izolata V. dahliae u rasponu 5-95 %. Pri koncentraciji od 25 mg/l utvrdena je
inhibicija porasta micelije od 30,1 % u odnosu na kontrolu. Za najvisSu koriS¢enu

koncentraciju od 125 mg/1 inhibicija je iznosila 90,1 % (Slika 26).

Slika 26. Porast izolata Verticillium dahliae na podlozi sa azoksistrobinom

Pri ispitivanju osetljivosti V. dahliae na tiofanat-metil koriS¢en je interval
koncentracija od 1,25 do 10 mg/l. Najniza koncentracija od 1,25 mg/l inhibirala je porast
izolata V. dahliae 32,6 %, dok je najviSa koncentracija tiofanat-metila (10 mg/l) ispoljila 1

najvece inhibitorno delovanje od 90,1 % u odnosu na kontrolu (Slika 27).
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Slika 27. Porast izolata Verticillium dahliae na podlozi sa tiofanat-metilom

Za proucavanje toksi¢nosti ulja Cajnog drveta in vitro koriséen je interval
koncentracija od 1500 do 5000 mg/l. Porast micelije izolata V. dahliae koji je izlagan
delovanju ulja ¢ajnog drveta u koncentraciji od 1500 mg/l bio je inhibiran 14,3 %, dok je
najvisa ispitivana koncentracija od 5000 mg/1 ispoljila inhibitorno delovanje od 64,6 % (Slika
28).

Slika 28. Porast izolata Verticillium dahliae na podlozi sa uljem Cajnog drveta

Ocenjivanje antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 bakterije B. subtilis vrieno je nakon
inkubacije od 48 h pri temperaturi od 25 °C merenjem precnika zone inhibicije (mm) i

poredenjem sa pre¢nikom inhibitorne zone u kontroli i tretmanu u kome je koris¢en
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standardni fungicid. Sirina inhibitorne zone koja je nastala u tretmanu tiofanat-metilom za
izolat V. dahliae iznosila je 52,75 mm, dok u tretmanu sa ispitivanim sojem bakterije B.
subtilis ova zona nije bila uocljiva. Medutim, porast micelije u zoni dejstva nije bio potpuno
zaustavljen ve¢ je uocena zona delimic¢ne inhibicije porasta micelije pre¢nika 16 mm (Slika

29).

Slika 29. Antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 bakterije Bacillus subtilis na izolat
Verticillium dahliae

Vrednosti parametara osetljivosti (ECsy vrednost i regresioni koeficijent b) za izolata

V. dahliae prikazane su u tabeli 13.

Tabela 13. Osetljivost izolata Verticillium dahliae na fungicide i biofungicid na bazi ulja
cajnog drveta

Ispitivana Parametar apsolutne osetljivosti ECsy (mg/l)

jedinjenja Vrednost Opseg b
Ulje ¢ajnog drveta 1507,65 1351,73-1681,93 3,46+0,36
Prohloraz 0,03 0,02-0,06 0,66 +£0,98
Fluopiram >5000 *NO *NO
Difenokonazol 0,02 0,0004-0,05 0,51+0,14
Azoksistrobin 71,95 61,05-89,56 2,19+0,33
Tiofanat- metal 3,48 3,03-3,87 2,72+0,30

*NO — nije odredeno

.....

ispitivanja za izolat V. dahliae. Vrednost srednje efektivne koncentracije od 0,02 mg/l

ustanovljena je za difenokonazol, kao i1 najniza relativna osetljivost (b = 0,51). Za prohloraz
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dobijena je vrednost ECsy od 0,03 mg/l. Vrednost srednje efektivne koncentracije za tiofanat-
metil iznosila je ECsy = 3,48 mg/I, dok je vrednost regresionog koeficijenta b iznosila 2,72.

Izolat V. dahliae u laboratorijskim testovima nije pokazao osetljivost na fluopiram. Pri
koncentraciji od 5000 mg/l nije bilo inhibicije porasta micelije u odnosu na kontrolu. Za
izolat V. dahliae utvrdena je veoma niska osetljivost na biofungicid na bazi ulja Cajnog
drveta, sa izuzetno visokom vrednoscu srednje efektivne koncentracije od 1507,65 mg/l. Za
isti izolat ustanovljena je i najveca relativna osetljivost. Vrednost regresionog koeficijenta
iznosila je 3,46. Nisku toksinost za izolat vrste V. dahliae ispoljio je azoksistrobin, sa
vrednos$¢u ECsy = 71,95 mg/l, a vrednost regresionog koeficijenta b za ovaj izolat iznosila je
2,19.

In vivo: U tabeli 14 prikazani su rezultati proucavanja efikasnosti fungicida i
biofungicida, primenjenih u fenofazi kada je razvijeno Sest i vise listova na glavnom stablu, u
spreCavanju pojave ,,zelenog uvenuca” prethodno inokulisanih biljaka paprike. Intenzitet
oboljenja u inokulisanoj kontrolnoj varijanti (K) iznosio je 65 % u odnosu na neinokulisanu
kontrolu (Slika 37). Najnizi intenzitet oboljenja (11 %) zabelezen je u varijanti gde je
primenjivan tiofanat-metil (Slika 32). U varijantama primene preparata na bazi fluopirama
(Slika 34), prohloraza (Slika 36) i difenokonazola (Slika 33) intenzitet oboljenja je iznosio
16-19 %. Umeren intenzitet oboljenja utvrden je u varijantama primene preparata na bazi ulja
¢ajnog drveta (35 %) (Slika 31), B. subtilis (42 %) (Slika 30) 1 azoksistrobina (50 %) (Slika
35). Od ispitivanih varijanti, najvecu efikasnost ispoljio je praparat na bazi tiofanat-metila
(83,1 %), a najmanju na bazi azoksistrobina (23,1 %) 1 B. subtilis (35,4 %). Izmedu
difenokonazola, fluopirama i1 prohloraza nije postojala statisticki znacajna razlika u pogledu

intenziteta oboljenja.

Tabela 14. Verticillium dahliae. Intenzitet oboljenja i efikasnost (E) fungicida

Ispitivana Konc. Intenzitet oboljenja (%) Efikasnost (%)
jedinjenja primene (%) Ms Sd E
B. subtilis 1,00 42,00 ¢ 25,10 35,40
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 35,00 be 13,70 46,20
Tiofanat-metil 0,10 11,00 a 8,90 83,10
Difenokonazol 0,05 19,00 ab 8,20 70,80
Fluopiram 0,10 16,00 ab 8,20 75,40
Azoksistrobin 0,075 50,00 cd 25,00 23,10
Prohloraz 0,08 17,00 ab 21,10 73,80
K - 65,00d 13,70 0,00
AK - 0,00 a 0,00 100,00
LSDyos = 21,51 LSDyo; = 28,82
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U tabeli 15 prikazani su podaci o visini, svezoj masi biljaka paprike i duzini
nekrotiranog dela na prizemnom delu stabla (NPDS). U kontrolnoj varijanti (K) visina biljaka
je iznosila 12,2 cm, a u varijanti netretiranih 1 neinokulisanih biljaka (AK) 32,8 cm (Slika
38). U varijantama primene preparata na bazi ulja cajnog drveta (9 cm) i B. subtilis (10,4 cm)
zabelezena je najmanja visina biljaka. Najveca duzina biljaka utvrdena je u varijantama u
kojima su primenjivani preparati na bazi difenokonazola (26,6 cm) i tiofanat-metila (24,6
cm). Izmedu ispitivanih preparata na bazi B. subtilis 1 azoksistrobina (11,5 cm) nije
zabeleZena statisticki znacajna razlika u visini biljaka paprike.

Prosec¢na vrednost sveze mase biljaka paprike u kontroli (K) iznosila je 1,72 g. U
odnosu na masu netretiranih i neinokulisanih biljaka paprike (AK) (11,34 g) u varijantama
primene preparata na bazi difenokonazola (7,97 g), tiofanat-metila (7,37 g) i prohloraza
utvrdene su statisticki znacajno manje vrednosti ovog parametra. Niske vrednosti mase
biljaka utvrdene su u varijantama primene preparata na bazi B. subtilis (2,63 g) i ulja Cajnog
drveta (1,72 g). U varijjantama gde su primenjivani preparati na bazi azoksistrobina, ulja
Cajnog drveta i B. subtilis nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na inokulisane i
netretirane kontrolne biljke.

DuZina nekrotiranog prizemnog dela stabla (NPDS) biljaka paprike u kontrolnoj
varijjanti (K) iznosila je 2,3 cm. NajniZe vrednosti ovog parametra utvrdene su u varijantama
primene preparata na bazi difenokonazola (0,06 cm), tiofanat-metila (0,45 cm) i prohloraza
(0,45 cm). Izmedu ovih varijanti nije postojala statistiCki znacajna razlika u vrednostima
NPDS. U varijantama primene preparata na bazi ulja ¢ajnog drveta (2,25 cm) i B. subtilis (1,3
cm) uvtrdene su najviSe vrednosti NPDS. Izmedu inokulisnih 1 netretiranih biljaka paprike 1
varijante primene preparata na bazi ulja ¢ajnog drveta nije utvrdena statisticki znacajna

razlika.
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Tabela 15. Verticillium dahliae. Visina, masa i nekroza prizemnog dela stabla biljaka paprike

. Konc. Duzina biljaka Masa biljaka Nekroza

Ispitivana .
jedinjenja primene (cm) (2) (cm)

(%) Ms Sd Ms Sd Ms Sd
B. subtilis 1,00 10,40 ab 7,52 2,63 a 1,33 1,30c 0,84
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 9,00 a 2,24 1,72 a 0,68 225d 0,75
Tiofanat-metil 0,10 24,60 de 2,07 7,37 cd 2,76 0,45ab 0,32
Difenokonazol 0,05 26,60 ef 2,97 7,97 d 1,46 0,06 ab 0,13
Fluopiram 0,10 17,30 be 7,51 3,94 ab 1,51 0,75bc 0,43
Azoksistrobin 0,075 11,50 b 5,09 1,98 a 0,58 1,25¢ 0,56
Prohloraz 0,08 19,00 cd 6,16 5,32 be 3,46 0,45ab 0,32
K - 12,20 abc 6,73 1,72 a 1,06 2,30d 0,57
AK - 31,80 f 1,30 11,34 ¢ 1,65 0,00a 0,00

LSDoos = 6,83 LSDO()] = 9,15 LSDoos = 2,09 LSDOO] = 2,69 LSDoos = 0,66 LSDOO] :0,89

Utvrdena je statisticki znacajna korelacija izmedu visine 1 mase biljaka (r = 0,98),
efikasnosti 1 visine biljaka (r = 0,81), kao 1 efikasnosti i mase biljaka (r = 0,84). Negativna
korelacija utvrdena je izmedu NPDS i duzine biljaka (r = - 0,87), NPDS i mase biljaka (r = -
0,86) 1 NPDS i efikasnosti (r = - 0,84).

Slika 30. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae i
tretirane preparatom na bazi Bacillus subtilis u koncentraciji od 1 %
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Slika 31. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae 1
tretirane preparatom na bazi ulja ¢ajnog drveta u koncentraciji od 1 %

Slika 32. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae i
tretirane preparatom na bazi tiofanat-metila u koncentraciji od 0,1 %
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Slika 33. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae i
tretirane preparatom na bazi difenokonazola u koncentraciji od 0,05 %

Slika 34. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae i
tretirane preparatom na bazi fluopirama u koncentraciji od 0,1 %
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Slika 35. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae 1
tretirane preparatom na bazi azoksistrobina u koncentraciji od 0,075 %

Slika 36. Biljke paprike inokulisane izolatom Verticillium dahliae 1
tretirane preparatom na bazi prohloraza u koncentraciji od 0,08 %
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Slika 38. Neinokulisane i netretirane biljke paprike (AK)
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4.2.2. F. oxysporum

In vitro: Prilikom ispitivanja toksi¢nosti prohloraza za izolat F. oxysporum koris¢en je
interval koncentracija od 0,06 do 1 mg/l. Najniza koncentracija od 0,06 mg/l inhibirala je
porast micelije za 15,6 %. Koncentracije od 0,25 i 0,5 mg/l znacajnije su inhibirale porast
micelije izolata, pa je procenat inhibicije porasta iznosio preko 60 % za obe primenjene
koncentracije. Najvisa ispitivana koncentracija (1 mg/l) ispoljila je i najjace delovanje, sa

procentom inhibicije od 88,3 % (Slika 39).

Slika 39. Porast izolata Fusarium oxysporum na podlozi sa prohlorazom

Za ispitivanje osetljivosti izolata F. oxysporum na fluopiram koriS¢en je interval
koncentracija od 250 do 2000 mg/l. Dve najniZe ispitivane koncentracije (250 1 500 mg/l)
inhibirale su porast micelije izolata F. oxysporum 18,8 % odnosno 23,1 % u poredenju sa
kontrolom, dok je najveci procenat inhibicije od 56 % utvrden pri koncentraciji od 2000 mg/1

(Slika 40).
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Slika 40. Porast izolata Fusarium oxysporum na podlozi sa fluopiramom

Porast micelije izolata F. oxysporum inhibiran je u intervalu 5-95 % u odnosu na
kontrolu pri intervalu koncentracija od 1,56 do 25 mg/l propikonazola. Najniza ispitivana
koncentracija (1,56 mg/1) ispoljila je inhibitorno delovanje na izolat F. oxysporum od 20,15
%. Koncentracija od 6,25 mg/l inhibirala je porast za nesto manje od 50 %, dok je najvisa
ispitivana koncentracija propikonazola (25 mg/l) ispoljila i najjaci inhibitorni efekat od 73,26
% (Slika 41).

Slika 41. Porast izolata Fusarium oxysporum na podlozi sa propikonazolom
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Pri ispitivanju toksicnosti kaptana za izolat F. oxysporum koriS¢en je interval
koncentracija od 50 do 250 mg/I. Porast micelije izolata F. oxysporum bio je inhibiran vise od
15 % pod uticajem najnize ispitivane koncentracije (50 mg/l). Koncentracija od 100 mg/l
inhibirala je porast 80 %, a najvisa ispitivana koncentracija (250 mg/l) zaustavila je porast

micelije izolata 88,8 % (Slika 42).

Slika 42. Porast izolata Fusarium oxysporum na podlozi sa kaptanom

Ispitivani interval koncentracija tiofanat-metila pri ispitivanju osetljivosti izolata F.
oxysporum bio je izmedu 25 i 100 mg/l. Najniza koncentracija od 25 mg/l inhibirala je porast
izolata F. oxysporum 15 %, a naredna ispitivana koncentracija od 50 mg/I inhibirala je porast
micelije nesto vise od 60 % u poredenju sa kontrolom. Najvisa ispitivana koncentracija (100

mg/1) ispoljila je i najjace delovanje sa procentom inhibicije od 93,3 % (Slika 43).
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Slika 43. Porast izolata Fusarium oxysporum na podlozi sa tiofanat-metilom

Pri ispitivanju osetljivosti izolata F. oxysporum na ulje ¢ajnog drveta koriScen je
interval koncentracija od 125 do 1000 mg/l. Najniza koncentracija od 125 mg/1 ispoljila je
slabo inhibitorno delovanje na porast micelije F. oxysporum. Koncentracija od 250 mg/l
inhibirala je porast micelije od skoro 30 % u poredenju sa kontrolom. Najvisa ispitivana
koncentracija od 1000 mg/1 ispoljila je najjace delovanje sa procentom inhibicije od 53,36 %

(Slika 44).

Slika 44. Porast izolata Fusarium oxysporum na podlozi sa uljem ¢ajnog drveta
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Stepen antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 B. subtilis ocenjivan je nakon inkubacije od
48 h pri temperaturi od 25 °C merenjem precnika zone inhibicije (mm) 1 poredenjem sa
pre¢nikom inhibitorne zone u kontroli i tretmanu u kome je koris¢en standardni fungicid.
Sirina inhibitorne zone koja je nastala u tretmanu prohlorazom za izolat F. oxysporum
iznosila je 61,7 mm, dok u tretmanu ispitivanim sojem bakterije B. subtilis nije bila uocljiva.
Medutim, iako porast micelije u zoni dejstva nije bio potpuno zaustavljen, uocena je zona

delimicne inhibicije porasta micelije pre¢nika 7 mm. (Slika 45).

Slika 45. Antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 bakterije Bacillus subtilis na izolat !
Fusarium oxysporum

Tabela 16. Osetljivost izolata Fusarium oxysporum na fungicide i biofungicid na bazi ulja
¢ajnog drveta

Ispitivana Parametar apsolutne osetljivosti ECsy (mg/1)

jedinjenja Vrednost Opseg b
Prohloraz 0,07 0,04-0,10 0,87 +0,19
Fluopiram 1075,01 670,50-2321,21 0,56+0,17
Propikonazol 4,69 3,27-6,35 0,86+0,14
Kaptan 19,14 2,79-35,75 1,10+0,30
Tiofanat-metil 71,95 61,05-89,56 2,19+0,33
Ulje ¢ajnog drveta 1205,77 711,74-3470,31 0,71+0,14

.....

Vrednost srednje efektivne koncentracije iznosila je ECsy = 0,07 mg/l. Nagib regresione
linije, tj. koeficijent regresije bio je 0,87. 1zolat F. oxysporum ispoljio je visoku osetljivost na
propikonazol. Vrednost srednje efektivne koncentracije iznosila je ECso = 4,69 mg/l, a

vrednost regresionog koeficijenta b 0,86.
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Izolat F. oxysporum ispoljio je umerenu osetljivost na kaptan. Vrednost srednje
efektivne koncentracije za ovaj fungicid iznosila je ECsy = 19,14 mg/l. Nagib regresione
linije, tj. regresioni koeficijent b bio je 1,1.

Ulje ¢ajnog drveta i fluopiram bili su najmanje toksi¢ni od svih testiranih fungicida za
izolat F. oxysporum. Za ulje Cajnog drveta utvrdena je najvisa vrednost srednje efektivne
koncentracije od 1205,77 mg/l, a koeficijent regresije iznosio je 0,71. U ogledima in vitro, za
fluopiram ustanovljena je vrednost srednje efektivne koncentracije od 1075,01 mg/l i najvisa
vrednost relativne osetljivosti b = 0,56. Za tiofanat-metil takode je utvrdena relativno visoka
ECso vrednost od 71,95 mg/l, i najniZa relativna osetljivost sa vredno$¢u regresionog
koeficijenta b =2,19.

In vivo: U tabeli 17 prikazani su podaci o pojavi ,,fuzarioznog uvenuca” paprike i
efikasnosti preparata primenjenih u fenofazi kada je razvijeno cetiri i vise listova na glavnom
stablu. Intenzitet oboljenja u inokulisanoj netretiranoj kontrolnoj varijanti (K) iznosio je 90 %
(Slika 53). Intenzitet oboljenja u varijantama gde je primenjivan bioloski preparat na bazi
etarskog ulja ¢ajnog drveta (Slika 47) iznosio je 85 % 1 nije se statisticki znacajno razlikovao
u odnosu na inokulisane i netretirane kontrolne biljke (K). U varijantama gde su primenjivani
preparati na bazi bakterije B. subtilis (Slike 46), propikonazola (Slike 51) 1 tiofanat-metila
(Slike 52) intenzitet oboljenja bio je znatno nizi: 20, 22 1 41 %. Od ispitivanih varijanti,
najvecu efikasnost ispoljili su preparati na bazi kaptana (95,6 %) (Slika 49) i prohloraza (92,2
%) (Slika 50). Takode, visoka efikasnost zabeleZena je u varijantama u kojima su
primenjivani preparati na bazi B. subtilis (77,8 %), propikonazola (75,6 %) i fluopirama (66,7
%) (Slika 48). Najniza efikasnost od 5,6 % utvrdena je u varijanti primene preparata na bazi

etarskog ulja Cajnog drveta.
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Tabela 17. Fusarium oxysporum. Intenzitet oboljenja i efikasnost (E) fungicida

.e Konc. Intenzitet oboljenja (%) Efikasnost (%)
¥SP¥tl,Vm{a primene
jedinjenja (%) Ms Sd E
B. subtilis 1,00 20,00 ab 32,60 77,80
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 85,00 ¢ 22,40 5,60
Fluopiram 0,10 30,00 ab 27,40 66,70
Kaptan 0,30 4,00 ab 5,50 95,60
Prohloraz 0,08 7,00 ab 11,00 92,20
Propikonazol 0,03 22,00 ab 43,80 75,60
Tiofanat-metil 0,10 41,00 b 43,40 54,40
K - 90,00 ¢ 22,40 0,00
AK - 0,00 a 0,00 100,00

LSDyos = 30,46 LSDyo; = 40,81

U tabeli 18 prikazane su vrednosti visine i sveze mase biljaka paprike. U inokulisanoj
kontrolnoj varijanti (K) prosecna visina biljaka iznosila je 0,3 cm, a u varijanti netretiranih 1
neinokulisanih biljaka (AK) 10,5 cm. Najveca duzina biljaka utvrdena je u varijanti u kojoj je
primenjivan preparat na bazi kaptana (4,86 cm), dok su najnize vrednosti ustanovljene u
varijantama u kojima su primenjivani preparati na bazi prohloraza (1,1 cm) i propikonazola
(0,84 cm). Ove vrednosti se nisu statisticki znacajno razlikovale u odnosu na vrednosti visine
inokulisanih netretiranih kontrolnih biljaka (K). Takode, statisticki zna€ajna razlika u visini
biljaka nije utvrdena ni izmedu varijante primene preparata na bazi B. subtilis (4,46 cm) 1
fluopirama (3,74 cm).

Prose¢na vrednost sveZe mase biljaka paprike u inokulisanoj kontroli (K) iznosila je
1,5 g, dok je masa netretiranih 1 neinokulisanih biljaka paprike (AK) bila 14,24 g. Najvece
srednje vrednosti mase biljaka dobijene su u varijjantama primene kaptana (2,03 g) 1
prohloraza (2,04 g). U varijantama primene preparata na bazi tiofanat-metila, fluopirama i
ulja ¢ajnog drveta zabelezene su niske vrednosti mase biljaka od 0,64 g, 0,91 g i 1,06 g.
[zmedu varijanti u kojima su primenjivani preparati na bazi prohloraza i propikonazola i
inokulisanih netretiranih kontrolnih biljaka (K) nije postojala statisticki znacajna razlika u

prosecnoj masi biljaka.
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Tabela 18. Fusarium oxysporum. Uticaj razli€itih jedinjenja na visinu i masu biljaka paprike

. Konc. Duzina biljaka Masa biljaka

Ispitivana .

jedinjenja primene (cm) (2)

(%) Ms Sd Ms Sd
B. subtilis 1,00 4,46 cd 1,70 1,98 a 1,18
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 1,90 ab 1,60 1,06 a 0,89
Fluopiram 0,10 3,74 cd 1,30 091 a 0,58
Kaptan 0,30 4,84d 1,40 2,03 a 1,09
Prohloraz 0,08 1,10 a 0,70 2,04 a 0,76
Propikonazol 0,03 0,84 a 0,70 1,82 a 1,27
Tiofanat-metil 0,10 2,94 be 1,50 0,64 a 0,39
K - 0,30 a 0,30 1,50 a 0,91
AK - 10,50 e 1,90 14,24 b 1,28
LSDoos = 1,66;  LSDog; = 2,23; LSDyos = 1,30 LSDqo; = 1,74

Utvrdena je statisti¢ki znacajna korelacija izmedu visine i mase biljaka (r = 0,84), a
umerena korelacija izmedu efikasnosti primenjenih preparata i visine biljaka (r = 0,56).
Izmedu efikasnosti 1 mase biljaka ustanovljena je slaba korelacija, sa vrednos¢u koeficijenta

korelacije r = 0,43.

. Ekstrasol

Slika 46. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi Bacillus subtilis u koncentraciji od 1 %
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Timorex Gold

Slika 47. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi ulja ¢ajnog drveta u koncentraciji od 1 %

Slika 48. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi fluopirama u koncentraciji od 0,1 %
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Slika 49. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi kaptana u koncentraciji od 0,3 %

Spartak 450-EC

Slika 50. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi prohloraza u koncentraciji od 0,08 %
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Bumper 25-EC

Slika 51. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi propikonazola u koncentraciji od 0,03 %

Slika 52. Biljke paprike inokulisane izolatom Fusarium oxysporum i
tretirane preparatom na bazi tiofanat-metila u koncentraciji od 0,1 %
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Slika 53. Fusarium oxysporum. Kontrolne inokulisane biljke paprike (K)

Slika 54. Neinokulisane i netretirane biljke paprike (AK)
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4.2.3. S. sclerotiorum

In vitro: Pri ispitivanju toksicnosti prohloraza na izolat S. sclerotiorum koriS¢en je
interval koncentracija od 0,003 do 0,05 mg/l. Ispitivanja uticaja razli¢itih koncentracija
pokazala su visoku toksi¢nost ovog preparata pri veoma niskim koncentracijama. Najniza
ispitivana koncentracija od 0,003 mg/l inhibirala je porast izolata S. sclerotiorum 27,8 %.
Koncentracija od 0,006 mg/l zaustavila je porast micelije izolata 32,4 %. Koncentracije 0,01 1
0,025 mg/1 inhibirale su porast izolata 44,8 % odnosno 56 %. Najve¢i procenat ihnibicije od

preko 85 % utvrden je pri koncentraciji od 0,05 mg/1 (Slika 55).

Slika 55. Porast izolata Sclerotinia sclerotiorum na podlozi sa prohlorazom

Osetljivost izolata S. sclerotiorum na fluopiram ispitivana je koris¢enjem intervala
koncentracija koje su bile izmedu 0,012 i 0,2 mg/l. Porast micelije izolata S. sclerotiorum bio
je inhibiran viSe od 60 % pod uticajem najnize ispitivane koncentracije fluopirama od 0,012
mg/l. Naredne dve vece koncentracije (0,025 i 0,05 mg/l) znacajnije su inhibirale porast
micelije izolata, pa je procenat inhibicije porasta iznosio preko 70 %. Najveca koncentracija

od 0,2 mg/l snazno je zaustavila porast micelije izolata za 88,8 % (Slika 56).
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Slika 56. Porast izolata Sclerotinia sclerotiorum na podlozi sa fluopiramom

Porast izolata S. sclerotiorum inhibiran je izmedu 5-95 % u odnosu na kontrolu
korisS¢enjem intervala koncentracija boskalida u rasponu od 0,05 do 10 mg/l. Najniza
koncentracija boskalida od 0,05 mg/l inhibirala je porast micelije S. sclerotiorum u odnosu na
kotrolu 16,9 %. Koncentracija od 0,1 mg/l ispoljila je inhibitorno delovanje koje je iznosilo
preko 30 %. NajviSa ispitivana koncentracija (10 mg/l) ispoljila je snazno inhibitorno
delovanje na porast micelije izolata S. sclerotiorum, tako da je procenat inhibicije iznosio

91,2 % (Slika 57).

Slika 57. Porast izolata Sclerotinia sclerotiorum na podlozi sa boskalidom
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Pri ispitivanju osetljivosti izolata S. sclerotiorum na kaptan koriS¢en je interval
koncentracija od 6,25 do 25 mg/I. Ispitivanja uticaja razliCitih koncentracija pokazala su da je
najniza koncentracija od 6,25 mg/l inhibirala porast izolata S. sclerotiorum 15,5 %.
Koncentracija od 12,5 mg/l inhibirala je porast micelije preko 55 % u poredenju sa
kontrolom, a najveca ispitivana koncentracija od 25 mg/l snazno je zaustavila porast micelije

izolata (85,9 %) (Slika 58).

Slika 58. Porast izolata Sclerotinia sclerotiorum na podlozi sa kaptanom

Za ispitivanje osetljivosti izolata S. sclerotiorum na tiofanat-metil koriS¢ene su
koncentracije u intervalu od 1,12 do 5 mg/l. Porast micelije izolata S. sclerotiorum bio je
inhibiran viSe od 40 % pod uticajem najnize ispitivane koncentracije od 1,12 mg/l.
Koncentracija od 2,5 mg/l znacajno je inhibirala porast micelije izolata 1 procenat inhibicije
porasta iznosio je preko 70 %. Najvisa ispitivana koncentracija od 5 mg/l snazno je zaustavila

porast micelije izolata (95,3 %) (Slika 59).
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Slika 59. Porast izolata Sclerotinia sclerotiorum na podlozi sa tiofanat-metilom

Osetljivost izolata S. sclerotiorum na ulje ¢ajnog drveta proucavana je koris¢enjem
intervala koncentracija od 62,5 do 1000 mg/l. NajniZa koncentracija od 62,5 mg/l inhibirala je
porast micelije za 15,5 %. Koncentracija od 250 mg/I ispoljila je inhibitorno delovanje koje je
iznosilo preko 65 %, dok je najviSa testirana koncentracija od 1000 mg/l inhibirala porast

micelije 95,8 % u poredenju sa kontrolom (Slika 60).

Slika 60. Porast izolata Sclerotinia sclerotiorum na podlozi sa uljem Cajnog drveta
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Merenjem precnika zone inhibicije (mm) 1 poredenjem sa pre¢nikom inhibitorne zone
u kontroli 1 tretmanu u kome je koriS¢en standardni fungicid vrSeno je ispitivanje stepena
antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 B. subtilis, nakon inkubacije od 48 h pri temperaturi od 25
°C. Zona inhibicije nije bila uoc€ljiva u varijanti primene ispitivanog soja, dok je u varijanti

primene prohloraza porast micelije izolata u potpunosti inhibiran (Slika 61).

Slika 61. Antgonisti¢ke aktivnosti soja C13 bakterije Bacillus subtilis na izolat
Sclerotinia sclerotiorum

Vrednosti parametara osetljivosti (ECsy vrednost i regresioni koeficijent b) za izolata

S. sclerotiorum prikazane su u tabeli 19.

Tabela 19. Osetljivost izolata Sclerotinia sclerotiorum na fungicide i biofungicid na bazi ulja
cajnog drveta

Parametar apsolutne osetljivosti ECsy (mg/1)

Ispitivana

jedinjenja Vrednost Opseg b
Prohloraz 1,01 0,007-0,11 0,78 £0,13
Fluopiram 0,003 0,0002-0,02 0,60+0,51
Boskalid 0,17 0,08-0,31 0,50+0,07
Kaptan 8,94 7,85-10,20 2,47+0,23
Tiofanat- metil 1,32 1,07-1,55 2,64+0,33
Ulje €ajnog drveta 70,28 23,78-118,17 0,63+0,15

.....

Vrednost srednje efektivne koncentracije iznosila je 0,003 mg/l. Nagib regresione linije, tj.
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koeficijent regresije bio je 0,60. Na osnovu laboratorijskih testova, izracunate su vrednosti
parametara koji ukazuju na relativno visoku toksi¢nost boskalida na izolate S. sclerotiorum.
Utvrdena je relativno niska vrednost srednje efektivne koncentracije — ECso = 0,1 mg/l. Ovaj
izolat poseduje i najviSu relativhu osetljivost na ovaj fungicid sa vredno$éu regresionog
koeficijenta b = 0,50. Izolat S. sclerotiorum ispoljio je visoku osetljivost na prohloraz.
Vrednost srednje efektivne koncentracije za ovaj fungicid iznosila je 1,01 mg/l, a nagib
regresione linije, tj. regresioni koeficijent b bio je 0,78. Testirani izolat ispoljio je visoku
osetljivost na tiofanat-metil. Vrednost srednje efektivne koncentracije pri kojoj je prosecni
rast izolata bio inhibiran za 50 % u odnosu na kontrolu iznosila je 1,32 mg/l. Vrednost
regresionog koeficijenta b bila je 2,64.

Izolat S. sclerotiorum ispoljio je umerenu osetljivost na kaptan. Vrednost srednje
efektivne koncentracije za ovaj fungicid iznosila je 8,94 mg/l, a nagib regresione linije, tj.
regresioni koeficijent b bio je 2,47.

Ispitivani izolat S. sclerotiorum ispoljio je najniZu osetljivost na ulje ¢ajnog drveta.
Vrednost srednje efektivne koncentracije pri kojoj je prosecan rast izolata bio inhibiran za 50
% u odnosu na kontrolu iznosila je 70,28 mg/l. Vrednost regresionog koeficijenta b iznosila je
0,63.

In vivo: U tabeli 20 prikazani su podaci o pojavi uvenuca i efikasnosti primenjenih
preparata u fenofazi kada je razvijeno cCetiri 1 viSe listova na glavnom stablu. Intenzitet
oboljenja u kontrolnoj varijanti (K) iznosio je 100 % (Slika 69). Pri ovako visokom
intenzitetu oboljenja, intenzitet oboljenja u varijantama primene preparata na bazi fluopirama
(Slika 65), prohloraza (Slike 67) 1 ulja Cajnog drveta (Slika 63) iznosio je 50, 551 57 %. U
varijanti u kojoj je primenjen preparat na bazi boskalida (Slika 64), intenzitet oboljenja bio je
24 %. Od ispitivanih varijanti najvecu efikasnost ispoljili su preparati na bazi kaptana (98 %)
(Slika 66) i tiofanat-metila (80 %) (Slika 68). Umerena efikasnost postignuta je primenom
preparata na bazi ulja Cajnog drveta (43 %), prohloraza (45 %) i fluopirama (50 %). Za
bioloSki preparat na bazi B. subtilis utvrdena je najmanja efikasnost od 5 % koja se nije

statisticki znacajno razlikovala od inokulisane netretirane kontrole (K) (Slika 62).
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Tabela 20. Sclerotinia sclerotiorum. Intenzitet oboljenja i efikasnost (E) fungicida

Ispitivana Konc. Intenzitet oboljenja (%) Efikasnost (%)
jedinjenja primene (%) Ms Sd E
B. subtilis 1,00 95,00d 11,20 5,00
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 57,00 ¢ 33,50 43,00
Boskalid 0,15 24,00 b 16,40 76,00
Fluopiram 0,10 50,00 ¢ 17,70 50,00
Kaptan 0,30 2,00 ab 4,50 98,00
Prohloraz 0,08 55,00 ¢ 11,20 45,00
Tiofanat-metil 0,10 20,00 ab 20,90 80,00
K - 100,00 d 0,00 0,00
AK - 0,00 a 0,00 100,00
LSDyos = 21,33 LSDyo; = 28,581

U tabeli 21 prikazani su podaci o visini i svezoj masi biljaka paprike. U kontrolnoj
varijanti (K) proseCna visina biljaka iznosila je 0,04 cm, a u varijanti netretiranih i
neinokulisanih biljaka (AK) 6,54 cm. U varijantama primene bioloSkih preparata na bazi ulja
cajnog drveta (0,56 cm) i bakterije B. subtilis (0,28 cm) zabeleZena je najmanja visina biljaka.
Najveca duzina biljaka utvrdena je u varijantama primene preparata na bazi kaptana (5,64
cm) 1 fluopirama (4,04 cm). Izmedu primenjenih tretmana utvrdena je statisticki znacajna
razlika u visini biljaka paprike.

Prosecna vrednost sveze mase biljaka paprike u kontroli (K) iznosila je 0,01 g, a u
varijanti netretiranih i neinokulisanih biljaka (AK) masa je iznosila 0,37 g. U varijantama u
kojima su primenjivani bioloski preparati na bazi B. subtilis (0,07 g) i ulja ¢ajnog drveta (0,1
g) zabeleZzene su najniZze vrednosti sveze mase biljaka paprike. Najvece vrednosti mase
biljaka utvrdene su u varijantama u kojima su primenjivani preparati na bazi fluopirama (0,23

g), boskalida (0,25 g) 1 kaptana (0,29 g).

Tabela 21. Sclerotinia sclerotiorum. Visina 1 masa biljaka paprike

Ispitivana Konc. Duzina biljaka (cm) Masa biljaka (g)
jedinjenja primene (%) Ms Sd Ms Sd
B. subtilis 1,00 0,28 ab 0,13 0,07b 0,01
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 0,56 b 0,09 0,10 ¢ 0,02
Boskalid 0,15 2,64 ¢ 0,17 0,25 ef 0,05
Fluopiram 0,10 4,04 ¢ 0,36 0,23 de 0,05
Kaptan 0,30 5,64 f 0,61 0,29 f 0,04
Prohloraz 0,08 2,64 ¢ 0,22 0,21 de 0,02
Tiofanat-metil 0,10 3,14d 0,34 0,19d 0,02
K - 0,04 a 0,09 0,01 a 0,00
AK - 6,54 ¢ 0,47 0,37 g 0,06
LSDoos =042 LSDgo; = 0,57 LSDoos =0,05 LSDyo; =0,06
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Utvrdena je statistiCki znacajna korelacija izmedu visine 1 mase biljaka (r = 0,94),

efikasnosti 1 visine biljaka (r = 0,88), kao 1 efikasnosti i mase biljaka (r = 0,92).

i
Slika 62. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi Bacillus subtilis u koncentraciji od 1 %

Slika 63. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi ulja ¢ajnog drveta u koncentraciji od 1 %
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Slika 64. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi boskalida u koncentraciji od 0,15 %

Slika 65. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi fluopirama u koncentraciji od 0,1 %

91



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

Slika 66. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi kaptana u koncentraciji od 0,3 %

Slika 67. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi prohloraza u koncentraciji od 0,08 %
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Funomal

Slika 68. Biljke paprike inokulisane izolatom Sclerotina sclerotiorum i
tretirane preparatom na bazi tiofanat-metila u koncentraciji od 0,1 %

Slika 69. Sclerotina sclerotiorum. Kontrolne inokulisane biljke paprike (K)
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Slika 70. Neinokulisane i netretirane biljke paprike (AK)

4.2.4. R. solani

In vitro: Pri ispitivanju osetljivosti izolata R. solani na prohloraz kori$¢en je interval
koncentracija od 1,56 do 25 mg/l. Koncentracija od 1,56 mg/I inhibirala je porast izolata R.
solani za nesto manje od 20 %. Pri koncentraciji od 12,5 mg/l porast je inhibiran 45,2 % u
poredenju sa kontrolom, a najvec¢a koncentracija od 25 mg/I zaustavila je porast micelije 66,5

% (Slika 71).
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Slika 71. Porast izolata Rhizoctonia solani na podlozi sa prohlorazom

Toksi¢nost fluopirama na izolat R. solani u uslovima in vitro ispitivana je koriS¢enjem
intervala koncentracija od 250 do 1000 mg/l. Pri koncentraciji od 250 mg/l porast micelije
izolata R. solani inhibiran je 40,3 %, a naredna koncentracija (350 mg/l) inhibirala je porast
45,5 %. Najveca koncentracija od 1000 mg/l inhibirala je porast izolata preko 60 % (Slika
72).

Slika 72. Porast izolata Rhizoctonia solani na podlozi sa fluopiramom

Pri ispitivanju osetljivosti izolata R. solani na azoksistrobin koriS¢en je interval

koncentracija od 10 do 1000 mg/l. Porast micelije izolata R. solani bio je inhibiran vise od 20
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% pod uticajem najniZe ispitivane koncentracije azoksistrobina od 10 mg/l. Pri koncentraciji
od 500 mg/1 doslo je do inhibicije porasta micelije izolata 50 %, dok je najveca koncentracija

(1000 mg/1) snazno zaustavila porast micelije izolata preko 54,39 % (Slika 73).

Slika 73. Porast izolata Rhizoctonia solani na podlozi sa azoksistrobinom

Porast izolata R. solani inhibiran je u intervalu 5-95 % u odnosu na kontrolu pri
koncentracijama iprodiona u rasponu od 0,3 do 5 mg/l. Koncentracija od 0,3 mg/l zaustavila
je porast micelije izolata 33,3 %. Naredne tri koncentracije od 0,6; 1,25 i 2,5 mg/l inhibirale
su porast micelije izolata 64,4; 87 1 93,9 %. Najvisa ispitivana koncentracija (5 mg/1) ispoljila

je jako inhibitorno delovanje, a procenat inhibicije iznosio je 97,3 % (Slika 74).
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Slika 74. Porast izolata Rhizoctonia solani na podlozi sa iprodionom

Osetljivost izolata R. solani na karbendazim proucavana je koriS¢enjem intervala
koncentracija od 0,6 do 10 mg/l. Porast micelije izolata bio je inhibiran manje od 15 % pod
uticajem najniZze koncentracije karbendazima od 0,6 mg/l. Koncentracija od 2,5 mg/l
inhibirala je porast skoro 60 %, a najvisa ispitivana koncentracija od 5 mg/l zaustavila je

porast micelije izolata 78,2 % (Slika 75).

Slika 75. Porast izolata Rhizoctonia solani na podlozi sa karbendazimom

Za ispitivanje toksiCnosti ulja ¢ajnog drveta na izolat R. solani koriS¢ene su

koncentracije u intervalu od 62,5 do 1000 mg/l. Najniza koncentracija od 62,5 mg/] inhibirala
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je porast micelije R. solani 18,4 %. Koncentracije od 125 1 250 mg/1 ispoljile su neSto jace
inhibitorno delovanje koje je iznosilo viSe od 24 %, dok je porast izolata najsnaznije

zaustavljen pri koncentraciji od 1000 mg/1 i to skoro 70 % (Slika 76).

Slika 76. Porast izolata Rhizoctonia solani na podlozi sa uljem ¢ajnog drveta

Antagonisti¢ka aktivnost soja C13 B. subtilis utvrdena je merenjem preénika zone
inhibicije (mm) i poredenjem sa pre¢nikom inhibitorne zone u kontroli i tretmanu u kome je
kori§¢en standardni fungicid. Za izolat R. solani potvrdeno je odsustvo antagonistickog
delovanja ispitivanog soja. U tretmanu sojem C13 B. subtilis nije doslo do zaustavljanja
porasta micelije izolata, dok je Sirina inhibitorne zone u tretmanu standardnim fungicidom

iprodionom iznosila 62 mm (Slika 77).

Slika 77. Antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 bakterije Bacillus subtilis na izolat
Rhizoctonia solani
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Vrednosti parametara osetljivosti (ECsp vrednost i regresioni koeficijent b) za izolata

R. solani prikazane su u tabeli 22.

Tabela 22. Osetljivost izolata Rhizoctonia solani na fungicide i biofungicid na bazi ulja
cajnog drveta

Parametar apsolutne osetljivosti ECsy (mg/1)

Ispitivana

jedinjenja Vrednost Opseg b
Prohloraz 13,84 10,58-19,98 1,09 £0,15
Fluopiram 430,37 301,92-555,57 1,03+0,27
Azoksistrobin 596,60 308,81-790,56 0,47+0,09
Iprodion 0,43 0,35-0,51 2,07+0,18
Karbendazim 1,84 1,57-2,18 1,91+0,21
Ulje ¢ajnog drveta 496,79 371,19-742,20 1,15+0,15

.....

vrste R. solani, sa vrednoS¢u ECsy = 0,43 mg/1 1 koeficijentom regresije b 2,07.

Na osnovu laboratorijskih testova, izraCunate su vrednosti parametara koji ukazuju na
relativno visoku toksi¢nost karbendazima na miceliju izolata R. solani. Utvrdena je relativno
niska vrednost srednje efektivne koncentracije — ECsp = 1,84 mg/l, dok je koeficijent
regresije bio 1,91.

Testirani izolat R. solani ispoljio je umerenu osetljivost na prohloraz. Vrednost
srednje efektivne koncentracije pri kojoj je prosecni rast izolata bio inhibiran za 50 % u
odnosu na kontrolu iznosila je 13,84 mg/l. Vrednost regresionog koeficijenta b iznosila je
1,09.

Azoksistrobin bio je najmanje toksican fungicid za izolat vrste R. solani, sa vredno$¢u
ECsp = 596,60 mg/l i vrednoScu regresionog koeficijenta b 0,47.

Ulje ¢ajnog drveta ispoljilo je nisku toksicnost na izolat R. solani , sa visokom
vrednoScu srednje efektivne koncentracije od 496,79 mg/l. Vrednost regresionog koeficijenta
b za ovaj izolat iznosi 1,15. Takode, na osnovu laboratorijskih testova, izraCunate su
vrednosti parametara koji ukazuju na relativno nisku toksi¢nost fluopirama na porast micelije
izolata R. solani. Utvrdena je relativno visoka vrednost srednje efektivne koncentracije od

430,37 mg/l, dok je nagib regresione linije, tj. koeficijent regresije b bio 1,03.
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U tabeli 23 prikazani su podaci o pojavi propadanja biljaka paprike i1 efikasnosti
preparata primenjenih u fenofazi kada je razvijeno Cetiri i vise listova na glavnom stablu.
Intenzitet oboljenja u kontrolnoj varijanti (K) iznosio je 95 % (Slika 85). Pri ovom intenzitetu
oboljenja, intenzitet oboljenja u varijanti gde je primenjivan preparat na bazi iprodiona (Slika
81) iznosio je 4 %, dok je u varijantama primene preparata na bazi ulja ¢ajnog drveta (Slika
79) 1 azoksistrobina (Slika 84) iznosio 9 1 10 %. Intenzitet oboljenja u varijantama u kojima je
primenjivan preparat na bazi tiofanat-metila iznosio je 15 % (Slika 80). U varijantama u
kojima su primenjivani preparati na bazi B. subtilis (Slika 78) i tiofanat-metila intenzitet
oboljenja bio je znatno ve¢i i1 iznosio je 50 %. NajviSu efikasnost koja se nije statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na neinokulisane i netretirane kontrolne biljke (AK) (Slika 86)
ispoljili su preparati na bazi iprodiona (95,8 %), ulja ¢ajnog drveta (90,5 %) i azoksistrobina
(89,5 %), dok je najmanja efikasnost od 47,4 % ustanovljena u varijantama u kojima su

primenjivani prepatati na bazi B. subtilis i fluopirama (Slika 83).

Tabela 23. Rhizoctonia solani Intenzitet oboljenja i efikasnost (E) fungicida

Ispitivana Konc. Intenzitet oboljenja (%) Efikasnost (%)
jedinjenja primene (%) Ms Sd E
B. subtilis 1,00 50,00 ¢ 17,70 47,40
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 9,00 a 10,20 90,50
Tiofanat-metil 0,10 15,00 ab 13,70 84,20
Iprodion 0,30 4,00 a 5,50 95,80
Prohloraz 0,08 32,00 b 17,50 66,30
Fluopiram 0,10 50,00 ¢ 17,70 47,40
Azoksistrobin 0,075 10,00 a 13,70 89,50
K - 95,00 d 11,20 0,00
AK - 0,00 a 0,00 100,00
LSDogs = 17,27 LSDgo = 23,14

In vivo: U tabeli 24 prikazani su podaci o visini 1 sveZoj masi biljaka paprike. U
kontrolnoj varijanti (K) visina biljaka iznosila je 1,4 cm, a u varijanti netretiranih i
neinokulisanih biljaka (AK) 10,5 cm. Najveca duZina biljaka zabeleZena je u varijantama
primene iprodionona 1 iznosila je 5,96 cm. Najnize vrednosti utvrdene su u varijantama u
kojima su primenjivani preparati na bazi ulja ¢ajnog drveta (3,4 cm) i tiofanat-metila (3,48
cm), a izmedu varijanti u kojima su koriS¢eni preparati na bazi B. subtilis (4,3 cm),
fluopirama (4,24 cm) i prohloraza (4,1 cm) nije zabelezena statisticki znacajna razlika u

visini biljaka paprike.
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Prosecna vrednost sveze mase biljaka paprike u kontroli (K) iznosila je 0,48 g, a u
varijanti netretiranih 1 neinokulisanih biljaka (AK) 14,24 g. NajviSa vrednost mase biljaka
utvrdena je u varijanti u kojoj je primenjivan preparat na bazi iprodiona (1,57 g), dok je u
varijanti u kojoj je koriS¢en azoksistrobin zabelezena najniza vrednost sveze masa biljaka
paprike od 0,96 g. Izmedu varijanti u kojima su koriS¢eni preparati na bazi azoksistrobina
(0,96 g), B. subtilis (1 g), ulja ¢ajnog drveta (1,04 g), tiofanat-metila (1,04 g), prohloraza (1,1

g) 1 fluopirama (1,22 g) nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u masi biljaka paprike.

Tabela 24. Rhizoctonia solani. Visina i masa biljaka paprike

Ispitivana Konc. Duzina biljaka (cm) Masa biljaka (g)

jedinjenja primene (%) Ms Sd Ms Sd

B. subtilis 1,00 4,30 de 1,20 1,00 ab 0,40
Ulje ¢ajnog drveta 1,00 3,40 bed 0,70 1,04 ab 0,40
Tiofanat-metil 0,10 3,48 cd 2,10 1,04 ab 0,30
Iprodion 0,30 5,96 ¢ 1,30 1,56 b 0,40
Prohloraz 0,08 4,10 de 1,40 1,10 ab 0,80
Fluopiram 0,10 4,24 de 1,10 1,22 ab 0,60
Azoksistrobin 0,075 3,70 d 1,20 0,96 ab 0,50
K - 1,40 a 2,20 0,48 a 0,20
AK - 10,50 f 1,90 14,24 ¢ 1,28

LSD005=1,93 LSD001=2,59  LSD005=082  LSD00I = 1,10

Utvrdena je statisticki znacajna korelacija izmedu visine i mase biljaka (r = 0,91), a
umerena korelacija izmedu efikasnosti primenjenih preparata i visine biljaka (r = 0,60).
Izmedu efikasnosti 1 mase biljaka ustanovljena je slaba korelacija, sa vrednoS¢u koeficijenta

korelacije r = 0,34.
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Slika 78. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani 1
tretirane preparatom na bazi Bacillus subtilis u koncentraciji od 1 %

Timorex Gold

Slika 79. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani i
tretirane preparatom na bazi ulja ¢ajnog drveta u koncentraciji od 1 %
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Slika 80. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani i
tretirane preparatom na bazi tiofanat-metila u koncentraciji od 0,1 %

o

Funomil

Slika 81. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani i
tretirane preparatom na bazi iprodiona u koncentraciji od 0,3 %
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Spartak 450-EC

Slika 82. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani i
tretirane preparatom na bazi prohloraza u koncentraciji od 0,08 %

B LunaPrivilege

Slika 83. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani i
tretirane preparatom na bazi fluopirama u koncentraciji od 0,1 %
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Slika 84. Biljke paprike inokulisane izolatom Rhizoctonia solani i
tretirane preparatom na bazi azoksistrobina u koncentraciiji od 0,075 %

Slika 85. Rhizoctonia solani. Kontrolne inokulisane biljke paprike (K)
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Slika 86. Neinokulisane i netretirane biljke paprike (AK)

4.2.5. P. aphanidermatum

In vitro: Pri ispitivanju osetljivosti izolata P. aphanidermatum na metalaksil koris¢en
je interval koncentracija od 0,5 do 100 mg/l. Pod uticajem najnize ispitivane koncentracije od
0,5 mg/l porast micelije izolata P. aphanidermatum inhibiran je 34,5 %. Naredne
koncentracije (1 1 10 mg/l) inhibirale su porast micelije izolata 47,1 i 73,9 %, a najviSa
ispitivana koncentracija od 1000 mg/1 snazno je zaustavila porast micelije izolata preko 80 %
(Slika 87).
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Slika 87. Porast izolata Pythium aphanidermatum na podlozi sa metalaksilom

Osetljivost izolata P. aphanidermatum na propamokarb-hidrohlorid ispitivana je
koris¢enjem intervala koncentracija od 3,9 do 31,2 mg/l. Najniza koncentracija od 3,9 mg/l
inhibirala je porast micelije izolata P. aphanidermatum 19,2 %. Naredna koncentracija od
7,81 mg/l ispoljila je inhibitorno delovanje koje je iznosilo 42,3 %, dok je najvisa ispitivana

koncentracija 31,2 mg/l zaustavila porast micelije izolata 78,2 % (Slika 88).

Slika 88. Porast izolata Pythium aphanidermatum na podlozi sa
propamokarb-hidrohloridomom

Prilikom ispitivanja toksi¢nosti mankozeba na izolat P. aphanidermatum koris¢ene su
koncentracije u intervalu od 6,25 do 50 mg/l. Koncentracija od 6,25 mg/I inhibirala je porast

izolata P. aphanidermatum 31,8 %, a naredna ispitivana koncentracija od 12,5 mg/l inhibirala
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je porast micelije neSto vise od 50 % u poredenju sa kontrolom. NajviSa ispitivana

koncentracija od 50 mg/1 snazno je zaustavila porast micelije izolata (97 %) (Slika 89).

Slika 89. Porast izolata Pythium aphanidermatum na podlozi sa mankozebom

Inhibicija porasta micelije izolata P. aphanidermatum iznosila je 5-95 % u odnosu na
kontrolu pri intervalu koncentracija fosetil-aluminijuma od 250 do 1000 mg/1. Porast micelije
izolata bio je inhibiran za vise od 45 % pod uticajem najnize ispitivane koncentracije fosetil-
aluminijuma od 250 mg/l. Pri koncentraciji od 500 mg/l doslo je do inhibicije porasta
micelije izolata preko 70 %, a najvisa ispitivana koncentracija (700 mg/1) snazno je zaustavila

porast micelije izolata preko 90 % (Slika 90).

Slika 90. Porast izolata Pythium aphanidermatum na podlozi sa
fosetil-aluminijumom
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Pri proucavanjima toksic¢nosti fungicida iz grupe strobilurina, kao §to je azoksistrobin,
na izolat P. aphanidermatum, dodata je salicilhidroksaminska kiselina (SHAM) u
koncentraciji od 10 mg/l za koju je testovima toksicnosti utvrdeno da ne remeti porast
micelije izolata.

Pri ispitivanju osetljivosti izolata P. aphanidermatum na azoksistrobin koriS¢en je
interval koncentracija od 0,006 do 0,1 mg/l. Azoksistrobin je pokazao visoku toksi¢nost u
veoma niskim koncentracijama. Najniza testirana koncentracija od 0,006 mg/l inhibirala je
porast izolata P. aphanidermatum 11,5 %. Koncentracija od 0,01 mg/l zaustavila je porast
micelije izolata 22,9 ,a dve naredne viSe koncentracije (0,02 odnosno 0,05 mg/l) inhibirale su
porast izolata 35,5 %, odnosno 56,3 %. Najveci procenat ihnibicije od 64,5 % zabelezen je pri
koncentraciji od 0,1 mg/1 (Slika 91).

Slika 91. Porast izolata Pythium aphanidermatum na podlozi sa azoksistrobinom

Osetljivost izolata P. aphanidermatum na ulje ¢ajnog drveta ispitivana je koriS¢enjem
intervala koncentracija od 125 do 1000 mg/l. Ispitivanjem uticaja razli¢itih koncentracija
utvrdeno je da najniza ispitivana koncentracija od 125 mg/l inhibira porast izolata P.
aphanidermatum 15,1 %. Koncentracija od 250 mg/1 zaustavila je porast micelije izolata 62,1
%, dok je najvisa ispitivana koncentracija (1000 mg/l) snaZzno inhibirala porast micelije

izolata, preko 95 % (Slika 92).
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Slika 92. Porast izolata Pythium aphanidermatum na podlozi sa uljem ¢ajnog drveta

Ocenjivanje antagonisticke aktivnosti soja C13 bakterije B. subtilis vrieno je
merenjem precnika zone inhibicije (mm) i poredenjem sa pre¢nikom inhibitorne zone u
kontroli 1 tretmanu u kome je koriS¢en standardni fungicid. Pre¢nik inhibitorne zone nastao u
tretmanu propamokarb-hidrohloridom za izolat P. aphanidermatum iznosio je 90 mm.
Ispitivani soj nije iskazao antagonisticku aktivnost, tako da zona inhibicije nije bila uocljiva,

kao ni zona delimi¢ne inhibicije porasta micelije (Slika 93).

Slika 93. Antagonisti¢ke aktivnosti soja C13 bakterije Bacillus subtilis
na izolat Pythium aphanidermatum

Vrednosti parametara osetljivosti (ECsy vrednost i regresioni koeficijent b) za izolata

P. aphanidermatum prikazane su u tabeli 25.

110



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

Tabela 25. Osetljivost izolata Pythium aphanidermatum na fungicide i biofungicid na bazi
ulja ¢ajnog drveta

Parametar apsolutne osetljivosti ECsy (mg/l)

Ispitivana

jedinjenja Vrednost Opseg b
Metalaksil 1,27 0,64-2,10 0,56 +0,08
Propamokarb-hidrohlorid 10,21 8,62-12,01 1,88+0,21
Mankozeb 11,18 9,46-12,90 2,29+0,23
Fosetil-aluminijum 302,65 260,73-337,15 3,07+0,42
Azoksistrobin 0,05 0,04-0,06 1,33+0,15
Ulje ¢ajnog drveta 175,33 132,46-201,57 2,29+0,22

.....

Azoksistrobin je bio najtoksi¢niji fungicid za izolat P. aphanidermatum, sa
ECspvrednoscéu od 0,05 mg/l. Vrednost regresionog koeficijenta b za ovaj izolat iznosila je
1,33. Takode, utvrdena je visoka toksi¢nost metalaksila na ispitivani izolat, sa ECsy od 1,27
mg/l. Ovaj izolat poseduje 1 najvisu relativnu osetljivost na ovaj fungicid (b = 0,56).

Izolat P. aphanidermatum ispoljio je umerenu osetljivost na propamokarb-hidrohlorid.
Vrednost srednje efektivne koncentracije za ovaj fungicid iznosila je 10,21 mg/l. Nagib
regresione linije, tj. regresioni koeficijent b bio je 1,88.

Na osnovu laboratorijskih testova, izracunate su vrednosti parametara koji ukazuju na
umerenu toksi¢nost mankozeba na izolate P. aphanidermatum. Utvrdena je relativno visoka
vrednost srednje efektivne koncentracije od 11,18 mg/l, dok je nagib regresione linije, tj.
koeficijent regresije bio 2,29.

Izolat P. aphanidermatum 1ispoljio je najnizu osetljivost na fosetil-aluminijum.
Vrednost srednje efektivne koncentracije pri kojoj je prosecni rast izolata bio inhibiran za
50% u odnosu na kontrolu iznosila je 302,65 mg/l. Ovaj izolat poseduje i najnizu relativnu
osetljivost na ovaj fungicid sa vrednoscu regresionog koeficijenta b = 3,07.

Ulje Cajnog drveta ispoljilo je relativno nisku toksi¢nost na izolat P. aphanidermatum.
Za ovaj biofungicid utvrdene su visoke vrednosti srednjih efektivnih koncentracija od 175,33
mg/l. Nagib regresione linije, tj. koeficijent regresije b bio je 2,29.

In vivo: U tabeli 26 prikazani su podaci o pojavi poleganja biljaka paprike ¢iji je
prouzrokova¢ P. aphanidermatum 1 efikasnosti primenjenih preparata. U kontrolnom
tretmanu sve biljke ispoljile su simptome oboljenja (Ms = 10) (Slika 101). Izmedu jedinjenja
postojala je statisticki znaCajna razlika u pogledu efikasnosti. Od testiranih varijanti,

najefikasniji bio je preparat na bazi fosetil-aluminijuma (97,5 %) (Slika 97), ¢ija se efikasnost
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nije statistiCki znacajno razlikovala u odnosu na efikasnost postignutu u varijanti netretiranih

1 neinokulisanih biljaka (Slika 102). Najmanja vrednost efikasnosti utvrdena je za preparate

na bazi bioloski aktivnih supstanci: B. subtilis — 22,5 % (Slika 94) i za ulje ¢ajnog drveta — 35

% (Slika 95). Umerena efikasnost postignuta je primenom preparata na bazi propamokarb-

hidrohlorida (62,5 %) (Slika 96), metalaksila (75 %) (Slika 100) i mankozeba (77,5 %) (Slika

98).

Tabela 26. Pythium aphanidermatum. Intenzitet oboljenja i efikasnost (E) fungicida

Ispitivana Konc. Intenzitet oboljenja (%) Efikasnost (%)
jedinjenja primene (%) Ms Sd E

B. subtilis 1,0 7,76 ¢ 1,70 22,50
Ulje ¢ajnog drveta 1,0 6,50 e 1,30 35,00
Propamokarb-hidrohlorid 0,15 3,76 cd* 1,70 72,50
Fosetil-aluminijum 0,5 0,30 a 0,50 97,50
Mankozeb 0,25 2,30b 0,50 77,50
Azoksistrobin 0,075 430d 2,20 57,50
Metalaksil 0,03 2,500 1,30 75,00
K - 10,0d 0,00 -
AK - 0,00 a 0,00 -

LSD()()5 = 1,45 LSD()()] =1

Slika 94. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum i
tretirane preparatom na bazi Bacillus subtilis u koncentraciji od 1 %
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Slika 95. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum i
tretirane preparatom na bazi ulja ¢ajnog drveta u koncentraciji od 1 %

Slika 96. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum i tretirane
preparatom na bazi propamokarb-hidrohlorida u koncentraciji od 0,15 %
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Slika 97. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum i
tretirane preparatom na bazi fosetil-aluminijuma u koncentraciji od 0,5 %

Slika 98. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum i
tretirane preparatom na bazi mankozeba u koncentraciji od 0,25 %
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Slika 99. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum i
tretirane preparatom na bazi azoksistrobina u koncentraciji od 0,075 %

Slika 100. Biljke paprike inokulisane izolatom Pythium aphanidermatum 1
tretirane preparatom na bazi metalaksila u koncentraciji od 0,03 %
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Slika 101. Pythium aphanidermatum. Kontrolne inokulisane biljke paprike (K)

Slika 102. Neinokulisane i netretirane biljke paprike (AK)
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5. DISKUSIJA

Patogeni iz zemljiSta predstavljaju znacajan problem u gajenju povrtarskih biljaka
kako u zasti¢enom prostoru tako i na otvorenom polju. Rasprostranjeni su u svim vaznijim
povrtarskim podrucjima Srbije. U zavisnosti od plodoreda, osetljivosti sorte ili hibrida,
virulentnosti patogena, tipa zemljista 1 uslova spoljne sredine gubici koji nastaju mogu dostici
i 100 % (Purdy, 1979). Stete u proizvodnji paprike sa simptomima ,,zelenog uvenuéa“ bile su
u intervalu od 6,3 do ¢ak 97,8 % (Bhat i sar., 2003), dok su gubici u prinosu biljaka paradajza
sa simptomima ,,fuzarioznog uvenuca“ u istrazivanjima Rivard i Louws (2008) bili oko 46-50
%. Yanar 1 sar. (1996) dokazali su da gubici u proizvodnji paprike koje uzrokuje vrsta S.
sclerotiorum iznose 30-40 %. Takode, utvrdeni su gubici u prinosu biljaka krompira (10 %) i
kupusa (20-30 %) zaraZenih gljivom R. solani (Ivanovi¢, 2004), kao 1 biljaka pasulja (70 %)
zarazenih vrstama roda Pythium (Otsyula i sar., 2003). Koike i sar. (2003) utvrdili su da vrste
iz rodova Verticillium, Fusarium, Sclerotinia, Rhizoctonia i Pythium predstavljaju najcesce
patogene iz zemljiSta koji ugrozavaju biljnu proizvodnju. Nasa istrazivanja potvrduju ove
navode. U ovom radu utvrdeno je da upravo vrste iz rodova Verticillium, Fusarium,
Sclerotinia, Rhizoctonia 1 Pythium prouzrokuju Stete u proizvodnji paprike u Srbiji. Na
osnovu makroskopskih 1 mikroskopskih karakteristika izolata dobijenih iz obolelih biljaka
paprike, kao i na osnovu analize ciljanih sekvenci ITS regiona rDNK umnoZenih PCR
metodom, utvrdeno je da izolati pripadaju vrstama: V. dahliae, F. oxysporum, S.
sclerotiorum, R. solani 1 P. aphanidermatum.

Imaju¢i u vidu znacaj patogenih gljiva iz zemljista u povrtarskoj proizvodnji i, broj
registrovanih preparata za suzbijanje ovih patogena u naSoj zemlji je nedovoljan. Protiv
poleganja rasada koje prouzrokuju Pythium spp. registrovano je Sest preparata na bazi
propamokarb-hidrohlorida za zalivanje useva paradajza, paprike, krastavca 1 petunije. Isti
preparat u kombinaciji sa fosetil-aluminijumom registrovan je za suzbijane vrsta roda
Pythium u usevu paprike, paradajza i lubenice. Medutim, za suzbijanje vrsta roda Rhizoctonia
registrovan je samo preparat na bazi karboksina namenjen za tretiranje semena Secerne repe,
soje 1 uljane repice. Ova aktivna supstanca registrovana je i za suzbijanje vrsta roda Pythium
u kukuruzu, Secernoj repi i uljanoj repici, ali ne i u povrtarskim kulturama.

Za suzbijanje vrsta roda Verticillium u nasoj zemlji nema registrovanih preparata, dok
su preparati registrovani za suzbijanje vrsta roda Fusarium (protiokonazol, tebukonazol,

prohloraz, fludioksonil, gvazatin, kaptan, tiram, mankozeb, tiofanat-metil, tiabendazol,
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iprodion) uglavnom namenjeni sprecavanju ,,fuzarioza” zita ili ,,fuzariozne trulezi” u usevu
Secerne repe 1 uljane repice (karboksin+tiram). Boskalid i karbendazim registrovani su za
suzbijanje S. sclerotiorum u usevu suncokreta, a prosimidon za suzbijanje prouzrokovaca
,bele trulezi u uljanoj repici. Medutim, ni u jednom od ovih slucajeva, preparati nisu
namenjeni za zastitu povrtarskih biljaka od patogena iz zemljista (Janji¢ 1 Elezovi¢, 2010).
Takode, literaturni podaci o osetljivosti ovih, bioloski veoma raznolikih patogena na
raspolozive fungicide, kao i efikasnosti fungicida u uslovima prakti¢ne primene veoma su
oskudni. Nedostatak istrazivanja u ovoj oblasti verovatno je posledica dugogodisnje primene
metil bromida kao univerzalnog sredstva za dezinfekciju zemljista pre pocetka proizvodnog
ciklusa. Dodatno, u slucaju pojave oboljenja ili pri rasadivanju biljaka, dugo godina je za
potapanje rasada i za zalivanje uspesno kori§¢en benomil. Izbacivanje iz upotrebe metil
bromida i benomila zbog njihovih nepovoljnih ekotoksikoloskih i toksikoloskih svojstava,
nametnulo je potrebu proucavanja mogucénosti primene drugih fungicida koji bi bili njihova
alternativa. NasSa istrazivanja su medutim pokazala da proucavane vrste patogena iz zemljista
razlicito reaguju na pojedine aktivne supstance, kao i da je za svaku vrstu patogena moguce
izdvojiti jednu 1ili nekoliko aktivnih supstanci zadovoljavajuée efikasnosti. Medutim,
uzimajuc¢i u obzir specificnost epidemiologije ovih oboljenja, kao i neophodnost primene
preparata preko zemljiSta, istraZzivanja mogucnosti bioloske zastite useva od patogena iz
zemljiSta dobijaju sve veci znacaj. U brojnim publikacijama nalaze se podaci koji ukazuju na
opravdanost proucavanja mogucnosti primene antagonistickih sojeva mikroorganizama i
etarskih ulja lekovitih 1 aromati¢nih biljaka umesto konvencionalnih fungicida (Nejad 1
Johnson, 2000; Tjamos, 2000; Alstrom, 2001; Cotxarrera i sar., 2002; Daferera i sar., 2003;
Tanovi¢ 1 sar., 2004;2005;Garmendia 1 sar., 2004; Mercado-Blanco 1 sar., 2004; Brewer 1
Larkin, 2005; Huang i sar., 2008;Srivastava i sar., 2010; Hashem 1 sar., 2010Hariprasad i sar.,
2011). Rezultati ovog rada pokazuju da ni preparati bioloSkog porekla nemaju isti efekat na

sve proucavane vrste patogena.

5.1. Efekti fungicida na patogene iz zemljista

V. dahliae: U ispitivanjima efekata fungicida hemijskog porekla (tiofanat-metila,
difenokonazola, fluopirama, azoksistrobina i prohloraza) na V. dahliae utvrdeno je da
fungicidi ispoljavaju razli¢it nivo toksicnosti, kao 1 da razli¢ite vrednosti srednjih efektivnih
koncentracija 1 relativne osetljivosti ukazuju na heterogenost odgovora na jedinjenja sa
razli¢itim mehanizmom delovanja. U uslovima in vitro, difenokozol je ispoljio najvecu

toksicnost za proucavani izolat V. dahliae sa ECspvrednoséu od 0,02 mg/l. U dostupnoj
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literaturi nema podataka o intervalu osetljivosti V. dahliae na difenokonazol koji je u nasSoj
zemlji registrovan za suzbijanje Alternaria solani, Podosphaera leucotricha i za vrste roda
Venturia (Venturia inequalis i V. pyrina). Literaturni podaci pokazuju da je osetljivost A.
solani na ovu aktivnu supstancu u intervalu od 0,018-0,035 mg/l, dok je osetljivost V.
inequalis u rasponu od 0,016-0,362 mg/l (Stevi¢ 1 sar., 2010; Stepanovi¢, 2012), tako da
dobijena vrednost ECsy od 0,02 mg/l ukazuje na visoku osetljivost V. dahliae na
difenokonazol.

ECs vrednost za osetljivost V. dahliae na prohloraz iznosila je 0,03 mg/l. Rezultati su
delimi¢no u saglasnosti sa rezultatima Kurt 1 sar. (2003) koji su u laboratorijskim uslovima,
koriS¢enjem metode inhibicije porasta micelije, utvrdili znacajno viSe vrednosti srednje
efektivne koncentracije ECsy = 0,52-0,84 mg/1 za izolate V. dahliae.

Vrednost srednje efektivne koncentracije za tiofanat-metil iznosila je 3,48 mg/l.
Dobro fungistaticno delovanje fungicida iz grupe benzimidazola (benomil, tiofanat-metil 1
tiabendazol) na izolate vrste V. dahliae utvrdio je 1 Jordan (1973). Medutim, za vrstu V.
theobromae, Boubaker i sar. (2008) ustanovili su pojavu rezistentnih izolata na benomil i
tiofanat-metil. Za izolate iz divljih populacija V. theobromae oni su dobili vrednosti srednjih
efektivnih koncentracija od 0,47 mg/l za benomil 1 0,91 mg/l za tiofanat-metil, dok je ECs
vrednost za pojedine rezistentne izolate za tiofanat-metil iznosila 233 mg/l. Ovaj nalaz
potvrduje visok rizik razvoja rezistentnosti na benzimidazole.

U istrazivanjima izvedenim u uslovima staklenika, fungicidi su ispoljili razlicit stepen
efikasnosti u suzbijanju V. dahliae. Najvecu efikasnost, koja se nije statisticki znacajno
razlikovala od neinokulisane netretirane kontrole, ispoljio je preparat na bazi tiofanat-metila
(83,1 %). Sli¢na efikasnost utvrdena je 1 za difenokonazol, prohloraz i fluopiram. Rezultati su
u skladu sa rezultatima Rekanovi¢a 1 sar. (2006) koji su utvrdili visoku efikasnost
benzimidazola u zastiti paprike od prouzrokovaca ,zelenog uvenuca“. U njihovim
istrazivanjima najvecu efikasnost u suzbijanju Verticillium sp. na paprici u svim fenofazama
razvoja ispoljio je benomil (72,3-84,1 %). Takode, u ranijim istrazivanjima Buchenauer i
Erwin-a (1971) utvrdeno je da fungicidi iz grupe benzimidazola efikasno deluju na
prouzrokovace ,,zelenog uvenuca®, kada se primene u koncentraciji od 2500 ppm na biljkama
pamuka, dva puta u intervalu od 1-3 dana. U zaStiti pamuka od V. dahliae Kurt i sar. (2003)
potvrdili su zadovoljavajucu efikasnost prohloraza (56,6-80 %) u koli¢ini od 1250 g/ha a.m.,
uz utrosak 200 1 vode po ha primenjenog nakon setve. Medutim, autori su dokazali da je ovaj
fungicid samo delimi¢no uspeSan u suzbijanju V. dahliae, ali da svakako uti¢e na ublazavanje

simptoma ,,zelenog uvenucéa®.
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Najniza efikasnost u suzbijanju V. dahliae v ovom radu zabelezena je za preparat na
bazi azoksistrobina (23,1 %), dok su Bubici i1 sar. (2006) utvrdili da azoksistrobin i
trifloksistrobin pruzaju odli¢nu zastitu patlidzana od ,zelenog uvenué¢a” u uslovima
staklenika. Efikasnost azoksistrobina iznosila je 95 %.

Rezultati prouCavanja efekata fungicida na V. dahliae in vitro u pojedinim
slucajevima znaCajno se razlikuju od rezultata dobijenih u uslovima staklenika.
staklenika najvec¢u efikasnost ispoljio tiofanat-metil (83,1 %). Medutim, efikasnost
difenokonazola nije se statisticki znacajno razlikovala u odnosu na tiofanat-metil. Najveca
razlika u vrednostima izmedu in vitro i in vivo ispitivanja utvrdena je u ogledima gde je
primenjivan preparat na bazi fluopirama. U laboratorijskim uslovima fluopiram nije inhibirao
porast micelije V. dahliae ¢ak ni pri koncentraciji od 5000 mg/l, dok je u uslovima staklenika
zabeleZena efikasnost od 75,4 %. Ovo bi se moglo dovesti u vezu sa mehanizmom delovanja
jedinjenja iz grupe piridinil-etil-benzamida kojoj fluopiram pripada. S obzirom da fluopiram
inhibira disanje preko inhibitora sukcinat dehidrogenaze (SDHI kompleks), moguce je da u in
vitro uslovima patogene gljive brze aktiviraju alternativne nacine disanja (Avenot i
Michailides, 2010). Takode, Hu i sar. (2011a) su na osnovu proucavanja osetljivosti
Monilinia fructicola na fluopiram zakljucili da KDA podloga nije pogodna za ispitivanje
toksi¢nosti fluopirama jer su dobijene ECsy vrednosti za pojedine izolate ove vrste bile vise
od 100 mg/l, dok su na drugim podlogama dobili viSestruko nize vrednosti (0,059-15,6 mg/1)
(Hu 1 sar., 2011b). Uzimajuéi u obzir rezultate in vivo testa, utvrdeno je da KDA podloga
verovatno nije pogodna za ispitivanje osetljivosti vrste V. dahliae na fluopiram in vitro, §to bi
buduéim istrazivanjima trebalo dokazati.

F. oxysporum: IstraZzivanjem efekata prohloraza, fluopirama, propikonazola, kaptana 1
tiofanat-metila na F. oxysporum utvrdeno je da ovi fungicidi ispoljavaju razlicitu toksi¢nost, a
razlic¢ite vrednosti srednjih efektivnih koncentracija i relativne osetljivosti ukazuju na
heterogenost odgovora na jedinjenja sa razli¢itim mehanizmom delovanja.

Prohloraz je ispoljio najvecu toksi¢nost za izolat F. oxysporum sa vrednoscu srednje
efektivne koncentracije od 0,07 mg/l, Sto potvrduje visoku toksi¢nost prohloraza utvrdenu u
istrazivanjima Amini i Fevzi Sidovich-a (2010). Oni su u ispitivanjima osetljivosti izolata F.
oxysporum f. sp. lycopersici, izolovanih iz obolelih biljaka paradajza, na Sest razlicitih
fungicida (benomil, karbendazim, prohloraz, fludioksonil, bromukonazol 1 azoksistrobin),
koriS¢enjem metode inhibicije porasta micelije, dobili najnizu vrednost srednje efektivne

koncentracije za prohloraz (ECso= 0,005 mg/l).
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Visoka toksi¢nost utvrdena je i za propikonazol sa nesto veCom vrednos¢u ECs (4,69
mg/l) u odnosu na prohloraz. Najveca koncentracija propikonazola od 0,025 mg/I ispoljila je
inhibiciju porasta micelije od 73,3 % u odnosu na kontrolu. Medutim, u istrazivanjima Nel i
sar. (2007) utvrdeno je da propikonazol u potpunosti inhibira porast micelije F. oxysporum
f.sp. cubense pri koncentraciji od 100 mg/I.

Od svih testiranih fungicida, fluopiram je bio najmanje toksican za izolat F. oxysporum
in vitro, sa utvrdenom najve¢om vrednosc¢u srednje efektivne koncentracije od 1075,01 mg/I.

Suprotno rezultatima Song i sar. (2004), u nasim istrazivanjima je za tiofanat-metil
utvrdena relativno visoka vrednost srednje efektivne koncentracije (ECsp = 71,95 mg/l) i
najniZa relativna osetljivost. Ovi istrazivaci utvrdili su visoku toksi¢nost karbendazima na F.
oxysporum poreklom iz obolelih biljaka paradajza, sa vrednos$cu srednje efektivne
koncentracije od 0,019 mg/l, sto je nekoliko hiljada puta niza vrednost od na$ih rezultata
dobijenih za tiofanat-metil.

U ogledima in vivo, fungicidi su ispoljili razli€it stepen efikasnosti u suzbijanju F.
oxysporum. Na inokulisanim biljkama paprike najbolji efekat ustanovljen je za preparate na
bazi kaptana (95,6 %) i prohloraza (92,2 %). Visoka efikasnost kaptana u smanjenju
intenziteta ,,fuzarioznog uvenuca* utvrdena je i u zastiti gladiola (Ram 1 sar., 2004).

U varijantama primene preparata na bazi propikonazola (75,6 %) i fluopirama (66,7
%) u nasim istrazivanjima utvrdena je dobra efikasnost. Nel i sar. (2007) takode potvrduju
efikasnost propikonazola (80,6 %) u poljskim uslovima u suzbijanju ,,fuzarioznog uvenuca”
lubenice. Od sintetskih jedinjenja u varijanti primene tiofanat-metila postignut je najslabiji
efekat u suzbijanju F. oxysporum od 54,4 %, dok su Song i sar. (2004) utvrdili da se
primenom 5 pg/ml karbendazima postize efikasnost od 87 % kada se primenjuje preventivno,
odnosno 34,4 % kada se primenjuje kurativno.

Rezultati istrazivanja sprovedenih u uslovima staklenika su u potpunosti saglasni sa
rezultatima laboratorijskih ispitivanja.

8. sclerotiorum: lIstrazivanjima su obuhvacena ispitivanja efekata konvencionalnih
fungicida (prohloraza, fluopirama, boskalida, kaptana, tiofanat-metila) na S. sclerotiorum.
Fungicidi su ispoljili razli¢it nivo toksiCnosti, a razli¢ite vrednosti srednjih efektivnih
koncentracija i1 relativne osetljivosti ukazuju na heterogenost odgovora na jedinjenja sa
razli¢itim mehanizmom delovanja.

Vrednost srednje efektivne koncentracije iznosila je 0,003 mg/l. Vrednost srednje efektivne

koncentracije za prohloraz bila je relativno niska i iznosila je 1,01 mg/l, dok su Qiu i sar.
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(2010) za izolat S. sclerotiorum izolovan iz repe dobili skoro dva puta vecu ECsy vrednost
koja je iznosila 2,24 mg/l. Na osnovu laboratorijskih testova, izraCunate su vrednosti
parametara koji ukazuju i na relativno visoku toksi¢nost boskalida na izolate S. sclerotiorum.
Utvrdena je relativno niska vrednost srednje efektivne koncentracije od 0,1 mg/l. Rezultati
dobijeni u ovim istrazivanjima u saglasnosti su sa rezultatima Liu i sar. (2009) koji su utvrdili
osnovnu osetljivost divlje populacije S. sclerotiorum izolovane iz obolelih biljaka uljane
repice na boskalid koriS¢enjem metode inhibicije porasta micelije. Svi izolati ispoljili su
visoku osetljivost na boskalid sa ECsy vredno$éu u intervalu od 0,002 do 0,391 mg/l.
Relativno niska vrednost ECsp od 1,32 mg/l utvrdena je i za tiofanat-metil. Mueller 1 sar.
(2002) utvrdili su osetljivost izolata S. sclerotiorum sa soje na fungicide (benomil,
tebukonazol, tiofanat-metil i vinklozolin) u laboratorijskim uslovima i u odnosu na nasa
istrazivanja dobili nesto viSu toksi¢nost na tiofanat-metil. Dobijena je ECsy vrednost od 2,2
mg/l. Izolat S. sclerotiorum u naSim istraZivanjima u uslovima in vitro ispoljio je najnizu
osetljivost na kaptan, sa vrednoscu srednje efektivne koncentracije od 8,94 mg/l.

Fungicidi su ispoljili visok stepen efikasnosti u suzbijanju S. sclerotiorum u ogledima
in vivo. Najbolji efekat u suzbijanju S. sclerotiorum u uslovima staklenika ispoljio je preparat
na bazi kaptana (98 %). Visoku efikasnost ovog jedinjenja iz grupe ftalimida potvrdili su
Mueller 1 sar. (1999) u svojim istraZivanjima. Pomenuti istraziva¢i utvrdili su da se
kombinovanom primenom kaptana, pentahloronitrobenzena, tiabendazola 1 fludioksonila 100
% inhibira porast micelije S. sclerotiorum. Takode, utvrdeno je da se tretiranjem zarazenog
semena soje kaptanom ostvaruje dobra efikasnost u suzbijanju ovog patogena. Tu (1989)
navodi da kaptan primenjen zajedno sa tiofanat-metilom u potpunosti inhibira porast micelije
S. sclerotiorum na semenu pasulja. Medutim, Igbal i sar. (2003) istakli su da kaptan ispoljava
umerenu efikasnost u sprecavanju klijanja sklerocija.

Visoka efikasnost u suzbijanju S. sclerotiorum utvrdena je i za tiofanat-metil (80 %).
Efikasnost jedinjenja iz grupe benzimidazola potvrdili su i Jovicevi¢ i sar. (2006) koji
preporucuju upotrebu karbendazima zajedno sa iprodionom za zaStitu povrtarskih useva od
prouzrokovaca bele trulezi. U ranijim istrazivanjima Kishore i Gupta (1997) dokazali su da se
tretiranjem semena suncokreta karbendazimom postize dobra efikasnost u suzbijanju S.
sclerotiorum (66,7 %).

Ispitivanjima izvedenim u uslovima staklenika utvrden je i dobar efekat boskalida (76
%) u suzbijanju S. sclerotiorum. Smith (2008) je utvrdio efikasnost ovog jedinjenja iz grupe
inhibitora enzima sukcinat dehidrogenaze u smanjenju intenziteta ,,bele trulezi“ u uslovima

staklenika ¢iji je prouzrokovac takode jedna od vrsta iz roda Sclerotinia — S. minor. Medutim,
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u ogledima koji su izveli Matheron i Porchas (2004) u usevu zelene salate, efikasnost
boskalida u suzbijanju S. sclerotiorum iznosila je 30,4 %, dok je u suzbijanju S. minor
postignuta nesto visa efikasnost od 55,5 %.

Od ispitivanih fungicida, u ogledima in vivo najnizi efekat u suzbijanju S.
sclerotiorum na inokulisanim biljkama paprike postignut je primenom preparata na bazi
prohloraza (45 %) 1 fluopirama (50 %).

Rezultati ispitivanja efikasnosti fungicida u in vivo i u in vitro uslovima delimi¢no su
u saglasnosti. U ogledima in vitro izolat S. sclerotiorum je ispoljio najveéu osetljivost na
fluopiram (ECso = 0,003 mg/l), dok je u uslovima staklenika ispitivani fungicid bio umereno
efikasan (50 %). Najveca efikasnost u suzbijanju S. sclerotiorum zabeleZena je u varijantama
primene preparata na bazi kaptana.

R. solani: lIstrazivanja su obuhvatila proucavanja efekata prohloraza, fluopirama,
azoksistrobina, iprodiona i karbendazima na R. solani. Fungicidi su ispoljili razli¢it nivo
toksicnosti, a razli¢ite vrednosti srednjih efektivnih koncentracija i relativne osetljivosti
ukazuju na heterogenost odgovora na jedinjenja sa razli¢itim mehanizmom delovanja.

Iprodion je u laboratorijskim uslovima ispoljio najvecu toksicnost za izolat R. solani,
sa vrednoS¢u srednje efektivne koncentracije od 0,43 mg/l. Csinos i Stephenson (1999)
takode su, u ispitivanjima osetljivosti izolata R. solani na fungicide sa razliCitim
mehanizmom delovanja, utvrdili da su svi izolati bili izuzetno osetljivi na iprodion. Medutim
dobijena vrednost srednje efektivne koncentracije bila je znatno niza od one koja je dobijena
u nasim ispitivanjima (ECsp = 0,05 mg/1).

Za karbendazim utvrdena je relativno niska vrednost srednje efektivne koncentracije
od 1,84 mg/l na R. solani. Zhao 1 sar. (2009) ispitivali su toksi¢nost karbendazima na izolata
R. solani sa pirinca 1 dobili znatno nizu ECsyvrednost od 0,27 mg/I.

Umerena toksi¢nost na R. solani utvrdena je za prohloraz. Vrednost srednje efektivne
koncentracije iznosila je 13,84 mg/l, Sto je samo delimi¢no u saglasnosti sa rezultatima
Carling 1 sar. (1990) koji su u ispitivanjima osetljivosti 57 izolata R. solani na fungicide
(benomil, heksakonazol, iprodion, pentahloronitrobenzen i1 prohloraz) dobili ECsy vrednosti
za prohloraz koje su bile u intervalu od 0,3 do > 10 mg/I1.

Azoksistrobin je ispoljio najniZzu toksi¢nost (ECso = 596,60 mg/l) na izolat R. solani.
Medutim, iako istraZzivanja Meyer 1 sar. (2006) ukazuju da su fungicidi iz grupe strobilurina,
krezoksim-metil (ECso = 9,02 pg/ml) i azoksistrobin (ECsy = 0,67 pg/ml) ispoljili najnizu
toksi¢nost u in vitro ogledima, dobijene vrednosti su znatno nize od onih koje su dobijene u

nasim istrazivanjima. Ovakva razlika u ECsy moZe se objasniti specificnim mehanizmom
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delovanja strobilurina (inhibicija respiracija) i mogucénosti aktiviranja alternativnih puteva
disanja gljiva. Otuda se u in vitro testovima sa strobulirinima dodaje SHAM koji sprecava
ove fizioloske procese.

U istrazivanjima izvedenim u uslovima staklenika, na inokulisanim biljkama paprike
fungicidi su ispoljili visok stepen efikasnosti u suzbijanju R. solani.

Preparat na bazi iprodiona ispoljio je efikasnost koja se nije razlikovala u odnosu na
neinokulisane netretirane kontrolne biljke (95,8 %). Csinos i Stephenson (1999) su takode u
istrazivanjima potvrdili dobar efekat iprodiona u suzbijanju R. solani u uslovima staklenika.
Visok stepen efikasnosti utvrden je i u varijantama primene azoksistrobina (89,5 %). Dobru
zastitu biljaka Secerne repe od prouzrokovaca trulezi korena primenom jedinjenja iz grupe
strobilurina potvrdili su Stump i Franc (2003). U tretiranim varijantama intenzitet oboljenja
smanjen je za 41-81 %, a prinos je povecan 3-4 puta u odnosu na inokulisanu netretiranu
kontrolu u uslovima vestacke inokulacije Secerne repe u polju.

Tiofanat-metil ispoljio je relativno visoku efikasnost od 84,2 %. Takode, ispitivanja
Utiamada i sar. (1999a, b, 2000) i Taneja i Grover-a (1982) potvrdila su izuzetno dobru
efikasnost benzimidazola tiofanat-metila i benomila (90 %) u zastiti useva africkog pasulja od
R. solani. Ovi istrazivaci utvrdili su da su u ogledima sprovedenim u polju u usevu soje
najefikasniji bili fungicidi iz grupe strobilurina, triazola i1 benzimidazola. Od sintetskih
fungicida, najslabiji efekat u suzbijanju R. solani ispoljio je fluopiram (47,4 %).

Podaci dobijeni u laboratorijskim istraZzivanjima samo su delimi¢no u saglasnosti sa
u in vitro 1 in vivo testovima. Medutim, preparat na bazi azoksistrobina ispoljio je dobru
efikasnost (89,5 %) u uslovima staklenika u suzbijanju R. solani, dok je u ogledima in vivo
bio najmanje toksican za isti izolat (ECso = 596,60 mg/1).

P. aphanidermatum: IstraZzivanjima su obuhvacena ispitivanja efekata metalaksila,
propamokarb-hidrohlorida, mankozeba, fosetil-aluminijuma 1 azoksistrobina na P.
aphanidermatum. Fungicidi su ispoljili razli¢it nivo toksi¢nosti, a razli¢ite vrednosti srednjih
efektivnih koncentracija 1 relativne osetljivosti ukazuju na heterogenost odgovora na
jedinjenja iz razlicitih hemijskih grupa.

U uslovima in vitro, azoksistrobin je ispoljio najvecu toksi¢nost za izolat P.
aphanidermatum sa ECsy vrednos¢u od 0,05 mg/l. Dobijena vrednost srednje efektivne
koncentracije je u saglasnosti sa vrednostima dobijenim u istrazivanjima Wheeler i sar.

(2005). Ovi istrazivaci su u laboratorijskim uslovima ispitivali osetljivost 47 izolata Pythium
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spp. na azoksistrobin i ustanovili da su svi izolati bili veoma osetljivi ( ECso = 0,001-0,27
mg/l).

Relativno niska vrednost srednje efektivne koncentracije od 1,27 mg/l utvrdena je i za
metalaksil, dok su Al-Sa'di i sar. (2008) dobili neSto nize vrednost srednje efektivne
koncentracije ovog fungicida (ECso < 0,80 mg/l) za izolat P. aphanidermatum poreklom iz
obolelih klijanaca krastavca. Pri koncentraciji metalaksila 10 mg/l porast micelije P.
aphanidermatum inhibiran je 73,9 %, dok su Abdelhazer i sar. (2004) utvrdili da se pri istoj
koncentraciji metalaksila u podlozi porast micelije izolata P. deliense 1 P. oligandrum u
potpunosti inhibira.

Umerena toksi¢nost u ogledima in vitro dobijena je za propamokarb-hidrohlorid (ECsg
= 10,2 mg/l) i mankozeb (ECsy = 11,2 mg/l). Podaci dobijeni u nasim istrazivanjima za
propamokarb-hidrohlorid delimi¢no su saglasni sa rezultatima Papavizas 1 sar. (1978) koji su
utvrdili da su ECsy vrednosti propamokarb-hidrohlorida za vrste P. aphanidermatum, P.
splendens, P. irregulare, P. ultimum 1 P. arrhenomanes bile u intervalu od 0,50 do 10 mg/I.
Medutim, nasuprot rezultatima prethodnih ispitivanja, Liu (2007) je dobio znatno vecu
vrednost srednje efektivne koncentracije za P. aphanidermatum koja je iznosila 35,30 mg/l.
Dobijeni podaci za mankozeb u saglasnosti su sa rezultatima istrazivanja Zhang i sar. (2008)
koji su utvrdili vrednost srednje efektivne koncentracije od 8,25 mg/l za izolat Pythium sp.
poreklom sa luka.

Izolat P. aphanidermatum ispoljio je najnizu osetljivost na fosetil-aluminijum, a ECsg
vrednost iznosila je 302,65 mg/l. U varijanti primene ovog fungicida utvrdena je i najveca
relativna osetljivost sa vrednoS¢u regresionog koeficijenta b od 3,07. Cook i sar. (2009)
utvrdili su znatno niZze ECs, fosforne kiseline (koja je produkt razlaganja fosetil-aluminijuma)
koje su bile u intervalu od 35,6 do 171,8 mg/l za vrstu P. aphanidermatum, dok je za Sest
izolata Pythium spp. ECsp bila u rasponu od 38,7 do 220,8 mg/I.

U istrazivanjima izvedenim u uslovima staklenika, fungicidi su ispoljili razli¢it stepen
efikasnosti u suzbijanju P. aphanidermatum. Najbolja efikasnost u suzbijanju ovog patogena
utvrdena je za preparata na bazi fosetil-aluminijuma (97,5 %), Cija se efikasnost nije
statisticki znacajno razlikovala u odnosu na apsolutnu kontrolu (netretirane neinokulisane
biljke).

Umerena efikasnost utvrdena je u varijantama primene preparata na bazi
propamokarb-hidrohlorida (62,5 %) 1 mankozeba (77,5 %). Balicevi¢ i sar. (2008) dokazali su
efikasnost propamokarb-hidrohlorida, mankozeba i bioloSkog preparata na bazi 7. harzianum

u suzbijanju P. debaryanum u usevu salate u uslovima plasteni¢ke proizvodnje. Pomenuti
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autori utvrdili su da je najveci broj prezivelih biljaka bio u varijanti primene bioloskog
preparata (24,75 biljaka), a najmanji u tretmanu sa mankozebom (9,75 biljaka).

U in vivo istrazivanjima u varijanti primene preparata na bazi metalaksila utvrdena je
efikasnost od 75 %, a uoceno je i njegovo stimulativno dejstvo na porast biljaka, dok je
efikasnost preparata na bazi azoksistrobina iznosila 57,5 %. Salman 1 Abuamsha (2012)
utvrdili su visoku efikasnost metalaksila u zastiti ponika paradajza od P. ultimum kako u
tretmanima gde je primenjivan samostalno tako i u slu¢ajevima kombinovane primene sa P.
fluorescens. Medutim, za razliku od azoksistrobina i1 piraklostrobina metalaksil nije ispoljio
stimulativno delovanje. Takode, tretiranjem semena fungicidima (azoksistrobin, metalaksil-M
1 piraklostrobin) u kombinaciji sa P. fluorescens postignuta je efikasnost od 90 %.

Rezultati istrazivanja u in vitro 1 in vivo uslovima su u velikoj meri slicni. Medutim, u
ogledima u kojima su ispitivani efekti fosetil-aluminijuma utvrdeno je bolje delovanje in vivo
nego u laboratorijskim uslovima. U in vitro ogledima fosetil-aluminijum je ispoljio najmanju
toksicnost za izolat P. aphanidermatum. Niska osetljivost P. aphanidermatum na ovaj
fungicid je ocekivana, imaju¢i u vidu njegov mehanizam delovanja. Fosetil-aluminijum
menja metabolizam patogena na takav nacin da biljka domac¢in moze mnogo brze i efikasnije
da pripremi odbrambenu reakciju. Ove promene metabolizma podrazumevaju kombinaciju
dva mehanizma: a) smanjenja broja molekula supresora prisutnih na povrSini patogena, i b)
povecanje broja molekula elicitora koji su izloZeni receptorima na ¢elijama domacina. Oba
navedena mehanizma ne deluju inhibiraju¢e na patogena in vitro, ali su letalna u prisustvu
aktivnog odbrambenog sistema biljke domacina.

Od fungicida hemijskog porekla, najsiri spektar delovanja utvrden je za tiofanat-metil,
koji je ispoljio visoku efikasnost u suzbijanju V. dahliae, S. sclerotiorum 1 R. solani (80-84,2
%). Medutim, nijedan od fungicida ne predstavlja podjednako dobro reSenje za suzbijanje

patogena iz zemljiSta s obzirom na razliku u spektru delovanja koriS¢enih supstanci.

5.2. Efekti biofungicida na patogene iz zemljiSta

Od bioloskih preparata prou¢avani su efekti etarskog ulja ¢ajnog drveta i soja C13 B.
subtilis na sve izolate u uslovima in vitro 1 in vivo.

Najvecu osetljivost na etarsko ulje ¢ajnog drveta u uslovima in vitro ispoljio je izolat
S. sclerotiorum, sa ECspvrednoséu od 70,28 mg/l. Najniza toksi¢nost ovog etarskog ulja
utvrdena je za izolate V. dahliae (ECsy = 1507,65 mg/l) 1 F. oxysporum (ECsy = 1205,78
mg/1) za koje su utvrdene veoma visoke vrednosti srednjih efektivnih koncentracija. Rezultati

su u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja Tanovi¢ i sar. (2004) koja su obuhvatila ispitivanja
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efekata gasne faze etarskih ulja na patogene iz zemljisSta (Verticillium sp., F. oxysporum,
Rhizoctonia sp. 1 Pythium sp.). U njihovim istrazivanjima, najvecu toksi¢nost za sve
proucavane izolate ispoljila su etarska ulja timijana i bosiljka sa vrednostima minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC) od 0,04-0,65 pl/ml vazduha, dok su za ulje ¢ajnog drveta
dobijene znacajno nize vrednosti (izmedu 0,16-0,65 ul/ml vazduha u zavisnosti od patogena).

U ogledima izvedenim u uslovima staklenika na inokulisanim biljkama paprike,
preparat na bazi etarskog ulja ¢ajnog drveta ispoljio je u najveéem broju slucajeva nedovoljnu
efikasnost suzbijanja patogena iz zemljista. Jedini izuzetak predstavlja efikasnost suzbijanja
vrste R. solani koja je u prikazanim eksperimentalnim uslovima bila 90,5 %. Izmedu
neinokulisane netretirane kontrole i1 varijante primene ulja ¢ajnog drveta nije bilo statistic¢ki
znacajne razlike u intenzitetu oboljenja (P > 0,05). Najslabiji efekat etarskog ulja ¢ajnog
drveta utvrden je na F. oxysporum, sa procentom efikasnosti od 5,6 %. Za izolat V. dahliae
ustanovljena je najveca antagonisticka aktivnost soja C13 u poredenju sa ostalim patogenima.
Medutim, porast micelije V. dahliae u zoni dejstva nije bio potpuno zaustavljen ve¢ je uocena
zona delimic¢ne inhibicije porasta micelije pre¢nika 16 mm. Nizak stepen antagonisticke
aktivnosti soja C13 B. subtilis utvrden je i za izolat F. oxysporum, dok je za izolate S.
sclerotiorum, R. solani 1 P. aphanidermatum antagonisticka aktivnost potpuno izostala.
Istrazivanja Grosch 1 sar. (1999) takode potvrduju slabe efekte biofungicida na pseudogljive
1z roda Pythium. Pomenuti istrazivaci utvrdili su da nijedan od testiranih sojeva B. subtilis
nije zadovoljavaju¢e delovao na razvoj P. aphanidermatum in vivo, mada su pojedini sojevi
ispoljili visok inhibitorni efekat u laboratorijskim uslovima.

U ogledima izvedenim u stakleniku, soj C13 B. subtilis ispoljio je najbolji efekat u
suzbijanju F. oxysporum sa efikasnoS¢u od 77,8 %. Medutim, Yu i sar. (2011) utvrdili su nizu
efikasnost (50,7 %) B. subtilis u suzbijanju prouzrokovaca ,,fuzarioznog uvenuca® na
krastavcu. Isti autori utvrdili su da su u usevu paprike primenom B. subtilis simptomi
,»fuzarioznog uvenuéa“ smanjeni za 12,50-56,9 %. Takode, potvrdili su da ispitivani soj B.
subtilis stimulativno deluje na porast biljaka, prinos i masu plodova krastavca. U uslovima
staklenika, Tjamos 1 sar. (2000) utvrdili su da su biljke plavog patlidZzana tretirane sojevima
B. subtilis imale ve¢i prinos za 25 % u odnosu na kontrolu, a da je razvoj simptoma ,,zelenog
uvenuca“ bio umanjen 20-80 %. Nasuprot tome, u naSim istrazivanjima, preparat na bazi soja
C13 bakterije B. subtilis ispoljio je nisku efikasnost u suzbijanju V. dahliae (35,4 %). Takode,
najnovija istrazivanja ukazuju da preparati na bazi B. subtilis u kombinaciji sa svinjskim
stajnjakom smanjuju intenzitet oboljenja ,,verticilioznog uvenu¢a® na pamuku, narocito kada

se primenjuju u fenofazi 2-4 stalna lista (Li i sar., 2012). U naSim istrazivanjima, najnizi
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procenat efikasnosti soja C13 B. subtilis u uslovima in vivo utvrden je u suzbijanju P.
aphanidermatum (22,5 %) 1 S. sclerotiorum (5 %). Za razliku od nasih istraZzivanja, Berger i
sar. (1996) utvrdili su da soj Cotl B. subtilis ispoljava dobar antagonisticki efekat na Pythium
sp. Utvrdeno je da ispitivani soj u uslovima poveéane vlaznosti vazduha u zasti¢enom
prostoru obezbeduje dobru zastitu od Pythium sp., ali da efekat zastite Aster hybrida, Daphne
blagayana 1 Photinia fraseri zavisi kako od gustine bakterijske suspenzije, tako i od koli¢ine
inokuluma patogena. Takode, autori naglasavaju da se najbolji efekti postizu pri umerenom
intenzitetu napadu patogena (< 10° oospora po gramu zemljista), kao i da su na nivou
efikasnosti standardnog fungicida na bazi metalaksila.

Dobijeni rezultati koji se odnose na efikasnost B. subtilis u suzbijanju S. sclerotiorum
takode nisu u saglasnosti sa dostupnim literaturnim navodima. Istrazivanjima Yang i sar.
(2009) utvrdeno je da B. subtilis (soj NJ-18) daje zadovoljavajuce rezultate u suzbijanju S.
sclerotiorum u usevu pirinca. Zadovoljavajuci efekat ovog soja na razvoj patogena potvrden
je kako u laboratorijskim, tako i u poljskim uslovima. Takode, Schmiedeknecht-a i sar.
(2001) navode da soj FZB24 B. subtilis uti¢e znac¢ajno na smanjenje pojave S. sclerotiorum u
usevu suncokreta. Intenzitet ,,bele trulezi na biljkama suncokreta bio je smanjen 62 % u
varijantama primene ovog bioloSkog preparata u odnosu na kontrolu.

Istrazivanja nisu potvrdila literaturne navode o pozitivnom uticaju B. subtilis na
parametre porasta biljaka. U naSim ispitivanjima zabeleZena su odstupanja u rezultatima
efekata biofungicida dobijenih u uslovima in vitro 1 in vivo. Brojni autori navode da se ove
razlike javljaju zbog sposobnosti mikroorganizama da stimulativno deluju na rast i razvoj
biljaka, ¢ime uti¢u na njihovu otpornost (Omar i Abd-Alla, 1998; Yu i sar., 2011). Takode,
Shao 1 sar. (2013) su na osnovu rezultata istrazivanja zaklju€ili da postoje dva nacina
delovanja etarskog ulja Cajnog drveta: direktno delovanje na ¢eliju patogena 1 aktiviranjem
odbrambenih mehanizama biljaka. Direktnom interakcijom gljive sa gasnom fazom etarskog
ulja povecava se koli¢ina vodonik peroksida §to naruSava normalno funkcionisanje celije
patogena 1 spreCava se aktivacija njenih odbrambenih enzima. S druge strane, u stresnim
uslovima biljna ¢elija stvara PR (Pathogenesis Related) proteine za koje je poznato da
poseduju snaznu antifungalnu aktivnost. Dobijeni rezultati pokazali su da primenom ovog
etarskog ulja znacajno raste aktivnost B-1,3-glukanaze, jednog od najproucavanijih PR
proteina za koji je dokazano da podstice odbrambene reakcije biljaka 1 utice na degradaciju
¢elije patogena.

Spektar delovanja biofungicida nije bio zadovoljavajuéi u prikazanim

eksperimentalnim uslovima, tako da dobijeni rezultati ukazuju na rizik primene ovih
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preparata u sadasnjem konvencionalnom modelu proizvodnje paprike. Medutim, utvrdena
visoka efikasnost soja C13 B. subtilis u suzbijanju F. oxysporum (77,8 %), kao i ulja ajnog
drveta u suzbijanju R. solani (90,5 %) mogla bi da predstavlja realnu osnovu za ciljanu
primenu ovih preparata nakon detekcije i identifikacije patogena iz zemljista, a pre nego §to

postanu problem u proizvodnji paprike.

129



Patogeni paprike iz zemljiSta i moguénost njihovog suzbijanja fungicidima

6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata i njihovog razmatranja mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

o Izolacijom patogena iz uzoraka obolelih biljaka paprike i iz zemljiSta sa
razlicitih lokaliteta u Srbiji 1 proucavanjem njihovih patogenih 1 morfoloskih (makroskopskih
1 mikroskopskih) karakteristika, utvrdeno je da pripadaju vrstama: V. dahliae, F. oxysporum,
S. sclerotiorum, R. solani i P. aphanidermatum. lIdentitet izolata potvrden je na
molekularnom nivou analizom sekvenci DNK fragmenata umnozenih univerzalnim

ITS1/ITS4 parom prajmera.

o Izolat V. dahliae, u uslovima in vitro bio je veoma osetljiv na difenokozol
(ECs0= 0,02 mg/l) i prohloraz (ECsp= 0,03 mg/l) i umereno osetljiv na tiofanat-metil (ECso=
3,48 mg/l). U uslovima staklenika, najvecu efikasnost u suzbijanju V. dahliae na
inokulisanim biljkama paprike ispoljio je preparat na bazi tiofanat-metila (83,1 % u odnosu
na kontrolu). Medutim, izmedu difenokonazola, fluopirama i prohloraza nije postojala
statistiCki znaCajna razlika u pogledu intenziteta oboljenja. Najslabija efikasnost utvrdena je
za preparat na bazi azoksistrobina (23,1 %) koja se nije razlikovala statisticki znacajno od
kontrole. Takode, utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu efikasnosti primenjenih
fungicida 1 visine biljaka (r = 0,81), kao 1 izmedu efikasnosti i sveZze mase biljaka paprike.
Duzina nekrotiranog prizemnog dela stabla bila je u negativnoj korelaciji sa efikasno$¢u
primenjenih fungicida.

. Za izolat F. oxysporum, prohloraz je bio najtoksicniji (ECso = 0,07 mg/1), dok
je fluopiram ispoljio najmanju toksi¢nost (ECsy = 1075,01 mg/l). U ogledu in vivo
najefikasniji bili su preparati na bazi kaptana (95,6 %) i1 prohloraza (92,2 %), a najmanje
efikasan preparat na bazi tiofanat-metila (54,4 %). Korelacija izmedu efikasnosti primenjenih

fungicida 1 visine biljaka bila je umerena, a izmedu efikasnosti 1 sveZe mase biljaka slaba.
. Za izolat S. sclerotiorum, utvrdena je najniza vrednost srednje efektivne

koncentracije za fluopiram (ECso = 0,003 mg/l), dok je najmanje toksi¢an za ovaj izolat bio

kaptan (ECso = 8,94 mg/l). U uslovima staklenika, najvecu efikasnost u suzbijanju S.
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sclerotiorum na inokulisanim biljkama paprike ispoljio je preparat na bazi kaptana (98 %),
dok je najniza efikasnost postignuta primenom preparata na bazi prohloraza (45 %). Izmedu
efikasnosti fungicida i visine biljaka, kao i izmedu efikasnosti i sveze mase biljaka utvrdena
je statisticki znacajna korelacija.

o Izolat R. solani bio je najosetljiviji na iprodion (ECsy = 0,43 mg/l), dok je
najveca vrednost ECsy utvrdena za azoksistrobin (ECso = 596,60 mg/l). U uslovima in vivo
najvisa efikasnost u suzbijanju R. solani postignuta je primenom preparata na bazi iprodiona
(95,8 %), a najmanja efikasnost utvrdena je u varijanti u kojoj je primenjivan preparat na bazi
fluopirama (47,4 %). Korelacija izmedu efikasnosti fungicida 1 visine biljaka bila je umerena,

a izmedu efikasnosti 1 sveZe mase biljaka slaba.

o Izolat P. aphanidermatum ispoljio je najvecu osetljivost na azoksistrobin, sa
vredno$c¢u srednje efektivne koncentracije 0,05 mg/l, a najnizu na fosetil-aluminijum (ECsy =
302,65 mg/1). Od fungicida proucavanih u uslovima staklenika, najbolji efekat u suzbijanju P.
aphanidermatum ispoljio je preparat na bazi fosetil-aluminijuma (97,5 %), dok je najniza
vrednost efikasnosti utvrdena u varijantama primene preparata na bazi azoksistrobina (57,5

%).

. Ulje ¢ajnog drveta ispoljilo je u ogledima in vitro najnizu toksicnost na izolat
S. sclerotiorum, sa vredno$¢u ECsy od 70,28 mg/l. Najniza toksi¢nost ovog etarskog ulja
utvrdena je za izolate V. dahliae (ECso = 1507,65 mg/l) 1 F. oxysporum (ECsy = 1205,78
mg/l) sa veoma visokim vrednostima srednjih efektivnih koncentracija. U ogledima in vitro,
preparat na bazi ulja ¢ajnog drveta ispoljio je najvecu efikasnost u suzbijanju R. solani (90,5
%), dok je najslabiji efekat zabelezen u suzbijanju F. oxysporum, sa procentom efikasnosti od

5,6 %.

. Najveca antagonisti¢ka aktivnost soja C13 B. subtilis utvrdena je za izolat V.
dahliae. Tako nije zaustavljen porast micelije ispitivanog izolata, uo€ena je zona delimi¢ne
inhibicije porasta micelije u precniku od 16 mm. Nizak stepen antagonisticke aktivnosti soja
C13 utvrden je i za izolat F. oxysporum, dok primenom pomenutog soja nije utvrden
antagonisticki efekat za izolate S. sclerotiorum, R. solani 1 P. aphanidermatum. U ogledima

izvedenim u uslovima staklenika, soj C13 ispoljio je najbolji efekat u suzbijanju F.
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oxysporum, a efikasnost je iznosila 77,8 %. NajniZi procenat efikasnosti soja C13 B. subtilis u

uslovima in vivo utvrden je u suzbijanju vrste S. sclerotiorum (5 %).

. Od konvencionalnih fungicida najsiri spektar delovanja utvrden je za tiofanat-
metil. Medutim, nijedan od kori$¢enih fungicida ne predstavlja podjednako dobro reSenje za

suzbijanje patogena iz zemljista s obzirom na razliku u spektru delovanja.

] U prikazanim in vitro i uslovima staklenika spektar delovanja biofungicida
nije bio zadovoljavajuci, tako da dobijeni rezultati ukazuju na rizik primene ovih preparata u
sadasnjem konvencionalnom modelu proizvodnje paprike. Ipak, utvrdena visoka efikasnost
soja C13 B. subtilis u suzbijanju F. oxysporum (77,8 %), kao i ulja &ajnog drveta u suzbijanju
R. solani (90,5 %) mogla bi da predstavlja realnu osnovu za ciljanu primenu ovih preparata u

proizvodnji paprike nakon detekcije i identifikacije patogena iz zemljista.
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