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Populaciona dinamika 1 odrzivi modaliteti suzbijanja Globodera rostochiensis
(Woll.) i G. pallida (Stone) (Nematoda: Heteroderinae) u uslovima zapadne
Srbije

Sazetak

Krompirove cistolike nematode (KCN), Globodera rostochiensis (Woll.) i G.
pallida (Stone) su medu najvaznijim karantinskim Steto¢inama krompira u svetu. Kod nas
su nadene tek pocetkom ovog veka, na nekoliko lokaliteta u zapadnoj Srbiji, sa
dominacijom zute KCN, G. rostochiensis. Bela KCN, G. pallida, je nadena na samo jednoj
parceli i u rezimu je iskorenjivanja. U Srbiji su obe vrste KCN na IA listi Stetnih
organizama. Do sada su kod nas KCN proucavane uglavnom sa aspekta prisutnih vrsta i
patotipova, i njihovog rasprostranjenja. Ova disertacija se bavi ispitivanjem populacione
dinamike obe vrste, i sa prakti¢ne strane razvija odrzive modalitete njihove kontrole u
agroekoloskim uslovima zapadne Srbije.

Kao eksperimentalni lokaliteti odabrane su Ponikve kod Uzica sa dve populacije
zute KCN 1 Ogradenik na planini Javor sa populacijom bele KCN. Visegodisnja
istrazivanja obuhvatila su brojne oglede, od laboratorijskih in vitro testova, preko
saksijskih, do ogleda u priblizno poljskim, mikroplot i poljskim proizvodnim uslovima.
Populaciona dinamika u priblizno poljskim uslovima je pra¢ena tokom tri godine za Zutu i
dve godine za belu KCN. U ogledima su simulirane tri realne situacije u proizvodnim
uslovima, relevantne za njihovo odrzavanje i suzbijanje. Prva je odsustvo biljaka domacina
tj. simulacija parloga; druga prisustvo osetljivog domacina (krompir sorte desirée) i treca
prisustvo otpornog krompira koji deluje kao biljka klopka (sorta agria za zutu i sorta
innovator za belu KCN).

Minimalne temperature zemljiSta potrebne za aktivaciju invazionih larvi (L2) javljaju
se ve¢ u aprilu, iiznose 5,2 °C za G. pallida i izmedu 5,5 °C i 8 °C za G. rostochiensis. Obe
vrste imaju dva talasa piljenja L2 iz cista, koji se poklapaju sa kiSnim periodima tokom

vegetacione sezone. Za zavrsetak ciklusa razvica KCN i pojavu nove generacije cista bilo je



potrebno manje od dva meseca u kisnoj godini a u tipi¢nim klimatskim uslovima izmedu
dva 1 tri meseca. Najveci broj ispiljenih L2 iz drugog talasa piljenja ne uspeva da zavrsi
ciklus razvi¢a. Ima indikacija da se iz drugog talasa piljenja L2 mogu razviti malobrojni
adulti, ali ne i Citava generacija, pa obe vrste KCN u ispitivanim uslovima imaju jednu
generaciju godisnje.

Na osetljivoj sorti krompira désirée dolazi do uvecanja populacije KCN i do osam
puta. Pod uticajem otpornih biljaka klopki godi$nje smanjenje gustine populacija KCN bilo
je izmedu 80-92%, odnosno 97% posle dve godine uzastopnog gajenja. Smanjenje
vitalnosti populacija KCN u simulaciji parloga bilo je intenzivnije u prvoj godini posle
osetljivog useva kada je iznosilo 46-64%. U drugoj godini zabeleZzeno je smanjenje
vitalnosti populacije od 25-30%, sa kumulativnim padom tokom dve godine od oko 70%.

Primenjeni deo disertacije bavi se pasivnim i aktivnim suzbijanjem KCN i njihovim
kombinovanjem, na zarazenim parcelama sa razli¢itom istorijom gajenja krompira. Zbog
razlika u virulentnosti KCN ispitivan je uticaj biljaka klopki, odabranog sortimenta
krompira i drugih gajenih i divljih biljnih vrsta, kao nephodan uslov za njihovo optimalno
koris¢enje u aktivnom suzbijanju KCN. Utvrden je visok stimulativni efekat korenskih
cksudata domaceg sortimenta paradajza na piljenje L2 KCN. Sli¢nu stimulaciju piljenja L2
KCN pokazale su lokalne populacije Solanum nigrum. Ova korovska vrsta nije domacin i
predstavlja mogucéi agens kontrole KCN. Physalis alkekengi i Tagetes patula nisu pokazale
potencijal kao biljke klopke. Sve ispitivane sorte krompira pokazale su visok stimulativni
efekat na piljenje L2 KCN i visoku otpornost prema jednom ili oba patotipa KCN prisutna
u Srbiji.

Visegodi$nje parloZzenje kao metod pasivnog suzbijanja pokazalo je da smanjenje
gustine populacije usled spontanog piljenja L2 G. rostochiensis u polju iznosi 20% godisnje
a kod G. pallida 27%. Mnogo niza inicijalna vitalnost populacije bele KCN u uslovima
parloga pada ispod nivoa ekonomske Stetnosti posle osam godina. Stoga, na manje
infestiranim parcelama, u situacijama kada se zeli minimizirati rizik od $irenja KCN (kao u
slucajevim pojave IA karantinske Globodera pallida) i u situacijama kada je ekonomski
prihvatljivo napuStanje ratarske proizvodnje na infestiranoj parceli, parloZzenje moze biti

uspesno i preporuceno kao jedan od odrzivih modaliteta suzbijanja KCN u zapadnoj Srbiji.



U mikroplot ogledu utvrdeno je da gustina sadnje biljaka klopki krompira sorte agria
od 9 biljaka po m® povrsine zemljista, koja odgovara gustini sadnje u konvencionalno
gajenom usevu krompira, predstavlja optimalnu gustinu sadnje za dobijanje gotovo
maksimalnog efekta smanjenja populacije G. rostochiensis od oko 70%. GodiSnje
smanjenje populacije G. rostochiensis pod uticajem krompira otporne sorte agria, u
proizvodnim uslovima na povrsini od 0,5 ha u dve godine iznosilo je 79 i 84%.
Demonstriran je nezeljeni uticaj samoniklih osetljivih biljaka krompira na odrzavanje 1
podmladivanje populacija KCN. Njihova veéa prisutnost u zemljiStu, jedan je od razloga za
oko 10% slabiji efekat suzbijanja KCN otpornom sortom agria u mikroplot eksperimentu u
odnosu na ogled sproveden u proizvodnim uslovima.

Na delovima parcele na kojima je kombinovano gajenje krompira otporne sorte agria
u jednom ili dva ciklusa, uz prethodno i naknadno viSegodi$nje parlozenje, ukupno
smanjenje gustine populacije G. rostochiensis posle devet godina iznosilo je 99%. Devet
godina parlozenja na tre¢em delu visoko infestirane parcele smanjilo je gustinu populacije
za 85%, ostavljajuéi gustinu populacije G. rostochiensis visestruko iznad praga ekonomske
Stetnosti. Sa nastavkom registrovanog godi$njeg smanjenja populacije procenjeno je da bi
ova populacija pala ispod $tetnih nivoa tek nakon dvadeset godina parlozenja. Dobijeni
rezultati ukazuju da na jako infestiranim povrSinama i lokalitetima gde su KCN u Sirenju,
parloZenje kao metod pasivne kontrole KCN nema ekonomsku 1 fitosanitarnu opravdanost.
Stoga, na visoko infestiranim parcelama optimalna strategija suzbijanja KCN je
omogucavanje prirodnog smanjenja brojnosti populacije KCN u uslovima parloga, tokom
viSe godina, i potom gajenje visoko otpornih sorti, uz paralelno obavezno suzbijanje
samoniklih biljaka osetljivih sorti krompira. Ova predlozena strategija mogla bi biti jedna

od uspesnih 1 odrzivih metoda kontrole KCN u zapadnoj Srbiji.

Kljuéne reci: krompirove cistolike nematode, KCN, utvrdivanje vitalnosti, disekcija cista,
patotip, otporne sorte, Solanum sp., biljke klopke, parlozenje
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Population dynamics and sustainable control modalities of Globodera
rostochiensis (Woll.) and G. pallida (Stone) (Nematoda: Heteroderinae) in the

conditions of Western Serbia

Summary

Potato cyst nematodes (PCN), Globodera rostochiensis (Woll.) and G. pallida
(Stone) are one of the major quarantine pests of potato worldwide. They were discovered in
Serbia only at the beginning of this century at few localities in Western Serbia, with the
domination of yellow PCN, G. rostochiensis. White PCN, G. pallida, has been registered
only at one field which is under official eradication regime. Both PCN species have been
included in 1A list of harmful organisms. Until now, PCN in Serbia have been studied
mainly in terms of present species and pathotypes and their distribution. This thesis deals
with the population dynamics of both species and, from a practical aspect, development of
sustainable PCN control modalities in agro-ecological conditions of Western Serbia.

As experimental localities Ponikve near UZice was selected with two populations of
yellow PCN and Ogradjenik at the Mountain Javor with a population of white PCN. Multi-
annual research included numerous experiments, form laboratory in vitro tests and pot
experiments to semi-field, microplot and field experiments. In semi-field experiments the
population dynamics was monitored over three years for yellow and two for white PCN.
The experimental simulations included three real situations in production conditions,
relevant to PCN maintenance and control. The first one was absence of host plants i.e.
simulation of fallow, the second was presence of susceptible host (potato cultivar Désirée)
and the third was presence of resistant potato as simulation of a trap crop (potato cultivar
Agria for yellow and Innovator for white PCN).

The minimum soil temperature necessary for activation of invasive juveniles (J2)
was reached as early as April, i.e. 5.2 °C for G. pallida and between 5.5 °C and 8 °C for G.
rostochiensis. The invasive juveniles of both species hatched out of cysts in two waves,

which coincided with rainy periods during the growing season. To complete the life cycle



and form the first cysts of a new generation it took less than two months in a rainy year and
from two to three months in typical climatic conditions. The majority of J2 hatched in the
second wave failed to complete the life cycle. There are indications that few J2 hatched in
the second wave may develop into adults, but not the whole generation, so both PCN
species in tested conditions have one generation per year.

The PCN population on a susceptible potato cv. Désirée multiplied up to eight
times. Under the influence of resistant potato plants, the annual decrease of PCN population
density was between 80-92% and 97% after two consecutive years of planting. PCN
population viability decline in simulation of fallow was more intensive in the first year after
the susceptible potato, amounting to 46-64%. In the second year, recorded population
decrease was 25-30%, with a cumulative decline of 70% over two years.

The applied part of the thesis deals with passive and active PCN control measures and
their combination in the infested fields with different potato cropping field history. Due to
differences in the PCN virulence, the influence of trap plants, selected potato cultivars and
domesticated and wild plant species, was investigated as a necessary condition for their
optimal use for the active control of PCN. The root exudates of domestic tomato cultivars
showed a high stimulatory effect on PCN J2 hatching. The similar effect on J2 was
recorded for Solanum nigrum. This weed species is not a PCN host and therefore, it could
be used as a potential PCN control agent. Physalis alkekengi and Tagetes patula showed no
potential for use as trap crops. All studied potato cultivars demonstrated high stimulatory
effect on the PCN J2 hatching and high resistance towards one or both PCN pathotypes
present in Serbia.

Multi-annual fallow in the fields, as a passive control method, showed that annual
population density decline due to spontanous J2 hathing was 20% for G. rostochiensis and
27% for G. pallida. The much lower initial population density of white PCN, declined after
eight years of fallow below the economic threshold. Therefore, in cases of PCN less
infested fields, when the minimal risk of PCN spreading is required (as in case of IA
quarantine G. pallida) and when from economic aspect plant production could be
abandoned in the infested fields, fallow, as a passive PCN control method, can be

successful and recommended modality of sustainable PCN management in Western Serbia.



In microplot experiment it was recorded that planting density of 9 resistant potato cv.
Agria plants per 1 m?, which corresponds to the planting density of conventionally cropped
potato, was optimal planting density to obtain nearly the maximal effect of G. rostochiensis
population reduction of approximately 70%. The annual population decrease of G.
rostochiensis under conventionally cropped resistant cultivar Agria in field conditions in
two 0.5 ha field parts accounted for 79 and 84% in two years. The adverse effect of
susceptible volunteer potato plants was demonstrated on PCN populations maintenance and
rejuvenation. Their higher density in soil was one of the reasons for approximately 10%
weaker effect of potato cv. Agria on PCN decline in microplots comparing to the field
conditions.

In parts of the field where cultivation of resistant potato cv. Agria, cropped once or
twice, was combined with fallow before and after, a total reduction of G. rostochiensis
population density was 99%. Nine years of fallow in the third part of the highly infested
field reduced the PCN population viability by 85%, leaving the population density several
times over the economic threshold. With annual population decline levels registered in this
field, PCN population would decrease under economic threshold only after 20 fallow years.
The results indicate that in the highly infested fields in localities where PCN are in
spreading, fallow, as a passive control measure, does not have economic and phytosanitary
justification. Therefore, the optimal strategy of PCN management in highly infested fields
is enabling natural PCN population decrease in fallow, over several years, followed by
cultivation of highly resistant potato cultivars, with parallel eradication of volunteer
susceptible potato plants. This proposed strategy could be one of the successful and

sustainable PCN control methods in Western Serbia.

Keywords: Potato cyst nematodes, PCN, population viability, cyst dissection, pathotype,
resistant cultivars, Solanum sp., trap crops, fallow

Scientific field: Biotechnical Sciences
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1 UVOD

Cistolike nematode (Tylenchida: Heteroderinae) su obligatni paraziti korena biljaka i
poznate su po ekonomskoj Stetnosti prvenstveno u ratarstvu. Krompirove cistolike
nematode (KCN), Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923) Behrens, 1975 i
Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975 su oligofagi i hrane se samo na
pomocnicama (Solanaceae). Medu gajenim se kao glavni domac¢in KCN istice krompir
(Solanum tuberosum tuberosum L.), gde ¢ine i najvece Stete u proizvodnji, a tu su i
paradajz, i plavi patlidzan. Medu domac¢inima KCN su i pojedine vrste divlje korovske
flore pomoc¢nica iz nekoliko rodova (Sullivan et al., 2007). | krompir i KCN su poreklom iz
Juzne Amerike, odakle su prvo preneseni u Evropu, a iz nje vremenom dalje po svetu
(Turner i Evans, 1998).

KCN su dve vrlo sliéne vrste, i u morfoloSkom i bioloSkom smislu. Od malih
morfoloskih razlika istice se boja zrelih Zenki pred formiranje cista, po kojoj je G.
rostochiensis nazvana zutom a G. pallida belom KCN. Razlike u biologiji ove dve vrste, a
prvenstveno razlike u spektru biljaka domacina, su od velikog prakticnog znacaja za
njihovu kontrolu (Fleming i Powers, 1998a). Ove razlike su prisutne izmedu vrsta KCN ali
i na intraspecijskom nivou, na osnovu kojih je izdvojeno vise patotipova (Kort, 1974), pet u
okviru zute, i tri u okviru bele KCN (Kort et al., 1977). Patotipovi KCN se razlikuju upravo
po virulentnosti prema razli¢itim genotipovima krompira i njegovih divljih srodnika (Canto
Saenz i De Scurrah, 1977; Kort et al., 1977). Danasnji diverzitet genotipova krompira i
srodnih vrsta koriS¢enih u selekeiji gajenog krompira meri se u hiljadama a broj trenutno
gajenih sorti u svetu u stotinama (EU, 2016). I pored mnostva dostupnih sorti, prakti¢no
nema potpuno otpornih komercijalnih sorti prema svim patotipovima obe vrste KCN.
Mnoge sorte krompira poseduju visoku ili delimi¢nu otpornost prema jednom ili nekoliko
patotipova, a znatan broj, ¢esto bas onih masovno gajenih, kakva je u Srbiji sorta désirée,
su potpuno osetljive na sve patotipove KCN.

Do poslednjih decenija proslog veka, u Evropi je dominirao prvi patotip G.

rostochiensis, prema kojem postoji mnostvo komercijalnih sorti sa potpunom otpornoséu



dobijenom od Solanum tuberosum subsp. andigena CPC 1673 baziranoj na H1 genu za
rezistentnost (Ellenby, 1952). Otpornost sortimenta prema G. pallida je vecinski parcijalna
i poligenske je prirode §to ovu vrstu €ini znacajno tezom za suzbijanje od zute KCN (Marks
i Brodie, 1998). Gajenjem otpornih sorti prema decenijski najzastupljenijem prvom
patotipu G. rostochiensis, a zbog nepostojanja potpune otpornosti prema G. pallida u
proizvoda¢ima dostupnom sortimentu krompira, izvrSen je selekcioni pritisak ¢ime
poslednjih decenija zapocinje period dominacije G. pallida u mnogim zemljama Evrope
koje se dugo suocavaju sa problemom KCN. Skora$nja istrazivanja govore da su u
Engleskoj i Velsu, KCN prisutne na 64% krompiriSta, sa dominacijom G. pallida i
prisustvom na 92% ispitivanih povrSina (Minnis et al. 2002), i da se ovaj trend nastavlja na
pomenutom prostoru (Dybal-Lima et al., 2016).

Decenijska iskustva zapadno-evropskih zemalja pokazala su da hemijske mere
kontrole KCN ne daju zadovoljavajuce rezultate, posebno dugorocno. Stoga je teziSte
integralne zaStite usmereno ka administrativnim preventivnim merama sprecavanja
introdukecije 1 Sirenja (karantinu 1 dr.), pasivnim merama suzbijanja viSegodiSnim gajenjem
nedomacina, a u domenu aktivnog suzbijanja, uzgajanju otpornih biljka-biljaka klopki, pre
svega otpornog sortimenta krompira 1 drugim bioloski orijentisanim merama. Sa
skorasnjom zabranom upotrebe vecine hemijskih nematocida zbog ekotoksikoloske
neprihvatljivosti (Anon., 2009) u Evopi je ovaj trend joS intenzivniji. Zbog ekonomskog
znacaja i kompleksnosti suzbijanja, u zemljama Evropske Unije, kao i u mnogim drugim,
KCN se nalaze na karantinskim listama S$tetnih organizama (EPPO A2 list; EU Anex
designation 1/A2 i dr.)(EPPO/CABI, 1997; Anon., 2013b).

I u Srbiji su KCN posebno regulisani Stetni organizmi i obe vrste se nalaze na IA listi
Stetnih organizama (Anon., 2010a). Prema dosadasnjim saznanjima, G. rostochiensis, i to
samo njen prvi patotip koji je dominantan i u Evropi, prisutna je u nekoliko uzih podrucja u
zapadnoj Srbiji, nasem glavnom podrucju gajenja semenskog krompira. U zapadnoj Srbiji
je 1 jedini pouzdani dosada$nji nalaz G. pallida, patotip 2/3, na jednoj izolovanoj
proizvodnoj parceli na planini Javor.

Ovakvo stanje prisutnosti KCN u nasoj zemlji je drugacije od danaSnjeg u zemljama

zapadne Evrope i govori o tome da se KCN jo$ nisu znacajno prosirile u Srbiji. Dominacija
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prvog patotipa G. rostochiensis prema kome postoje potpuno otporne sorte krompira daje
Sansu da se njeno dalje Sirenje bar znatno uspori, a u slu¢aju G. pallida ako je moguce i
potpuno spreci.

Lokalno Sirenje KCN sa infestiranih parcela na okolne odvija se raznosenjem KCN
zemljiStem sa mehanizacijom, vetrom, povrSinskim vodama, semenskim krompirom itd.
RaznoSenje KCN na udaljene parcele pre svega je sa zaostalim zemljiStem na semenskom
krompiru koji poti€e sa infestiranih parcela. Iskustva zemalja koje se problemom KCN
bave ve¢ decenijama pokazuju da je lokalno Sirenje nemoguce spreciti ali ga je moguce
usporiti pravovremenim kori§¢enjem odredenih mera borbe.

U ukupnom integralnom pristupu kontroli KCN, preventivnim aspektom
administrativne kontrole bavi se fitosanitarni sistem, kroz inspekcijsku kontrolu uvoza, i
domace proizvodnje i prometa semenskog krompira, kojim se sprecavaju nove introdukcije
KCN 1 usporava proces Sirenja na lokalitetima gde su veé registrovane (Anon., 2008;
Anon., 2010a; Anon., 2013a).

Da bi metode suzbijanja KCN bile uspesno koriS¢ene, potrebno je poznavanje
populacione dinamike u specificnim agroekoloskim uslovima (Marks 1 Brodie, 1998).
Dosadasnja svetska znanja o populacionoj dinamici KCN odnose se na uslove JuZne
Amerike, Zapadne, Centralne i Severne Evrope i Rusije (Marks i Brodie, 1998). Za prostor
Srbije objavljen je jedan rad koji se ti¢e populacione dinamike G. rostochiensis u
saksijskim uslovima u Beogradu (Baci¢ et al. 2011). U oblasti zapadne Srbije, koji
predstavlja na$ najznacajniji region proizvodnje krompira, a koju odlikuje brdsko-planinski
reljef, srednje visoke nadmorske visine i kombinacija humidne umereno kontinentalne i
planinske klime, nije bilo prethodnih proucavanja sezonske dinamike KCN. Dosadasnja
ispitivanja KCN kod nas, ukljucuju¢i i dve prethodne disertacije (Baci¢, 2008 i Oro, 2011),
bavila su se pretezno detekcijom, identifikacijom i rasprostranjenjem KCN u Srbiji (Krnjai¢
et al., 2000; Radivojevi¢ et al., 2001; Krnjaic¢ et al., 2002; Krnjai¢ et al., 2005; Radivojevié
et al., 2006a; Radivojevi¢ et al., 2006b; Radivojevi¢ et al., 2007; Krnjai¢ et al., 2008;
Radivojevi¢ i Stanci¢, 2009; Radivojevi¢ i Labudovi¢, 2010; Baci¢, 2010; Baci¢ et al.,
2013, Baci¢, 2014; Gruji¢ et al., 2016).



Primenjeni deo istrazivanja ove disertacije odnosi se na razradu odrzivih modaliteta
suzbijanja KCN u agroeckoloskim uslovima Zapadne Srbije. Na osnovu svetskih
dosadasnjih iskustava, optimalne i u svakom pogledu odrzive jesu razliCite varijante
manipulacije samim sistemom biljne proizvodnje na zarazenoj povrSini. Osnovna strategija
kontrole je iznurivanje prisutnih populacija, a u nekim situacijama i potpuno iskorenjivanje,
uskrac¢ivanjem biljaka domacina (Radivojevi¢, 2009).

Sa karantinskog aspekta idealno resenje kontrole KCN je uskracivanje domacina na
duze vreme, prenamenom infestirane parcele ili potpunim obustavljanjem proizvodnih
aktivnosti tj. parloZzenjem. Ovakav, pasivan nacin suzbijanja KCN je Siroko primenjiv kao
jedan od odrzivih modela kontrole KCN. Na pasivnom pristupu se insistira u podru¢jima sa
retkim nalazima KCN i/ili parcelama infestiranim sa 1A karantinskom vrstom G. pallida,
jer je tako minimalan rizik od Sirenja tj. raznoSenja KCN sa parcele. Pasivno suzbijanje je
pogodno i u situacijama kada je ekonomski odrzivo odustajanje od ratarske proizvodnje na
infestiranim parcelama sa KCN za duzi niz godina. Na ovaj nacin dolazi do spontanog
izumiranja populacije od manje od 10% do preko 50% godiSnje u zavisnosti od klimatskih,
orografskih, edafskih i agroekoloskih razlika, i infestacije KCN na parcelama bez domacina
mogu opstati 1 duze od 20 godina. (Turner, 1996). GodiSnja smanjenja populacija KCN u
agroekoloskim uslovima zapadne Srbije u uslovima parloga nisu poznata a neophodna su za
odredivanje optimalne duzine plodosmene krompira.

Na podru¢jima gde su KCN ve¢ prisutne na vefem prostoru, obustavljanje
proizvodnje nema ekonomsku opravdanost. Sa stanoviSta zaStite prinosa, na slabije
infestiranim povrSinama oligofagne KCN moguce je odrZavati dugoro¢no na niskom nivou
koris¢enjem viSegodiS§njeg plodoreda bez domac¢ina (Whitehead i Turner, 1998). Medutim,
sa karantinskog aspekta to nije dovoljno jer i posle duzih plodoreda rizik od Sirenja ne
nestaje, a parcele ipak bivaju, sa stanovistva proizvodaca, isuviSe dugo iskljucene iz
proizvodnje krompira, najznacajnije ratarske kulture u zapadnoj Srbiji. Stoga, na
lokalitetima gde su u vecoj meri prisutne, KCN treba suzbijati metodama koje intenzivnije i
brze dovode do pada populacije, idealno do nivoa ispod granice detekcije, a sa ciljem

minimiziranja rizika od Sirenja KCN sa zarazenih parcela. U ovom slucaju u plodored se



ukljucuju otporni bioloski agensi-biljke klopke (rezistentne sorte krompira i druge otporne
biljke), koje svojim korenskim lu¢evinama ubrzavaju izumiranje KCN (Radivojevi¢, 2009).

Zbog inter- i intraspecijskih razlika u virulentnosti KCN nephodni uslovi za
optimalno kori$¢enje biljaka klopki je utvrdivanje otpornosti kori§¢enog sortimenta
krompira i drugih domacih gajenih i divljih vrsta biljaka koje mogu biti korovi i uticati na
populacije KCN. Potrebno je ispitati i efekat koji ove biljke ispoljavaju na piljenje L2 KCN
kao bitne osobine biljaka klopki.

U cilju odredivanja optimalnih mera borbe protiv KCN, neophodno je znanje o
promenama gustine populacije KCN u tri realno prisutne situacije u proizvodnoj praksi. To
su, kao nepozeljna praksa, gajenje osetljivog domacina, a kao pozeljna ugarenje u Sirem
smislu i gajenje otpornih sorti krompira. Poslednje dve situacije predstavljaju osnovne
odrzive metode pasivnog i1 aktivnog suzbijanja KCN. Prac¢enje populacione dinamike KCN
u uslovima gajenja osetljive sorte krompira bitno je i zbog procene uticaja samoniklih
biljaka krompira koje se zadrzavaju vise godina na proizvodnim povrSinama (Den Ouden,
1967). Krajnji praktican cilj ovog rada je da se putem mera pasivnog i aktivnog suzbijanja,
i njihovog kombinovanja, predloZze modaliteti uspeSnog odrzivog suzbijanja KCN na

infestiranim lokalitetima u agroekoloskim uslovima zapadne Srbije.



2 PREGLED LITERATURE

Internacionalno priznati karantinski organizmi, krompirove cistolike nematode: ~’zbog
svojih malih veli¢ina i kripti¢ne prirode, ekstremne specijalizacije i intimne povezanosti sa
domacéinima, i zbog svoje neverovatne prilagodenosti na viSegodiSnje prezivljavanje bez
pogodnog domacina, predstavljaju ogroman problem proizvoda¢ima, savetodavcima i

zakonodavcima u mnogim regijama proizvodnje krompira u svetu” (Marks i Brodie, 1998).

2.1 Taksonomija krompirovih cistolikih nematoda (KCN)

KCN spadaju u cistolike nematode (Nematoda: Heteroderinae). Okrugle cistolike
nematode kojima nedostaje terminalni konus su prvenstveno bile ukljuéene u rod
Heterodera, tipski rod familije Heteroderidae. Skarbilovich (1959) prvi svrstava sve vrste
sa okruglastim cistama osnivaju¢i podrod Globodera (lat. globus = okrugao, st.gr. deros =
koza), ostavljajuéi vrste limunastih cista u podrodu Heterodera. Behrens (1975) je uzdigao
podrod Globodera do statusa roda, $to u nezavisnim istrazivanjima potvrduju i Mulvey i
Stone (1976).

Zrele zenke i ciste su okrugle, nemaju terminalni konus. Vulvalna oblast je
cirkumfenestralna. Vulvalni otvor <15 um. Anus nema fenestru. Ostaci vagine, podmost i
bule su retko prisutne. Kutikula ima uocljiv sloj D. Sva jaja se zadrzavaju u telu, nema jajne
kese. Povrsina jaja je glatka. Lateralno polje muzjaka ima Cetiri linije, spikula je veca od 30
pum, distalno usmerena. L2 sa Cetiri linije na lateralnom polju. Rep je konusan, zaSiljen,
fazmidi u obliku pore (Baldwin i Mundo-Ocampo, 1991; Subbotin et al., 2010).

Vrste koje pripadaju ovom rodu su: Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923)
Skarbilovich, 1959 (tipska vrsta); G. artemisiae (Eroshenko i Kazachenko, 1972) Behrens,
1975; G. bravoae Eranco, Cid del Prado i Lamothe-Argumedo, 2000; G. leptonepia (Cobb i
Taylor, 1953) Skarbilovich, 1959; G. mali (Kirjanova i Borisenko, 1975) Behrens, 1975; G.
mexicana Subbotin, Mundo-Ocampo i Baldwin, 2010; G. millefolii (Kirjanova i Krall,
1965) Behrens, 1975; G. pallida Stone,1973; G. tabacum (Lownsbery i Lownsbery, 1954)
Behrens, 1975., G. zelandica Wouts, 1984.; G. elingtonae Handoo, Carta, Skantar i
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Chitwood, 2012 i G. capensis Knoetze, Swart i Tiedt, 2013 (Subbotinet al., 2010; Handoo
et al., 2012; Knoetze et al., 2013).

2.2 Detekcija i identifikacija vrsta KCN

Za izbor optimalnih mera suzbijanja neophodno je utvrditi dve sustinske osobine,
gustinu populacije u zemljiStu i vrstu i patotip KCN (Whitehead i Turner, 1998).

Utvrdivanje gustine populacije KCN na nekoj parceli vrs$i se prikupljanjem uzoraka
zemljiSta sa infestirane parcele, zatim izdvajanjem cista iz uzoraka zemljiSta i potonjeg
utvrdivanja njihove vitalnosti tj. broja jaja odnosno ve¢ formiranih L2 u cistama.
Procenjena gustina populacije KCN najes€e se izrazava kao broj vitalnih jaja/L2 po
jedinici mase suvog zemljiSta. Preporucene metode detekcije KNC sumirane su u
preglednom radu koji daje EPPO (Anon., 2013b).

Uzorkovanje zemljiSta i procena brojnosti cista. Prvi problem kod utvrdivanja gustine
populacije je to Sto je raspored cista KCN na nekoj parceli vrlo heterogen. U pocetnim
godinama introdukcije KCN bivaju skoncentrisane u oazama oko samih mesta unosa. U
takvim oazama se nalazi najgus¢a populacija i one se elipticno Sire u pravcu kretanja
mehanizacije (Been i Schomaker, 2006).

Na prostorni raspored populacija nematoda kao najznacajniji faktori uti€u: vreme
prisutnosti u polju, specifi¢nosti u biologiji vrste (npr. nacin polaganja jaja), dostupnost
domacina, gustina sklopa domacina u usevu, razvijenost korenovog sistema, ucestalost
gajenja domacina, nacin i u€estalost obrade 1 pripreme zemljiSta, navodnjavanje 1 drugo.

Poznavanje prostornog rasporeda, odnosno njegova najbolja procena, je od
sustinskog znacaja za optimiziranje nacina prikupljanja uzoraka zemljiSta na infestiranim
parcelama, radi dobijanja zeljene preciznosti i reprezentativnosti (Been i Schomaker, 2006).
U odnosu na veéinu vrsta nematoda grupisanost je posebno izrazena kod cistolikih pa i

KCN, s obzirom na ¢injenicu da su Zenke velikog fekunditeta i da ne polazu jaja.



Prostorni raspored cista KCN u jednom polju ima dve glavne komponente,
horizontalni i vertikalni (Been i Schomaker, 2006).

Vertikalni raspored populacije KCN zavisi od dubine zemljiSnog profila i
razvijenosti korenovog sistema kroz zemljisni profil. Uglavnom oko 90% populacije KCN
je prisutno u prvih 35 cm zemljiSnog profila i brojnost im postepeno opada sa
povecavanjem dubine, bivajuci vrlo retko prisutne u nekolicini zemljiSta na dubinama od
80 cm. Been i Schomaker (2006) su pokazali da je vertikalni raspored u prvih 25 cm
zemlji$nog profila prili¢cno homogen $to posledi¢no ne zahteva oprez pri uzorkovanju.

Horizontalni raspored KCN je mnogo nehomogeniji od vertikalnog. U okviru jedne
parcele KCN su priliéno grupisane u pojedinim delovima (oazama). U praksi se javlja
nekoliko razli¢itih situacija odnosno tipova horizontalnog rasporeda. Prva situacija
predstavlja prostorni raspored na samim poc¢ecima introdukcije KCN, druga u kojoj dolazi
do postepenog Sirenja po parceli 1 poslednja sa prisustvom KCN na celoj parceli u
prenamnozenju.

Sa inicijalnim introdukcijama nematode ¢e se rasprostirati na povrSinama od
nekoliko m® gde ¢e njihova grupisanost biti vezana za sam koren i neposrednu blizinu
korenovog sistema. Zadrzavanje jaja u okviru tela Zenki i naposletku cista znacajno
“pojaCava” grupisanost u poredenju sa ve¢inom drugih vrsta nematoda, pogotovo onih
slobodnozivecih, migratornih i oviparnih vrsta, tako da ¢e 1 u okviru ovako malih povrSina,
subpopulacije nematoda biti skoncentrisane samo u delovima gde koren postoji. Brojnost
cista ¢ak i izmedu 10 cm udaljenih zona moze da varira preko 100%, od 130 do 260 cista u
70 g zemljista (Been i Schomaker, 2006). Navedena varijabilnost uslovljava velike greske u
proceni brojnosti cista 1 posledi¢no, gustine populacije.

Za razliku od drugih nematoda modaliteti distribucije i kasnijeg Sirenja KCN su
prilino specifi¢ni, a oblici grupisanja (oaze) manji, pravilnijeg karakteristicnog oblika i
nacina Sirenja (Been i Schomaker, 2000).

Najznacajniji vid Sirenja nematoda po parceli je poljoprivrednom mehanizacijom.
Sirenje se odvija vise duz pravca obrade zemljista, manje boéno, §to uslovljava postepeno
povecavanje povrsine oaza u vidu elipsi. Od inicijalne oaze narednih godina se duz redova

javljaju nove sekundarne infestacije koje se na isti nacin elipti¢no Sire, dok se vremenom,
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KCN ne raznesu po celoj parceli. Na §irenje, naravno, utie i ucestalost gajenja osetljivih
domacina.

Vise autora testiralo je efikasnost razli¢itih na¢ina uzorkovanja zemljista (Turner,
1993, Been i Schomaker, 2000; Been i Schomaker, 2006; Bellvert et al., 2008). Pored
putanje kretanja tokom uzorkovanja na reprezentativnost uzorka uti¢e i veli¢ina uzorka i
broj uboda sondom tj. poduzoraka koji ¢e ga saciniti odnosno distance izmedu taCaka
prikupljanja poduzoraka. Standard u EU za uzorkovanje parcela na kojima se gaji krompir
namenjen semenskoj proizvodnji bude veli¢ine bar 1500 ml/ha zemljiSta a koji se sastoji od
najmanje 100 poduzoraka prikupljenih kretanjem po parceli u pravougaonoj mrezi, tako da
distanca izmedu prikupljanih poduzoraka ne bude ve¢a od 20 m duz pravca kojim se krece
mehanizacija a udaljenost izmedu uzduznih pravaca uzorkovanja ne bude veca od 5 m
(Anon., 2007a). Ovakav nacin uzorkovanja obezbeduje uspesnost detekcije KCN u polju sa
verovatnoc¢om od 90% ¢ija je gustina populacije u oazama 50 cista po kilogramu zemljista i
veca (Been i Schomaker, 2000). Pored pravougaone mreze kao prihvatljiva putanja kretanja
prilikom uzorkovanja smatra se i kretanje paralelnim cik-cak prohodima duz pravca obrade
zemljista (Been i Schomaker, 2006).
Procena vitalnosti cista. Procena vitalnosti cista se obi¢no vrsi tako $to se celokupan
uzorak izdvojenih cista mrvi u vodi ne bi li se oslobodile larve i jaja iz cista 1 potom vrsi
utvrdivanje broja vitalnih jaja tj. L2 nekom od metoda iz tako dobijene suspenzije. Broj
vitalnih jaja moguce je utvrditi vizuelnim pregledom (Lamondia et al., 1986), pomocu
testova piljenja (Been i Schomaker, 2001), ili nekom od metoda za bojenje samo vitalnog
sadrzaja (npr. Shepherd, 1962). Po nekim novim metodama vitalnost cista moguce je
utvrditi merenjem koli¢ine trehaloze koja je prisutna u perivitelinskoj tecnosti jaja (Van den
Elsen et al., 2012) ili koli¢ine RNK kvantitativnim PCR metodom (Beniers et al., 2014).
Metode za utvrdivanje vitalnosti cista KCN preporucene od EPPO date su u standardu PM
7/40 (3) (Anon., 2013b).

Sve ove metode su prihvatljivo precizne u odredivanju vitalnosti prose¢ne ciste u
uzorku i sve imaju neke prednosti i nedostatke. Problem u proceni vitalnosti populacije
nastaje iz Cinjenice da se vitalnost utvrduje za samo mali deo populacije (desetine ili stotine

cista) od uglavnom milionskih populacija. U vecini slucajeva istrazivaci su zainteresovani
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za utvrdivanje samo vitalnog dela populacije i broj jajnih opni iz kojih su se ispilile larve se
ne utvrduje. Neke od pomenutih metoda ne daju ni moguénost za utvrdivanje nevitalnog
sadrzaja cista. Tek sa utvrdivanjem i nevitalnog sadrzaja u svakoj cisti moZzemo imati
informaciju o prose¢nom ukupnom broju jaja (i punih i praznih) po cisti u uzorku. Ukupan
broj jaja, punih i praznih, bitan je za odredivanje relativne vitalnosti svake ciste i relativne
vitalnosti uzoracke populacije kao procenitelja vitalnosti populacije u polju.

Odstupanje ukupnog broja jaja po cisti u uzorku od onog u populacije je bitno iz
slede¢ih razloga. Broj jaja po cisti je jako varijabilan u populaciji 1 kre¢e se od svega
nekoliko do viSe stotina. Literaturni podaci govore da se prosecan broj jaja po cisti krece
oko 200-250 dok Whitehead (1995) navodi da je maksimum od 765 L2 po cisti zabelezen
od Hesling (1959). I1zdvajanjem uzorka sa prose¢nim brojem jaja po cisti manjim ili ve¢im
od onog u populaciji dolazi se do potcenjivanja ili precenjivanja vitalnosti populacije.
Efekti mera za suzbijanje KCN ocenjuju se poredenjem pocetne (Pi) i1 krajnje (Pf) gustine
populacije u polju pa greske u proceni vitalnosti cista izazvane ovim faktorom vode
posledi¢no 1 u greske procene pada vitalnosti 1 pogreSnih zaklju¢aka o efikasnosti neke
metode za kontrolu KCN.

Individualna disekcija cista radi utvrdivanja vitalnosti populacija KCN je vrSena
sporadi¢no do polovine proSlog veka (Fenwick, 1951; Hesling, 1959; Carden, 1965),
medutim, posle dizajniranja homogenizatora za mrvljenje grupe cista (Bijloo, 1954), i
njegove modifikacije (Seinchorst i Den Ouden, 1966), koje je znafajno smanjilo vreme

potrebno za odredivanje vitalnosti, napustena je kao metoda od vecine istrazivaca.

Identifikacija vrsta. Morfoloska identifikacija vrsta iz roda Globodera se zasniva na
nekoliko morfometrijskih i morfoloskih karakteristika. Medu znacajnijim mogu se izdvojiti:
broj kutikularnih nabora izmedu anusa i fenestre, Granekov indeks (koli¢nik rastojanja
anusa od fenestre i Sirine vulvalnog basena), duzina stileta i oblik bazalnih bubrescica L2,
duzina repa i hijalinskog regiona L2 i duzina tela L2 (Subbotin et al., 2010).

Vrste KCN su morfoloski vrlo sli¢ne. Recimo, G. rostochiensis se razlikuje od G.
pallida po zutim nasuprot belim zenkama u sazrevanju, ve¢em broju kutikularnih nabora

izmedu vulve 1 anusa (16-31 naspram 8-20), ve¢em Granekovom indeksu (2,5-4,5 naspram
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2,1-3,0), obliku bazalnih bubres¢ica stileta (zaobljeni naspram bubresci¢a sa anteriornim
ispupCenjima), kra¢im stiletom (20-22 naspram 23-24 um) i zaobljenijem naspram vise
zaSiljenom repu (Subbotin et al., 2010). Kao $to se iz pomenutog moze videti, mnoge
vrednosti distinktivnih karaktera se prilicno preklapaju kod ove dve vrste. To posebno
komplikuje identifikaciju vrste u slu¢ajevima kada je u jednom uzorku prisutno vise vrsta,
kada je nedostupno vise stadijuma (npr. iz zemljiSta su izdvojene samo nevitalne ciste), kod
vrlo heterogenih populacija i kada je dostupan relativno mali broj individua u uzorku
(Fleming i Powers, 1998b).

Manduric et al. (2004) su se bavili utvrdivanjem individualnih morfoloskih razlika u
populacijama G. rostochiensis i G. pallida uz utvrdivanje specijskog identiteta
molekularnim metodama za svaku cistu i svaku L2 koju su prethodno morfoloski opisali i
identifikovali. Njithovi rezultati potpuno potvrduju kompleksnost 1 preklapanja vrednosti
taksonomskih karaktera u morfologiji krompirovih cistolikin nematoda i govore o
pouzdanoj identifikaciji vrste na osnovu morfologije kada je dostupan dovoljan broj
individua 1 kada se u identifikaciji koristi viSe stadijuma, iako pozitivna identifikacija vrste
nikad nije bila stopostotna u ispitivanom uzorku.

Molekularna identifikacija vrsta u okviru roda Globodera moguc¢a je koris¢enjem
PCR-ITS-RFLP, sekvenciranjem ITS regiona ribozomalne RNK i drugih nuklearnih i
mitohondrijskih gena, a za identifikaciju ekonomski najznacajnijih vrsta ovog roda, G.
rostochiensis, G. pallida i G. tabacum razvijeni su PCR testovi sa specijski specifi¢nim
prajmerima (Subbotin et al., 2010). Vrlo sugurna identifikacija vrste KCN pomocu
multipleks PCR testova sa specijski specificnim prajmerima potvrdena je do danas na
mnogim populacijama Sirom sveta sa viSe setova prajmera (Mulholland et al., 1996;
Bulman i Marshall, 1997; Fullaondo et al., 1999; Madani et al., 2005, 2008).

Za identifikaciju novointrodukovanih populacija KCN preporucuje se kombinovanje
morfoloskih i molekularnih metoda (Anon., 2013b).
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2.3 Bioekologija KCN

2.3.1 Zivotni ciklus KCN

Razvi¢e KCN obuhvata tri razvojna stadijuma: jaje, stadijum larve sa Cetiri razvojna
stupnja i stadijum odraslih, muZjake i Zenke. Zenke zadrzavaju jaja u svom telu i po
uginjavanju se nazivaju cistama. Po oplodenju, tokom embrionalnog razvi¢a, u jajetu KCN
dolazi do formiranja embriona i prvog larvenog stupnja. Sa prvim presvlacenjem u okviru
stadijuma jajeta formira se larva drugog stupnja (L2), koja poseduje usnu bodlju odnosno
stilet. L2 predstavljaju dormantan stadijum u zivotnom ciklusu KCN i neispiljene L2 ostaju
zaSti¢ene u okviru cista viSe godina. Aktivna faza zivotnog ciklusa zapoc€inje piljenjem L2
iz jaja Cime se zavr$ava period dormantnosti. Posle piljenja iz jaja, L2 napustaju ciste kroz
prirodne otvore 1 krecu se kroz zemljiSte u potrazi za korenom domacina. Po pronalazenju
korena, L2 se ubuSuju u koren odmah iza korenove kape i kre¢u intracelularno kroz pericikl
do mesta koje ¢e odabrati za formiranje mesta ishrane. Po odabiru inicijalne ¢elije, Supljim
stiletom probadaju ¢elijski zid, ubacuju u ¢eliju pljuvaéni koktel enzima, kojim kroz slozen
proces iniciraju formiranje sincicijuma kao stalnog mesta ishrane. Po uspostavljanju
specificnih struktura za usvajanje c¢elijskog sadrzaja, zapocinje sledece presvlacenje i
formiranje larve trec¢eg stupnja (L3). Ishranom, telo L3 se Siri i ubrzo dolazi do sledeceg
presvlacenja i formiranja larve Cetvrtog stupnja (L4) i dodatnog Sirenja sa Krajnjim
presvlacenjem u Zenke odnosno muzjake. Usled Sirenja tela zenke po presvlacenju, pod
pritiskom, povrSinska tkiva korena pucaju i ve¢i deo tela Zenke biva van korena sa vulvom,
polnim otvorom, dostupnim muzjacima radi kopulacije i oplodenja.

MuZjaci se razvijaju sliénom brzinom kao i zenke ali zadrzavaju crvoliki habitus
tela, napustaju koren i privuceni seksualnim hormonima, kopuliraju sa zenkama.
Kopulacija se mozZe odigrati sukcesivno sa vise muZjaka. Muzjaci KCN se ne hrane i Zive
kratko oko dve nedelje.

KCN nemaju polne hromozome (Turner i Rowe, 2006), $to omogucava variranje

odnosa polova u zavisnosti uslova spoljasnje sredine (Ellenby, 1954), pre svega dostupnosti
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hrane tj. intenziteta napadnutosti korena domacina. Pri velikoj napadnutosti korena odnos
polova moze biti viSe puta veéi u korist muzjaka (Trudgill, 1967).

Posebnu ulogu u zivotnom ciklusu imaju L2 koje obavljaju dve, samo njima
svojstvene, vazne funkcije. To su prezivljavanje nepovoljnih uslova i invazija korena

domacina sa formiranjem sincicijuma kao stalnog mesta ishrane (Radivojevié¢, 2009).

Piljenje. Proporcionalno mali deo prisutnih L2 u cistama se pili spontano, samo po
uspostavljanju optimuma abiotske prirode. Najveéi broj L2, da bi se ispilio iz jaja zahteva
prisustvo korenskih lu¢evina domacina u zemljiStu, ¢ime se prekida mirovanje i aktivira
piljenje (Clarke i Perry, 1985). Ova gotovo potpuna zavisnost KCN od domacinovih korenskih
lucevina evolutivna je adaptacija zbog ograni¢enog kruga domacina koji se svodi na vrste roda
Solanum i srodnih rodova fam. Solanaceae (Turner i Rowe, 2006). Ovakva evolutivna
prilagodenost je suprotna onoj kod nekih drugih sedentarnih endoparazitnih nematoda kao $to
su npr. Heterodera schachtii Schmidt medu cistolikim i Meloidogyne sp., medu korenovim
galogenim nematodama. Pomenute nematode imaju Sirok krug domacina kod kojih veéina
invazivnih L2 za piljenje ne zahteva prisustvo korenskih eksudata domacina iako je piljenje
masovnije u njihovom prisustvu (Perry, 1989).

Posle prvog presvlacenja L2 ostaju sklupane u jajetu koje ispunjava perivitelinska
teCnost. Trehaloza prisutna u perivitelinskoj tecnosti izaziva osmotski stres usled kojeg dolazi
do smanjivanja koli¢ine vode u telu L2 u odnosu na aktivno stanje ispiljenih larvi (Perry, 1989).
Takva parcijalna dehidratacija L2 dovodi do njihovog smanjenog metabolizma i posledi¢no
sporijeg troSenja energije, Sto dalje omogucava prezivljavanje nepovoljnih uslova i odsustvo
domacina (Perry, 2002). Posle izlaganja jaja korenskim lu¢evinama koje sadrze faktore piljenja,
dolazi do menjanja propustljivosti jajne membrane i to njenog unutra$njeg lipidnog sloja, pri
¢emu dolazi do izlaska trehaloze iz perivitelinske te¢nosti u spoljasnju sredinu i sukcesivnog
ulaska vode u perivitelinsku te¢nost (Clarke i Perry, 1985). Sa smanjenjem koncentracije
trehaloze u perivitelinskoj te¢nosti i smanjenja osmotskog pritiska dolazi i do rehidratacije L2,
ubrzavanja njihovog metabolizma, veée pokretljivosti i kona¢no piljenja iz jaja a potom i
napustanja cista (Ellenby i Perry, 1976).

Korenski eksudati sadrze brojna hemijska jedinjenja koje utiu na piljenje L2. Ona se

mogu razvrstati na faktore piljenja (eng. hatching factors) koji stimuli$u piljenje L2 i koji mogu
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predstavljati viSe razli¢itih jedinjenja (Devine et.al., 1996; Devine i Jones, 2000), inhibitore
piljenja (hemijska jedinjenja koja inhibiraju veé izazvano piljenje) i stimulatore faktora piljenja
(materije koje aditivno deluju na piljenje preko faktora piljenja a same nemaju nikakav efekat
na piljenje L2) (Byrne et al., 1998). Faktori piljenja mogu biti specijski specifi¢ni (da izazivaju
samo piljenje L2 bele ili zute KCN) i specijski nespecifi¢ni. Takode, neki faktori piljenja mogu
izazivati intenzivnije piljenje neke od KCN vrsta a drugi ne (Byrne et al., 2001). Jedan od
retkih faktora piljenja KCN koji je identifikovan i detaljno hemijski opisan je solanoklepin A sa
formulom C27H3009 (Mulder et al., 1993; Schenk et al., 1999).

U prakticnom smislu, piljenje je jedan od klju¢nih momenata u ciklusu razvica KCN,
gde se uticanjem na njegovo iniciranje, a onemogucavaju¢i na neki nacin zavrSetak razvica,
moze omoguciti suzbijanje KCN, jer jednom ispiljene L2, uginjavaju ukoliko ne nadu koren

osetljivog domac¢ina (Radivojevié, 2009).

Formiranje sincicijuma. Kao $to je ve¢ pomenuto, prilikom prodora u koren L2 KCN
dolaze do krajnjeg mesta ishrane i u odabranu celiju prodiru stiletom kroz koji u ¢eliju
domacina ubacuju proteinski koktel, produkt ezofagalnih zlezda, kojim ¢e dovesti do
promena celijske strukture 1 formiranja sincicijuma. Prisustvo brojnih efektora kodiranih u
genomu cistolikih nematoda detektovano je u jedru biljne ¢elije (npr. Quentin et al., 2013) a
u genomu KCN je dokazano prisustvo gena koji kodiraju celulaze, pektinaze, pektin liaze i
slicne enzime, luéevine ezofagalnih zlezda koje ucestvuju u razgradnji ¢elijskih zidova i
formirajnu sincicijuma (Smant et al., 1998; Yan et al., 1998; Popeijus et al., 2000;
Bohlmann i Sobczak, 2014).

Inicijalna ¢elija sincicijuma nalazi se u primarnoj kori korena posle ¢ega dolazi do
inkorporiranja okolnih, 20 do preko 100 uglavnom floemskih ¢elija u sincicijum
parcijalnom razgradnjom Celijskih zidova, hipertrofije novoukljuéenih elemenata,
proliferacije organela i povec¢anja metabolicke aktivnosti (Jones i Northcote, 1972; Castelli
et al., 2006; Fudali, 2007; Bohlmann i Sobczak, 2014). Sincicijum postaje multinuklearna
tvorevina sa intenzivnim metabolizmom koja se ponasa kao metabolicki i energetski
,Lusisivac® (eng. metabolical/nutrient sink), ¢ime se znacajno remeti sprovodna sposobnost

korena tokom vise nedelja razvica KCN.
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U suprotnosti sa relativno ustaljenim nacinima formiranja sincicijuma u osetljivim
domadinima istrazivanja patogeneze na otpornim domacinima su pokazala dva
postinfekcijska mehanizma rezistentnosti protiv cistolikih nematoda. U oba mehanizma se
govori o inicijalnom formiranju funkcionalnog sincicijuma (Castelli et al., 2006). Po
jednom mehanizmu otpornosti, karakteristicnom za otporne sorte sa H1 rezistentnim genom
prema prvom patotipu G. rostochiensis, L2 uspeSno penetriraju u koren i formiraju
sincicijum, a posle deset dana dolazi do hipersenzitivne reakcije i nekroze celija koje
okruzuju sincicijum i nematodu, i njegove degradacije (Castelli et al., 2006). Drugi
mehanizam rezistentnosti takode uklju¢uje odlozeni vid hipersenzitivne reakcije bez
nekroti¢nih promena oko sincicijuma. Ovo je karakteristicno za hibride kod kojih je
rezistentnost prema KCN dobijena iz Solanum vernei (Castelli et al., 2006). U retkim
slu¢ajevima kada i dode do formiranja sincicijuma na otpornom domacinu, oni su manji,
uglavnom omogucavaju razvoj samo muzjaka a malobrojne zenke KCN su male i
smanjenog fekunditeta (Mullin i Brodie, 1988; Castelli et al. 2006; Kaczmarek, 2014).

2.3.2 Mehanizmi prezivljavanja nepovoljnih uslova

Nepovoljne uslove L2 cistolikih nematoda uspevaju da prebrode prekidanjem
razvoja ulaskom u stanje dormantnosti, tj. stanje smanjenog metabolizma. Dormantnost se
u literaturi povezuje sa dva pojma: mirovanjem (eng. quiscence) i dijapauzom. Mirovanje
se moze definisati kao spontan reverzibilan proces prekida razvica kao odgovor na
nepovoljne uslove spoljasnje sredine, gde se razvice nastavlja po uspostavljanju povoljnih
uslova (Turner i Rowe, 2006). Mirovanje moze biti obligatno, kao kod KCN i ono je
vezano za odredeni stadijum u razviéu odnosno L2 kod KCN. Fakultativno mirovanje nije
vezano za odredeni stadijum u razvicu kao kod npr. nematode Ditylenchus dipsaci. U
zavisnosti od tipa nepovoljnog spoljasnjeg faktora na razvice u literaturi se pominju razli¢iti
tipovi mirovanja: mirovanje izazvano niskim temperaturama (kriobioza, lat. cryobiosis),
visokim temperaturama (termobioza), smanjenom koncentracijom kiseonika (anoksibioza),

osmotskim stresom (osmobioza) i decikacijom (anhidrobioza) (Perry, 1999).
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Razdvajanje tipova mirovanja je donekle arbitrarno imajuéi u vidu da bez obzira na
vrstu nepovoljnih ¢inioca, prilikom mirovanja uvek dolazi do dehidratacije individue
(Perry, 1999). Vecina istrazivanja vezana za biohemijske i fizioloSke mehanizme
dormantnosti jesu u stvari fokusirana na proces anhidrobioze (Perry, 2002). Mogu¢nost
kontrolisanja postepene dehidratacije L2 KCN predstavlja glavni faktor u dugom
prezivljavanju nepovoljnih uslova i ekstremnih situacija. Jedan od interesantnih primera je
mogucénost KCN da prezive zamrzavanje na ¢ak -80 °C vise godina (Rolf et al., 1997). Uz
dehidrataciju navodi se nagomilavanje jedinog poznatog neredukujuceg disaharida glukoze,
trehaloze, za koji se veruje da omogucava odrZanje funkcionalne strukture proteina
(Womersley et al., 1998).

S druge strane, dijapauza se definiSe kao stanje prekinutog razvoja gde piljenje ne
pocinje ukoliko se ne ispune neki specificni uslovi. Sposobnost ulaska u dijapauzu
omogucava L2 KCN da prebrode duge periode nepovoljnih uslova za piljenje kao §to su
periodi nepovoljnih temperatura (zima) ili periodi odsustva domacina. Dijapauza mozZe biti
obligatna i fakultativna.

Obligatna dijapauza je inicirana endogenim faktorima koje KCN usvajaju od
parazitirane biljke na kojoj su se razvile, nematode je mogu imati samo jednom tokom
zivotnog ciklusa i prisutna je samo u prvoj vegetacionoj sezoni od nastanka KCN. Duzina
obligatne dijapauze zavisi od fotoperioda kojem je bila izlozena parazitirana biljka.
Naprimer, nematode razvijene na biljkama gajenim na konstantom svetlu ne ulaze u
obligatnu dijapauzu (Hominick et al, 1985). Za prekidanje obligatne dijapauze najznacajniji
faktor je temperatura. KCN tako prolaze kroz obligatnu dijapauzu na niskim temperaturama
tokom zime 1 ona se u umerenim klimatima prekida uglavnom sredinom prole¢a. L2 koje
nisu bile izlozene niskim temperaturama od bar 4 °C duze od 16 nedelja neée se piliti KCN
ni u prisustvu korenskih lu¢evina domacéina (Perry, 2002).

Fakultativna dijapauza je inicirana egzogenim faktorima kao §to su duZina dana i
temperatura ali od druge sezone kao vid privikavanja na nove klimatske uslove posle
introdukcije. Posle izlaska iz dijapauze L2 ulaze u fazu mirovanja koje se obi¢no prekida u
proleée sa povec¢anjem temperature i za najveci broj L2 KCN tek sa prisustvom korenskih

lu¢evina domacina (Turner i Rowe, 2006).
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2.3.3 Populaciona dinamika KCN

Populaciona dinamika KCN se znacajno razlikuje u zavisnosti od rezima gajenja
biljaka na infestiranim parcelama. Kada u plodoredu nema domacina, populacije KCN ce se
postepeno smanjivati usled spontanog piljenja L2 iz cista. Zbog postojanja dijapauze, veéi
deo L2 ostaje neispiljen u cistama i proces praznjenja traje godinama. Turner (1996)
detektuje vitalne L2 u cistama ¢ak posle viSe od 20 godina odsustva domacina. Smatra se
da je kroz spontano piljenje godiSnje smanjenje populacije G. pallida oko 20%, za razliku
od oko 33% kod G. rostochiensis (Evans, 1993; Minnis et al., 2004).

U prisustvu domacéina, smatra se da je piljenje L2 KCN izmedu 60 i 80% (Turner I
Evans, 1998). Mimo razlika u potencijalima korenskih lu¢evina razli¢itih sorti krompira da
izazovu piljenje L2 1 drugih faktora, najznacajniji abiotski faktori koji uti¢u na populacionu
dinamiku su temperatura i vlaznost zemljista (Robinson et al., 1987Db).

Vrste KCN se razlikuju u svojim temperaturnim potrebama za optimalno piljenje i
razmnoZavanje. Smatra se da sa je G. rostichiensis ima vece potrebe za toplotom i da je
temperaturni optimum za piljenje ove vrste oko 20 °C sa minimumom od 5,9 °C
(Mugniery, 1978) i maksimumom preko 27 °C (Turner i Evans, 1998). G. pallida je bolje
prilagodena hladnijim klimatima sa optimalnim temperaturama za piljenje L2 manjim od
20 °C i u literaturi zabelezenim minimumom od 3,9 °C (Langeslag et al., 1982) i
maksimumom od 27 °C. Na temperaturi od 24 °C ispiljeno je 60% L2 G. rostochiensis i
ispod 20% L2 G. pallida (Mulder, 1988 citirano u Turner i Evans, 1998).

Najveci broj L2 KCN se pili tokom prole¢a i pocetkom leta i u klimatima severne i
zapadne Evrope KCN imaju jedan talas piljenja (Marks i Brodie, 1998). U toplijim i
vlaznijim klimatima i/ili godinama KCN mogu imati i drugi talas piljenja krajem leta i
pocetkom jeseni (Inagaki, 1977; Greco et al., 1988; Stanton i Sartori 1990; Renc¢o, 2007,
Jiménez-Pérez et al., 2009; Baci¢ et al., 2011).

Brojni faktori mogu uticati na razmnoZavanje i razvice KCN. Na reproduktivni
odnos, odnosno intenzitet uve¢anja populacije KCN, pored drugih faktora, uti¢e pocetna
gustina populacije (Turner i Evans, 1998). Sa nekoliko L2/g zemljiSta uvecanje populacije
na osetljivom domacinu moze biti i preko 60 puta, dok se kod velikih pocetnih gustina

populacije ona moze ¢ak i smanjiti (Van Riel i Mulder, 1998). Sa velikim brojem ubusenih
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L2 u koren onemoguceno je stvaranje dovoljno velikih sincicijuma za optimalnu ishranu
zenki usled Cega dolazi do razviéa veéeg broja muzjaka, jer pol L2 nije predodreden
(Trudgill, 1967).

Uticaj temperature na razviée 1 razmnozavanje se razlikuje kod vrsta KCN
(Mugniery, 1978). U eksperimentima Mulder (1988, citirano u Van Riel i Mulder, 1998)
uvecanje populacije je bilo sli¢no kod obe vrste na 18 °C; na temperaturama vis§im od 18 °C
obimnije je bilo razmnozavanje G. rostochiensis, a G. pallida na 15 °C i nizim. Na
temperaturi od 24 °C uvecéanje populacije G. rostochiensis je nekoliko puta bilo veée od G.
pallida, a na 27 °C nije bilo razmnozavanja KCN. Sli¢ne temperaturne optimume i limite
kod vrsta KCN utvrdio je i Franco (1979).

U Evropi KCN imaju uglavnom jednu generaciju godi$nje. Medutim, u toplijim
klimatima moguca je pojava i druge generacije KCN. Druga generacija G. rostochiensis
zabeleZena je u Italiji pri temperaturama 18-22 °C na kasnoj sorti krompira (Greco et al.,
1988) i u Cileu (Greco i Moreno, 1992).

2.3.4 Specijalizacija KCN i interakcije sa biljkama

U okviru roda Globodera se jasno izdvajaju dve grupe koje parazitiraju vrste iz
porodice Solanaceae (Evans i Rowe, 1998). Jednu ¢ini kompleksna vrsta G. tabacum sa
duvanom kao glavnim domac¢inom a drugu ¢ine krompirove cistolike nematode G. pallida i
G. rostochiensis koje parazitiraju krompir. Medutim, sve su prilike da ¢e se i skoroopisana
G. ellingtonae svrstati medu KCN (Subbotin, 2016 li¢éna komunikacija). KCN se sre¢u jo§
na divljim vrstama iz roda Solanum i na po nekoliko vrsta rodova Datura, Hyoscyamus,
Lycopesicon, Physalis, Physiclaina, Salpiglossis i Saracha (Sullivan et al., 2007). Razlike u
spektru biljaka domacina izmedu vrsta KCN postoje na specijskom i intraspecijskom nivou,

i od velikog su prakti¢nog znacaja za njihovu kontrolu.

2.3.4.1 Patotipovi KCN i izvori otpornosti

Pod terminom ,,patotip* podrazumeva se ,,grupa individua nematoda koja poseduje

zajednicki(e) gen(e) za (a)virulentnost koji se razlikuju od gena ili njihovih kombinacija
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prisutnih kod drugih grupa®“ (Cook i Starr, 2006). Vise Sema za utvrdivanje patotipova
KCN je predlozeno posle intenzivnih decenijskih istrazivanja. Sve se zasnivaju na
sposobnosti ili nesposobnosti populacija KCN da se razmnozavaju na odredenim
diferencijalnim vrstama/podvrstama/varijetetima/sortama biljaka.

Obe vrste KCN imaju vise patotipova (Kort, 1974). Po prvoj Siroko prihvacenoj
Semi G. rostochiensis ima pet patotipova oznacenih kao Rol, Ro2, Ro3, Ro4 i Ro5, dok
okviru G. pallida postoje tri patotipa oznacena internacionalno kao Pal, Pa2 i Pa3. (Kort et
al., 1977). Uskoro je utvrdeno da ovakva podela na patotipove moZe primeniti samo za
populacije prisutne u Evropi 1 zemlje Sirom sveta u koje su KCN introdukovane upravo iz
Evrope. U Juznoj Americi odakle su poreklom KCN, njihov diverzitet pa i u smislu
virulentnosti je znac¢ajno veci. U prilog tome ide i ¢injenica o skoro otkrivenoj novoj vrsti
KCN, Globodera ellingtonae (Handoo et al., 2012). Neke od virulentnih grupa/patotipova u
Juznoj Americi (Kolumbija 1 Peru) identifikovane su iste godine, Stampane Cak u istom
volumenu istog ¢asopisa. Po Canto Saenz i De Scurrah (1977) koji su ispitali 56 populacija
KCN postoji 4 patotipa G. rostochiensis i 7 G. pallida. Neke populacije KCN su prili¢éno
homozigotne u virulentnosti i takve su Rol populacije zute i Pal bele KCN. Medutim,
varijabilnost i heterogenost je mnogo vecéa kod drugih patotipova, pre svega G. pallida.

Trudgill (1985) je dao kriticki osvrt na Semu Kort et al. (1977), a Nijboer i
Parlevliet (1990) su dali predlog nove klasifikacije patotipova KCN evropskih populacija.
Po ovoj Semi predlozene su promene u smislu grupisanja pet patotipova G. rostochiensis iz
Seme po (Kort et al., 1977) u tri, gde su Rol i Ro 4 objedinjeni u Rol, Ro2 i Ro3 u Ro2/3 a
Ro5 zadrzan zasebno. Po Nijboer i Parlevliet (1990) razdvajanje u Evropi prisutnih
patotipova je na Pal i Pa2/3. U okviru populacija Pa2 i Pa3 nije uvek moguée napraviti
razlike kori§¢enjem diferencijalnih testova predlozenih od Kort et al. (1977) i sugerise se da
se u ovom slu¢aju govori o manje ili vi$e virulentnim populacijama ili virulentnim grupama
u okviru patotipa (Trudgill, 1985; Nijboer i Parlevliet, 1990). U Velikoj Britaniji je u
okviru populacija Pa2/3 patotipa ustanovljeno postojanje viSe tipova sekvence
mitohondrijalnog gena CytB. Kod nekih populacija je prisutan samo jedan tip dok je kod
drugih prisutno i viSe od jednog mitotipa CytB Sto sugeriSe da su poljske populacije Pa2/3

ustvari meSane populacije patotipova Pa2 i Pa3 $to posebno komplikuje identifikaciju
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patotipova G. pallida u toj zemlji (Eves-Van Den Akker et al., 2015). Logi¢no je
pretpostaviti da je slicna situacija i u drugim zemljama sa dugom istorijom prisustva KCN.
Pored toga, Phillips et al. (1992) su opisali netipi¢no virulentnu populaciju Lufnes u
Velikoj Britaniji koja se razlikuje i od Pa2, Pa3 i Pa2/3 populacija, a Niere (2016) je
registrovao i prevazilazenje rezistentnosti otporne sorte krompira i atipicnu Pa3 populaciju
u Nemackoj.

U ovom radu prihvaéena je podela patotipova po Nijboer i Parlevliet (1990) i
podrzana je slede¢im. Sorte krompira sa ugradenim H1 genom za rezistentnost, koji
funkcioniSe po principu gen za gen rezistentnosti, 1 daje potpunu otpornost, poreklom je iz
S. tuberosum spp. andigena CPC 1673. H1 razdvaja patotipove G. rostochiensis Ro1/4 od
Ro2/3 i Ro5 (Kort et al. 1977). Razvajanje patotipova G. rostochiensis pojedina¢no Rol od
Ro4, Ro2 od Ro3 od Ro 5 u okviru ovih grupa je sa varijetetima krompira koji sadrze
poligensku otpornost koja je parcijalne prirode (ne daje potpunu otpornost) (Jacobs et al.,
1996) gde ¢esto multiplikacija cista na njima viSe varira i usled razli¢itih eksperimentalnih
uslova prilikom procene otpornosti, Sto moze da poveca nepouzdanost procene. Kod G.
pallida utvrdena su dva major gena koja funkcioniSu po principu monogenske
rezistentnosti, daju¢i potpunu otpornost. Gen H2 iz S. multidissectum klon PH1366/
ugraden u hibrid P55/7 koji razdvaja patotip Pal od Pa2/3, potpuno inhibirajuci
razmnozavanje Pal populacija (Kort et al., 1977) i Gpa2 gen dobijen iz S. tuberosum ssp.
andigena klona CPC 1673 (istog iz koga je izolovan i H1) koji potpuno inhibira
razmnoZzavanje malobrojnih populacija patotipa Pa2 (populacije D 234 i D236 (sinonimi
383, 372 i 350) iz Holandije (Arntzen et al., 1993, 1994) koji deli ¢ak 88% sli¢nosti sa
genom za rezistentnost prema nekim fitoparazitnim virusima (Rouppe van der Voort et al.
1997; van der Vossen et al., 2000).

Medutim, za najzastupljenije patotipove G. pallida Pa2, Pa3 i Pa2/3 prisutne u
Evropi identifikovana rezistentnost poligene je prirode i parcijalna je. Detektovano vise
lokusa (eng. QTL= quantitative trait loci, (specifi¢nih mesta u genomu krompira na kojima
se nalaze geni poligene otpornosti, najéesc¢e 2-5) koji nose parcijalnu otpornost prema
patotipovima Pa2, Pa3 i Pa2/3 bele KCN (Gpa, Gpa4, Gpa5, Grpl, Gpa6, GpaMl,
GpalVayg , GpaVgs 1 GpaXlsy)(Kreike et al., 1994; Rouppe van der Voort et al., 1998,
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2000; Dalton et al., 2013). Od posebnog su znacaja geni iz klonova S. vernei hibrid
69.1377/94 (Gpa) koji onemogucavaju razvoj nekih populacija Pa2 i Pa3, i poligeni iz S.
vernei Vt62.33.3 koji razdvajaju neke Pa2 od nekih Pa3 populacija, onemogucéavajuéi
razvoj Pa2 (Subbotin et al., 2010). Otpornost iz S. tuberosum spp. andigena CPC 2802 je
smatrana prvo monogenskom (gen H3) (Howard et al., 1970) ali je potom ustanovljeno da
je 1 ona poligenske prirode (GpalVadg) (Dale i Phillips, 1982).

Ugradivanje gena otpornosti u komercijalne sorte krompira je komplikovaniji i
dugotrajniji proces. Samo je nekoliko gena uspesno ugradeno u napredne hibride od kojih
se selekcijom mogu dobijati komercijalne sorte otporne prema vise patotipova G. pallida.
Jedan od takvih naprednih hibrida je tetraploidni AM78-3778 (i njegovi diploidni derivati
3778-14 1 3778-16). AM78-3778 je interspecijski hibrid dobijen ukr$tanjem izmedu S.
tuberosum i nekoliko divljih srodnika, S. vernei 24/20, S. vernei ssp. ballsii 2/1, S. vernei
LGU 8, S. oplocense EBS 1786 i S. tuberosum ssp. andigena CPC 1673 (Rouppe van der
Voort et al. 1998). Slican njemu je i tetraploid AM78-3704, sa diploidnim derivatima
3704-76 i 3704-27, koji u pedigreu pored prethodno nabrojanih divljih srodnika ima i
Solanum spegazzinii 440 (Rouppe van der Voort et al., 2000).

Isti autori ispitivali su otpornost ovih tetraploida i njihovih derivata prema tri
populacije Pa2 (Pa2-D383, Pa2-D350, Pa2-HPL1) i tri Pa3 (Pa3-1097, Pa3-Rookmaker,
Pa3-74.768.20) i prema po jednoj populaciji Rol i Ro5 G. rostochiensis (Rouppe van der
Voort et al., 1998; van der Vossen et al., 2000). Ustanovljena je potpuna otpornost prema
svim ispitivanim Rol, Pa2 i Pa3 populacijama i parcijalna prema Ro5 kod svih genotipova
osim jednog diploida koji je pokazao parcijalnu rezistentnost prema svim Pa3 populacijama
kod kog je izgubljena i rezistentnost prema G. rostochiensis.

Tetraploidni hibrid AM78-3778 je jedan od roditelja hibrida RZ84-2580 koji je
jedan od roditelja sorte innovator (EU, 2016). Sorta crisps4all dobijena je ukrStanjem
RZ85-238 i RZ87-44, koji sude¢i po oznakama verovatno imaju slino poreklo, a za koje
nema dostupnih podataka o poreklu na internet stranici Evropske baze varijeteta krompira
(EU, 2016).

Razdvajanje patotipova G. pallida koris¢enjem poligenske rezistentnosti, koja je

parcijalna, tj. omoguéava razmnoZavanje u nekom obimu, je otezano 1 slede¢im
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¢injenicama. Stopa reprodukcije (Odnos krajnje (Pf) i pocetne populacije u inokulumu (Pi))
jedne populacije moze znacajno da varira u zavisnosti od uslova spoljasnje sredine i gustine
populacije inokuluma prilikom testiranja virulentnosti, zbog ¢ega moze doc¢i do greske u
proceni patotipa i ne moze se pouzdano koristiti za razdvajanje Pa2 i Pa3 patotipa G.
pallida (Trudgill, 1985; Mugniéry et al., 1989). Zbog toga je preporuc¢eno od Mugniéry et
al. (1989) a potom kao standard i usvojeno od EPPO (Anon., 2006) i EU, da se umesto
reproduktivnog faktora koristi Relativna osetljivosti (RO, odnos krajnje populacije na
ispitivanoj sorti krompira i krajnje populacije na kontrolnoj osetljivoj sorti) kao parametar
za procenu virulentnosti populacija KCN odnosno otpornosti sortimenta (Anon., 2007a).
relativne virulentnosti razli¢itih KCN populacija koje bi omogucéile razlikovanje virulentnih
grupa u okviru patotipa. Bilo je viSe pokuSaja da se molekularnim metodama dode do
molekularnih markera koji bi mogli da razdvoje virulentne grupe, medutim, oni nisu bili u
potpunosti uspesni. Istrazivanja Picard et al. (2008) i Plantard et al. (2008) omogucila su
utvrdivanje zajedniCkog porekla evropskih populacija G. pallida ali ne i vezu sa
patotipovima.

Ipak i uprkos svim problemima i nesavrSenostima testiranja virulentnosti patotipova
KCN, koju su postavili Kort et al. (1977), ova Sema za utvrdivanje patotipova je jo$ uvek u
upotrebi u mnogim nematoloskim laboratorijama jer specifiéni molekularni markeri koji bi

razlikovali patotipove jo$ nisu utvrdeni (Hockland et al., 2012).

2.3.4.2 lspitivanje stepena otpornosti biljaka prema KCN

U nematologiji, otpornost se definiSe kao sposobnost biljke da spreci, umanji ili
savlada razviée nematoda ¢ime se u nekoj meri onemogucava razmnozavanje (Cook i
Evans, 1987; Trudgill, 1991), dovodec¢i tako do opadanja brojnosti njihovih populacija.
Tako, otporna biljka postaje bioloski agens suzbijanja KCN. Domac¢ini KCN mogu biti
razli¢ite otpornosti 0odnosno osetljivosti prema KCN, pa tako, otpornost biljke moze da
varira od niske gde se nematode neometano i obilno razmnozavaju do potpune ili visoke
otpornosti kod biljaka koje potpuno onemogucavaju razmnozavanje nematoda ili je ono

neznatno.
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Tradicionalno, stepen otpornosti vrste ili varijeteta/sorte se izrazava Stopom
reprodukcije ili reproduktivnim indeksom (SR= Pf/Pi), gde su Pf i Pi, krajnja i poCetna
brojnost populacije nematoda. Stopa reprodukcije se koristi za poredenje sa Pf/Pi odnosom
dobijenim na kontrolnoj vrsti/varijetetu/sorti poznate reakcije. Preporuka EPPO (Anon.,
2006) i EU (Anon., 2007a) je da se za procenu otpornosti sorti krompira prema KCN,
odnosno virulentnosti KCN, koristi Relativna osetljivost (RO) (eng. Relative susceptibility)
koji je kolicnik Pfispitivane sorte 1 Pfosetijive kontrolne sorte pomnozen sa 100%, gde se za kontrolnu
sortu preporucuje sorta krompira désirée ili neka sli¢na sorta koja se pokazala kao ista ili
bolja od sorte désirée. Vrednostima relativne osetljivosti se dodeljuju numericke vrednosti
na skali od 1 do 9 gde skor 9 predstavlja vrlo visoku otpornost a 1 izrazitu osetljivost
ispitivane sorte (Prilog 1).

Diferencijalne varijetete/klonove S. tuberosum i divljih srodnika po Kort et al.
(2977) (Prilog 3) za utvrdivanje patotipova je tesko nabaviti, pa se ispitivanje virulentnosti
lokalnih populacija KCN ¢esto vrsi putem dostupnog sortimenta krompira u zemlji za koje
se zna da imaju odredenu diferencijalnu otpornost. Tako se npr. u Austriji i Hrvatskoj
biotestovi za ispitivanje virulentnosti populacija KCN u cilju utvrdivanja patotipova, vrsi
na sortama Hermes, Gina, Romina, Belita, Ponto i Florijn (Grubisi¢ et al. 2006).

Sortiment krompira koji se moZe nac¢i u prometu u nasoj zemlji reguliSe se Zakonom
0 priznavanju sorti poljoprivrednog bilja (Anon., 2010b). Zaklju¢no sa oktobrom 2016.
godine u registar sortimenta krompira bilo je upisano 113 sorti krompira za koje su dozvole
za promet izdate u periodu od 2005. do 2016. godine (Anon., 2016). Celokupan sortiment
predstavljaju strane sorte sa izuzetkom dve (désirée i kenebek), poreklom strane sorte ali
zbog §iroke rasprostranjenosti svrstane u kategoriju odomacenih. Sortiment je analiziran sa
aspekta otpornosti prema patotipovima KCN i to samo onim prevalentnim u Evropi, za koje
postoji i najvecéi rizik od introdukcije u nasu zemlju. Za proveru otpornosti pojedinih sorti
krompira konsultovane su internet stranice evropskog (EUK, 2016) i britanskog (UK, 2016)
registra sortimenta krompira, selekcionerskih ku¢a i Holandske uprave za sigurnost hrane
pri Ministarstvu ekonomskih poslova (NL, 2016). Vise od polovine sortimenta ne poseduje
nikakvu otpornost prema KCN. Medu sortama sa nekom otpornos¢u, najzastupljeniji sa

nesto ispod 50% je sortiment sa visokom otporno$¢u prema prvom patotipu G.
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rostochiensis Rol. Cetiri sorte su sa najvi§im stepenom otpornosti prema svim
patotipovima ove vrste. Pet sorti je sa nekom otpornoséu prema pojedinim patotipovima
obe vrste a samo dve sorte sa otpornoscu prema svim prevalentnim patotipovima obe vrste.
Treba napomenuti da se “potpuno otpornim” mogu smatrati samo one sorte krompira koje
imaju koeficijent osetljivosti (RO) ispod 1%, tj. koje onemogucéavaju razmnozavanje KCN
ispod 1% onog kakvo je na kontrolnoj visoko osetljivoj sorti. Samo takve sorte se mogu
koristiti kao bioloSki agensi u suzbijanju KCN konvencionalnim gajenjem i dovesti do
optimalnog smanjenja gustine populacije KCN. Gajenjem sorti krompira sa RO veéim od
jedan neminovno dolazi do podmladivanja populacije KCN. U tom smislu, prema u Srbiji
prisutnim patotipovima Rol i Pa2/3, proizvoda¢ima u Srbiji su dostupne samo tri sorte
krompira arsenal, innovator i crispsdall. Sorte sa najboljom dostupnom otpornoséu
prikazane su u prilogu 2.

Dostupnost zvani¢no registrovanih sorti ni u kom slucaju ne oslikava procentualno
uces¢e sortimenta u proizvodnji krompira u Srbiji, ve¢ iskljucivo daje pregled prisutne
otpornosti u dostupnom sortimentu kao potencijalnih mera kontrole prisutnin KCN i
preventivnog delovanja na Sirenje potencijalno introdukovih patotipova koji joS§ nisu
prisutni. Po nezvani¢nim podacima Uprave za zastitu bilja iz 2004. godine o proizvodnji
semenskog krompira u Srbiji, oko 80% ukupno gajenih sorti nije posedovalo nikakvu
otpornost ni prema jednom patotipu KCN. Podaci o uvezenom semenskom materijalu koji
se kontroliSe na karantinske nematode u fitonematoloskoj laboratoriji Katedre za
entomologiju i poljoprivrednu zoologiju Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu, kao jedne od
tri nematoloske laboratorije kojima je poverena kontrola uvoza semenskog krompira na
KCN, pokazuju da poslednjih godina u pogledu otpornosti prema KCN ima promena u
uvozenom sortimentu krompira kod nas, medutim, medu sortama sa nekom otpornoséu

prema KCN ipak dominiraju sorte krompira otporne prema samo Rol G. rostochiensis.

2.4 Mehanizmi $tetnosti i ekonomski znacaj

Efekti KCN na usev krompira pocinju sa invazijom korena odnosno ubusivanjem L2

u biljno tkivo korena krompira. Povrede i patoloski proces formiranja sincicijuma uti¢u na
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sprovodnu sposobnost korena. Medutim, posledice prisustva KCN u korenu nisu
ograniCene samo na koren jer podzemni i nadzemni organi biljke su u konstantnoj
interakciji i meduzavisnosti, i nematode uticu na oba (Evans i Haydock, 1990).

Mehanizmi oS$te¢ivanja biljaka pominjani u literaturi odnose se na poremecaj
hormonalnog sistema napadnute biljke, poremecaj usvajanja makro i mikro elemenata i
povecéanje stresa na susu remecenjem usvajanja vode i Smanjenja transpiracije (Schans i
Arntzen, 1991). Schans (1991) utvrdio je da tri dana posle infestacije zemljista sa 65 L.2/g
zemljista G. pallida doslo do smanjenja fotosinteze i transpiracije za oko 35%. Posle 30
dana od sadnje krompira na infestiranom zemljiStu sa gustinom populacije od 100L2/g
zemljista dolazi do smanjenja fotosintetske aktivnosti lis¢a od 70% (Schans i Arntzen,
1991). Fatemy et al. (1985) su utvrdili da se abscisinska kiselina poreklom iz ¢elija
korenove kape napadnutih biljaka nagomilava u liS¢u 1 izaziva zatvaranje stoma, S$to
posledi€no vodi u smanjenje transpiracije, fotosinteze i smanjenja produkcije organske
materije.

Biljke parazitirane od strane KCN pate od poremecaja usvajanja makroelemenata $to
se ogleda u smanjenoj koncentraciji N, P i K u nadzemnoj masi kod parazitiranaih biljaka.
S tim u vezi, uz smanjenje fotosinteze, dolazi i do smanjenja biomase nadzemnih biljnih
delova (Van Oijen et al., 1995).

KCN na usvajanje i protok vode kroz sprovodna tkiva deluju sli¢no susi, medutim,
mogu i da povecaju efekte suse kod infestiranih biljaka $to se oglada kroz intenzivnije
Smanjenje sinteze organske materije nego kod nenapadnutih biljaka, kao S$to navode
Haverkort et al. (1991). Evans et al. (1977) i Smit i Vamerali (1998) registruju smanjenje
duzine korena infestiranih biljaka. Fasan i Haverkort (1991) su kod biljaka infestiranih sa
KCN utvrdili smanjenje broja listova, povrSine listova, visine biljaka, tezine stabla 1
prose¢ne tezine krtola. Evans et al. (1975) i Evans et al. (1977) zaklju¢uju da KCN zajedno
sa sekundarnim patogenima ubrzavaju starenje korena, $to se posledi¢no odrazava i na
prevremeno zavrSavanje vegetacije gajenih biljaka. Svi prethodno navedeni negativni

uticaji KCN posledi¢no vode do smanjenja prinosa krompira.

25



Krompir (Solanum tuberosum L.) je vrlo znaCajna ratarska i povrtarska kultura,
sedma po zastupljenosti u Srbiji, koja se prema podacima Republickog zavoda za statistiku
poslednjih godina gaji na 70-80 hiljada ha.

KCN predstavljaju medu nematodama najznacajnije StetoCine krompira i jedne od
svakako najznacCajnijih medu Stetnim organizmima u proizvodnji krompira uopste. U
Engleskoj se smatraju najzna€ajnijim Stetocinama krompira. Procene Steta koje ¢ine KCN
je teSko uopstiti jer njihov efekat na prinos zavisi od brojnih klimatskih, bioloskih i
proizvodnih faktora. U Evropi je njihov uticaj na prinos priliéno intenzivno istrazivan i
ukupne Stete se procenjuju na 9% na godisnjem nivou (Evans i Rowe, 1998).

Gubici u prinosima kod osetljivih sorti krompira kre¢u se i do 80%, Sto prvenstveno
zavisi od gustine populacije KCN u polju (Marks i Brodie, 1998). Procene pragova Stetnosti
variraju u istrazivanjima razli¢itih autora u razli¢itim zemljama. U Italiji Greco et al.,
(1982) navodi da Stete izazivaju gustine populacija vece od 2 L2/g zemljista. NeSto vece
pragove Stetnosti od 5 L2/g zemljista daju Trudgill (1986) i Whitehead (1995). Trudgill et
al. (2014) registruju uglavnom minimalne Stete sa gustinama populacija KCN ispod 10
L2/g zemljiSta. Sa svakim povecanjem gustine populacije od 20 L2/g zemljista dolazi do
smanjenja prinosa za 2,75 t (Brown, 1969). U oazama gde su u prenamnozenju dolazi do
potpunog unistenja useva I U ekstremnim situacijama prinosi mogu biti manji od mase
posadenih semenskih krtola (Whitehead i Turner, 1998).

2.5 Sirenje i rasprostranjenost KCN

Aktivno kretanje KCN je vrlo ograniceno i smatra se da migratorne L2 mogu da
predu distancu do 1 m. KCN se u velikoj vecini slu¢ajeva raznose u stadijumu cista sa
infestiranim zemljistem. lzvodenjem agrotehnickih mera ciste se Sire po parceli. Lokalno
dalje Sirenje KCN sa infestiraih parcela na okolne odvija se raznoSenjem KCN sa
zemljiStem zaostalim na poljoprivrednoj mehanizaciji, vetrom, povrSinskim vodama,
semenskim krompirom itd. RaznoSenje KCN na udaljene parcele pre svega je sa zaostalim
zemljisStem na semenskom krompiru koji poti¢e sa infestiranih parcela. To je i najopasniji

vid Sirenja jer tako dospevaju na udaljena nekontaminirana podrucja, i to na parcele gde ¢e
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se gajiti krompir, na kojem odmah dolazi do rapidnog uvecanja populacije u oazama i
odatle daljeg Sirenja po parceli i na okolne povrsine (Turner i Evans, 1998). Zbog otezane
detekcije niskih gustina populacija, procenjuje se da KCN bivaju otkrivene i do 20 godina
od prve introdukcije (Banks et al., 2012). Isti autori navode koncentricno Sirenje KCN od
oko 5 km godisnje od mesta prve introdukcije ovih Stetocina.

KCN su u Evropu donete iz Juzne Amerike, najverovatnije polovinom 19. veka kada
je veliki broj divljih vrsta porodice Solanaceae uvezen u Evropu u cilju selekcije krompira
na otpornost prema plamenjaci krompira, iako se ne iskljucuju i moguce ranije pojedinacne
introdukcije (Marks i Brodie, 1998). Globodera rostochiensis je prva registrovana vrsta
KCN u Evropi (Kiihn, 1881 citirano u Evans i Rowe, 1998) nadena u blizini grada Rostoka
u Nemackoj po kome i dobija ime. Pocetkom 20. veka utvrdene su i prve Stete na krompiru
I Sirenje u privatnim povrtnjacima u Nemackoj i Severnoj Irskoj (Zimmermann, 1914
citirano u Evans i Rowe, 1998; Clayden, 1985).

Iz Evrope su potom raznete Sirom sveta gde je Globodera rostochiensis detektovana u
73 a Globodera pallida u 55 zemalja (EPPO, 2015). Najrasprostranjenije su u zemljama
zapadne, srednje i severne Evrope, koje su i najznacajniji proizvodac¢i krompira, gde uprkos
sistematskim merama suzbijanja, opstaju ve¢ vise od jednog veka. U zemljama u regionu
G. rostochiensis je uglavnom u fazi Sirenja (Hrvatska, Rumunija, Bugarska, Madarska) a G.

pallida u fazama skorasnje introdukcije (EPPO, 2015).

Rasprostranjenost KCN u Srbiji. Prvi nalazi KCN u Srbiji su novijih datuma, iako se
opravdano pretpostavlja da su tu prisutne mnogo duze (Radivojevi¢, neobjavljeni podaci).
Prvo je registrovana G. rostochiensis sa podru¢ja Ponikava u blizini Uzica (Krnjai¢ et al.,
2000; Radivojevic et al., 2001; Krnjai¢ et al., 2002). Nekoliko godina kasnije pronadena je
i G. pallida na planini Javor (Radivojevic et al., 2006).

Od 2005. godine kontrola proizvodnje krompira na prisustvo KCN poverena je PSS
Institutu “Tami§” u Pancevu, Institutu za zaStitu bilja i Zivotnu sredinu u Beogradu,
Poljoprivrednim stru¢nim sluzbama i Poljoprivrednom fakultetu u Zemunu. Ispitivanje
prisustva KCN na povrSinama predvidenim za proizvodnju semenskog krompira vrsi se na

oko 700 ha (1400 uzoraka) godiSnje (PSS Institut “TamiS” i Institutu za zastitu bilja i
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zivotnu sredinu), kontrolise se 250 uzoraka iz merkantilne proizvodnje krompira (vizuelni
pregled, Poljoprivredne stru¢ne sluzbe), i oko 200 uzoraka se uzima godiSnje za pregled
parcela na lokalitetima sa pozitivnim nalazima na KCN u okviru posebnog nadzora
infestiranih povrSina koje je povereno Poljoprivrednom fakultetu u Zemunu i dr Milanu
Radivojevicu, kao odgovornom istrazivac¢u (Anon., 2015b).

Do danas KCN su detektovane na 31 parceli u tri okruga, Zlatiborskom (katastarske
opstine Bioska, Tabanovici, Loret, Kremna i Kladnica), Moravickom (KO Milatovi¢i,
Kaona, Gojna Gora, Teoc¢in, Guca) i Macvanskom okrugu (KO Krupanj, Rujevac i Tomanj)
(Radivojevi¢, neobjavljeni podaci). Pri ponovnim detaljnijim uzorkovanjima na nekim od
parcela na kojima je ranije bilo utvrdeno prisustvo KCN, iste nisu nadene. Medutim, na
prilicnom broju parcela na kojima je potvrdeno prisustvo KCN, gustina i raspored
populacija KCN je na visokom nivou. Ovakvo stanje govori o duzoj prisutnosti KCN u
ovim lokalitetima 1 verovatno lokalno Siroj rasprostranjenosti KCN (Radivojevic,
neobjavljeni podaci) u nekim lokalitetima.

Do 2009. gotovo svi nalazi KCN poticali su iz uzoraka zemljiSta sa parcela
namenjenih za proizvodnju semenskog krompira. Od 2009. kada je pocela kontrola
merkantilne proizvodnje javljaju se i prvi nalazi KCN na ovakvim parcelama (Baci¢, 2014).
Na osnovu do sada saopstenih radova i preliminarnih podataka na osnovu do sada
obradenih uzoraka, u Srbiji su prisutne Globodera rostochiensis, njen prvi patotip Rol i G.
pallida, patotip Pa2/3 (Radivojevi¢ et al., 2007; Radivojevi¢ i Stan¢i¢, 2009; Radivojevi¢ i
Labudovi¢, 2010; Baci¢, 2010). Do sada nije detektovano istovremeno prisustvo vitalnih
populacija obe vrste na jednoj parceli iako ima indicija da je je to bio slucaj na jednoj
parceli na Gojnoj Gori, gde je prvo identifikovana G. pallida (Oro et al., 2010) a potom G.
rostochiensis (Baci¢ et al., 2013). Gruji¢ et al. (2016) na istoj parceli utvduju prisustvo
samo vitalnih L2 G. rostochiensis i potvrduju postojanje praznih cista ¢ije morfoloske

karakteristike ukazuju na moguce ranije prisustvo i G. pallida.
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2.6 Integralna zaStita krompira od krompirovih cistolikih nematoda

Brojna visedecenijska, gotovo vekovna, istrazivanja i iskustva, i naucna i
proizvodna, pokazuju da nijedna od mera zaStite primenjena pojedinatno ne vode
uspesnom dugoro¢nom suzbijanju KCN. Kako svaka od ovih, u narednim poglavljima
opisanih mera borbe ima svoje nedostatke, njihova kombinovana implementacija jedino
omogucéava odrzivu dugoro¢nu kontrolu KCN. Rezistentne sorte krompira u isplaniranom
integralnom sistemu mera moraju imati primat (Trudgill et al., 2003; Cook i Starr, 2006).

Sve metode koje se koriste protiv KCN se mogu grubo podeliti na metode za

sprecavanje njihovog §irenja i metode pasivnog i aktivnog suzbijanja.

2.6.1 Sprecavanje Sirenja KCN

Zbog ekonomskog znacaja i kompleksnosti suzbijanja, u nasoj zemlji, EU kao i u
mnogim zemljama u svetu, KCN se nalaze na karantinskim listama Stetnih organizama
(EPPO/CABI, 1997; Anon., 2010a; Anon., 2013b).

Na nivou EU mere spreCavanja Sirenja KCN regulisane su trenutno vazeom
regulativom Evropske komisije 2007/33/EC (Anon., 2007a). U Srbiji ovo problematika
regulisana je sa nekoliko zakonskih i podzakonskih akata (Anon., 2008; Anon., 2013a;
Anon., 2015b)

Sprecavanje introdukcije KCN u zemlju vrsi se kontrolom prisustva KCN u
uvozenom semenskom krompiru a spreCavanje Sirenja unutar zemlje kontrolisanjem
prisustva KCN na parcelama namenjenim proizvodnji semenskog krompira.

Regulativa koja je vazila do 2005. godine u Srbiji 1 bavila se ovom tematikom na
infestiranim povrSinama sa KCN zabranjivana je svaka poljoprivredna proizvodnja koja
podrezumeva rizik raznoSenja infestiranog zemljista (Anon., 2005). Zarad uskladivanja sa
vaze¢im propisima u EU, zakonodavac u Srbiji od 2013., uz dozvolu fitosanitarnog
inspektora, dozvoljava regulisanu proizvodnju merkantilnog krompira na infestiranim
parcelama sa KCN. Dozvoljava se gajenje isklju¢ivo otpornih sorti krompira sa najvi§im

stepenom otpornosti (Anon., 2013a).
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I u EU i u Srbiji promet tako proizvedenog merkantilnog krompira podrazumeva
prethodno uklanjanje infestiranog zemljista sa krtola, pranjem ili ¢etkanjem (Anon., 2013a
Anon., 2013b), kojim se gotovo potpuno mogu ukloniti ciste Globodera sp (Kimpinski i
Platt, 1983; Gardner et al., 2006; Gruji¢ i Radivojevi¢, 2011). U Belgiji se gotovo sav
semenski krompir pere (Moens, 2014 licna komunikacija) u privatnim industijskim
postrojenjima koja cesto vrSe usluge seCenja, dezinfekcije, skladiStenja i prodaje. U
Holandiji je sli¢no. Tako naprimer, u samo jednoj kompaniji, godisnje se usluzno opere 13-

16 hiljada tona semenskog krompira (Dekubbe, 2016).

2.6.2 Pasivno suzbijanje

U metode pasivnog suzbijanja KCN mogu se ubrojiti sve one koje dovode do
postepenog smanjenja populacije uz minimalno uceS¢e Covekovog rada. To se postize
onemoguc¢avanjem ishrane KCN na osetljivom domacinu kroz duzi vremenski period i
predstavlja uspeSsan nacin suzbijanja. Pasivno suzbijanje KCN se postize duzim
plodoredom, zaparloZavanjem parcela, zasnivanjem vestackih livada ili na neki drugi na¢in
koji podrazumeva odsustvo obrade zemljista ¢ime se smanjuje rizik od Sirenja KCN.
Nedostatak ove metode je Sto se sa uobicajenim plodoredom od nekoliko godina gustine
populacija ne padaju ispod nivoa Stetnosti a populacije KCN se mogu odrzati vitalnim i
vise od dve decenije bez domacina (Turner, 1996).

Ugar, u Sirem smislu, je jedan od najSire koriS¢enih metoda za suzbijanje KCN.
Koristi se iz dva osnovna razloga. Prvi je redukcija populacija KCN kroz sponatano piljenje
tokom viSe vegetacijskih ciklusa, a drugi, ne manje vazan, je ocuvanje kompetitivnih,
antagonistickih, predatorskih i1 parazitskih organizama koji doprinose ve¢em smanjenju
gustine populacije PCN na infestiranim parcelama (Nusbaum i Ferris, 1973), kao efekat
koji se Cesto u literaturi pominje kao “supressive soils” efekat. Efektivnost koriS¢enja
plodoreda zavisi od specifi¢nosti u biologiji prisutne vrste KCN tj. brzine/dinamike
spontanog piljenja L2 iz cista koje je uslovljeno brojnim faktorima kao Sto su pocetna

gustina populacije, tip zemljiSta, nacin obrade zemljiSta 1 vrsta useva u prethodnim
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vegetacijama, Klimatski faktori, prisustvo divljih domacina, zaostale samonikle biljke
krompira iz prethodnih vegetacija i drugi (Trudgill et al., 2014).

Pad gustine populacije KCN u odsustvu biljaka domacina je istrazivan intenzivno u
mnogim zemljama koje su se suocCile sa problemom KCN. I pored brojnih nau¢nih i
struénih radova na ovu temu, dobijeni rezultati istrazivanja se znacajno razlikuju u
razli¢itim zemljama. Na osnovu vrlo opseznih istrazivanja na desetinama parcela Turner
(1996) sugerise da je smanjenje gustine populacija KCN vec¢e u prvim godinama posle
osetljivog useva nego u kasnijim godinama. U prvoj godini posle gajenja osetljivog
krompira smanjenja populacije se razlikuju po zemljama. Najveci pad populacije od 80% u
prvoj godini posle useva krompira zabelezen je u Svedskoj (Andersson, 1987). Isti autor
navodi smanjenja od oko 60% u sSevernijim delovima zemlje. Slican pad vitalnosti
populacije od 60% zabelezen je u Velikoj Britaniji (Cole i Howard, 1962) i Irskoj (Devine
et al., 1999). Smanjenje populacije KCN od 40-45% registrovano je u Nemackoj (Stelter,
1970), a oko 33% u Holandiji (Huijsman, 1957 citirano u Cole i Howard, 1962).
Istrazivanja smanjenja gustine populacije KCN tokom viSegodiSnjeg perioda takode
variraju i razli¢iti autori navode prose¢na godiSnja smanjenja na ispitivanim parcelama
tokom Cetvorogodi$njeg perioda prac¢enja od 49% (Den Ouden, 1974) i 33% (Huijsman,
1961) u Holandiji, oko 20% (Cole i Howard, 1962; Den Ouden, 1970; Whitehead, 1995) u
Holandiji, Irskoj i Velikoj Britaniji, do ispod 10% godisnje tokom trinaestogodi$njeg
pracenja smanjenja gustine populacije KCN u Severnoj Irskoj (Turner, 1996).

Po zakonskim regulativama koje su vazile do 2013, a ticale se KCN i njihovog
suzbijanja, na parcelama na kojima su identifikovane KCN u Srbiji, zabranjivana je svaka
poljoprivredna proizvodnja koja bi dovela do raznoSenja infestiranog zemljista sa parcela
(Anon., 2005). Po istoj regulativi proizvodaci su imali pravo da traze ponovno uzorkovanje
infestiranih parcela tek nakon isteka perioda od 5 godina. Na osnovu nasih iskustava takve
parcele su uglavnom bivale i posle 5 godina jo§ uvek infestirane vitalnim cistama
(Radivojevi¢ i Gruji¢, 2010). Sli¢ne situacije navodi i Turner (1996) u Severnoj Irskoj, koja
nalazi vitalne ciste ¢ak i posle vise od 20 godina odsustva krompira sa infestiranih povrsina.

Iako je u literaturi bilo navoda o godi$njim smanjenjima gustine populacije 1 daleko
ispod 33%, iz nekog razloga je 33% godisnji pad populacije KCN ve¢ dugo prihvaéen kao
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standard, i kao takav kori$¢en prilikom formiranja administrativno ograni¢avaju¢ih rokova
(npr. obavezujué petogodisnji plodored za semenske useve krompira, petogodi$nja zabrana
proizvodnje krompira po detekciji KCN, itd) prilikom fitosanitarne kontrole semenskog
krompira i KCN u Evropi a i u Srbiji. Trudgill et al. (2014) navode godisnja smanjenja
vitalnosti KCN od 15-33,5% (prose¢no 26%) na viSe lokaliteta tokom 2-4 godine pracenja.
Trudgill et al. (2014) konstatuju da ¢ak i uz 33,5% godiS$njeg pada vitalnosti KCN, gustina
populacije nece biti ispod 10 L2/g zemljista (koju smatraju ekonomskim pragom Stetnosti),
¢ak ni posle osam godina parloga.

Smatra se da je u proseku spontano piljenje G. rostochiensis za oko 40% vece nego
kod G. pallida, sa smanjenjem populacije od 33% naspram 20% kod G. pallida (Evans,
1993; Minnis et al., 2004). Turner (1996) sugerise moguée brze smanjenje populacije KCN

sa redovno obradivanih u odnosu na parcele na kojima su zasnovane vestacke livade.

Poljoprivredna proizvodnja krompira u Srbiji je specifiéna na mnogo nacina. Jedna
od specifi¢nosti je 1 neobracanje paznje na uklanjanje zaostalih krtola krompira prilikom
vadenja ili ¢ak namerno ostavljanje trziSno neprihvatljivih (ozelenjenih, manjih od trzisno
prihvatljivih, ostecenih i sl.). Takode, nikakva se paznja ne poklanja suzbijanju samoniklih
biljaka krompira tokom narednih vegetacija posle gajenja na KCN osetljivog useva.
Samonikle biljke krompira mogu biti problem sa razli¢itih aspekata zdravlja biljaka. Oni
mogu biti nosioci fitopatogenih virusa, bakterija i gljiva, biti nepozeljni korovi i osetljivi
domacini za mnoge StetoCine medu kojima su i KCN. Iako se stru¢na i nau¢na javnost slaze
da samonikli krompiri imaju ulogu u odrzanju populacije KCN malo je radova koji su se
time bavili 1 pokuSali da kvantifikuju uticaj samoniklih ostetljivih biljaka krompira na

KCN. U nasoj zemlji nije bilo istraZivanja na ovu temu.

Sa fitosanitarnog aspekta, pasivno suzbijanje parloZenjem/zasnivanjem vesStackih
livada, predstavlja idealan nacin suzbijanja KCN. Sa ekonomskog aspekta, pasivno
suzbijanje moze biti prihvatljivo proizvoda¢ima u zapadnoj Srbiji koji su u posedu veéih
obradivih povrsina i koji se pored ratarske bave i stoarskom proizvodnjom. Za vecinu
poljoprivrednih proizvodaca koji poseduju svega nekoliko hektara poljoprivrednog
zemljista, iskljucivanje infestiranih parcela iz ratarske proizvodnje je potpuno
neprihvatljivo.
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2.6.3 Aktivno suzbijanje

2.6.3.1 Hemijske mere

Nematocidi fumiganti. Metil bromid, 1,3-dihlorpropen (1,3-D) i metil-izotiocijanat
(MITC) (sam, mesan sa drugim ili preko prekursora) su tri nematocida koja su bila prisutna
u kontroli KCN vise decenija u svetu. Montrealskim Protokolom se regulisSe prestanak
proizvodnje hemijskih jedinjenja (hlorflorougljenika (CFC), halona, ugljeniktetrahlorida i
metil hloroformida) koja uticu na smanjenje ozonskog omotaca oko Zemlje i predvida da
razvijene zemlje prestanu sa potro$njom metil bromida do 2005. godine a zemlje u razvoju
do 2015. godine (UNEP, 1992). 1,3-dihlorpropen se regulativom Evropske Komisije
2007/619/EC (Anon., 2007b) takode povlaci iz upotrebe u svhu suzbijanja zemljisnih
patogena i ne nalazi se na listi pesticida koji su u prometu na trzistu u Srbiji. Metil
izotiocijanat (MITC) je jedini fumigant prisutan i registrovan u svrhu dezinfestacije
zemljista. Nastaje u zemljiStu razgradnjom viSe aktivnih materija, kao $§to su: metam
natrijum, metam kalijum i dazomet. U Srbiji se od pomenutih moZe na¢i samo dazomet,
kao preparat registrovan pod imenom Basamid Granulat (Chemical Agrosava/Chemtura
Agrosolutions).

Nematocidi nefumiganti. Nekoliko nefumigantnih pesticida iz grupa organofosfata i
karbamata je bilo manje ili vise efektivno protiv KCN. To su pesticidi koji po mehanizmu
delovanja spadaju u inhibitore holinesteraze koji na nematode uglavnom deluju
nematostaticki.

Sto se ti¢e organofosfatnih nematocida, parcijalna kontrola G. rostochiensis je
postignuta primenom sledec¢ih aktivnih materija: fensulfotionom, tionazinom, fenamifosom,
diazinonom, terbufosom, etoprofosom i drugim (Brodie, 1983). Sve ove aktivne materije su
lipofilne i zahtevaju dobro mesanje sa zemljistem pa se primenjuju pri freziranju zemljista.
Takode vrlo se lako vezuju za organske komponente zemljista ¢ime im Se znacajno
smanjuje efikasnost u jako humusnim zemljistima. Tako su na primer, sa 11,2 kg aktivne
materije fenamifosa, etoprofosa i isazofosa po ha, delimi¢no kontrolisane KCN u Engleskoj

na peskovitim zemljistima dok je na glinusama taj efekat izostao (Whitehead et al., 1994).
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Zbog svojih kumulativnih toksi¢nih efekata organofosfati se danas slabo koriste u kontroli
KCN (Marks i Brodie, 1998).

Od nematocida medu karbamatima nekoliko oksim-N-metilovanih karbamata, pre
svega aldikarb i oksamil, se pokazalo delotvorno u suzbijanju KCN (Minnis et al, 2004).
Od pomenutih samo se oksamil moze naéi na trzistu Srbije u preparatu Vydate 10 I, koji se
mahom koristi za dezinfestaciju zemljiSta pri proizvodnji rasada. 2013. godine pokrenuta je
procedura i na Poljoprivrednom fakultetu u Beogradu su radeni registracioni ogledi za
Vydate 10 G kao nematocida za suzbijanje Pratilenchus sp. (Radivojevi¢ i Gruji¢, 2014) u
Secernoj repi i KCN u krompiru. | aldikarb i oksamil su aktivne materije visoke toksi¢nosti,
dobro rastvorljive u vodi i mogu se primenjivati u razli¢itim tipovima zemljista ukljucujuéi
I zemljiSta bogata organskom materijom. Manje su efikasne u alkalnim zemljistima ¢ija pH
vrednost prelazi 8. Takode do njihove degradacije dolazi brzo na pove¢anim temperaturama
zemljista. Najbolje ih je Kkoristiti u obliku granulata mesanjem u prvih 15 cm zemljisnog
profila neposredno pre sadnje (Haydock et al., 2012).

Aldikarb i oksamil primenjeni u redove pri sadnji krompira u koncentraciji 5,6 kg
a.m. po ha su parcijalno kontrolisali G. rostochiensis ili mesane populacije obe vrste KCN
(Moss et al., 1976). Kontrola G. pallida preparatima na bazi ovih aktivih materija pokazala
se losijom i varijabilnijom u odnosu na G. rostochiensis. Whitehead et al. (1984), u studiji
gde je istrazivan uticaj 5,6 kg a.m. oksamila po ha na multiplikaciju G. rostochiensis (na 76
tipova zemljista) i G. pallida (na 62 tipa zemljista), navode da su se u proseku nivoi
populacija G. rostochiensis smanjili za 80% dok je prose¢no smanjenje brojnosti G. pallida
iznosio svega 42%. Autori ovakve rezultate objasnjavaju sporijim i manje intenzivnim
piljenjem invazivnih L2 iz cista G. pallida, odnosno relativno kratkim delovanjem oksamila
(2-3 nedelje) za koje vreme samo deo invazivnih L2 ove vrste napusti ciste. Takode, navodi
se da komercijalno primenjene doze ovih aktivnih materija nisu imale uticaja na mortalitet

neispiljenih L2 u cistama ili pak na provociranje njihovog piljenja.

2.6.3.2 Biofumigacija

Biofumigacija predstavlja agronomsku praksu koja koristi isparljive materije koje

su produkt raspadanja tkiva raznih biljnih vrsta iz porodice Brassicaceae, u cilju suzbijanja
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zemljisnih biljnih parazita i1 Steto¢ina u zemljistu. Najznacajniji biofumuganti su
izotiocijanati (ITC), medu koje spada i metil-izotiocijanat kao poznata aktivna materija
komercijalnih fumiganata metam-natrijuma i dazometa pomenutih ranije u tekstu.

Izotiocijanati nastaju po razgradnji biljnog tkiva usled dejstva enzima mirozinaze
koja hidrolizuje glukozinolate. Glukozinolati su tioglukozidi koji predstavljaju sekundarne
metabolite porodice Brasicaceae za koje se pretpostavlja da su nastali kroz evoluciju kao
jedan od odbrambenih mehanizama biljaka protiv stetocina i parazita (Bohinc et al., 2012).

Biocidna aktivnost mnogih ITC oslobodenih iz biljaka porodice Brassicaceae je
poznata i podrzana mnogim empirijskim poljskim ogledima (npr. Brown i Morra, 1997).
Biocidna aktivnost i efektivnost ITC zavisi od tipa glukozinolata prisutnih u biljci koji su

Biljke koris¢ene u svrhu biofumigacije se gaje kao predusevi ili kao meduusevi tako
Sto se biljke usitnjavaju u cilju §to veceg oslobadanja glukozinolata iz biljnog tkiva, mesaju
sa zemljiStem i zaoravaju. Pokrivanjem zemljista polietilenskim folijama dobijaju se bolji
rezultati u suzbijanju zemlji$nih patogena i nematoda.

Nekoliko skoras$njih radova navodi uspesno delovanje biofumiganata na KCN. Tako
na primer, Lord et al. (2011) su istrazivali uticaj 22 biljne vrste iz porodice Brassicaceae na
G. pallida in vitro i u zemljistu. Njihovi rezultati istrazivanja govore 0 uspe$nosti U
suzbijanju ove vrste sa 12 vrsta, gde su tri sorte Brassica juncea pokazale izuzetne
rezultate. Naime, zbog visoke koncentracije 2-propenil glukozinolata u ovim biljkama posle
zaoravanja i pokrivanja zemljista polietilenskom folijom, B. juncea je izazvala mortalitet od
95% jaja i L2 u cistama G. pallida.

Obzirom na povlacenje konvencionalnih fumiganata iz upotrebe biofumigacija
predstavlja jedno od alternativnih resenja u kontroli KCN, pre svega na parcelama sa
velikom gustinom populacije KCN u zemljama gde su KCN S§iroko rasprostranjene u
kojima je vrlo tesko organizovati proizvodnju krompira bez upotrebe fumiganata. Ipak,
zbog nespecifi¢nog delovanja, iako je biofumigacija relativno nov pristup, ve¢ ima nau¢nih
radova koji govore o negativhom uticaju na Kkorisne organizme, kao npr. na

entomopatogene nematode (Henderson et al., 2009; Ramirez et al., 2009).
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2.6.3.3 Bioloska kontrola KCN mikroorganizmima

Sto se ti¢e mikroorganizama koji su pokazali patogene efekte prema KCN,
najznacajnije Su nematofagne gljive i bakterije. Medu nematofagnim gljivama ¢iji je
potencijal poznat ve¢ decenijama (Mankau, 1980), dve vrste su pokazale najveci potencijal,
Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare i Gams i Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson
koja je i komercijalno dostupna (preparat Bioact®, Bayer). Micelija ovih gljiva se razvija
na korenu gde apresorijama penetriraju u mlade zenke koje se pojavljuju na povrsini korena
i njihova jaja odnosno ve¢ formirane larve. Tobin et al. (2008) su u poljskim ogledima
dokazali oko 50% smanjenja gustine populacije G. pallida i preporucili Pochonia
chlamydosporia za uklju¢ivanje u integralne sisteme kontrole KCN.

Medu bakterijama jedan od najproucavanijih je rod Pasteuria sa poznatom
Pasteuria penetrans parazitom vrsta roda Meloidogyne. Neka skora$nja istrazivanja govore
0 potencijalu koris¢enja neidentifikovane Pasteuria sp. parazita Heterodera cajani Koshy u
kontroli KCN. Naime, Mohan et al. (2012), navode da 22% endospora inokuluma
Pasteuria sp. uspele da se priljube uz kutikulu Zzenki G. pallida proklijaju u telo zenki i
tamo zavrSe svoj ciklus razvica. Inficirane Zenke G. pallida nisu potamnele i u sebi nisu
sadrzale jaja.

Mikorizne gljive su takode pokazale odredeni potencijal u povecanju piljenja KCN i
smanjenju invazija korena od strane L2 KCN, sto dovodi do smanjenja multiplikacije cista

G. pallida u laboratorijskim ogledima (Deliopoulos et al., 2007, 2008).

2.6.3.4 Biljke klopke

Osnovni smisao koriS¢enja biljaka klopki zasniva se na principu stimulacije
intenzivnijeg piljenja L2 iz jaja i cista izazvanog korenskim luc¢evinama biljaka, a zatim
onemogucavanja nastavka razvica L2 i razmnoZavanja nematoda. Dva su moguca nacina da
se to ostvari. Jedan je uniStavanje biljke domacina u fazi pre nego Sto nematode ostave
potomstvo a drugi koriS¢enje otpornih biljaka koje stimuliSu piljenje invazivnih larvi a
onemogucavaju razmnozavanje nematoda (Scholte, 2000a, 2000b). U oba sluc¢aja dolazi do

pada populacije KCN.
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Halford et al. (1999) navode smanjenje gustine populacija KCN u proseku oko 70%
posle pojedina¢nog gajenja osetljivih i otpornih sorti krompira i njihovog uklanjanja posle
5-7 nedelja i razli¢itog vremena sadnje. Scholte (2000a) je istrazivao uticaj osetljivih i
rezistentnih sorti krompira prema beloj KCN prilikom gajenja parcijalno rezistentne sorte 8
nedelja, posle koje je gajena ili otporna ili osetljiva sorta krompira, i utvrdio smanjenje
gustine populacije koje je bilo vece od 94%, ¢ak i kada je drugi usev bio osetljiva sorta.
Ipak, Scholte (2000a) navodi da krompir nije idealan usev koji treba gajiti kao biljku
klopku iz viSe razloga. Vreme uniStavanja useva je od sustinskog znacaja jer zakasnelo
uklanjanje biljaka sa parcele dovodi do suprotnog efekta Zeljenom tj. povecanja gustine
populacije KCN (Lamondia i Brodie, 1986; Halford et al., 1999). Jedan od znacajnih
faktora koji mogu da uslove nepravovremeno uklanjanje biljke klopke su nepoznavanje
minimalnih temperatura zemljiSta za aktivaciju KCN, koji mogu znacajno odstupati
lokalno, u razli¢itim podnebljima ili zemljama (Ebrahimi et al., 2014). Drugi znacajan
nedostatak osetljivih ili parcijalno rezistentnih sorti krompira je u tome §to neminovno,
odredeni procenat krtola ostaje u polju, koje u slede¢im godinama daju samonikle biljke,
dovodeci do povecanja gustine populacije KCN (Den Ouden, 1967; Scholte, 2000a; Dewar
et al., 2000), sto posledi¢no vodi u dodatne troskove njihovog suzbijanja. Takode postavlja
se pitanje i ekonomicnosti proizvodnje, jer u kratkom periodu vegetacije od 5-8 nedelja,
prinosi su znacajno umanjeni, ¢ak i preko 50% (Halford et al., 1999) a veli¢ina krtola ne
zadovoljava trziSne zahteve osim za prodaju kao mladih krompira. Krompir je domacin i
drugim ekonomski Stetnim nematodama kao $to su Meloidogyne hapla Chitwood za koje je
utvrdeno povecanje populacija prilikom gajenja krompira kao biljke klopke (Scholte i VVos,
2000). U istrazivanjima parcela pod krompirom na prisustvo Meloidogyne sp. u Republici
Srpskoj utvrdeno je znacajno prisustvo ove vrste u oko 50% ispitivanih povrSina, a na
nekim lokalitetima i u vecini pregledanih uzoraka zemljista (Njezi¢ et al., 2012). M. hapla
je prisutna u Srbiji (Krnjai¢ i Krnjai¢, 1987) ali njeno prisustvo u krompiri§tima nije
ispitivano u skorije vreme. Da bi se izbegla situacija sa nepozeljnim samoniklim
krompirima osetljivih i parcijalno rezistentnih sorti, koji zaostaju za usevom biljke klopke
krompira, vise autora je tragalo za vrstama iz porodice Solanaceae koje stimulisu piljenje

L2 i sadrze potpunu otpornost prema KCN, a koje bi imale i dodatnu ekonomsku
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opravdanost kao npr. svrhu zelenisnog dubriva. Scholte (2000b) je ispitao sposobnost vise
populacija desetine vrsta Solanaceae da znacajno stimulisu piljenje L2, njihov status kao
domacéina KCN, i pogodnost uzgajanja u uslovima umerenog klimata Holandije. Najbolji
kandidat ovog istrazivanja koji je ispunio sve uslove uz potpunu otpornost prema obe vrste
KCN je Solanum sisymbriifolium Lamarck (Solanaceae). Visok stepen piljenja L2 i pad
populacije KCN od oko 75% pod uticajem gajenja S. sisymbriifolium kao biljke klopke
potvrden je i u narednim radovima (Scholte i Vos, 2000b; Timmermans, 2005, 2006,
2007a; 2007b). Seme S. sisymbriifolium je dostupno na trzistu i polako ulazi u upotrebu u
zemljama zapadne i severne Evrope (Magnusson i Holgado, 2010; Sasaky-Crawley, 2012).
Nedostatak gajenja ove vrste je u tome Sto zahteva prili¢no intenzivnu agrotehniku i zastitu.
Takode, nalazi se na listi invazivnih vrsta u Australiji a brzo se $iri i u nekim oblastima
severozapadne Indije (Srivastava et al., 2015). Prisutna je i u desetak evropskih zemalja a
na Sardiniji se smatra i korovom pojedinih useva (Zimmermann et al., 2004; EPPO, 2008).
Pored S. sisymbriifolium Scholte (2000b) je utvrdio potpunu rezistentnost uz snazan efekat
na piljenje invazivnih larvi KCN S. quitoense, S. mauritianum, S. macrocarpon i S. viarum,
medutim, smatra ih nepogodnim usevom kao biljaka klopki zbog loSeg porasta u umerenom
klimatu.

Snaznu stimulaciju piljenja L2 kod obe vrste KCN i potpunu otpornost prema G.
rostochiensis i G. pallida pokazale su i neke populacije S. nigrum (Doncaster, 1953;
Scholte, 2000b; Boydston, 2010). Osetljivost dve populacije S. nigrum prema G.
rostochiensis se pominje u literaturi iako autor trakve populacije smatra hibridima S.
nigrum i Solanum villosum Mill. osetljive prema G. rostochiensis (Rott et al., 2011).
Solanum nigrum je jedna od ¢estih korova na njivama pa i krompiristima u nasoj zemlji. U
Srbiji nisu vrSena ispitivanja virulentnosti srpskih populacija KCN prema S. nigrum.
Otpornost populacija S. nigrum prema KCN, prisutnih na nekom prostoru potrebno je
proveriti iz dva razloga. Prvo, zbog smanjenja rizika uvecavanja populacija na potencijalno
osetljivim biljkama kao korovima u krompiriStima, a drugi je pozitivan efekat koji
potencijalno otporni genotipovi mogu da izvrSe na smanjnje populacije KCN kao biljke

klopke.
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U preglednom radu o domac¢inima KCN Sullivan et al. (2007) navode tri vrste roda
Physalis kao moguée domacéine KCN. Nekoliko izvora navodi razliite alkaloide, fisaline,
prisutne u jestivim plodovima Physalis alkekengi L. i P. angulata L. i njihovo baktericidno
i leiSmanicidno delovanje (Kawai et al., 2001; Silva et al., 2005; Rasheed et al., 2010).
Plodovi P. alkekengi se koriste u tradicionalnoj dalekoisto¢noj Unani medicini kao diuretik,
antiseptik i sedativ (Rasheed et al., 2010).

Neke biljke ispoljavaju i nematocidno delovanje. Tagetes sp. su koriS¢ene za
suzbijanje nekih vrsta nematoda, pre svega vrsta rodova Pratylenchus i Meloidogyne
(Siddiqui i Alam, 1988; Piedra Buena et al., 2008; Hooks et al., 2010). U literaturi ima
kontradiktornih rezultata vezanih za uticaj Tagetes sp. na piljenje L2 KCN. Omidvar (1961)
navodi da korenski eksudati nisu ispoljili ni stimulativno ni nematocidno delovanje na larve
KCN a Di Vito i Sasanelli (1991) utvrduju inhibitorno delovanje i ekstrakata korena i lis¢a
kadifice na italijanske populacije G. rostochiensis. U poljskom eksperimentu sugeriSe se
moguce blago nematocidno delovanje Tagetes sp. (Omidvar, 1962) ali autor gajenje
kadifice u svrhu suzbijanja KCN ne smatra ekonomski opravdanim.

Svakako je gajenje potpuno otpornog sortimenta krompira prema KCN najbolje
reSenje kako u pogledu suzbijanja KCN tako i iz ekonomskog ugla, proizvodnje
najoptimalnijeg useva.

Smanjenja gustine populacije KCN posle gajenja otpornih useva krompira objavljena
u literaturi u razli¢itim zemljama Sirom sveta se obi¢no kre¢u izmedu 70 i 90% (McKenna i
Winslow, 1973; Inagaki, 1978; Andersson, 1987; Woods i Haydock, 2000). Medutim,
mogu biti i manja, kao po rezultatima i Efremenko i Klimakova (1973) od 55%.

U Srbiji do sada nije bilo sistemati¢nih ispitivanja pada vitalnosti populacija KCN
pod uticajem rezistentnih sorti krompira. U naSoj zemlji, G. rostochiensis patotip Rol
moguce je uspesno suzbijati pomocu vise komercijalno dostupnih sorti sa ugradenim H1
genom otpornosti. Znacajan preduslov za uspeS$no koriS¢enje neke sorte u cilju suzbijanja
KCN, je da je ona ve¢ trziSno prihvacena i prinosna, §to je osnovni uslov da bi bila gajena
od strane proizvodaca. U nasim uslovima svest o prisutnosti i Stetnosti KCN joS§ uvek je na
vrlo niskom nivou kod velike vecine nasih proizvodaca krompira i informacija o sortnoj

otpornosti krompira prema KCN ne igra znacajnu ulogu prilikom izbora sortimenta,
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ukoliko se i uzima u razmatranje. Na sre¢u, medu Siroko koris¢enim sortama krompira u
Srbiji i rado prihvacenim od strane proizvodaca, ima i takvih koje su visoko otporne prema
G. rostochiensis Ro1, a jedna od njih je i sorta agria.

Den Ouden (1967) i Dewar et al. (2000) su se bavili istrazivanjem uticaja samoniklih
krompira u usevima nedomacina KCN, ovsa i Secerne repe i ustanovili da samonikli
krompiri uti¢u na uvecanje i podmladivanje populacije. Pomenute samonikle biljke
krompira koje zaostaju u njivama posle, na KCN, osetljivih useva krompira, mogle bi da
utiCu na uvecanje 1 podmladivanje populacija KCN 1 tokom gajenja otpornog sortimenta,
kao i prilikom ugarenja ili gajenja nedomacina. Medutim, trenutna Saznanja su da u
literaturi nema podataka o istrazivanjima koja se bave uticajem samoniklih biljaka
krompira na pad vitalnosti populacije KCN prilikom gajenja otpornih sorti koje stimuliSu
znacajno intenzivnije piljenje L2 nego biljke nedomacini, Sto za cilj moZe imati mnogo
veée uvecanje populacije KCN, §to se poslediéno moze odraziti na efekat gajenja otporne
sorte 1 produzetak vremena potrebnog za snizavanje gustine populacije ispod nivoa
Stetnosti.

Pored otpornosti, bitno je da korenski eksudati otporne biljke stimuliSu visok
procenat piljenja L2 iz cista KCN, $to ne mora uvek biti slu¢aj. Pre postavljanja saksijskih i
poljskin ogleda za ispitivanje efekta otpornih biljaka na KCN obi¢no se prethodno
potencijal izazivanja piljenja L2 KCN ispituje in vitro. Efekat korenskih lucevina na
piljenje L2 lako je ispitati u testovima piljenja gde se vitalne ciste izlazu te¢nosti koja
sadrzi korenske eksudate ispitivane biljke. Pored ispitivane biljke paralelno se postavljaju
kontrolni tretmani sa osetljivom biljkom kao pozitivnom kontrolom (esto désirée) i vodom
kao negativhom kontrolom (spontano piljenje u vodi, eng. water hatch). Kao §to je
pomenuto u poglavlju, spontano piljenje u vodi je neznatno.

Evans (1983) poredi efekat korenskih eksudata 25 sorti krompira na piljenje L2 KCN
i ustanovljava oko 2,6% ispiljenih L2 za 4 nedelje u vodi, i prose¢no za sve sorte oko 43%
L2 G. rostochiensis i oko 20% L2 G. pallida. Neke otporne sorte pokazuju bolju
stimulaciju L2 G. rostochiensis nego neke osetljive i obrnuto kod G. pallida. Na primer
piljenje L2 zute KCN patotipa RO1 u eksudatima sorte desirée je 33% a kod otporne maris

piper 35%. Piljenje L2 Pa3 patotipa G. pallida u eksudatima sorte désirée je svega 11% a u
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eksudatima otporne sorte mulata manje od 5% (Evans, 1983). Autor losije piljenje L2 G.
pallida tumaci visim temperaturam od uglavnom 24 °C tokom ogleda koje pogoduju G.
rostochiensis a previsoke su za G. pallida ¢iji su optimumi ispod 20 °C. Drugi autori
navode da otporni hibridi sa otpornos¢u dobijenom iz Solanum vernei izazivaju losije
piljenje nego osetljive sorte krompira (Turner i Stone, 1981). U istrazivnjima italijanskih
populacija KCN gde su ogledi sprovedeni na nizim temperaturama od oko 20 °C, Russo i
Greco (2006) navode intenzivnije piljenje L2 G. pallida, gde je posle Sest nedelja ispiljeno
55,7% L2 bele i 47,4% zute KCN. U Na-metavanadatu registruje se suprotno, bolje piljenje
L2 G. rostochiensis od 32% i G. pallida od svega 10,4% (Russo i Greco, 2006).

Korenski eksudati sadrze faktore piljenja, inhibitore piljenja i stimulatore piljenja
(Byrne et al., 1998). Medu faktorima piljenja u korenskim eksudatima se razlikuju
specijski-selektivni (stimuli$u intenzivnije piljenje jedne vrste KCN), specijski-specifi¢ni
(stimulisu piljenje L2 samo jedne vrste) i neutralni (stimulisu podjednako piljenje L2 obe
vrste KCN), i njihovo prisustvo i odnosi mogu biti razli¢iti kod razli¢itih sorti i u zavise i
od starosti biljke (Byrne et al., 1998). L2 G. rostochiensis patotipa Rol su se intenzivnije
pilile u eksudatima biljaka starijin od 38 dana za razliku od G. pallida gde je piljenje
intenzivnije u eksudatima mladih biljaka od 38 dana. Takode, koncentracija specijski
specifi¢nih i specijski selektivnih komponenti faktora piljenja prema G. rostochiensis se
povecava sa starenjem biljaka krompira (Byrne et al., 2001).

Pored potencijala eksudata korena biljaka da izazovu piljenje L2 KCN, §to je direktna
posledica mo¢i faktora piljenja koji se u njemu nalaze, u prakticnom smislu bitna je i
daljina rasprostiranja lu¢evina korena kroz zemljiSte. Difuzija lu¢evina korena odnosno
faktora piljenja, u dovoljnoj koncentraciji da izazove optimalno piljenje L2 kroz zemljiste,
zavisi od fizi¢kih i hemijskih osobina zemljista, zemljiSne mikroflore, kao potencijalnih
razgradivaca faktora piljenja, i udaljenosti korena od targetiranih nematoda. Fenwick
(1952) navodi da se piljenje L2 KCN smanjuje sa razredenjem test te¢nosti sa korenskim
eksudatima krompira. Koncentracija lu¢evina korena pa i aktivnost da izazovu piljenje L2
KCN se smanjuje sa povecanjem distance (Rawsthorne i Brodie, 1987). Sa smanjenjem
distance izmedu redova prilikom gajenja rezistentnog Krompira, povecéava se smanjenje

gustine populacije KCN (Lamondia et al., 1987).
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NAUCNI CILJEVI ISTRAZIVANJA

Disertacija ima dva osnovna naucna cilja, fundamentalni i primenjeni. Osnovni cilj
fundamentalnog dela istrazivanja je ispitivanje specifi¢nosti populacione dinamike KCN u
zapadnoj Srbiji, koja se u okvirima nase zemlje odlikuje posebnim orografskim i
klimatskim uslovima, naroCito u viSim predelima pogodnim za gajenje semenskog
krompira.

Cilj primenjenog dela istrazivanja je predlaganje najpovoljnije kombinacije aktivnih i
pasivnih mera u okviru odrzivog pristupa suzbijanja krompirovih cistolikih nematoda koje
su kod nas do sada nadene upravo u prostoru zapadne Srbije. OdrZivost koncepta suzbijanja
pociva na ugarenju i gajenju otpornih sorti krompira, kao ekotoksikoloski, ekonomski i
proizvodno prihvatljivih mera, 1 sa strane samih proizvodaca kao 1 fitosanitarne sluzbe t;.

biljnog karantina.

Osnovni programski ciljevi istrazivanja:

e Ispitivanje sortimenta krompira relevantnog za patotipove KCN u Srbiji.

e Utvrdivanje specificnosti u populacionoj dinamici KCN izlozenih osetljivom 1
otpornom domacinu i u uslovima bez domacina.

e Ispitivanje gajenih i divljih vrsta biljaka koje svojim korenskim lu¢evinama mogu
da ubrzaju izumiranje KCN u laboratorijskim uslovima i na infestiranim
povrsinama.

e Optimizacija gustine sadnje otpornih sorti krompira kao biljaka klopki.

e Ispitivanje uticaja samoniklih biljaka krompira na populacionu dinamiku KCN.

e ViSegodiSnje testiranje odrzivih (aktivnih, pasivnih i kombinovanih) modeliteta

suzbijanja KCN u proizvodnim uslovima.
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POLAZNE HIPOTEZE

Uticaj lokalnih agroekoloskih uslova na populacionu dinamiku KCN moze biti
znacajan. Ocekivane specificne kalendarske vrednosti kriti¢nih populacionih parametara su
neophodne za pravovremeno uklju¢ivanje mera za kontrolu i uspesno i odrzivo suzbijanje
KCN.

Proizvodna praksa gajenja semenskog krompira, lokalno koris¢en sortiment gajenih
biljaka i prisutne divlje vrste biljaka u zapadnoj Srbiji se razlikuju u odnosu na druge

zemlje 1 njhov uticaj na KCN moZe biti razlicit.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 Eksperimentalni lokaliteti i populacije KCN

Za realizaciju predlozenog programa i izradu ove doktorske disertacije obavljena su
viSegodiS$nja istrazivanja u zapadnoj Srbiji na dva lokaliteta sa populacijama G.
rostochiensis, sa parcele Ispod Siminog spomenika, u daljem tekstu oznacene sa S (GPS
koordinate: 43°5328.0"N 19°42'08.7"E) i Lubenac, u daljem tekstu L (GPS koordinate:
43°53'20.9"N 19°42'07.0"E) sa lokaliteta Ponikve kraj Uzica (Okrug: Zlatiborski;
Katastarska opstina: Bioska; Potes: Ponikve; Katastarske parcele: 897 i 894/1) i
populacijom G. pallida, sa lokaliteta Ogradenik na planini Javor nedaleko od sela Kusi¢i
izmedu Ivanjice i Sjenice, oznafene sa KP6 (Okrug: Moravicki; Katastarska opstina:
Kladnica; Potes: Ogradenik; Katastarska parcela: 6; GPS koordinate: 43°25'49.3"N
20°03'24.4"E). Proizvodne ogledne parcele Ispod Siminog spomenika i Lubenac na
Ponikvama su delovi mnogo vecih katastarskih parcela.

Pomenute ogledne parcele, od 2005/2006. godine, kada je na njima utvrdeno
prisustvo karantinskih KCN, postaju predmet viSegodis$njih istrazivanja na Poljoprivrednom
fakultetu u Beogradu. Ogledi sprovedeni u periodu od 2008. do 2011. godine na ovim
parcelama su formalno ukljuceni u projekat, "Eradikacija krompirovih cistolikih nematoda
u zariStima na planini Javor i na Ponikvama" finansiranog od Uprave za zaStitu bilja
tadasnjeg Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije.
Rukovodenje projektom povereno je mentoru ove doktorske disertacije, dr Milanu
Radivojevicu. Istrazivacke aktivnosti koje su prethodile izradi ove disertacije ukljucivale su
odredivanje prisutnih vrsta i patotipova KCN, i horizontalne rasprostranjenosti KCN na
pomenutim parcelama. Tako su na parcelama Lubenac i KP 6 utvrdeni sa KCN
najinfestiraniji delovi na kojima ¢e biti sprovodeni svi ogledi, od kojih neki nisu ukljuéeni u
ovu disertaciju. Istorijat aktivnosti i plodosmena na oglednim parcelama, odnosno delovima

prikazana je u tabeli 1.
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Tabela 1. Istorija polja i oglednih aktivnosti na parcelama sa lokaliteta Ponikve i Ogradenik.

Godine Parcela L (Ponikve)  Parcela S (Ponikve)  KP 6 (Ogradenik)
2000. livada parlog -

2001. livada désirée -

2002. livada parlog -

2003. livada parlog -

2004. livada tritikale -

2005. livada désirée kennebek
2006. désirée parlog parlog
2007. raz parlog parlog
2008. désirée ovas parlog
2009. agria* heljda parlog
2010. agria** il parlog
2011. raz il parlog
2012. désirée parlog parlog
2013. parlog parlog parlog
2014. parlog parlog parlog
2015. heljda parlog parlog

*ogled sa biljkama otporne sorte krompira agria gajene na rastojanju 1 m izmedu biljaka.
** ogled optimizacije gustine sadnje otporne sorte krompira agria (poglavlje 3.7).
***poljski ogled suzbijanja G.rostochiensis, razli¢iti rezimi po delovima parcele (poglavlje 3.8).

3.1.1 Lokalitet Ponikve kod Uzica

Ponikve predstavljaju zatalasanu visoravan tipa kraskog polja na oko 900 m
nadmorske visine, izmedu Uzica i Bajine Baste. Imaju subplaninsku klimu, sa hladnim i
dugim zimama, negativnim mese¢nim temperaturama u periodu januar-februar, niskom
proseénom godisnjom temperaturom vazduha od 7,7 °C, oko 1000 mm padavina godi$nje i
prose¢nim trajanjem sneznog pokrivac¢a od oko 110 dana u godini (Anon., 2014). Srednje
meseéne temperature vazduha za period od 2009. do 2014. i normale za period 1961-1990.
i 1981-2010. za klimatolosku stanicu RC Uzice, date su na slici 1, a srednje mese¢ne sume
padavina na slici 2. Klimatoloska stanica RC Uzice nalazi se na nadmorskoj visini od 833
m, na oko 11 km udaljenosti vazdusnom linijom od parcela na kojima su vrSeni

eksperimenti sa KCN na lokalitetu Ponikve.
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Slika 1. Srednje mesecne temperature vazduha u eksperimentalnim godinama od 2009. do 2014. i
normalne vrednosti u periodu 1961-1990. i 1981-2010. za lokalitet Ponikve (klimatoloska stanica
RC UZice). Izvor: Republi¢ki hidrometeoroloski zavod Srbije.

Glavni ¢inioci poljoprivredne proizvodnje na lokalitetu Ponikve poslednjih decenija
su Vojna ekonomija "Ponikve" i lokalni poljoprivredni proizvoda¢i. Vojna ekonomija se
bavila ratarskom proizvodnjom i stoCarskom proizvodnjom ovaca. Do 2000. godine
ratarska proizvodnju je ¢inila uglavnom proizvodnja semenskog krompira, redovno gajenog
na godiSnjem nivou od 30-40 ha. Plodored je na pojedinim proizvodnim parcelama
obuhvatao nekoliko godina ratarenja sa krompirom svake druge godine, posle ¢ega je na
parceli zasnivana livada-pasnjak radi ishrane ovaca. Posle 2000. krompir se gaji na manje
od 10 ha godi$nje sa duzim plodoredom i ekonomija gotovo da prestaje sa radom 20009.
godine a od 2013. postaje vlasniStvo Opstine UZice.

Zbog ucestalog gajenja krompira, i to po pravilu na KCN osetljive sorte désirée,
Globodera rostochiensis je nadena na vecini (0ko 40 ha) povrsina Vojne ekonomije koje su
se koristile za proizvodnju krompira (Radivojevi¢ et al., 2006). Radnike ekonomije je ¢inilo

lokalno stanovnisStvo koje se privatno, takode bavilo poljopriviednom proizvodnjom
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krompira. Verovatno je sa koris¢enjem semenskog krompira sa infestiranih povrSina
ekonomije doslo i1 do Sirenja na okolne poljoprivredne povrSine u privatnom posedu, sa do
sada nekoliko registrovanih pozitivnih nalaza KCN (Radivojevi¢, neobjavljeni podaci).
Jedan od nepovoljnih faktora je loSa praksa lokalnih proizvodaca da koriste sitnu frakciju
krtola krompira kao semenski krompir u narednoj godini, ¢ime se bitno doprinosi uspesnom

sirenju KCN na nove poljoprivredne povrSine.
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Slika 2. Mesecna suma padavina u eksperimentalnim godinama od 2009. do 2014. i srednje
mese¢ne sume padavina u periodu 1961-1990. i 1981-2010., za lokalitet Ponikve (klimatoloSka

stanica RC Uzice). l1zvor: Republicki hidrometeoroloski zavod Srbije.

3.1.2 Lokalitet Ogradenik na planini Javor

Lokalitet Ogradenik se nalazi na zatalasanoj visoravni na nadmorskoj visini od oko
1400 m nadmorske visine. Sama parcela sa pozitivnim nalazom Globodera pallida nalazi
se na oko 17 km udaljenosti vazdusnom linijjom od najblize Klimatoloske stanice Sjenica,
koja se nalazi znatno nize, na 1038 m nadmorske visine. Srednje mesecne temperature
vazduha za period od 2009. do 2014. i normale za period 1961-1990 i 1981-2010. za
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klimatoloSku stanicu Sjenica, date su na slici 3, a srednje mese¢ne sume padavina na slici 4.
Klima u Sjenici je hladnija i sa manje padavina nego lokalitet Ponikve. Srednja godiSnja
temperatura za period 1981-2010. je za 1 °C niza i iznosi 6,7 °C a suma godi$njih padavina
iznosi oko 750 mm, za ¢etvrtinu manje nego na Ponikvama. KarakteriSu je duze i hladnije

zime sa negativnim temperaturama u periodu decembar-januar-februar.
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Slika 3. Srednje mese¢ne temperature vazduha u eksperimentalnim godinama od 2009. do
2014. i normale za period 1961-1990. i 1981-2010., za lokalitet Ogradenik (klimatoloska

stanica Sjenica). lzvor: Republi¢ki hidrometeoroloski zavod Srbije.

Slicno Ponikvama, i na planini Javor nosilac poljoprivredne proizvodnje krompira je
bila Zemljoradnicka zadruga “Javor”, danas AD “Javor” iz Kusica, koja se sa slicnim
plodoredom kao na Ponikvama bavi poljoprivrednom proizvodnjom ratarskih kultura, a pre
svega krompira. Na potesima Ogradenik (K.O. Kladnica) i Sanac (K.O. Ravna Gora) su do
sada jedini nalazi KCN (Radivojevi¢ et al., 2006; Radivojevi¢ i Labudovi¢, 2010) na ovim
lokalitetima sa lokalizovanim prisustvom na dve parcele 1 pocetnim introdukcijama na
okolne grani¢ne parcele (Radivojevi¢, neobjavljeni podaci). Na ovom lokalitetu je i jedini
pozitivan nalaz G. pallida u Srbiji na parceli K.P. 6 na lokalitetu Ogradenik koja je od

2005. u sluzbenom rezimu pasivne eradikacije obustavljanjem proizvodnje. U poredenju sa
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Ponikvama na ovom prostoru KCN su introdukovane znatno kasnije (Radivojevic,

neobjavljeni podaci).
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Slika 4. Mese¢na suma padavina u u eksperimentalnim godinama od 2009. do 2014. i
srednje mesecne sume padavina u periodu 1961-1990. i 1981-2010., za lokalitet Ogradenik

(klimatolo$ka stanica Sjenica). Izvor: Republicki hidrometeoroloski zavod Srbije.

3.2 OpSte metode ispitivanja KCN

3.2.1 Uzorkovanje i izdvajanje cista iz zemljista

Uzorkovanje zemljista vrSeno je ubodnom sondom preénika 2,5 cm iz 5-15 cm
dubine zemljiSnog profila. Putanje kretanja, veli¢ina uzorka, ucestalost prikupljanja
poduzoraka i slicni detalji dati su u okviru poglavlja Materijal i metode svakog
eksperimenta zasebno.

Uzorci zemljiSta su rasprostirani na plasticne tacne i suSeni na sobnoj temperaturi vise
dana. Pomoc¢u Fenvikovog aparata oko 200 g zemljista je ispirano preko sita od 1 mm
mlazom vode jacine 5 I/min u trajanju od 5 minuta. Flotacioni nanos je prikupljan na

metalno sito od 196 um. Za izdvajanje i brojanje cista iz flotacionog nanosa primenjen je
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metod sa trakom filter papira (Southey, 1974; Turner, 1998). Sa traka filter papira na koje
se nahvatao flotacioni nanos ciste su prebrojavane i skupljane disekcionom iglom i malom

spatulom pomoc¢u binokulara.

3.2.2 lzdvajanje slobodnoZivecih stadijuma iz zemljiSta

Za izdvajanje slobodnoziveéih crvolikih stadijuma KCN, muzjaka i L2, kori§¢ena je
modifikovana metoda po Bermanu (Baermann, 1917) u kombinaciji sa modifikovanom
metodom dekantovanja i prosejavanja po Kobu (Cobb, 1918). 200 g zemljista je razmuceno
u plastiénoj posudi zapremine 2 1 posle ¢ega se pristupilo postupku dekantovanja i
prosejavanja. Posle meSanja suspenzije sa zemljiStem dvostrukim presipanjem iz ¢inije u
¢iniju, suspenzija je propustena kroz sito od 196 pm. Profiltrirani supernatant je posle 20 s
propusten kroz sito perforacija od 100 um i zatim posle 20 s jo$ jednom. Trece propustanje
preko sita od 100 um uradeno odmah bez Cekanja da se iSta istalozi. Posle svakog
prosejavanja sadrzaj koji je na situ ostao je objedinjen u caSe i potom prebacen na
Bermanove levke sa sitima i filter papirom. Posle 24 Casa suspenzije sa nematodama
nataloZenim u epruvetama pri¢vr§érnim silikonskim crevom na dnu levka su sakupljene i

pod disekcionom lupom utvrdivan je broj L2 odnosno muzjaka KCN.

3.2.3 Razrada poboljSane metode procene vitalnosti cista disekcijom

Analiza vitalnosti cista vrSena je individualnom disekcijom cista. Uzorak sa suvim
cistama je preru¢ivan u sahatno staklo i izmesan. Potom je vrh disekcione igle prethodno
uronjen u posudicu sa vodom stavljan u kontakt sa cistama i one nasumi¢no nahvatane na
vrh igle (obi¢no nekoliko) premestane u drugu posudu sa vodom. Postupak je ponavljan
dok se ne sakupi uzorak od 50 slucajno odabranih cista. Ciste su ostavljane u vodi nekoliko
dana zbog dostizanja optimalne hidriranosti kako zbog lakSe manipulacije prilikom
disekovanja, tako i1 da se obezbedi da po otvaranju cista sadrzaj ne ispliva na povrSinu kapi

vode. 1z posudice sa vodom ciste su pojedinacno stavljane na predmetno staklo u kap vode.
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Na poledini predmetnog stakla tankim permanentnim markerom je bila prethodno iscrtana
mreza sa oko 1 mm distance izmedu linija radi lakSeg prostornog orijentisanja prilikom
brojanja. Na ivice poledine predmetnog stakla zalepljena je lepljiva traka da bi izdigla
Srafirana povrSina predmetnog stakla od binokularskog stakla ¢ime se sprecilo brisanje
linija trenjem o binokularsko staklo. Ciste su stavljane u kap vode i pomocu dve tanke
entomoloske igle, pod vodom je kutikula kidana 1 sadzaj vaden iz cista. PoSto bi se delovi
kutikule cista potpuno odvojili od sadrzaja, grupisana jaja su razdvajana i sadrZaj ciste je
rasprostiran po dnu predmetnog stakla do postizanja optimalne homogenosti, a u cilju
kasnijeg lakSeg 1 preciznijeg brojanja. Prebrojavanje sadrzaja ukljuCivalo je brojanje
slede¢ih kategorija kao predlozeno od Lamondia et al. (1986) i Anon. (2013b). Kao vitalan
sadrzaj brojana su: vitalna jaja (jaja sa ¢istom povrSinom jajnih ljuski u kojima je jasno
prisustvo sklupanih L2) 1 ve¢ ispiljene L2 (koje su blago do srednje savijene, sa jasno
izrazenom razlikom izmedu prednjeg i srednjeg creva). Pod brojanim nevitalnim sadrzajem
cista podrazumevane su prazne jajne ljuske i nevitalna puna jaja (ispunjena amorfnom
tamnom masom, koja su bez odgovarajueg turgora i na pritisak iglom ne pucaju i/ili
promenjenog oblika). Ispiljene L2 (sa nejasnim prelazom izmedu jednjaka, potpuno
prozirne ili potpuno tamne; srednje savijene ili savijene pod uglom $to govori o odsustvu
odgovarajuceg vitalnog unutraSnjeg pritiska; sa prisutnim krupnim prozirnim vakuolama u
srednjem crevu; izme$tenim stiletom) nisu brojane (Slika 5).

Po prebrojavanju vitalnog i nevitalnog sadrzaja, podaci su upisivani u tabelu
napravljenu u programu Microsoft Excell. Napisan je Macro u koji su ugradene formule po
kojim se izraCunavaju aritmeticka sredina, standardne devijacije za sve kategorije vitalnosti,
procentualna vitalnost svake ciste, i kojima se kategorizuje svaka cista i sav vitalan sadrzaj
po cisti, i u uzorku u jednu od 6 kategorija vitalnosti. Sumarni podaci dati su kao zasebna
tabela u dnu radne tabele Excell dokumenta.

Ellenby (1956) navodi da je piljenje proporcionalno broju jaja po cisti u
eksperimentima sa piljenjem L2 iz pojedinacnih cista. S postavljenom hipotezom da
procentualno piljenje L2 iz cista ne zavisi od njihove veli¢ine (broja jaja po cisti), sve
prebrojavane radne vrednosti ukupnog broja jaja su uprosecene na 200 jaja po prosecnoj

cisti u uzorku (kao hipoteticki prosecan broj jaja po cisti u populaciji) a zatim su i sve druge
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vrednosti (broj punih i praznih jaja) korigovane prema odstupanju uzorackog proseka od

populacionog, tj. 200 jaja po cisti.

Slika 5. Disekcija cista Globodera sp. A- Providna nevitalna ili slabo vitalna cista; B-
otvorena nevitalna cista sa masom slepljenih praznih jajnih ljuski; C- Vadenje sadrzaja iz
raspolucene ciste disekcionom iglom; D- IspraZznjena polovina ciste; E- SadrZaj nevitalne
ciste na uvecanju do 25x; F- Vitalna cista; G- Sadrzaj vitalne ciste; H i I- Sadrzaj vitalne
ciste na uvecanju od 50x (1- vitalna jaja sa vidljivim slkupanim L2 ispod jajne ljuske, 2-
vitalna ispiljena L2, 3- nevitalno jaje sa tamnom amorfnom materijom, 4- nevitalna L2 sa
krupnim vakuolama, savijena, bez jasno vidljivog prelaza izmedu prednjeg i srednjeg creva,
5- prazne jajne ljuske).
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3.3 Ildentifikacija vrsta i patotipova eksperimentalnih populacija

3.3.1 Odredivanje vrsta

Specijski identitet vrsta sa lokaliteta na kojima su sprovedena ova istrazivanja utvrden
je prilikom prvih nalaza (Krnjai¢ et al., 2000; Radivojevi¢ et al., 2001; Krnjai¢ et al., 2002;
Radivojevic¢ et al., 2006a). Morfoloska identifikacija vrsta populacija sa konkretnih parcela
kori§¢enih u ovom radu bazirana na koris¢enju morfometrijskih karakteristika vulvalno-
analnog regiona cista uradena je na Katedri za entomologiju 1 poljoprivrednu zoologiju pre
pocetka izrade ove disertacije (Radivojevi¢ et al., 2006a; Radivojevi¢ et al., 2006b).
Identifikacija populacije G. rostochiensis sa parcele Lubenac potvrdena je molekularnim
metodama tokom izrade master rada kandidata a populacija G. palida prilikom prvog
nalaza G. pallida (Radivojevi¢ et al., 2006a) i izrade master rada kandidata (Gruji¢, 2010).
Da bi se iskljuéila moguénost prisustva obe vrste KCN, koje se razlikuju u virulentnosti i
populacija sa parcele Ispod Siminog spomenika je proverena molekularnim metodama.

Potvrda specijskog identiteta populacije G. rostochiensis sa pomenute parcele
molekularnim metodama, uradena je na Poljoprivrednom fakultetu u Banjoj Luci, metodom
multipleks lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) sa specijski specifi¢nim prajmerima (Bulman
i Marshall, 1997). Za potvrdu specijskog identiteta populacije sa parcele S, genomska DNK
je izdvojena 10 puta iz 10 slucajno odabranih cista populacije zute KCN koris¢enjem
Qiagen Blood and Tissue Kit (Qiagen, UK). Ciste su 5 min mrvljene u 1,5 ml Eppendorf
tubama sa 180 pl ATL pufera uz pomo¢ plasti¢nih konusnih homogenizatora. Zatim je u
tube dodata proteinaza K i uzorci su ostavljeni 2 sata u termo bloku na 56 °C. Uzorci su
potom stavljani u centrifugu 1 min na 8000 G, posle ¢ega je supernatant prebacen u nove
tube. Uzorci su dalje procesuirani po uputstvima proizvodaca. Po zavrSetku protokola DNK
je sprana dva puta sa 50 pl odgovarajuceg pufera.

Za utvrdivanje vrste KCN koriS¢en je multipleks PCR protokol sa specijski
specificnim prajmerima (Ferris et al., 1993; Bulman i Marshall, 1997). PCR amplifikacija
DNK fragmenata vrSena je u 25 pl reagensa sacinjenog od 1 pl (0.2 units) Taq polimeraze

(Promega, Southampton, UK), po 1 pl (10 uM) svakog od tri prajmera i 2 pl DNK, 5 pl 5%

53



pufera, 2,5 pl 0,2 mM dNTP, 1,5 pl 6 mM MgCI2 i 10 pl dejonizovane vode. Amplifikacija
DNK fragmenata vrsena je po slede¢im koracima. Inicijalni denaturacioni korak na 94°C
tokom 5 min, pracen sa 40 ciklusa od 94 °C tokom 30 s, 55 °C tokom 15 s i 72 °C tokom 30
s. PCR amplifikacija je zavrSena na 72 °C tokom 5 min. Umnozeni DNK fragmenti
razdvojeni su elektroforezom u 1% agaroznom gelu i 1% TBE. Gelovi su potapani u rastvor

etidijum bromida pola sata i DNK vizuelizovana na ultraljubi¢astom svetlu iluminatora.

3.3.2 Odredivanje patotipova KCN

Patotipovi populacija G. rostochiensis sa Ponikava i G. pallida sa lokaliteta
Ogradenik identifikovani su prethodno (Radivojevi¢ et al., 2007; Radivojevi¢ i Stancic,
2009). Za potvrdu virulentnosti ispitivanin patotipova uz optimizaciju koris¢enog
diferencijalnog sortimenta krompira ogledi su ponovljeni. Testiranje patotipa G.
rostochiensis vrseno je u dva ogleda sa sortama agria, crisps4all i désirée, a G. pallida sa
sortama innovator, crispsdall, sante i désirée u 10 ponavljanja sa svakom sortom.
Ispitivane diferencijalne sorte sa razli¢itom otporno$¢u prema patotipovima KCN date su u
tabeli 2.

Tabela 2. Diferencijalne sorte krompira koriS¢ene za utvrdivanje patotipova KCN, njihova relativna
osetljivost (RO=Pfispitivane sorte/Pf osetljive sorte désirée x100%) i definisani skorovi otpornosti
od 1 (potpuna osetljivost) do 9 (potpuna otpornost).

Patotipovi
Rol Ro2,3 Pa2 Pa3
RO (%) Skor RO (%) Skor RO (%) Skor RO (%) Skor

agria <1 9 1 1 1
crispsdall 0,0 99 (np) 1,3 8 8 (np) 0,6 99 (np) 1
innovator 1 1 3,0 88 (7) 0,7 99(7)

sante <1 99(7) 5,0 7(7) 5,0 77 30,0 33(4)

(7,7,9,4)
désirée 1 1 1 1

(Izvori: boldovano crno-HZPC, www.hzpc.com; boldovano crveno-Agrico, www.agrico.com; zagrada-
www.europotato.org; normalan font- www.nvwa.nl; np-nema podataka).
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Ogledi za odredivanje patotipova populacija KCN obavljeni su U zatvorenim
kontejnerima, plastiénim prozirnim teglama zapremine 800 ml, kao modifikacija metoda

datih u EPPO standardu PM 7/40 (3) (Foot, 1977; Phillips et al. 1980; Anon., 2013b) (Slika

Slika 6. Eksperimentalni dizajn ogleda za ispitivanje patotipova KCN odnosno otpornosti sorti
krompira. A, B, C- Tegle sa peskom, krtolama krompira i kesicama sa cistama (inokulum). E- koren
krompira uz zidove tegle sa golim okom vidljivim cistama nove generacije; E- okruglaste zenke i
crvoliki muzjaci KCN u fazi kopulacije na uvecanju 25x.

Kao supstrat koriS¢en je pesak koji je prethodno sterilisan viSe¢asovnim
zagrevanjem na 150 °C u termostatu. Kontejneri su napunjeni sa 200 g sterilisanog peska,
koji je zatim navlaZzen sa 25 ml vode 1 istovremeno meSan do postizanja homogene
vlaznosti. Krtole sertifikovanog semenskog krompira (precnika oko 35 mm) su povrSinski
dezinfikovane potapanjem u 2% rastvor hipohlorida u trajanju od 2 minuta i potom

naklijavane na sobnoj temperaturi do pojave izdanaka duzine 1-2 cm. Najlonske kesice sa
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po 50 cista su postavljane u pesak ispod krtola koje su ukopane do polovine u pesak. Tegle
su zatvorene (ne potpuno) i stavljene u drvene kutije u potpunom mraku koje su drzane na
18-25 °C. Posle 12-15 nedelja, posto je na osetljivim sortama utvrdeno da je vecina cista
braon boje, tegle su otvarane i ostavljane da se pesak osusi nekoliko dana. Zatim se
pristupalo izdvajanju cista iz supstrata.

Izdvajanje cista iz peska vrSeno je Fenvikovom metodom (Fenwick, 1940). Potom
je nataloZen pesak iz tela Fenvikovog aparata sakupljen u sito od 196 um i zatim prebacen
u staklene ¢ase zapremine 1000 ml sa 60% rastvorom saharoze. Pesak je razmuéivan u
rastvoru $eéera 30 s a potom supernatant preliven preko sita od 196um. Zenke i mlade
ciste, vece specificne tezine od vode koje su se nasle u talogu Fenvikovog aparata su ovom
metodom izdvojene u supernatant Secernog rastvora 1 sa sita prebatene u posudu za

brojanje nematoda i prebrojane koriS¢enjem disekcionog mikroskopa.

3.4 Ispitivanje populacione dinamike

U naredna dva poglavlja opisana je postavka ogleda u poljskim uslovima bliskim
prirodnim koji su simulacija tri realne situacije u praksi na infestiranim parcelama. Prva je
prisustvo sorte krompira osetljive na KCN, najceS¢e sorte désirée. Druga situacija je
obustavljanje proizvodnih aktivnosti na zarazenoj parceli (parloZenje) a treca je gajenje
otporne sorte krompira kao mere aktivnog suzbijanja u integralnom pristupu zastite
krompira od KCN.

3.4.1 Globodera rostochiensis, patotip Rol na lokalitetu Ponikve

3.4.1.1 Ogled 1

Da bi se dobile traZzene informacije o populacionoj dinamici populacije Globodera
rostochiensis patotipa Rol na neobradivanom obodu prirodno zarazene parcele Lubenac na
Ponikvama u zemljiste provereno bez KCN, ukopane su po tri plasticne kofe zapremine 12

I, sa kojih je uklonjeno dno u cilju eliminacije uticaja okolnih biljaka, kao i spre¢avanja
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emigracije nematoda u okolno zemljiste. U ovakvim priblizno poljskim uslovima bi se
ocuvao toplotni i vodni rezim najsli¢niji onom u prirodi (Slika 7).

Za inokulaciju zemljista u oglednim kofama koris¢eno je ve¢ prirodno infestirano
zemljiste sa G. rostochiensis iz prethodno utvrdenog, najgusce naseljenog dela parcele. U
cilju obezbedivanja §to homogenije pocetne gustine populacije u svim oglednim kofama,
prvo je iskopana odgovarajuéa veéa koli¢ina zemljista koje je u vecem koritu temeljno
izmeSano i potom rasporedeno u ogledne kofe do vrha, koje su nivelisane sa povr§inom
okolnog prostora.

Pracéenje populacione dinamike Rol G. rostochiensis vrseno je u tri varijante, tri kofe,
sa otpornom sortom agria, osetljivom sortom désirée i sa odsustvom biljke hraniteljke
(samo zemljiste) tokom 2009. i 2010. godine. U varijantama sa krompirom na pocetku
vegetacije 2009. godine na polovini dubine kofe posadene su tri naklijale krtole semenskog

krompira frakcije 35 mm ¢ije potomstvo je nastavilo vegetaciju u 2010. godini.

Slika 7. Organizacija ogleda za pracenje populacione dinamike KCN u priblizno poljskim uslovima.
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Uzorkovanje. U toku vegetacionog perioda, sa po¢etkom u aprilu ili maju i zakljuéno
sa oktobrom, jednom mesecno iz kofa je uzorkovano zemljiste, uobi¢ajenom ubodnom
sondom sa 15 uboda po 20-30 g zemljista po ubodu, ravnomerno po prostoru kofe. Tako su
formirani uzorci od oko 400 g zemljista po kofi za dalju obradu u laboratoriji. 200 g
zemljista je koriS¢eno za izdvajanje cista a ostatak za izdvajanje migratornih stadijuma po
procedurama opisanim u poglavlju Opste metode ispitivanja KCN.

U kofama u kojima je rastao osetljivi krompir sorte désirée, zbog formiranja novih
cista u toku vegetacije sa naglaSenije grupnim rasporedom, koji odrazava raspored
korenovog sistema biljaka u kofi, uzorkovanje je bilo nesto drugacije. U oktobru po
zavrSenoj vegetaciji, zemljiste iz kofe je istreseno u korito, dobro izmeSano radi
homogenizacije rasporeda cista, i pre vracanja kofe u rupu u zemljiStu iz nje je formiran
slucajni uzorak od uobicajenih oko 400 g zemljista.

Prilikom svakog uzorkovanja, pocevsi sa aprilom/majem a zavrSavaju¢i u oktobru,
vrSeno je merenje temperature na 15 cm dubine zemljiSnog profila i vlaznosti zemljista.
Relativna vlaznost zemljista odredivana je direktno iz prikupljenih uzoraka zemljiSta iz
oglednih kofa, kao procenat tezine isparene vode u odnosu na tezinu vazdu$no suvog
zemljiSta. Praceni su slede¢i populacioni parametari: gustina cista u zemljistu (svakog
meseca), gustina trenutno ispiljenih invazionih migratornih larvi druge generacije u
zemljistu (svakog meseca), trenutna gustina muzjaka u zemljiStu (Svakog meseca) |
vitalnost cista (broj neispiljenih L2 u cistama) (za mesece april, jun i oktobar). Broj
neispiljenih L2 u cistama u slucaju osetljive sorte desirée, gde dolazi do formiranja nove
generacije cista, odredivana je 1 za mesec avgust. Vitalnost cista odredivana je za slucajnih

50 cista po uzorku po proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.3.

3.4.1.2 Ogled 2

Sli¢an ogled eksperimentu opisanom u prethodnom poglavlju postavljen je i 2014.

godine. Na neobradivanom obodu baste jednog poljoprivrednog domacinstva udaljenog
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200 m vazdusnom linijom od parcele Lubenac na Ponikvama u zemljiSte provereno bez
KCN, ukopano je 16 plasti¢nih kofa zapremine 12 L, sa kojih je uklonjeno dno (Slika 7).

Za infestaciju zemljista u oglednim kofama za razliku od prethodnog ogleda
koriS¢ena je laboratorijska populacija dobijena od cista sa prirodno infestirane parcele
Lubenac. Ciste Kkoris¢ene kao inokulum u ovom ogledu odgajene su u vivarijumu
Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu u kofama od 12 L na sorti krompira désirée u
prethodnoj godini i iz istih izdvojene dve nedelje pre postavljanja ogleda. Vitalnost
laboratorijske populacije proverena je prethodno testom piljenja L2 u rastvoru vestackog
stimulatora piljenja Na-metavanadatu. Po oko 5000 cista, po ponavljanju, je u laboratoriji
prebrojano 1 pomeSano sa 100 g peska, i tako napravljeno 16 identi¢nih kesica od 100 g
peska sa 5000 cista za svako ponavljanje. Na oglednom lokalitetu 12 L zemljista koje je
iskopano za ukopavanje kofe bez dna do nivoa okolne zemlje ubacivano je u vece korito.
Zemljiste je izmrvljeno 1 u korito je dodat sadrzaj kesice sa cistama. Sve je zajedno meSano
u cilju homogenizacije cista i tako dobijena gustina populacije od oko 40 cista u 100 g
vlaznog zemljista. Infestirano zemljiSte je potom vra¢eno u oglednu kofu do vrha, koja je
nivelisana sa povr§inom okolnog prostora. Isti postupak je ponovljen sa 16 kofa.

Ogled je postavljen u dve varijante, sa osetljivom sortom désirée i sa odsustvom
domacina (samo zemljiste) u po osam ponavljanja. U varijanti sa krompirom prilikom
postavljanja ogleda na polovini dubine kofa posadene su tri dobro naklijale krtole
semenskog krompira sorte désirée frakcije 35 mm.

Uzorkovanje. U toku vegetacionog perioda, sa po¢etkom u 29 aprila, zaklju¢no sa 26
oktobrom 2014, svake druge nedelje iz kofa je uzorkovano zemljiste, uobicajenom
ubodnom sondom sa 7 uboda po 20-30 g zemljista po ubodu, ravnomerno po prostoru kofe.
Tako su formirani uzorci od oko 200 g zemljista po kofi za izdvajanje migratornih
stadijuma po procedurama opisanim u poglavlju OpSte tehnike. Na pocetku i kraju
vegetacije uzeto je dodatnih 200 g zemljista po kofi koje je koris¢eno za izdvajanje cista.

Prilikom svakog uzorkovanja vr§eno je merenje temperature zemljiSta na dubini od
15 cm. Relativna vlaznost zemljista odredivana je direktno iz prikupljenih uzoraka
zemljista iz oglednih kofa, kao procenat tezine isparene vode u odnosu na teZinu vazdusno

suvog zemljiSta. Praceni su slede¢i populacioni parametari: gustina cista u zemljistu (april i
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oktobar), gustina trenutno ispiljenih L2 u zemljistu (dvonedeljno), trenutna gustina muzjaka
u zemljistu (dvonedeljno) i vitalnost cista (broj neispiljenih L2 u cistama) (april i oktobar).
Broj Zenki i cista, osim na pocetku i kraju ogleda, nije kvantifikovan tokom vegetacije,
medutim, zabeleZzen je momenat njihovog pojavljivanja, pregledom materijala sa grubog
sita tokom izdvajanja migratornih stadijuma. Vitalnost cista odredivana je za slu¢ajnih 50

cista po uzorku po proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.3.

3.4.2 Globodera pallida, patotip Pa2/3 na lokalitetu Ogradenik

Ispitivanje populacione dinamike G. pallida na lokalitetu Ogradenik vrSeno je
identi¢nom metodologijom kao u ogledu 1 opisanom u poglavlju 3.4.1, s razlikom sto je

umesto krompira otporne sorte agria koris¢ena sorta innovator.

3.5 Ispitivanje interakcije KCN i odabranih vrsta biljaka

3.5.1 Invitro testovi provokacije piljenja larvi KCN

Prikupljanje test tecnosti sa korenskim eksudatima biljaka za potrebe ogleda sa
piljenjem L2 KCN vrSeno je na dva nacina, oba preporu¢ena od EPPO (Anon., 2013b), uz
modifikacije. U svim ogledima prikupljane su korenske lu¢evine 4-6 nedelja starih test

biljaka, koje su gajene u zemljistu, pesku ili Floragard supstratu.

Metoda 1: Test biljke gajene u saksijama zapremine 2 L u supstratu sa¢injenom od peska,
zemljista 1 visokohumusnog Floragard supstrata u jednakim odnosima. Saksije sa biljkama
postavljene su na staklene levke sa filter papirom i polako zalivane do popunjavanja
vodnog kapaciteta zemljista. Po otpocinjanju oticanja vode sa dna saksije biljke su polako
zalivane sa dodatnih 300 ml vode i ta kroz supstat procedena tecnost sakupljena.

Sakupljena tecnost je ponovo sipana u saksije joS dva puta. Posle treeg puta, ocedena
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teCnost je profiltrirana kroz filter papir, sipana u plasti¢ne boce od 250 ml i ¢uvana u

frizideru na 5 °C, do koris¢enja.

Metoda 2: Biljke gajene u saksijama zapremine 1 L u Floragard supstratu. Pod mlazom
vode koren biljaka osloboden od supstrata i potom koren biljaka, pojedina¢no, potopljeni u
plasticne ¢ase sa 250 ml vode iz Cesme i ostavljene do sledeCeg dana. Posle 20-24 sata
biljke izvadene iz vode i eksudat proceden kroz filter papir i ¢uvan u frizideru na 5 °C. Pre

kori$¢enja filtrati sa korenskim lu¢evinama dodatno filtrirani kroz bakterioloske filtere (28

i\_i'z‘sv‘f'-er.rvi
eSS

Slika 8. Prikupljanje test teCnosti za eksperimente sa piljenjem L2 KCN (A- gajenje biljaka, B-
prikupljanje test tecnosti po metodi 1, C- spiranje supstarata sa korena, D- potapanje korena u ¢ase
sa vodom po metodi 2, E- prvo grubo filtriranje, F- Sric i Spric-bakterijski filter za fino filtriranje.

Organizacija ogleda. Ogledi sa piljenjem L2 KCN sprovedeni su u plasti¢nim epruvetama
zapremine 5 ml u koje su stavljane najlonske kesice sa cistama koje su prelivane sa 2-3 ml
test tecnosti, tako da omoguce potpuno potapanje cista i konstantan dodir sa te¢noSc¢u.
Nedeljnom dinamikom, test te¢nost je uz prethodno vadenje kesica i intenzivno muckanje

sadrzaja, sipana u posudu za brojanje nematoda i ispiljeni L2 prebrojavani pod uvecanjem
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disekcionog mikroskopa od 25x. Posle svakog brojanja kesice vracane u epruvete i test
teCnost zamenjena svezom.

Pored ispitivanih vrsta/sorti biljaka, kao kontrolni tretmani koris¢eni su eksudati
osetljive sorte krompira désirée (Anon., 2013b), rastvor vestackog hemijskog stimulatora

piljenja Na-metavanadata u koncentraciji 0,6 mM (Clarke i Perry, 1977) i voda.

Test 1 - Sorte paradajza, plavog patlidzana 1 kadifice

Ispitivane biljke. U ovom ogledu ispitivan je uticaj korenskih eksudata gajenih biljaka,
kadifice, Tagetes patula sorte single gold i domaceg sortimenta osetljivih biljaka, sorti
paradajza, jabucar (NS seme) i ¢eri jasmin crveni (IP Smederevska Palanka), i sorte plavog
patlidzana domaci dugi (NS seme). Eksperiment je uraden sa po 8 ponavljanja sa svakom
od pomenutih test te¢nosti, a eksudati prikupljani po metodi 2, opisanoj prethodno.
Eksperiment je trajao 6 meseci, postavljen 14. 6. 2012. sa poslednjim ocitavanjem rezultata
piljenja 8. 12. 2012.

Inokulum. Za ogled koriS¢ene ciste G. rostochiensis i G. pallida gajene u kofama tokom
2011. KCN su razmnoZzavane u zemljiStu koje je bilo meSavina neinfesiranog zemljista i
prirodno infestiranog zemljista sa KCN, koje je Cinilo otprilike 1/5 ukupnog. Ciste su
ekstrahovane u prole¢e 2012. Po izdvajanju ostavljene u frizideru na 5 °C do 10 dana pred
pocetak ogleda. Koris¢eno 50 cista po ponavljanju.

Slucajnim izborom tokom punjenja kesica odvojeno stotinak cista i jedne i druge vrste
KCN za odredivanje pocetne vitalnosti inokuluma disekcijom 50 cista i prebrojavanjem

vitalnog sadrzaja (poglavlje 3.2.3.).

Test 2 - Physalis alkekengi i Solanum nigrum

Ispitivane biljke. Za ispitivanje uticaja korenskih eksudata na piljenje L2 KCN koris¢ena
je jedna populacija P. alkekengi i 8 populacija S. nigrum. Semena ispitivanih biljaka

sakupljena su tokom 2008. Zbog lose klijavosti, prvo naklijavana nedelju dana na vlaznom
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filter papiru i naklijala semena sadena u blokove za rasad, pa posle dve nedelje mlade biljke
pikirane u plasticne ¢ase zapremine 200 ml. Naklijala semena Physalis alkekengi i 4
populacije S. nigrum (Beograd-Tas, Ostruznica, Zemun i Fruska Gora) posejana su 15.
februara a ostale Cetiri populacije S. nigrum (Pancevo, Laboratorijska populacija, Crvena
Crkva i Luki¢evo) zbog losije klijavosti posle 10 dana, 25. februara 2013. Iz krtola
krompira osetljive sorte désirée isecano je po jedno okce sa 1 cm okolnog tkiva u Sirinu i u
dubinu krtole, isecci su dezinfikovani u 2% rastvoru natrijum hipohlorita i ostavljeni na
sobnoj temperaturi da se osuse i formira sloj kalusa. IseCci sa okcima posadeni u case
zapremine 200 ml 25. februara 2013. Ogled sa piljenjem L2 KCN postavljen je 10 aprila.
Prikupljanje eksudata vrSeno je od pet biljaka svake vrste/populacije metodom 2, i
prikupljeni eksudati po filtriranju sjedinjeni.

Inokulum. Za ogled koris¢ene ciste G. rostochiensis i G. pallida gajene dobijene su tokom
2012. ZemljiSte sa cistama kori§¢enim u kofama za umnozavanje inokuluma za ogled bilo
je prostorno odvojeno tako da su krajem vegetacije ekstrahovane i za ogled koriS¢ene samo
ciste dobijene tokom 2012. godine. Ciste ekstrahovane oktobra-novembra 2012. Po
izdvajanju ostavljene u frizideru na 5 °C do 10 dana pred pocetak ogleda.

Sluc¢ajnim izborom tokom punjenja kesica odvojeno stotinak cista i jedne i druge
vrste  KCN za odredivanje pocetne vitalnosti inokuluma disekcijom 50 cista i
prebrojavanjem vitalnog sadrzaja. Po deset slu¢ajno odabranih cista prebac¢eno u najlonske
kesice. Po jedna kesica prebafena u plasticnu epruvetu zapremine 5 ml. U epruvete
naliveno 3ml eksudata i epruvete dalje ¢uvane u mraku na sobnoj temperaturi (20-25 °C).

Ogled je izvrsen u 10 ponavljanja sa P. alkekengi i kontrolnim tretmanima sa
svakom od vrsta KCN. Sa G. rostochiensis i svim S. nigrum populacijama u 8 ponavljanja.
Sa G. pallida i eksudatima Ta$ i Ostruznica ogled izvrSen u 8 ponavljanja i svim ostalim S.
nigrum populacijama i G. pallida u po 4 ponavljanja, zbog manjka kvalitetnog inokuluma

cista G. pallida.
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Test 3 - krompir, otporna sorta crisps4all

Ispitivane biljke. Biljke krompira sorti désirée i crispsdall gajene su u zemljistu u

saksijama od 21 i test tecnosti 6 nedelja starih biljaka prikupljani po metodi 1.

Inokulum. Za ogled koris¢ene ciste G. rostochiensis i G. pallida dobijene su tokom 2013.
ZemljiSte sa cistama koriS¢enim u kofama za umnozavanje inokuluma za ogled bilo je
prostorno odvojeno tako da su krajem vegetacije ekstrahovane i za ogled koriS¢ene samo
ciste dobijene tokom 2013. godine. Ciste su iz zemljista izdvojene krajem aprila 2014. Po
izdvajanju ostavljene u frizideru na 5 °C do 10 dana pred pocetak ogleda. 1zdvojene ciste su
prosejane kroz sita od 550 um a potom kroz sita od 300 um i za ogled kori$¢ene samo one
pre¢nika izmedu navedenih vrednosti. Eksperiment je postavljen u 10 ponavljanja sa 10
cista po ponavljanju pocetkom juna 2014. Vitalnost cista obe vrste KCN utvrdena je
disekcijom 100 cista iz kesica koje su bile izloZene test te¢nosti sorte désiree po zavrSetku
ogleda, i za utvrdivanje pocetne vitalnosti populacija, vrednostima dobijene vitalnosti

disekcijom, dodata je prose¢na vrednost ukupno ispiljenih L2 tokom trajanja ogleda.

3.5.2 lIspitivanje uticaja Tagetes patula na populaciju G. rostochiensis u mikroplot

ogledu

Ogled je postavljen na parceli Lubenac na Ponikvama u prolec¢e 2011. godine, u
neposrednoj blizini eksperimentalnih blokova na kojima je ispitivan uticaj razli¢ite gustine
sadnje tokom 2010. Mikroplot ogled postavljen je u eksperimentalnim blokovima povrSine
1 m? (1 x 1 m) po slu¢ajnom planu u osam ponavljanja sa 9 biljaka Tagetes patula po bloku
i osam kontrolnih blokova bez biljaka. Biljke su nekoliko nedelja odgajene u saksijama
zapremine 0,5 L u stakleniku i potom presadene u zemljiste u polju. Uzorkovano je na
pocetku i kraju vegetacije. Uzorci zemljiSta uzimani su ubodnom sondom sa 80 uboda
(poduzoraka) po eksperimentalnom bloku pri ¢emu je prikupljeno oko 1,5 kg zemljista.

Ono je izmeSano i oko 200 g zemljista je odneseno u laboratoriju radi dalje analize. Ciste su
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izdvajane uobicajnim metodama opisanim prethodno. Vitalnost cista vrSena je iz 50

slu¢ajno odabranih cista po svakom bloku.

3.5.3 Biotestovi ispitivanja otpornosti nekih biljaka prema KCN

Uz postavljanje ogleda za ispitivanje potencijala biljaka da izazovu piljenje L2
KCN, sa istim biljkama i inokulumom, paralelno su postavljani ogledi za ispitivanje
njihove otpornosti odnosno da se ispita status istih kao domac¢ina KCN. Za osetljivi domaci
sortiment paradajza i plavog patlidzana, za koje je poznato da su osetljive na KCN, nisu
radeni ogledi ispitivanja otpornosti a sa Tagetes patula ispitivanje otpornosti i uticaja na G.

rostochiensis ispitano je u mikroplot ogledu u polju opisanom u prethodnom poglavlju.

3.5.3.1 Ispitivanje statusa Solanum nigrum i Physalis alkekengi kao domac¢ina KCN u

laboratorijskim uslovima

Biljke su odgajene u plasti¢énim ¢asama zapremine 200 ml kao $to je opisano u
poglavlju 3.5.1. Po jedna kesica sa 10 slu¢ajno odabranih cista stavljeno u svaku ¢aSu na 3-
4 cm dubine. Inokulisano po deset biljaka Physalis alkekengi. i deset biljaka krompira sorte
désiree sa svakom vrstom KCN. (10 april) Svih osam populacija S. nigrum inokulisane su
sa G. rostochiensis u 10 ponavljanja dok su sa G. pallida inokulisane samo dve populacije
Tas 1 Ostruznica.

Biljke su gajene dalje u fitotronu u uslovima dugog dana od 12 h, 65% relativnoj

vlaznosti vazduha i temperaturi od 26 °C.
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3.5.3.2 Ispitivanje otpornosti sorte krompira crisps4all u laboratorijskim uslovima

Prvi ogled ispitivanja otpornosti sorte krompira crispsd4all prema KCN bio je
uklju¢en u oglede odredivanja patotipova populacija KCN (poglavlje 3.3.2). Da bi se
proverila virulentnost populacije G. pallida prema sorti krompira crispsdall, koja se u
prvom ogledu pokazala visoko otpornom prema obe populacije obe vrste KCN prisutnih u
Srbiji (Gruji¢ et al., 2014), ispitivanje otpornosti sorte crispsdall prema G. pallida
ponovljeno je jo$ jednom u nezavisnom eksperimentu u prolece 2015. godine.

Ogled je sproveden u zatvorenim kontejnerima, kao $to je opisano u poglavlju 3.3.2.
Odredivanje patotipova KCN. Kao inokulum koris¢ene su ciste G. pallida koje su
koris¢ene kao inokulum 2014. godine i za in vitro testovie piljenja L2 pri ispitivanju test
te¢nosti sorte crisps4all. Inokulum je ¢inilo 50 cista i ogled je sproveden u 7 ponavljanja sa
sortom crisps4all i sortom désirée kao pozitivnom kontrolom.

Po zavrSrtku ogleda dobijena nova generacija cista u ponavljanjima sa sortom
crispsdall je disekovana i utvrdivan je broj L2 u njima kao $to je opisano u poglavlju 3.2.3.
Pored izraCunavanja Pf/Pi vrednosti i relativne osetljivosti na osnovu broja cista, da bi se
dobile preciznije vrednosti promene vitalnosti populacije, Pf/Pi i RO vrednosti su
izraCunavane i na osnovu ukupog broja L2 u inokulumu i novonastaloj generaciji (Anon.,
2006).

3.6 Praéenje viSegodiSnje dinamike populacije metodom transekta u

kontrolnim punktovima

Pracenje visegodiSnje populacione dinamike vrSeno je na parcelama Lubenac na
Ponikvama infestiranoj sa G. rostochiensis i parceli KP. 6 na planini Javor infestiranoj sa
G. pallida. Ove parcele, od detekcije KCN 2005. godine, bile su ukljuéene u program
monitoringa finansiranog od Uprave za zaStitu bilja Ministarstva poljoprivrede 1 zaStite

zivotne sredine Republike Srbije.
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Pravolinijski transekti su postavljeni na prethodno identifikovanim najzarazenijim
delovima. Da bi se obezbedilo uzorkovanje sa priblizno istih mesta tokom vise godina,
obelezen je pravolinijski transekt duzine 50 m oznacen sa tri GPS tacke i plasti¢nim cevima
ubodenim u zemljiSte izmedu kojih je razvlacen konopac pri svakom uzorkovanju. Tacke
uzorkovanja rasporedene su uz transekt na rastojanju od 1 m. Sa svakih 5 m transekta
prikupljan je poduzorak od oko 100 g zemljiSta sadinjen od pet uboda sondom na svaki m
iz 5-20 cm zemljiSnog profila. Kod tako prikupljenih 10 poduzoraka pojedinacno je
odredena brojnost cista. Vitalnost cista utvrdivana je iz zdruzenog uzorka za svaku godinu
uzorkovanja, od 50 slu¢ajno odabranih cista metodom opisanoj u poglavlju 3.2.3. Na
parceli Lubenac uzorkovano je od 2008. do 2014. godine a na parceli KP6 od 2006. do
2014.

Plodosmena na ispitivanim parcelama za period 2000-2015. data je u tabeli 1. Linija
transekta je na parceli Lubenac tokom 2009. godine delimi¢no presecala ogled u kojem je
otporna sorta krompira agria gajena na rastojanju od 1 m, a tokom 2010. ogled ispitivanja
uticaja gustine sadnje otpornog krompira koji je opisan u poglavlju 3.7. Treba napomenuti i
da po konstatovanju prisustva G. pallida na parceli KP6 na lokalitetu Ogradenik
fitosanitarnim odlukama se parcela stavlja u karantinski rezim tako da nije bilo vadenja

krompira osetljive sorte kennebek u jesen 2005. godine.

3.7 Mikroplot ogled optimizacije sklopa otpornog krompira sorte agria kao

biljaka klopki za suzbijanje G. rostochiensis, patotip Rol

Ogled za ispitivanje optimalne gustine sadnje biljaka klopki sproveden je u sezoni
2010. godine na parceli Lubenac na Ponikvama. Ogled je sproveden na delu parcele na
kome je prethodno identifikovana najveca gustina populacije (oko 2 ciste/g zemljista).
Mikroplot ogled je sproveden u eksperimentalnim parcelicama od 1 m” (1 x 1 m) sa po 6
ponavljanja u svakom tretmanu. Sprovedeno je tri tretmana sa rastojanjem izmedu biljaka
od 1 m (4 biljke/l m?), 0,5 m (9 biljaka/1 m?) i 0,25 m (25 biljaka /1 m?), pocevii sa

sadnjom krtola krompira od uglova kvadrata. Odabrane gustine sadnje predstavljaju manje,
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jednake odnosno vece gustine sadnje od one u komercijalnim usevima krompira (oko 9
biljaka/1 m? sa sadnjom biljaka 0,23 m u redu i 0,92 m izmedu redova)

Uzorci su prikupljani 24. maja i 21. oktobra 2010. tako $to je iz svake parcelice
prikupljan uzorak od 1,5-2 kg zemljista koga je ¢inilo 80 uboda sondom iz 5-15 cm dubine
zemlji$nog profila. Zbirni uzorak je izmesan i za svaku parcelicu poduzorak od oko 200 g
zemljista odnesen u laboratoriju na dalju analizu. Vitalnost cista ispitivana je za po 50
sluajno odabranih cista po svakoj parcelici metodom opisanoj u poglavlju 3.2.3.

Mehanic¢ko uklanjanje samoniklih biljaka krompira sa korenom vrseno je u

regularnim intervalima tokom sezone.

3.8 Poljski ogled suzbijanja Globodera rostochiensis, patotip Rol

Ogledna parcela Ispod Siminog spomenika veli¢ine 1.5 ha, koja je deo vece
katastarske parcele, prirodno je infestirana sa KCN. Istorija polja na ovoj parceli
ukljucivala je osetljivi krompir sorte désirée 2001. godine a zatim bila zaparloZzena tokom
naredne dve godine. Potom je gajena tritikale i 2005. godine opet osetljiva sorta krompira
désiree (Tabela 1). KCN su detektovane u polju u jesen 2005., proizvodnja je fitosanitarnim
odlukama zabranjena i parcela je zaparlozena do 2010. godine.

Ogledna parcela je podeljena u tri potparcele, 25 m Siroke i 200 m duge oznacene u
daljem tekstu kao S1, S2 i S3. Uzorkovalo se ubodom sondom pre¢nika 25 mm iz dubine
zemljisnog profila od 5 do 20 cm. U 2006. godini prikupljen je jedan uzorak od oko 1.5 kg
zemljista sa¢injen od oko 100 uboda sondom, iduci u cik-cak prohodu preko cele parcele. U
i posle 2010. godine uzorkovano je sakupljanjem po 8 uzoraka sa svake od navedenih
potparcela. Svaka potparcela podeljena je na 4 pravougaonika (25 x 50 m) i jedan uzorak je
prikupljen ubadanjem sonde svakih 30-40 cm iduci od temena pravougaonika ka polovini
normalne stranice a drugi od polovine stranice ka naspramnom temenu. Tako je prikupljeno
osam uzoraka iz svakog dela parcele. Potparcele i putanje uzorkovanja su obelezene GPS a
temena pravougaonika i Stapovima ubodenim u zemljiSte. Svaki uzorak je sacinjavalo oko
80 uboda sondom pri ¢emu je prikupljeno oko 1.5-2 kg zemlje. Svaki uzorak je zatim dobro

usitnjen 1 izmeSan u kofi 1 150-200 g zemljiSta je odneseno u laboratoriju za dalje analize.
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Uzorci zemljiSta su suseni na sobnoj temperaturi i ciste izdvajane metodama prikazanim u
poglavlju 3.2.3 Uzorkovano je pre sadnje i posle vadenja krtola krompira.

Na delu parcele S2 otporna sorta krompira agria je konvencionalno gajena 2010.
godine. Krompir je posaden prili¢no kasno, 9. juna 2010. zbog ucestalih i obilnih padavina
u prethodnom periodu. Krompir je povaden 6. novembra 2010.godine. U sezoni 2011.
agria je gajena tako $to je 1 t krtola bez trziSne vrednosti (krtole oStecene prilikom vadenja
ili manje od 28 mm u precniku), razbacana po povrSini prethodno uzoranog zemljista i
plitko zaorana. U 2011. godini, nije bilo zetve krompira u cilju produZenja perioda piljenja
KCN, usled prisustva samoniklih krompira sorte agria.

Na delu parcele S1 krompir je posaden 22. maja 2011. i povaden krajem oktobra
2011. godine. Potparcela S3 je ostala u stanju parloga do 2014. godine.

3.9 Statisticka analiza

Eksperimentalni podaci obradivani su statisticki metodom Analize varijanse
(ANOVA).

U in vitro testovima provokacije piljenja larvi KCN, efekat razli¢itih test te¢nosti na
na piljenje L2 KCN testirane su jednofaktorskom ANOVA kojom su poredene vrednosti
ukupno ispiljenih L2 u razli¢itim test te¢nostima na nivou znac¢ajnosti 0=0,99.

U mikroplot ogledu ispitivanja uticaja kadifice, efekat Tagetes patula poreden je sa
efektom parloga na KCN pomoc¢u jednofaktorske ANOVA koja je primenjena na Pf/Pi
vrednosti L2/g zemljista.

U mikroplot ogledu optimizacije sklopa otpornog krompira sorte agria kao biljaka
klopki za suzbijanje G. rostochiensis, patotip Rol, efekat gustine sadnje biljaka krompira
sorte agria testiran je jednofaktorskom ANOVA koja je primenjena na Pf/Pi vrednosti
cista/g zemljista, L2/cisti i L2/g zemljista. ANOVA je koris¢ena i za poredenje Pi i Pf
vrednosti (apsolutnih i relativnih) svake od kategorija vitalnosti izrazenih kao broj cista i
broj L2 po kategoriji vitalnosti.

U poljskom ogledu suzbijanja G. rostochiensis, patotip Rol otpornom sortom agria

jednofaktorska ANOVA primenjena je na Pf/Pi vrednosti L2/g zemljista da bi se ispitali
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efekti razli¢itih rezima gajenja krompira otporne sorte agria i ugarenja. Poredeni su efekti
konvencionalnog gajenja sorte agria tokom jedne godine u razli¢itim godinama na S2
(2010.) i S1 (2011.); dve godine na S2 (konvencionalno i nekonvencionalno gajenje sorte
agria) sa dve godine na S1 (konvencionalno gajenje sorte agria i ugar u narednoj godini) i
dve godine ugara na S3; razli¢iti rezimi suzbijanja KCN na S1, S2 i S3 su poredeni i za sve

godine pracenja (Pf2014/Pi).
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4 REZULTATI

4.1 Odredivanje vrsta i patotipova KCN

4.1.1 Odredivanje vrsta

Molekularna identifikacija potvdila je predasnju morfolosku identifikaciju, baziranu
na morfometriji vulvalno-analnog regiona cista, populacije sa parcele Ispod Siminog
spomenika sa lokaliteta Ponikve. Multipleks PCR testom sa specijski specificnim
prajmerima utvrdeno je da su sve ispitivane ciste ove populacije ciste G. rostochiensis koju
karakteriSe fragment DNK duzine 434bp (Slika 9).

1 2 3 4 5. 6.7 82901001 124844

Slika 9. Agarozni gel sa amplifikovanim fragmentima DNK karakteristicne duzine od 265 baznih
parova (bp) za Globodera pallida i 434 bp za G. rostochiensis po Bulman i Marshal (1997) (1-10:
uzorci sa parcele Ispod Siminog spomenika; 11- 100-1000bp DNK marker; 12- negativna kontrola
bez DNK; 13: pozitivna kontrola G. pallida i 14- pozitivna kontrola G. rostochiensis).
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4.1.2 Odredivanje patotipa ispitivanih KCN

Globodera rostochiensis

Reproduktivni indeks Zzute KCN na ispitivanim sortama krompira prikazan je na
slici 10. U dva nezavisna ogleda populacija G. rostochiensis uvecala se na osetljivoj sorti
krompira désirée u proseku za oko devet puta. Uvecanje broja cista na obe rezistentne sorte
krompira, agria i crispsdall bilo je neznatno, i u svim ponavljanjima sa Pf/Pi odnosom
ispod jedan, sa maksimalnim brojem novoformiranih cista od 11 u samo jednom

ponavljanju sa sortom agria i maksimumom od tri ciste u nekoliko ponavljanja sa sortom

crisps4all.
Globodera rostochiensis
14,00
12,00
10,00
= 800
P
& 6,00
4,00
2,00
0,09 0,02
0,00 T T T 1
Desiree(l) Desiree(ll) Agria(ll) Crisps4all(l)
Sorte krompira

Slika 10. Reproduktivni indeks (Pf/Pi), odnos krajnje i pocetne brojnosti populacije Globodera

rostochiensis u dva ogleda I i Il na ispitivanim sortama krompira.

Indeks relativne osetljivosti ispitivanog sortimenta krompira prema populaciji zute
KCN sa Ponikava pokazao je slicne rezultate (Slika 11) Dobijeni indeksi relativne
osetljivosti iznosili su 0,93% za sortu agria i 0,15% za sortu crisps4all, tj. obe sorte
krompira imaju najvisi stepen otpornosti izrazen kroz skor 9. Sorta crisps4all je vrlo visoko

otporna na prvi patotip Rol (skor 9) i visoko do vrlo visoko na patotip Ro2/3 (skor 8) a
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sorta agria, vrlo visoko otporna samo na patotip Rol. Nijedna od sorti krompira ne
poseduje otpornost prema patotipu Ro5 (Tabela 2). Na osnovu dobijenih indeksa relativne
osetljivosti na diferencijalnim sortama pokazano je da se populacija G. rostochiensis po

virulentosti moze svrstati u prvi patotip ove vrste.

Globodera rostochiensis
120,00
§ 100,00 -
7
‘g 80,00 -
=
& 60,00 -
o
©
S 40,00 -
)
)
& 20,00 -
0,93 0,15
0,00 I T T 1
Desiree Agria Crisps4all
Sorte krompira

Slika 11. Relativna osetljivost (Pfispitivane sorte/Pfaesiree X100%) ispitivanih diferencijalnih sorti

krompira u odnosu na sortu desirée prema ispitivanoj populaciji Globodera rostochiensis.

Globodera pallida

Reproduktivni indeks srpske populacije bele KCN na ispitivanim sortama krompira
prikazan je na slici 12. Populacija G. pallida uvecala se na osetljivoj sorti désirée u proseku
za oko sedam puta. Uvecéanje broja cista na parcijalno rezistentnim sortama krompira se
razlikovalo. Najveée uvecanje broja cista od skoro dva puta je registrovano na sorti
krompira sante. Sorta crisps4all bila je znatno losiji domacin nasoj populaciji bele KCN sa
neznatim formiranjem cista, i prose¢nim Pf/Pi odnosom od 0,30. Sorta krompira innovator

pokazala se najotpornijom prema G. pallida sa dobijenim Pf/Pi odnosom od 0,10.
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Globodera pallida
8,00
7,00 1
6,00
_ 5,00
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0,00 T T T — )
Desiree Sante Innovator Crisps4all
Sorte krompira

Slika 12. Reproduktivni indeks (Pf/Pi), odnos krajnje i pocetne brojnosti populacije Globodera
pallida sa lokaliteta Ogradenik na ispitivanim sortama krompira

Sli¢ni rezultati u pogledu virulentnosti nase populacije bele KCN prema ispitivanim
sortama krompira dobijeni su i poredenjem indeksa relativne osetljivosti diferencijalnog
sortimenta (Slikal3). Najvecu virulentnost KCN su ispoljile na sorti sante dostizu¢i oko
25% (skor 4) uvecanja broja cista od onog kakvo je na potpuno osetljivoj sorti désirée.
Relativna osetljivost crisps4all prema populaciji bele KCN bila je 4,4% (skor 7) a sorte

innovator najmanja, malo ispod 3% (skor 8).

Globodera pallida

120,00
s 100,00
< 100,00
)
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Sorte krompira

Slika 13. Relativna osetljivost (Pfispitivane sorte/Pfaesiee X100%) odabranih diferencijalnih sorti
krompira u odnosu na sortu désirée prema ispitivanoj populaciji Globodera pallida sa lokaliteta
Ogradenik.

74



4.2 PoboljSana metoda procene vitalnosti cista disekcijom

Individualnim disekovanjem cista omoguceno je da se za svaku cistu utvrdi brojc¢ana
vrednost nevitalnog sadrzaja, vitalnog sadrzaja i ukupan broj vitalnih i nevitalnih jaja/L2
kao zbir prethodne dve vrednosti. Odredivanjem apsolutne brojcane vrednosti ukupnog
sadrzaja omoguceno je odredivanje relativne zastupljenosti vitalnog sadrzaja svake ciste, t;.
njena procentualna vitalnost. To je dalje omogucilo da svaka cista, radi lakSe interpretacije
rezultata istrazivanja, bude klasifikovana u jednu od 6 arbitrarnih kategorija (kategorija I -
nevitalne ciste sa 0% vitalnog sadrzaja, II- vrlo slabo vitalne ciste sa 0-10% vitalnog
sadrzaja, I1I- slabo vitalne ciste sa 10-35% vitalnog sadrzaja, IV- srednje vitalne ciste sa 35-
70% vitalnog sadrzaja, V- visoko vitalne ciste sa 70-95% vitalnog sadrzaja i VI — vrlo

visoko vitalne ciste sa 95-100% vitalnog sadrzaja).

Tabela 3. Automatski generisani sumarni podaci vitalnosti 50 individualno disekovanih cista u
uzorcima pre (Pi) i posle vegetacije (Pf) u istom 1 m® bloku u ogledu ispitivanja optimalne gustine
sadnje sorte agria

0,25m 3 Pi 0,25m 3 Pf
. Relativna . Vitalnih Cista po V'ta.lmh . Vitalnih Cista po V'ta.lmh
Kategorija ital Cista po larvi K larvi po Cista po arvi K larvi po
vitalnosti vita no§t kategoriji anvi po. ategoriji kategoriji kategoriji anvi po. ategoriji kategoriji
0, 0,
kategorije kategoriji (%) kategoriji (%)
(%) (%)
I 0% 19 0 38,00% 0.00% 27 0 54,00% 0.00%
It 0-10% 1 8 2,00% 0.28% 15 175 30,00% 11.57%
1 10 - 35% 9 300 18,00% 10.48% 2 88 4,00% 5.82%
1% 35 - 70% 8 731 16,00% 25.53% 2 147 4,00% 9.72%
Vv 70 - 95% 13 1824 26,00% 63.71% 3 619 6,00% 40.94%
VI 95 - 100% 0 0 0,00% 0.00% 1 483 2,00% 31.94%
Ukupno 50 2863 100% 100% 50 1512 100% 100%

Sumirani podaci za 50 cista koliko je u svim eksperimentima disekovano po uzorku,

dati su kao primer za dva uzorka (Pi i Pf vrednosti za isto ponavljanje) iz ogleda sa
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optimizacijom gustine sadnje (poglavlje 3.6.) u tabelama 3 i 4. Prikazani podaci daju uvid u
ne samo Pi i Pf vrednosti vitalnog sadrzaja cista ve¢ i apsolutne i relativne vrednosti:
zastupljenost cista po kategorijama, zastupljenost vitalnog i nevitalnog sadrzaja svake od
kategorija i njihovo smanjenje ili porast u okviru kategorije vitalnosti tokom vremena, §to
daje uvid u masovnost piljenja iz cista razli¢itih kategorija.

U tabeli 4 su prikazane prosecne vrednosti vitalnog i nevitalnog sadrzaja 50
disekovanih cista izrazenih u apsolutnim vrednostima 1 procentualno. Ukoliko uporedimo
prosecne apsolutne i relativne Pi i Pf vrednosti, tj. promenu gustine vitalnog dela populacije
tokom sezone, vide¢emo da se vitalnost populacije izrazena procentualno smanjila vise od
tri puta, dok je smanjenje vitalnosti populacije izrazeno apsolutnim brojem vitalnih larvi po
cisti smanjena za manje od pola. Razlog za to lezi u velikim razlikama u ukupnom broju

jaja/L2 (vitalnih i nevitalnih) u uzorkcima sa pocetka i kraja ogleda.

Tabela 4. Automatski generisani sumarni podaci vitalnosti, izbrojanih i modifikovanih vrednosti
50 individualno disekovanih cista u jednom uzorku pre (Pi) i posle vegetacije (Pf) u istom
ponavljanju u ogledu ispitivanja optimalne gustine sadnje krompira sorte agria (isti uzorci kao u
tabeli 3)

Ukupan Neispiljene Ispiljene Nevitalan Vitalan Relativna
sadrzaj vitalne larve vitalne larve sadrzaj sadrzaj vitalnost
Modifikovana 200 60, 4 11,1 87,7 715 34,62%
vrednost
0,25m 3
Pi . .
Prave |zpr01ane 160,19 48,34 8,92 70,20 57,26 34,62%
vrednosti
Mogifikfva"a 200 21,6 24 178,4 24,0 10,82%
0.25m 3 vrednos
Pf . .
Prave |zt?r01ane 251,48 27,18 3,06 224,30 30,24 10,82%
vrednosti

Na primeru iz tabele 4 se moze objasniti postupak korigovanja populacionih
parametra vitalnosti. Korekcioni faktor je izracunat kao kolicnik broja 200 i izbrojanog
ukupnog broja jaja po prosecnoj cisti u uzorku. Zatim su izbrojane vrednostii punih i
praznih jaja pomnozene korekcionim faktorom i tako dobijene korigovane vrednosti

prikazane u tabeli. U datom primeru korigovane Pi i Pf vrednosti iznose 71,5 i 24,0. Pad
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populacije dobijen korigovanim vrednostima je skoro tri puta, §to je u saglasju sa padom

brojnosti populacije izra¢unatim na osnovu relativnih vrednosti prose¢ne vitalnosti cista.

Tabela 5. Radne i korigovane prosecne vrednosti vitalnog sadrzaja u uzorku za Pi i Pf, i Pf/Pi i
njihova razlika u mikroplot ogledu sa ispitivanjem gustina sadnje biljaka krompira otporne sorte
agria gajenih na distanci od 0,5 i 0,25 m.

_ _ Korigovane vrednosti na Razlika izmedu
Radne brojane vrednosti ukupno 200 jaja/cisti brojanih i
korigovanih Pf/Pi
L2/ cisti L2/ cisti
Ponavljanja vrednosti
Pi Pf Pf/Pi Pi Pf Pf/Pi
0,5m/ 1 100,50 36,10 0,36 81,00 27,30 0,34 0,02
0,5m/2 108,20 21,00 0,19 72,80 15,10 0,21 -0,01
0,5m/3 72,50 27,80 0,38 66,60 27,50 0,41 -0,03
0,5m/ 4 30,60 6,40 0,21 30,50 14,10 0,46 -0,25
0,5m/5 45,70 8,70 0,19 37,70 7,40 0,20 -0,01
0,5m/6 48,90 17,50 0,36 51,20 14,50 0,28 0,07
X 67,73 19,58 0,28 56,63 17,65 0,32 -0,03
S 31,47 11,30 0,09 20,13 8,05 0,11 -0,01
CV (n=6) 46,46 57,71 32,14 35,54 45,73 34,37
0,25m/1 24,20 13,40 0,55 30,20 10,70 0,35 0,20
0,25m/ 2 38,90 20,20 0,52 39,80 16,10 0,40 0,11
0,25m/ 3 57,30 30,20 0,53 71,50 24,00 0,34 0,19
0,25m/ 4 58,20 6,00 0,10 67,60 5,40 0,08 0,02
0,25m/5 79,40 16,70 0,21 74,10 14,80 0,20 0,01
0,25m/ 6 58,30 18,80 0,32 53,00 21,30 0,40 -0,08
X 52,72 17,55 0,37 56,03 15,38 0,30 0,08
S 18,96 8,00 0,19 18,11 6,81 0,13 0,06
CV (n=6) 35,96 45,58 51,35 32,32 44,27 43,33
CV (n=12) 43,15% 50,61% 45,81% 32,41% 43,63% 37,31% 8,7%

U tabeli 5 su prezentovane radne i korigovane prosecne vrednosti vitalnog sadrzaja
po cisti za Pi 1 Pf, i smanjenje populacije izrazeno kroz odnos Pf/Pi iz mikroplot
eksperimenta sa razli¢itim gustinama sadnje krompira sorte agria. U tabeli 5 su izdvojeni
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samo rezultati koji se tiCu dve gustine sadnje biljaka zbog lakSe interpretacije i isticanja
nekih nelogi¢nosti u rezultatima koji se ovim putem mogu objasniti i otkloniti. Naime, iz
tabele 5 se moZe videti da je pad populacije sa gus¢im sklopom biljaka (0,25 m rastojanje
izmedu biljaka) od 63% manji od onog gde su biljke krompira gajene na rastojanju od 0,5
m koji iznosi 78%. Posle transformacije podataka, na nacin objasnjen prethodno i
raCunanjem pada populacije korigovanim podacima, dobijaju se logi¢nije vrednosti. Pad
gustine populacije KCN u gus¢em sklopu sada iznosi 70% za razliku od 68% sa biljkama
gajenim na rastojanju od 0,5 m. Razlika u Pf/Pi koli¢niku izmedu radnih i korigovanih
podataka prelazila je 19% u ¢ak tri od 12 ponavljanja sa maksimalnom razlikom od 25%.
Nije bilo statisticki znacajne razlike kada je ANOVA primenjena na radne i
korigovane vrednosti Pi, Pf i Pf/Pi, medutim, Kkoeficijent varijacije je smanjen kod

korigovanih podataka, u proseku za oko 9%.

4.3 Populaciona dinamika KCN u uslovima zapadne Srbije

U potpoglavljima koja slede prikazani su rezultati posmatranja populacione dinamike
KCN u priblizno poljskim uslovima metodoloSki opisane u poglavlju 3.4. Predstavljena je
populaciona dinamika KCN u tri ogledno simulirane, realne situacije u proizvodnim
uslovima, relevantne za njihovo odrzavanje i suzbijanje. Prvi je prisustvo osetljivog
domacina (krompir sorte désiree); drugi odsustvo biljaka domacina tj. simulacija parloga i
tre¢i prisustvo otpornih biljaka krompira koje deluju kao biljke klopke (sorta agria za G.

rostochiensis i sorta innovator za G. pallida).

4.3.1 Globodera rostochiensis, patotip Rol na lokalitetu Ponikve

Na lokalitetu Ponikve u dva sli¢éna ogleda (poglavlje3.4.1), utvrdene su promene
populacionih parametara zute KCN pracene u regularnim intervalima tokom tri godine

posmatranja.
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4.3.1.1 Ogled 1

Na slici 14 uporedene su srednje meseCne temperature vazduha na lokalitetu
Ponikve tokom 2009. i 2010. godine i merene temperature zemljista na dubini od 15 cm
prilikom svakog mese¢nog uzorkovanja. Na slici 15 prikazane su ukupne mese¢ne padavine

i merena vlaznost zemljista na istom lokalitetu.
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Slika 14. Srednje mesecne temperature vazduha (meteoroloSka stanica RC Uzice) i merene
temperature zemljista na dubini od 15 cm na lokalitetu Ponikve.
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Slika 15. Ukupne meseéne padavine i merena vlaznost zemljiSta u oglednim simulacijama na
lokalitetu Ponikve.

Sezonska dinamika promene gustine cista u zemljiStu na ispitivanom lokalitetu
prikazana je na slici 16. Kao S$to je bilo i o¢ekivano na biljkama krompira osetljive sorte
désirée doslo je do upadljivog uvecavanja populacije cista po¢evsi sa prvim registrovanim
uvecanjem u avgustu 2009. od oko 4,5 puta. Od avgusta do oktobra 2009. broj cista se
uveéao oko 2 puta. U 2010. godini prvo povecanje broja cista registrovano je ve¢ u junu
mesecu od oko 20% i narednim uveéanjem od 130% u oktobru u odnosu na
avgust/septembar. Ukupno poveéanje populacije tokom dve sezone bilo je oko 12 puta, oko
8 puta tokom 2009. i oko 1,5 puta tokom 2010. u odnosu na pocetak vegetacije.

U oglednim simulacijama ugara i samoniklih otpornih biljaka krompira nije bilo
promene brojnosti cista. Koeficijent varijacije izmedu termina uzorkovanja zabeleZen u
pomenutim varijantama, uslovljen greskama u izdvajanju usled neravnomernog prostornog
rasporeda cista u zemljiStu iznosio je oko 20% (22,1 u simulaciji ugara i 18,0 sa sortom

krompira agria).
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Slika 16. Sezonska dinamika promene gustine cista Globodera rostochiensis po g zemljista u
oglednim varijantama simulacije ugara i prisustva biljaka krompira otporne sorte agria i osetljive

sorte désirée.
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Slika 17. Sezonska dinamika javljanja muZjaka Globodera rostochiensis izrazena brojem individua
po g zemljista u oglednim varijantama sa biljkama krompira otporne sorte agria i osetljive sorte

désirée.
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Na biljkama krompira sorte désirée prvi muzjaci se javljaju 3. jula 2009. Aprilske
temperature vazduha od 9,3 °C (Slika 14) omogudile su rano piljenje i formiranje muzjaka
ve¢ 7. juna 2010. godine. U oglednoj simulaciji prisustva biljaka krompira sorte agria
muZjaci su registrovani tek 3. septembra 2009. i 13. jula 2010 (Slika 17). Rana pojava
muzjaka na sorti krompira désirée u junu 2010. propracena je i malobrojnim uve¢anjem
broja cista (Slika 16).

Gustina neispiljenih vitalnih L2 iz cista G. rostochiensis se na osetljivoj sorti désirée
u prvoj godini uvec¢ava oko 7 puta sa ve¢ visoke inicijalne gustine populacije od 90 L2/g
zemljiSta na Cak 654 L2/g koja predstavlja i populacioni ekvilibrijum jer se u narednoj
godini i pored formiranja novih cista (slika 16) populacija odrzava ispod tog nivoa (Tabela
6) Sto uslovljava ukupno uvecanje populacije od nesto ispod 5 puta vece od inicijalne (Slika
18). Sa druge strane, smanjenje gustine populacije je evidentno u druge dve ogledne
simulacije. Otporna sorta krompira agria smanjuje gustinu populacije oko oc¢ekivanih 80%

u obe godine, sa kumulativnim smanjenjem od 97%, na 4 L2/g zemljista.

Tabela 6. Vitalan sardzaj cista Globodera rostochiensis izrazen preko neispiljenih L2/g zemljista i
Pf/Pi vrednosti izmedu intervala uzorkovanja tokom 2009. i 2010. godine u oglednim simulacijama
prisustva biljaka krompira osetljive sorte désirée, otporne sorte agria i simulaciji ugara.

Ogledne simulacije

Désirée Agria Ugar

Apr. ‘09 90 121 105

Maj 00. 0,61

Jun '09. 54 0,36 0,45

Jul '09. 6,84 7,28 0,20 0,36
Avg. '09. 373 43 47

Sep. '09. 1,75 0,35 0,95

Okt. '09. 654 15 45

Apr. '10. 583 24 38

Maj '10. 0,97

Jun '10. 563 0,37 0,88

Jul '10. 1,03 0,74 0,16 0,70
Avg. '10. 580 9 39

Sep. '10. 0,74 0,43 0,79

Okt. '10. 429 4 31
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U oglednoj varijanti bez biljaka krompira, kao simulaciji ugarenja u Sirem smislu, gustina
populacije se smanjuje za neocekivanih 64% u 2009., vise nego duplo manje u narednoj

godini i kumulativnim smanjenjem od 70% ostavljajuéi gustinu populacije iznad 30 L2/g

zemljista.
10,00 —7%28
4,78
?D 1,00 T T - T T T T T T - T
S~
g 0,74 0,70
g 0,36 0,30
* 0,10 0,20 0,16
0,03
0,01
| god. | Il god. |Dvegod.| | god. | Il god. |Dvegod.| | god. | Il god. |Dvegod.|
Desiree Agria Simulacija ugara
Ogledne simulacije

Slika 18. Stopa reprodukcije (Pf/Pi odnosi) Globodera rostochiensis izrazena preko neispiljenih
larvi (L2) po g zemljista ispitivane populacije, tokom prve, druge i za obe godine istrazivanja u
oglednim simulacijama prisustva biljaka krompira osetljive sorte désirée, otporne sorte agria i
simulaciji ugara.

Dinamika Globodera rostochiensis u prisustvu osetljive sorte krompira désirée.
Dinamika piljenja invazionih L2 G. rostochiensis i promena gustina cista u zemljiStu sa
prisustvom biljaka krompira sorte désirée prikazane su na slici 19. Piljenje L2 je bilo
znacajno ve¢ aprila 2009. pri temperaturi zemljista od 10,2 °C (Slika 14) sa detektovanih
21 L2/100 zemljista i nastavljeno je smanjenim intenzitetom do juna meseca 20009.
Naintenzivnije piljenje izazvano obilnim junskim padavinama bilo je u julu mesecu sa
izdvojenih 41 L2/100 g zemljista. Piljenje L2 je nastavljeno sa znac¢ajnim padom u avgustu
i novim vrhuncem u septembru mesecu na nivou apirsko/majsko/junskih vrednosti.

Invazione larve detektovane su u zemljistu i u oktobru.
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Slika 19. Populaciona dinamika Globodera rostochiensis u oglednoj simulaciji prisustva krompira
osetljive sorte désirée, izraZena preko relativne vitalnosti proseéne ciste u uzorku, neispiljenih larvi
(L2) u cistama/g zemljista, ispiljenih L2 u momentu uzorkovanja u 100 g zemljista i brojem cista/g

zemljista.

Sli¢na dinamika piljenja L2 G. rostochiensis, ali intenzivnijeg obima registrovana je
i naredne 2010. godine (Slika 19). Piljenje L2 je pocelo u aprilu pri temperaturi zemljiSta
od 7,8 °C . Kao i prethodne godine i u 2010. registrovana su dva vrhunca piljenja koji su u
odnosu na prethodnu godinu pomereni mesec dana unazad, utvrdena U junu i avgustu
mesecu. Piljenje je registrovano i u oktobru pri temperaturama od 10 °C.

lako se mese¢nim uzorkovanjem dobijaju samo trenutne dnevne vrednosti
prisutnosti L2 u zemljiStu koje predstavljaju broj ispiljenih L2 tokom otprilike nekoliko
dana, koliko je potrebno invazivnim larvama od napustanja cista do invazije korena, dnevne
vrednosti registrovanog piljenja bile su dobra procena i mese¢nih vrednosti (Slika 19).
Naime, registrovano piljenje L2 u zemljistu, preslikava se na smanjenje relativne vitalnosti

cista i gustine neispiljenih L2 u zemljistu u intervalima kada nema pojave nove generacije
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cista, kao npr. u intervalu april-jun 2009. Medutim, u situacijama kada pri registrovanom
piljenju L2 u zemljistu imamo paralelnu pojavu cista nove generacije, javlja se povecéanje
gustine neispiljenih L2, koje nuzno ne prati i proporcionalno povecanje relativne vitalnosti
cista, kao u intervalu jun-avgust 2009. U pomenutom vremenskom intervalu uvecanje broja
cista je preko cetiri puta dok se prosecna relativna vitalnost cista poveéala za manje od dva
puta. Ako obratimo paznju na drugi vrhunac piljenja L2 tokom septembra 2009. i
populacione parametre za interval avgust-oktobar vidi se sledece. Broj cista i gustina
neispiljenih L2 povecala se skoro duplo, a vitalnost cista samo neznatno, na nivou
eksperimentalne greSke. Ovo govori o itekako znacajnom piljenju L2 iz cista izmedu
termina uzorkovanja u avgustu i septembru 2009. Sli¢na situacija pomenutoj, za interval
avgust-oktobar u 2009., javlja se i1 2010. godine, gde relativno malo povecanje gustine cista
uz intenzivno piljenje L2 uslovljava konstantan pad vitalnosti cista tokom cele vegetacione
sezone (Slika 19).

Individualna disekcija cista detaljnije opisana u poglavlju 3.2.3, omogudila je
klasifikaciju cista na osnovu relativne vitalnosti u Sest kategorija vitalnosti, dozvoljavajuci
poredenje promena vitalnosti cista u oviru kategorija vitalnosti u uzorcima prikupljenim u
razli¢itim terminima tokom vegetacionih sezona (Tabela 7). Podaci prikazani u tabeli 7
saglasni su sa prethodno iznetim rezultatima. O¢igledno je smanjenje potpuno vitalnih i
visoko vitalnih cista u periodima intenzivnog piljenja (aprill-jun) odnosno povecanje svih
ostalih kategorija u junu mesecu 2009. Takode, veci broj vrlo visoko vitalnih cista od 50%
u avgustu u odnosu na 4% u junu jasno govori 0 pojavi nove generacije (Tabela 7).
Interesantno je i smanjenje potpuno vitalnih cista u periodu avgust-oktobar na 12% 4.
oktobra 2009. godine, koji potvrduje intenzivno piljenje tokom septembra ali upravo iz
novoformiranih cista, $to govori o odsustvu dijapauze dela populacije L2 u potpuno
vitalnim cistama. Uz smanjenje najvitalnije kategorija cista (Tabela 7) javlja se povecanje
broja cista i u septembru i u oktobru 2009. (Slika 16). 22. aprila 2010. godine procenat
potpuno vitalnih cista povecan je u odnosu na pocetak oktobra 2009. i iznosi 22% (Tabela
7) iako se u zemljiStu ne detektuje povecanje broja cista (Slika 16). Sli¢na situacija, ali sa
razlikama manjeg intenziteta srece se i tokom 2010. godine. Slicne relativnoj promeni cista

su promene i njihovog vitalnog sadrzaja po kategorijama vitalnosti (Tabela 7).
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Tabela 7. Procentualno ucesc¢e cista i neispiljenih vitalnih invazionih larvi (L2) Globodera
rostochiensis po kategorijama vitalnosti cista u oglednoj simulaciji prisustva krompira osetljive
sorte désirée

Kategorije  27.04. 10.06. 01.08. 04.10. 22.04. 07.06. 03.08. 20.10.
vitalnosti 2009. 2009. 2009. 2009. 2010. 2010. 2010. 2010.

I 0 0 0 0 0 0 0 0

I 0 1 0 0 1 1 1 2

L2 po kategoriji " 0 11 1 4 4 8 6 12
vitalnosti (%)

\Y; 4 28 4 19 12 37 30 55

\Y 48 50 12 54 44 48 33 30

\Yi 48 9 83 23 39 6 30 0

I 14 16 22 8 4 8 12 20

[ 0 14 12 4 8 12 18 24

Ciste po 1 2 20 2 10 16 18 14 24

kategoriji

vitalnosti (%) v 6 26 4 20 14 34 26 20

\Y} 38 20 10 46 36 26 20 12

\Yi 40 4 50 12 22 2 10 0

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, 111-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrZaja.

Dinamika Globodera rostochiensis u prisustvu otporne sorte krompira agria. Piljenje
L2 G. rostochiensis u oglednoj kofi sa biljkama otporne sorte agria pocelo je u aprilu i do
jula meseca bilo na nivou od 18 do 10 L2/g zemljista sa poslednjim ocitavanjem ispiljenih
L2 u avgustu mesecu. Registrovana piljenja i migracije kroz zemljiste L2 ove vrste pratilo
je i konstantno smanjenje relativne vitalnosti cista sa 76% na pocetku ogleda do svega 10%
na kraju vegetacije u oktobru 2009. godine ili izrazeno kroz relativni Pf i Pi odnos od 86%.
U narednoj vegetacionoj sezoni zabelezena je slicna vremenska dinamika piljenja
L2 G. rostochiensis sa poc¢etkom u aprilu i poslednjom detekcijom L2 u zemljiStu u avgustu
2010. uz manje intenzivnije piljenje tokom cele sezone u odnosu na prethodnu (Slika 20).
Slabije piljenje L2 tokom 2010. povezano je i sa znafajno manjom vitalnoS¢u cista 1
posledi¢no manjom gustinom neispiljenih L2 u zemljiStu. Pad vitalnosti populacije u 2010.
izrazen kroz Pf/Pi iznosio je 83% a ukupan od pocetka ogleda 96%. U oglednoj simulaciji
prisustva otporne sorte krompira agria javlja se odsustvo drugog talasa u populacionoj

dinamici piljenja L2 G. rostochiensis u odnosu na sortu désirée.
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Slika 20. Populaciona dinamika Globodera rostochiensis u oglednoj simulaciji prisustva krompira
otporne sorte agria, izrazena preko relativne vitalnosti prose¢ne ciste u uzorku, neispiljenih L2 u
cistama/g zemljista, ispiljenih L2 u momentu uzorkovanja u 100 g zemljista i brojem cista/g
zemljista.

Dinamika promene distribucije frekvencija kategorija cista razli¢ite vitalnosti,
prikazane u tabeli 8, u potpunoj je saglasnosti sa prethodno prikazanim rezultatima.
Procentualno uceS¢e cista G. rostochiensis iz visih kategorija vitalnosti se postepeno
smanjuje, kre¢uci se od situacije sa populacijom od gotovo 60% potpuno vitalnih i svega
6% nevitalnih cista u aprilu 2009., do situacije u oktobru 2010. gde je gotovo polovina cista
u populaciji potpuno prazna dok drugu polovinu ¢ine ciste sa manje od 10% vitalnog
sadrzaja. Jo§ ociglednije su razlike u vitalnosti populacije kada se porede promene relativne
brojnosti larvi po kategorijama vitalnosti, gde u aprilu 2009. imamo 80% L2 u kategoriji VI

sa 65% L2 sadrzanih u cistama kategorije II u oktobru 2010.
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Tabela 8. Procentualno ucéesce cista i neispiljenih larvi (L2) Globodera rostochiensis po
kategorijama vitalnosti cista u oglednoj simulaciji prisustva krompira otporne sorte agria

Kategorije 27.04. 01.08. 04.10. 22.04. 03.08. 20.10.
vitalnosti 2009. 2009. 2009. 2010. 2010. 2010.
I 0 0 0 0 0 0
1| 0 3 11 8 22 65
L2 po I 1 15 57 53 33 35
kategoriji
vitalnosti (%) \Y 6 68 27 30 45 0
V 13 14 5 9 0 0
Vi 80 0 0 0 0 0
I 6 20 34 24 50 46
_ 1 6 22 30 26 36 48
Ciste po I 6 20 30 38 10 6
kategoriji
vitalnosti (%) v 10 34 4 10 4 0
% 14 4 2 2 0 0
\ 58 0 0 0 0 0

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, 111-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrZaja.

Dinamika Globodera rostochiensis u simulaciji ugarenja. U oglednoj simulaciji ugara
(Slika 21), prve ispiljene L2 registrovane su u zemljistu u aprilu i piljenje je nastavljeno
tokom cele vegetacione sezone 2009. godine, zaklju¢no sa oktobrom, i utvrdenim
vrhuncem piljenja u julu mesecu. Slicna dinamika piljenja L2 G. rostochiensis utvrdena je
naredne godine ali smanjenog intenziteta, opet u vezi sa i manjom vitalno$¢u cista u odnosu
na 2009.

Smanjenje relativne vitalnosti prosecne ciste u uzorku iznosilo je 51% u 2009.,
svega 18% u 2010. godini i ukupnim smanjenjem gustine populacije od 65% tokom dve
vegetacione sezone kada je u oktobru 2010. relativna vitalnost cista iznosila oko 22% a

gustina L2 G. rostochiensis u zemljistu 31 L2/g.
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Slika 21. Populaciona dinamika Globodera rostochiensis u oglednoj simulaciji ugara, izrazena
preko relativne vitalnosti prosecne ciste u uzorku, neispiljenih invazionih larvi (L2) u cistama/g
zemljista, ispiljenih L2 u momentu uzorkovanja u 100 g zemljista i brojem cista po g zemljista.

Kada se pogleda promena vitalnosti cista G. rostochiensis u uzorcima po
kategoijama vitalnosti (Tabela 9) zapaza se océekivano smanjenje uce$ca cista vece
vitalnosti naspram povecanja manje vitalnih kategorija gde i nakon dve godine ucesce svih
kategorija vitalnih cista, osim potpuno vitalnih cista (kategorija V1), ostaje relativno

izjednaceno, sa procentualnim uceséem kategorija vitalnosti od 12-30%.

89



Tabela 9. Procentualno ucesce cista i neispiljenih invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis po
kategorijama vitalnosti cista u oglednoj simulaciji ugara

Kategorije 27.04. 01.08. 04.10. 22.04. 03.08. 20.10.

vitalnosti 2009. 2009. 2009. 2010. 2010. 2010.
| 0 0 0 0 0 0
I 0 1 1 3 2 3
L2 po kategoriji " 1 19 11 28 28 18
vitalnosti (%) \Y 1 71 73 65 56 44
\Y 30 10 14 4 14 36
Vi 68 0 0 0 0 0
| 22 20 18 16 24 30
I 8 10 14 18 16 24
Ciste po kategoriji 1 2 24 18 28 24 18
vitalnosti (%) \Y 4 42 44 36 32 16
\Y; 22 4 6 2 4 12
Vi 42 0 0 0 0 0

Kategorije vitalnosti: kategorija 1- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, 111-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrzaja.

4.3.1.2 Ogled 2

U ogledu sprovedenom 2014. godine populaciona dinamika G. rostochiensis
propracena je sa ucestalijim, dvonedeljnim pra¢enjem u odnosu na ogled 1 koji je obavljen
tokom 2009. i 2010. godine. U ovom eksperimentu glavni akcenat je bio na preciznijem
osvetljavanju dinamike spontanog piljenja L2 ove vrste i migracije L2 u zemljistu pod
uticajem krompira osetljive sorte désirée.

Na slici 22 uporedene su srednje meseCne temperature vazduha na lokalitetu
Ponikve tokom 2014. godine i merene temperature zemljiSta na dubini od 15 cm prilikom
svakog dvonedeljnog uzorkovanja. Slika 23 prikazuje ukupne meseéne padavine 2014. i
merenu vlaZznost zemljiSta u eksperimentalnim kofama ise€enog dna na istom lokalitetu.
2014. godina predstavlja atipi¢nu godinu na lokalitetu i najkiSovitija je i druga najtoplija
godina u periodu 1951-2014 u Srbiji.
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Slika 22. Suma mesecnih padavina i merena relativna vlaznost zemljiSta na lokalitetu Ponikve
tokom 2014. godine.
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Slika 23. Srednje mesecne temperature i merena relativna vlaznost zemljiSta na lokalitetu Ponikve
tokom 2014. godine.
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Broj cista u oglednoj simulaciji ugara je smanjen neznatno u oktobru za oko 1%
pocetne vrednosti U aprilu 2014. Usled spontanog piljenja L2, dolazi do smanjenja gustine
populacije L2 za 46%, sa 40 u aprilu na 21 L2/g zemljiSta u oktobru mesecu 2014. (Slika
24).

1000
m Desiree 289,1 m Simulacija ugara
106106 97
100 57
41 40
1,1
10 7,12 7,75
2,98 I
1 T T T T T T T 1
N
0,54
0,40,4
0
Pi Pf Pi | Pf | Pf/Pi Pi | Pf | Pf/Pi
L2/cisti neispiljene L2/g ciste/g

Slika 24. Pocetne (Pi), krajnje (Pf) i koli¢nik Pf/Pi vrednosti populacionih parametara Globodera
rostochiensis (L2/cisti, neispiljenih L2/g zemljiSta i cista/g zemljista) u oglednoj simulaciji
prisustva biljaka krompira osetljive sorte désirée i simulaciji ugarenja tokom 2014. godine.

U simulaciji prisustva osetljivih biljaka sorte désirée, o¢ekivano, dolazi do uvecanja
populacije G. rostochiensis. Broj cista je uvecan sa oko 0,4 u aprilu na 2,98 cista/g
zemljista u oktobru, odnosno 7,75 puta, neznatno manje nego tokom 2009. godine u ogledu
1. Uz povecanje broja, i tokom ovog ogleda javlja se smanjenje vitalnosti cista. Broj
neispiljenih L2 po proseénoj cisti smanjen je sa 106 na 97, a zbog znacajnog obrazovanja
novih cista apsolutan broj neispiljenjih L2 po gramu zemljiSta, tj. gustina populacije se
povecala za oko 7 puta.

Piljenje L2 G. rostochiensis je bilo zna¢ajno intenzivnije u oglednim kofama sa

krompirom sorte désirée nego simulaciji ugara, gotovo osam puta vece (Slika 25).
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Vremenska dinamika piljenja i migracije L2 kroz zemljiSte prikazana je na graficima (Slike
26 1 29). Piljenje je u obe varijante znacajno ve¢ u prvom dvonedeljnom ocitavanju 13.

maja 2104. pri temperaturi zemljista od 12 °C.

5,00 435

4,50
4,00 -

3,50 -

0,55

Dezire Simulacija ugara

Slika 25. Prose¢an broj ukupno ispiljenih invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis za osam
ponavljanja u oglednim simulacijama prisustva biljaka krompira osetljive sorte désirée i ugara.

Dinamika Globodera rostochiensis u prisustvu krompira osetljive sorte désirée. U
oglednoj simulaciji prisustva sorte desirée, L2 G. rostochiensis su bivale registrovane u
svim terminima pregleda zemljiSta na njihovo prisustvo. Treba ista¢i detektovano piljenje
L2 polovinom i krajem oktobra meseca, pri temperaturama od 8 i 5,5 °C. Takode, sli¢no
prethodnom ogledu iz 2009. i 2010. godine, i 2014. godine se beleze dva vrhunca piljenja u
svim ponavljanjima. Prvi u Sestoj nedelji od postavljanja ogleda, 10. juna i drugi, 10
nedelja kasnije 18. avgusta 2014. Tokom jula meseca gotovo da nema prisutnih L2 G.
rostochiensis u zemljistu.

Piljenje L2 G. rostochiensis u drugom talasu je bilo duze nego u prethodnom i duplo
manjeg intenziteta u vrhuncima (Slika 26). Medutim, gledaju¢i procentualno ucesce
ispiljenih L2 po terminima uzorkovanja (Slika 27), vidi se da je usled razvucenijeg piljenja
u drugom talasu gotovo polovina ukupno detektovanih L2 u zemljiStu ispiljena upravo u

drugom talasu, koji traje od 22. jula pa sve do 26. oktobra 2014.
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L2/g zemljista

Slika 26. Dinamika piljenja invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis u oglednoj simulaciji
prisustva krompira osetljive sorte désirée tokom 2014. godine (D1-D8 ponavljanja; DPI-dana posle
inokulacije/sadnje).

30%

% od ukupnoispiljenih L2

Slika 27. Vremenska dinamika piljenja invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis oglednoj
simulaciji prisustva krompira osetljive sorte désirée izrazena kroz procentualno ucesce ispiljenih L2
po terminima uzorkovanja od ukupno ispiljenih tokom 2014. godine.
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Prvi muzjaci G. rostochiensis registrovani su 10. juna a vrhunac prisutnosti u

zemljiStu detektovan je dve nedelje kasnije iznosivsi oko 0,7 individua u gramu zemljiSta

(Slika 28). Detekcija je bila pozitivna i prilikom dva naredna pregleda sa poslednjim

muzjacima zabelezenim u zemljiStu 22. jula 2014. godine. Tokom avgusta i prve polovine

septembra muzjaka nije bilo u zemljistu, medutim, 17. septebra u 7. ponavljanju

detektovana su dva muzjaka druge generacije.

Sa prvim muZzjacima javljaju se i prve malobrojne bele Zenke na korenu krompira.

Ve¢ narednog temina 24. 6. 2014. (57 DPI), kada se javlja i vrhunac pojave muzjaka, na

korenu krompira belezi se prisustvo belih Zenki, dominantno prisustvo Zutih Zenki i1 prva

pojava cista zut

e KCN. 71 DPI, 8. 7. 2014. u uzorcima dominiraju podjednako zastupljene

zute zenke 1 ciste KCN uz neznatno prisustvo 1 belih zenki.
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Slika 28. Dinamika migracije muzjaka Globodera rostochiensis iz korena biljaka krompira u
zemljiste u oglednoj simulaciji prisustva biljaka krompira osetljive sorte désirée 2014. godine (D1-

D8 ponavljanja).
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Dinamika Globodera rostochiensis u simulaciji ugarenja. Dinamika piljenja L2 G.
rostochiensis u simulaciji ugarenja, prikazana je na graficima 24 i 25. Prve ispiljene L2
konstatovane su u prvom terminu od postavljanja ogleda 13. maja i bivale detektovane
tokom ¢itave sezone zaklju¢no sa 1. oktobrom 2014. Piljenje L2 prestaje gotovo mesec
dana pre nego u simulaciji prisustva domacina (Slika 26). Registrovana su tri vrhunca
piljenja L2, 10. juna, 8. jula i najmanji 17. septembra. Pri poredenju broja ispiljenih L2 u
terminima 3. septembar, 17. septembar i 1. oktobar nije se dobila statisticki znac¢ajna razlika

izmedu tri termina uzorkovanja (p=0.08).

0,45

0,4

0,35

0,3

0,25

L2/g zemljista

Slika 29. Vremenska dinamika piljenja invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis u oglednoj
simulaciji ugara tokom vegetacione sezone 2014. godine (Ponavljanja:K1-K8).

Za razliku od odsustva piljenja L2 G. rostochiensis tokom jula meseca u kofama sa
biljkama krompira osetljive sorte désirée (Slika 26) u simulaciji parlozenja javlja se drugi
talas spontanog piljenja L2 (Slika 29). Procentualno ucesce ispiljenih L2 po terminima

uzorkovanja se razlikuje u ove dve varijante, gde spontano ispiljene L2 G. rostochiensis u
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simulaciji ugara zaklju¢no sa krajem jula meseca ucestvuju sa gotovo 80% od ukupno

ispiljenih L2 tokom cele sezone (Slika 30).
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Slika 30. Procentualno u¢eSce ispiljenih invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis u oglednoj
simulaciji ugara po terminima uzorkovanja od ukupno ispiljenih L2 tokom 2014. godine

Vitalnost cista G. rostochiensis prikazana preko procentualnog uce$ca cista i
neispiljenih L2 po kategorijama vitalnosti (Tabela 10) potvrduje prethodne rezultate. Pod
uticajem sorte krompira désirée na kojoj se broj cista ove vrste tokom vegetacione sezone povecao
gotovo osam puta (Slika 24), krajnju populaciju u oktobru 2014. ¢ini svega 18% potpuno vitalnih
cista iz kategorije VI u kojima je manje od 20% ukupne vitalnosti populacije (Tabela 10). Ovo
nesumnjivo potvrduje da je dominantan deo ispiljenih L2 detektovanih u zemljistu u drugom talasu
piljenja potekao iz novoformiranih cista. U simulaciji parloga, sli¢no ogledu 1, piljenje L2 Zute
KCN je najintenzivnije iz kategorija najvitalnijih cista gde u ovom slucaju kategorije V i VI gotovo
potpuno is¢ezavaju U oktobru, a polovina vitalnih L2 zaostaje u cistama vitalnosti 35-70%. Na kraju
vegetacije, najupadljivije promene povecanja broja cista i vitalnog sadrzaja u simulaciji ugarenja su

u kategoriji III, $to sugeriSe veci procenat L2 u dijapauzi u ovoj kategoriji cista.
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Tabela 10. Procentualno uéesce cista i neispiljenih invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis po
kategorijama vitalnosti cista u oglednoj simulaciji prisustva osetljive sorte krompira désirée i ugara
na pocetku (Pi) i kraju (Pf) vegetacione sezone 2014.

Pocetna vitalnost (Pi) Krajnja vitalnost u dve ogledne simulacije (Pf)

Désirée Pf Simulacija ugara Pf

Kategorije vitalnosti cista ~ Ciste (%) L2 (%) Ciste (%) L2 (%) Ciste (%) L2 (%)

I 12 0,00 10 0,00 20 0,00
I 2 0,07 2 0,44 10 0,93
11| 12 4,29 22 13,86 34 36,87
v 46 48,51 18 16,44 32 55,09
\% 26 42,53 30 49,30 4 7,11
VI 2 4,60 18 19,97 0 0,00

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, 111-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrzaja.

4.3.2 Globodera pallida, patotip Pa2/3 na lokalitetu Ogradenik

Na lokalitetu Ogradenik u ogledu gotovo identi¢nom ogledu 1 sa Zutom KCN
(poglavlje 3.4.1), propracena je populaciona dinamika bele KCN sa mese¢nim
prikupljanjem uzoraka zemljiSta tokom dve godine. U tri ogledne simulacije, ustanovljene
su promene brojnosti i vitalnosti cista, kao i prisutnost L2 i muzjaka G. pallida u zemljistu.

Na slici 31 uporedene su srednje meseéne temperature vazduha na lokalitetu
Ogradenik na planini Javor tokom trajanja ogleda 2009. i 2010. godine i merene
temperature zemljista na dubini od 15 cm prilikom svakog mese¢nog uzorkovanja. Na slici

32 prikazane su ukupne mese¢ne padavine i merena vlaznost zemljiSta na istom lokalitetu.
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Slika 31. Srednje mese¢ne temperature vazduha i merene temperature zemljiSta na dubini od 15¢m
za lokalitet Ogradenik tokom 2009. 1 2010. godine.
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Slika 32. Ukupne mesecne padavine i merena vlaznost zemljiSta na lokalitetu Ogradenik tokom
2009. i 2010. godine.
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Sezonska dinamika promene gustine cista u zemljiStu na ispitivanom lokalitetu
prikazana je na slici 33. Neocekivano, na osetljivoj sorti krompira désirée nije doslo do
primetnog uvecéavanja broja cista G. pallida. U oglednim simulacijama ugara i prisustva
otpornih biljaka sorte innovator takode ne dolazi do promena u brojnosti cista u terminima
prikupljanja uzoraka tokom obe godine posmatranja. Koeficijent varijacije u broju cista
izmedu termina uzorkovanja zabeleZen u pomenutim varijantama kretao se oko 20%
(19,9% u simulaciji ugara, 16,9% u ponavljanjima sa sortom krompira innovator i 23,6% u

ponavljanjima kod sorte désirée).

e lesiree === jnnovator simulacija ugara
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Slika 33. Sezonska dinamika promene gustine cista Globodera pallida u zemljistu u oglednim
varijantama sa biljkama krompira otporne sorte innovator, osetljive sorte désirée i simulaciji
ugarenja.

zemljista

cista/g

5.jul
l.avg
3.sep
3.0kt
8.maj
6.jun
17.jul
8.sep
23.0kt

15.apr
13.maj
11.jun
14.avg

Na biljkama krompira sorte désirée prvi muzjaci se javljaju 5. jula 2009. i 17. jula
2010. godine a u oglednoj simulaciji sa biljakama krompira otporne sorte innovator. 17.
jula 2010. U varijanti sa biljkama krompira sorte désirée, 3.oktobra 2009. i 2010. godine,

registrovana je i druga pojava muzjaka G. pallida (Slika 34).
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Slika 34. Sezonska dinamika javljanja muZjaka Globodera pallida u zemlji$tu u oglednim
varijantama sa biljkama otporne sorte krompira innovator i osetljive sorte désirée.

Vitalan sardrzaj cista bele KCN se sukcesivnho smanjuje tokom obe godine
istrazivanja u svim oglednim varijantama, osim neznatnog povecanja u periodu avgust-
oktobar 2010. godine na biljkama osetljive sorte désirée (Tabela 11). Tokom prve godine
smanjenje gustine populacije izrazeno preko L2/g zemljiSta najvece je kod otporne sorte
innovator od 90%, potom kod osetljive sorte desirée 80% i najmanje, 60% u simulaciji
parloga. Ukupno smanjenje gustine populacije tokom dve godine istrazivanja iznosi 97%
pod uticajem otporne sorte innovator, 90% uslovljeno stimulativnim delovanjem na piljenje
L2 G. pallida korenskih lu¢evina sorte désirée i 70% usled spontanog piljenja L2 u

simulaciji parloga (Slika 35).
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Tabela 11. Vitalan sardzaj cista Globodera pallida izrazen preko neispiljenih L2/g zemljista i Pf/Pi
vrednosti izmedu intervala uzorkovanja tokom 2009. i 2010. godine u oglednim simulacijama
prisustva biljaka krompira osetljive sorte désirée, otporne sorte innovator, i simulaciji ugara.

Ogledne simulacije

désirée innovator parlog
L2/g Pf/Pi Pfoktobar/Piapril L2/g Pf/Pi Pfoktobar/Piapril L2/g Pf/Pi Pfoktobar/PiapriI
Apr. '09. 83 62 72
0,48
Jun '09. 40 0,25 0,38
1,21 0,20 0,10 0,40
Avg. '09. 49 16 28
0,35 0,38 1,05
Okt. '09. 17 6 29
Maj '10. 8 19 29
0,75 0,08 1,41
Avg. '10. 6 1,10 2 0,08 40 0,75
1,47 - 0,53
Okt. '10. 8 - 21
1,20 1,10
1,00
7
% 080 0.75
]
= 0,60
o
=
a 0,40
0,20
0,20 '] 6,16 0,10
0,00 - - -
Igod. [llgod.| Dve | Igod.
god.
Desiree | Innovator Simulacija ugara

Ogledne simulacije

Slika 35. Stopa reprodukcije (Pf/Pi odnosi) neispiljenih L2 ispitivane populacije Globodera pallida,
tokom prve, druge i za obe godine istrazivanja u tri ogledne varijante.
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Dinamika Globodera pallida u prisustvu osetljive sorte krompira désirée. Dinamika
promene populacionih parametara G. paliida u uslovima gajenja krompira osetljive sorte
désirée prikazana je na slici 35. Piljenje L2 po¢inje aprila 2009. pri temperaturi zemljista od
5,2 °C, intenzivira se u maju i dozivljava vrhunac 11. juna 2009. sa registrovanih 51 L2/100
g zemljista. Piljenje L2 je nastavljeno u julu sa detektovanih 21 L2/100 g zemljista i
zna¢ajnim padom u septembru i oktobru mesecu. Tokom naredne 2010. godine ne
registruju se ispiljene L2 G. paliida u zemljistu. Relativna vitalnost cista se sukcesivno
smanjuje sa pocetnih 65% na 44% u junu, 39% u avgustu, padajuéi ispod 10% u oktobru

2009. godine sa dodatnim smanjenjem na 6 do 7% tokom naredne godine posmatranja.
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Slika 36. Populaciona dinamika Globodera pallida u oglednoj simulaciji prisustva biljaka krompira
osetljive sorte désirée, izrazena preko relativne vitalnosti prose¢ne ciste u uzorku, neispiljenih larvi
drugog stupnja (L2) u cistama/g zemljista, ispiljenih L2 u momentu uzorkovanja u 100 g zemljista i

brojem cista po g zemljista.
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lako promene brojnosti cista G. pallida u varijanti sa biljkama krompira osetljive
sorte désirée nisu uocljive, kada se uporede promene gustina ispiljenih L2 nadenih u
zemljiStu sa promenama gustine neispiljenih L2 u zemljiStu (iz cista) (Slika 36), ipak je
primetno blago uvecanje gustine populacije u periodu jun-avgust tokom 2009. godine
odnosno maj-oktobar 2010. godine. Ovo sugerise ipak stvaranje nove generacije bele KCN
u malom obimu.

U tabeli 12 je prikazana sukcesivna promena frekvencija cista razli¢itih kategorija
vitalnosti po terminima uzorkovanja tokom dve godine posmatranja. Primetno je
smanjivanje udela cista vece vitalnosti uz poveéavanje udela onih manje vitalnosti tokom
perioda posmatranja u ve¢ini posmatranih perioda. U periodu jun-oktobar primetno je blago
povecéanje ucesca kategorije VI visoko vitalnih cista u oktobru 2009. godine i maju 2010,

Sto dokazuje formiranje malobrojne nove generacije.

Tabela 12. Procentualno ucesce cista i neispiljenih invazionih larvi (L2) Globodera pallida po
kategorijama vitalnosti cista u oglednoj simulaciji prisustva biljaka krompira osetljive sorte
désirée

Kategorije 15 g, 11.06. 01.08. 03.10. 08.05. 14.08. 23.10.

vitalnosti

it 2009. 2009.  2000. 2000. 2010. 2010. 2010.
| 0 0 0 0 0 0 0
I 0 1 0 6 6 20 3
L2 po
kategoriji 11 2 7 5 17 28 17 0
vitalnosti v 10 21 36 9 53 63 26
(%)
27 45 58 36 0 0 71
vi 61 26 0 31 13 0 0
| 14 14 20 48 64 64 80
_ I 6 12 14 34 20 20 12
Ciste po
kategoriji n 8 24 10 10 8 6 0
vitalnosti v 12 18 32 2 6 10 2
(%)
v 22 20 24 4 0 0 4
vi 38 12 0 2 2 0 0

Kategorije vitalnosti: kategorija |- 0% vitalnog sadrzaja, 1I-0-10% vitalnog sadrzaja, I1I-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrZaja.
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Dinamika Globodera pallida u prisustvu otporne sorte krompira innovator. Piljenje L2
G. pallida u oglednoj simulaciji prisustva samoniklih biljaka otporne sorte innovator (Slika
37) pocinje u maju i ima vrhunac 11. juna 2009. godine i nastavlja se smanjenom
dinamikom na nivou detekcije koris¢ene metodologije sve do oktobra meseca kada se
beleze temperature zemljista od 13 °C. Tokom naredne godine ne konstatuje se prisustvo
L2 u zemljistu ni u jednom od termina osim juna meseca. Piljenje L2 G. pallida
registrovanih u zemljiStu preslikava se na smanjenje vitalnosti cista odnosno gustine
neispiljenih L2 u zemljiStu. Tako se relativna vitalnost cista od pocetne oko 60% u aprilu,
smanjuje na oko 13% u avgustu, sa krajnjom zabelezenom vitalno$¢u od oko 7% u oktobru
2009. Neocekivano, narednog maja vitalnost populacije je na nivou avgustovskih vrednosti

od prethodne godine. Sezona 2010. se zavrSava sa registrovanom vitalnos$¢u cista od 1,5%.
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Sika 37. Populaciona dinamika Globodera pallida u oglednoj simulaciji prisustva biljaka krompira
otporne sorte innovator, izraZzena preko relativne vitalnosti prose¢ne ciste u uzorku, neispiljenih
larvi drugog stupnja (L2) u cistama/g zemljiSta, ispiljenih L2 u momentu uzorkovanja u 100 g
zemljista i brojem cista po g zemljista.
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Analiza promena vitalnosti cista kroz promene u zastupljenosti kategorija vitalnosti
u periodima pregleda (Tabela 13), pokazuje rapidno smanjenje zastupljenosti visoko
vitalnih kategorija i isto tako povecanje broja cista manje vitalnosti. Ve¢ od juna meseca
isCezava kategorija vrlo visoko vitalnih cista (kategorija VI) a ciste iz kategorije V se
nalaze sa zastupljenos¢u od nekoliko procenata. Najvecéa zastupljenost cista iz V kategorije
vitalnosti, od 6%, nalazi se u avgustu 2010. Tih 6% cista, odnosno 3 od 50 u uzorku, nose
56% ukupne vitalnosti uzorka. Broj potpuno nevitalnih cista se od inicijalnih vrednosti od
18% vec u oktobru 2009. dostize vrednost od oko 50% sa kulminacijom u avgustu 2010. od

72%.

Tabela 13. Procentualno ucesée cista i invazionih larvi (L2) Globodera pallida po kategorijama
vitalnosti cista u oglednoj simulaciji prisustva biljaka krompira otporne sorte innovator tokom
2009. i 2010. godine

Kategorije 15.04. 01.08. 03.10. 08.05. 14.08. 23.10.
vitalnosti cista 2009. 2009. 2009. 2010. 2010. 2010.
I 0 0 0 0 0 -
I 0 3 20 5 24 }
Vitalne larve -
(L2) po 1 0 35 61 12 76
kategoriji v 12 62 0 27 0 )
vitalnosti (%)
\% 47 0 19 56 0 )
\Y| 40 0 0 0 0 )
I 18 38 46 44 72 )
I 6 22 38 22 20 )
Ciste po 1 2 26 14 16 8 )
kategoriji
vitalnosti (%) v 18 14 0 12 0 )
\% 36 0 2 6 0 )
\Y| 20 0 0 0 0 )

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, 111-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrZaja.

Dinamika Globodera pallida u simulaciji ugarenja. U oglednoj simulaciji parloga
piljenje L2 G. pallida pocinje 15. aprila na zemljiSnim temperaturama od 5,2 °C sa
detektovane 3 L2/100 g zemljista. Broj registrovanih L2 u zemljistu sukcesivno raste sa

vrhuncem od 25 L2/100 g zemljista registrovanih u junu. Julsko piljenje L2 je takode
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primetno, sa minimalnim brojem registrovanih L2 bele KCN u septembru i oktobru mesecu
2009. Naredne godine piljenje L2 G. pallida je registrovano u svim terminima, zaklju¢no sa
17. julom 2010, od kada prestaje. Relativna vitalnost cista opada sa pocéetnih 65%, za
polovinu, u avgustu i ne menja se znacajno tokom obe sezone do narednog oktobra kada

registrujemo relativnu vitalnost od oko 20%.
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Slika 38. Populaciona dinamika Globodera pallida u oglednoj simulaciji ugarenja, izraZzena preko
relativne vitalnosti prosecne ciste u uzorku, neispiljenih L2 u cistama/g zemljista, ispiljenih L2 u
momentu uzorkovanja u 100 g zemljiSta i brojem cista po g zemljista.

Analizom zastupljenosti kategorija vitalnosti u periodima pregleda cista u simulaciji
parloga (Tabela 14), utvrdeno je postepeno smanjenje vitalnosti populacije G. pallida.
Spontano piljenje L2 ove vrste KCN najintenzivnije je iz kategorije VI. Od pocetnih 38%
zastupljenosti u aprilu 2009. kategorija VI gotovo isCezava ve¢ od juna 2009. godine

javljajuci se sa svega 2% u avgustu 2009. i 2010. godine. Promene ostalih kategorija su sa
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trendom postepenog povecanja kategorija nizih vitalnosti. | kategorija potpuno nevitalnih

cista se od pocetne relativne brojnosti od 14% na kraju ogleda iznosi svega 30%.

Tabela 14. Procentualno ucesée cista i neispiljenih invazionih larvi (L2) Globodera pallida po
kategorijama vitalnosti cista u oglednoj simulaciji ugara.

Kategorije 15.04. 01.08. 03.10. 08.05. 14.08. 23.10.

vitalnosti 2009. 2009. 2009. 2010. 2010. 2010.
I 0 0 0 0 0 0
L2 po Il 0 2 2 2 2 3
kategoriji 1l 2 29 13 13 8 18
vitalnosti \Y; 10 50 39 32 33 44
(%) Y, 27 19 45 53 53 36
VI 61 0 1 0 4 0
I 14 16 30 36 16 30
Ciste po I 6 14 18 12 22 24
kategoriji I 8 40 14 16 16 18
vitalnosti \ 12 24 20 18 24 16
(%) Vv 22 6 16 18 20 12
VI 38 0 2 0 2 0

Kategorije vitalnosti: kategorija |- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, I11-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrZaja.

4.4 lIspitivanje interakcije KCN i odabranih vrsta biljaka

Rezultati ogleda ¢ija je metodologija rada prikazana u poglavlju 3.5 prikazuju uticaj
odabranih biljnih vrsta na piljenje L2 KCN i njihovu otpornost prema KCN. Utvrdivan je
potencijal korenskuh luéevina ispitivanih gajenih i divljih biljaka za stimulacija piljenja L2
kao i njihova otpornost prema KCN, $to su dve oshovne osobine ispitivanih biljaka za

njihovo potencijalno koris¢enje kao biljaka klopki za KCN.

4.4.1 In vitro testovi provokacije piljenja larvi KCN

U laboratorijskim testovima provokacije piljenja L2 KCN, efekat korenskih lu¢evina
ispitivanih biljaka na KCN uporeden je sa efektom standardnih pozitivnih kontrola,
osetljive sorte krompira désirée i vesStackog stimulatora piljenja Na-metavanadata, i

spontanog piljenja u vodi kao negativne kontrole.
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Test 1 - paradajz, plavi patlidzan i kadifica

Uticaj korenskih eksudata domaceg sortimenta gajenih biljaka paradajza i plavog
patlidzana, domac¢ina KCN i kadifice, Tagetes patula na piljenje L2 zute i bele KCN
prikazan je na slici 39. Svi korenski eksudati ispitivanih biljaka pokazali su intenzivnije
stimulativno dejstvo na piljenje L2 G. rostochiensis osim T. patulla gde je neznatno vise
ispiljenih L2 G. pallida. Najvec¢a stimulacija piljenja L2 obe vrste KCN registrovana je u

test te¢nosti paradajza sorte NS jabucar.
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Slika 39. Procenat larvi ispiljenih iz cista Globodera rostochiensis i G. pallida u in vitro testu
piljenja u korenskim eksudatima ispitivanih biljaka. Eksudat korena krompira sorte désirée i rastvor
Na-metavanadata su pozitivna, a filtat supstrata u kome su gajene biljke i voda negativna kontrola.

Kod obe vrste KCN najmalobrojnije piljenje L2 izazvali su korenski eksudati T. patulla i
ukupan broj ispiljenih L2 se nije statisticki znacajno razlikovao od broja spontano ispiljenih
L2 u kontrolnim negativnim tretmanima, vodi i filtratu supstrata u kome su gajene biljke,
gde se ukupan ispiljeni sadrzaj cista kretao izmedu 1 1 3%. Neocekivano loSe piljenje L2 G.

pallida u svim tretmanima, najupadljivije je u vestaCkom stimulatoru piljenja Na-
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metavanadatu gde je za razliku od G. rostochiensis gde je ispiljeno oko 60% L2 prisutnih u
inokulumu kod bele KCN ispiljeno svega oko 4%.

Piljenje L2 G. rostochiensis pocinje prve nedelje od postavljanja ogleda u svim test
teCnostima (Slika 40). Prvi talas piljenja traje do pete nedelje sa vrhuncem piljenja
zabeleZenim u svim varijantama u drugoj nedelji. Kod kadifice, filtrata supstrata i vodi

tokom nastavka ogleda nema znacajnijeg piljenja.

= Plavi patlidZzan domaci dugi == Paradajz ¢eri jasmin crveni == Paradajz jabucar
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Slika 40. Dinamika piljenja larvi drugog stupnja (L2) Globodera rostochiensis u ispitivanim test
tecnostima izrazena kroz proseCan broj nedeljno ispiljenih L2 za 8 ponavljanja u svakoj od test
tecnosti.
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Medutim, u test te¢nostima domacina KCN posle sedme nedelje pocinje drugi talas
piljenja koji u eksudatima sorti paradajza i plavog patlidzana dozivljava vrhunac u osmoj
nedelji. Vrhunac piljenja u test te¢nosti désirée je nesto kasnije u 10. nedelji. Kod paradajza
NS Jabucar javlja se i treéi talas piljenja koji traje od 13. do 16. nedelje.

Ukupan broj ispiljenin L2 pokazuje najbolje piljenje G. rostochiensis u Na-
metavanadatu i test te¢nosti paradajza sorte jabucar i désirée. Nesto slabije je piljenje L2
izazvano korenskim eksudatima paradajza Ceri a primentno najslabije, medu domaéinima
KCN, je u test te¢nosti plavog patlidzana. Korenske lu¢evine Tagetes patula nisu izazvale
piljenje L2 ove vrste statisticki znacajno vece u odnosu na negativnu kontrolu, vodu i filtrat

supstrata (Slika 41).
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Slika 41. Prosecan broj ukupno ispiljenih larvi drugog stupnja (L2) Globodera rostochiensis za 8
ponavljanja u svakoj od test teCnosti tokom 25 nedelja (razli¢ita slova predstavljaju postojanje
statisti¢ki znacajne trazlike, p<0,01).

Piljenje L2 G. pallida poc¢inje prve nedelje samo u Na-metavanadatu a u svim
ostalim test tecnostima od druge nedelje (Slika 42). Prvi talas piljenja traje do pete nedelje

sa vrhuncem piljenja u Na-metavanadatu u drugoj i sa nedelju dana kasnijim zabelezenim
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vrhuncima nego kod zute KCN u svim ostalim varijantama. Kod kadifice, filtrata supstrata i
vodi tokom nastavka ogleda broj ispiljenih L2 je manje viSe konstantan osim u jednom
ponavljanju u vodi koje uzrokuje vrhunac u 17 nedelji. Kao i kod G. rostochiensis i kod G.
pallida, u test teCnostima domacih sorti, javlja se drugi talas piljenja, koji u svim test
teCnostima dozivljava vrhunac u osmoj nedelji. Kod plavog patlidzana i krompira sorte

désirée u svim ponavljanjima se javlja i treci talas piljenja koji traje od 17. do 26. nedelje.
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Slika 42. Dinamika piljenja larvi (L2) iz cista Globodera pallida u ispitivanim test te¢nostima u in
vitro testu piljenja.

Za razliku od zute KCN ukupan broj ispiljenih L2 bele KCN je najveéi u test

teCnosti paradajza sorte jabucar (Slika 43). Gotovo upola slabije je piljenje L2 u test
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te¢nostima sorte paradajza Ceri i sorte Krompira désirée. Medu domacinima KCN, korenski
eksudati domace sorte plavog patlidzana ispoljavaju najslabije stimulativnho dejstvo na
piljenje L2 G. pallida, sli¢no prethodno ispitivanoj vrsti KCN. Neocekivano je slabo
piljenje L2 u vestackom stimulatoru piljenja Na-metavanadatu koje se ne razlikuje znacajno
od onog u vodi. Korenske lucevine Tagetes patula kao ni u sluc¢aju Zute nisu izazvale
piljenje L2 ni bele KCN. Filtrat supstrata ispoljio je slabo inhibitorno delovanje na L2 KCN
(Slika 43).
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Slika 43. Broj ukupno ispiljenih larvi drugog stupnja (L2) Globodera pallida u in vitro testu piljenja
L2 u korenskim eksudatima ispitivanih biljaka (eksudat korena krompira sorte désirée i rastvor Na-
metavanadata su pozitivne a voda negativna kontrola; razlicita slova predstavljaju postojanje
statisticki znacajne razlike izmedu test te¢nosti, p<0,01)

Na slici 44 prikazana je dinamika piljenja obe vrste KCN u test te¢nosti krompira
sorte désirée, izrazena preko procentualnog uceséa ispiljenih L2 u svakoj nedelji ocitavanja

rezultata od ukupno ispiljenih L2 tokom 28 nedelja. U prvom talasu piljenja od 1 do 4
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nedelje, kod obe vrste KCN, ispiljeno je 36% L2 G. rostochiensis odnosno 37% od ukupno
ispiljenih L2 G. pallida. U drugom talasu izmedu 7. i 12. nedelje, primetna je velika razlika
izmedu vrsta KCN, gde je kod G. rostochiensis ispiljeno ¢ak 52% L2 za razliku od bele
KCN sa svega 17% izbrojanih L2 u ovom periodu. Od 17. nedelje kada gotovo prestaje
piljenje L2 zute KCN, kod G. pallida tek otpocinje treéi talas piljenja sa neocekivanih 43%

registrovanih L2,
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Slika 44. Dinamika piljenja larvi drugog stupnja (L2) Globodera rostochiensis i G. pallida u in
vitro testu piljenja L2 u korenskom eksudatu krompira osetljive sorte désirée.

Test 2 - Solanum nigrum i Physalis alkekengi

U ogledu ispitivanja uticaja populacija divljih biljaka iz porodice Solanaceae,
Solanum nigrum i Physalis alkekengi, na piljenje L2 KCN, koje mogu biti potencijalni
korovi i moguci agensi kontrole KCN kao biljke klopke, tokom 12 nedelja trajanja ogleda
se ispilio relativno mali broj L2 obe vrste KCN. Medutim, neodekivano, i u pozitivnoj
kontrolnoj test te¢nosti désiree ispililo se ispod 10% L2 G. rostochiensis i oko 30% L2 G.

pallida.
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Na slici 45 je prikazan proseCan broj ukupno ispiljenih larvi drugog stupnja
Globodera rostochiensis u ispitivanim test te¢nostima. I pored neuobifajeno skromnog
broja ispiljenih L2 ove vrste KCN dobijene su statistiCki znacajne razlike izmedu
pozitivnih, désirée i Na-metavanadat, i negativne kontrole odnosno vode. Izmedu prosecne
vrednosti ukupnog piljenja u svim ponavljanjima za sve populacije S. nigrum i piljenja L2 u
test te¢nosti désirée, nije bilo statisticki znacajne razlike (P=0,09). Takode korenski
eksudati Ph. alkekengi nisu izazvali statisti¢ki brojnije piljenje od onog u vodi koje je u oba
slucaja bilo ispod 1,5%. Polovina populacija S. nigrum izazvala je vece pijenje L2 nego
sorta krompira désirée.

Globodera rostochiensis

160
140
120
100

Ispiljene L2
(0]
o

Test tecnosti

Slika 45. Broj ukupno ispiljenih larvi drugog stupnja (L2) Globodera rostochiensis u in vitro testu
piljenja L2 u korenskim eksudatima ispitivanih biljaka (eksudat korena krompira sorte désirée i
rastvor Na-metavanadata su pozitivne a voda negativna kontrola; razli¢ita slova predstavljaju
postojanje statisticki znacajne razlike izmedu tretmana, p<0,01).

Na slici 46 prikazana je vremenska dinamika piljenja L2 Zute KCN. U svim
varijantama se javlja prvi vrhunac piljenja u drugoj nedelji od pocetka eksperimenta sa
blagim drugim talasom piljenja samo u slucaju test te¢nosti S. nigrum koji belezi vrhunac u

Sestoj nedelji.
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Kao i u slucaju sa zutom KCN u svim tretmanima piljenje L2 bele KCN je bilo
statisticki znacajno intenzivnije nego u vodi. Takode, L2 i G. pallida nisu stimulisane
lu¢evinama korena Ph. alkekengi i broj ispiljenih se nije razlikovao od broja spontano
ispiljenih u vodi (Slika 47). Piljenje L2 u Na-metavanadatu je bilo slabije nego kod G.
rostochiensis. Luc¢evine korena populacija S. nigrum su za razliku od prethodno ispitivane
vrste KCN izazvale mnogo varijabilnije piljenje L2 bele KCN. Tri populacije koje su i kod
zute KCN izazvale piljenje L2 sli¢no onom u désirée i kod G. pallida populacije S. nigrum
iz Crvene Crkve, Lukiceva i laboratorijska populacija su bile na istom nivou, izazivajuéi u

proseku duplo intenzivnije piljenje L2 nego ostale S. nigrum populacije.
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Slika 46. Dinamika piljenja larvi drugog stupnja (L2) Globodera rostochiensis u in vitro testu
piljenja L2 u korenskim eksudatima ispitivanih biljaka (eksudat korena krompira sorte désirée i
rastvor Na-metavanadata su pozitivne a voda negativna kontrola).
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Slika 47. Broj ukupno ispiljenih larvi drugog stupnja (L2) Globodera pallida u in vitro testu piljenja
L2 u korenskim eksudatima ispitivanih biljaka (eksudat korena krompira sorte désirée i rastvor Na-
metavanadata su pozitivne a voda negativna kontrola; razli¢ita slova predstavljaju postojanje
statisti¢ki znacajne razlike, p<0,01)

Vremenska dinamika piljenja L2 G. pallida se razlikovala od onog kod G.
rostochiensis. Naime, piljenje L2 bele KCN u Na-metavanadatu ima vrhunac ve¢ u prvoj
nedelji. Larve ove vrste se pile i u drugom talasu koji pocinje u Sestoj nedelji a zavrSava se
u 10. kod S. nigrum odnosno 12. nedelji kod sorte krompira désirée (Slika 48). Primetno je
i blago intenziviranje piljenja L2 kod Ph. alkekengi u 8. i 9. nedelji, medutim, javlja se
samo u jednom ponavljanju koje uti¢e na prose¢nu vrednost, dok je kod svih ostalih blisko
nuli.

Posto je prime¢ena neocekivano velika varijabilnost medu preostalim cistama iz
populacije cista KCN koje su koriS¢ene kao inokulum, primeceno je da je primetan broj
pravilno okruglih i naizgled punih i vitalnih cista, potpuno prazan, bez sadrzaja i sa jasnim

pokazateljima ishrane nekih zemlji$nih artropoda i vidljivim okruglastim izgrizlinama
kutikule.
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Slika 48. Dinamika piljenja larvi drugog stupnja (L2) Globodera pallida u in vitro testu piljenja L2
u korenskim eksudatima ispitivanih biljaka (eksudat korena krompira sorte désirée i rastvor Na-
metavanadata su pozitivne a voda negativna kontrola).

4.4.2 Ispitivanje uticaja Tagetes patula na populaciju G. rostochiensis u mikroplot

ogledu

U ovom ogledu ispitane su kontradiktorne informacije iz literature o uticaju kadifice
na KCN, kaja je pokazala nematocidno i nematostaticko delovanje prema nekim vrstama
nematoda.

Ispitivanje uticaja Tagetes patula na populaciju zute KCN pokazalo je da korenski
eksudati ove biljke nisu stimulativno uticali na piljenje L2 G. rostochiensis. Zabelezeno je
smanjenje gustine populacije od oko 7%, koje se nije statisticki znacajno razlikovalo

(p=0,47) od onog u kontrolnom tretmanu u parlogu koje je iznosilo 11%.
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Slika 49. Pocetne (Pi) i krajnje (Pf) vrednosti gustine populacije Globodera rostochiensis i Pf/Pi
vrednosti neispiljenih L2/g zemljista u mikroplot eksperimentu ispitivanja uticaja gajenja Tagetes
patula (9 biljaka/m?) i kontolnom tretmanu bez biljaka.

Test 3 - krompir, sorta crispsdall

U in vitro testu piljenja L2 KCN ispitan je uticaj korenskih eksudata otporne sorte
krompira crisps4all, koja za uspesno koris¢enje u aktivnom suzbijanju KCN kao biljka
klopki, treba da utice na visok stepen piljenja L2 KCN.

Utvrdeno je da u svim test te¢nostima 0sim u vodi, piljenje L2 zute KCN je veceg
intenziteta od onog kod G. pallida (Slika 50). Kod obe vrste KCN najintenzivnije je
piljenje L2 u test te¢nosti krompira sorte désirée, potom u test tecnosti crisps4all i najmanje
u Na-metavanadatu. Sva tri tretmana se statisti¢ki vrlo znacajno razlikuju od piljenja L2 u
vodi (p<0,01). Najupadljivija razlika izmedu vrsta KCN je u Na-metavanadatu. Broj

ispiljenih L2 G. rostochiensis se ne razlikuje mnogo u eksudatima korena osetljivog i
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otpornog krompira. Kod G. pallida broj ispiljenih L2 u test tec¢nosti crispsdall je za oko

tre¢ine manja od onog izazvanog lu¢evinama korena krompira sorte désirée.

W Globodera rostochiensis M Globodera pallida
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Slika 50. Procenat larvi drugog stupnja (L2) ispiljenih iz cista Globodera rostochiensis i G. pallida
u in vitro testu piljenja L2 u korenskom eksudatu krompira otporne sorte crispsdall (eksudat korena
krompira sorte désirée i rastvor Na-metavanadata su pozitivne a voda negativna kontrola).

U svim varijantama kod obe vrste KCN piljenje L2 pocinje u prvoj nedelji (slike 51
i 52). Samo jedan talas piljenja se javlja u svim tretmanima i traje dve nedelje duze kod G.
pallida zavrsavaju¢i se sa 10. nedeljom od pocetka ogleda. Kod obe vrste u svim
tretmanima se vrhunac piljenja javlja u drugoj nedelji osim kod G. pallida i crisps4all u
Cetvrtoj nedelji po pocetku eksperimenta. Kod bele KCN u test te¢nosti désirée javlja se i
drugi vrhunac piljenja L2 u osmoj nedelji. Piljenje L2 ove vrste u test te¢nosti kKrompira
otporne sorte crisps4all je intenzivnije nego kod G. rostochiens u periodu izmedu 5. i 9.
nedelje, medutim, bez uocljivog vrhunca kao u test te¢nosti krompira osetljive sorte désirée
(Slika 52).

120



150
140
130
120

\\
110 \
\

100
90 I~ .
80 e Desiree

70 Il \\ \ = Crisps4all
/ \

60
50 \ Na-metavanadat

40
20 \\
2 LN W
0 ;— —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Nedelje

Broj ispiljenih L2

Voda

Slika 51. Dinamika piljenja larvi drugog stupnja (L2) Globodera rostochiensis u in vitro testu

piljenja u korenskim eksudatima krompira otporne sorte crisps4all, osetljive sorte désirée, rastvoru
Na-metavanadata i vodi.
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Slika 52. Dinamika piljenja larvi drugog stupnja (L2) Globodera pallida u in vitro testu piljenja u
korenskim eksudatima krompira otporne sorte crispsdall, osetljive sorte désirée, rastvoru Na-
metavanadata i vodi.
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4.4.3 Biotestovi ispitivanja otpornosti nekih biljaka prema KCN

Ispitivanje otpornosti Solanum nigrum i Physalis alkekengi

Da bi se ispitao rizik za uvecanje populacija KCN na osetljivoj korovskoj flori, u
biotestovima otpornosti saksijskog tipa metodoloski opisanih u poglavlju 3.5.3, za domace
populacije korovske vrste Solanum nigrum utvrden je status ove vrste kao domacina KCN,
za koju postoje literaturni navodi o malobrojnim populacijama koje su domac¢ini KCN. Sa
istim ciljem utvrdena je i otpornost Ph. alkekengi.

Sve domace populacije korovske vrste Solanum nigrum i populacija Physalis
alkekengi su pokazale potpunu otpornost prema obe vrste KCN. Ni u jednom ponavljanju
nije registrovana ni jedna novoformirana cista KCN (Slika 53). Uz velike varijacije izmedu
ponavljanja, zabelezeno je skromno uveéanje cista G. rostochiesis od oko 3,5 puta i

minimalno umnozavanje, od svega 0,8 puta, cista G. pallida.
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Slika 53. Prosecan broj formiranih cista KCN nove generacije u biotestu ispitivanja otpornosti
Solanum nigrum i Physalis alkekengi u 10 ponavljanja na svakoj od ispitivanih biljaka (inokulum
¢inilo 10 cista po ponavljanju).

Ispitivanje otpornosti sorte krompira crisps4all prema Globodera pallida

Disekcijom i prebrojavanjem sadrzaja novoformiranih cista, kod sorte crisps4all

utvrdeno je da su ciste sadrzale manji broj jaja od onih formiranih na sorti désirée. Vitalan
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sadrzaj prosecne ciste formirane na sorti crispsdall iznosio je 64,11 L2/cisti za razliku od
246 L2/cisti kod sorte désirée. Distribucija frekvencija arbitrarnih kategorija cista
fromiranih na crisps4all, podeljenih na osnovu broju jaja po cisti, prikazana je na slici 54.
Preko 60% cista sadrzi manje od 50 jaja a oko 15% ne sadrzi vitalna jaja uopste. Medu
takvim cistama bilo je onih u kojima su nalazene prazne jajne ljuske, iako su ciste

izdvojene posle 15 nedelja, ali ih je vecina bila bez ikakvog sadrzaja.
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Slika 54. Relativna brojnost 5 arbirtrarnih kategorija cista Globodera pallida razli¢itog sadrzaja
formiranih na korenu otporne sorte crisps4all.
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Slika 55. Stopa reprodukcije (Pf/Pi) Globodera pallida izrazena preko broja cista i neispiljenih larvi

(L2) na biljkama krompira osetljive sorte désirée i otporne sorte crispsdall u dva ogleda i
kumulativno.
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Rezultati prvog ogleda ispitivanja otpornosti sorte crisps4all prikazani su u okviru

poglavlja 4.1.2. U drugom ogledu dobijena je ne$to manja multiplikacija cista na obe sorte.

Racunanje stope reprodukcije (Slika 55) i relativne osetljivosti (Slika 56) na osnovu

brojnosti L2 uticalo je na povecanje razlika izmedu Pf vrednosti dobijenih na osetljivoj

sorti krompira désirée i otpornoj sorti crispsdall odnosno na povecanje relativne osetljivosti

crispsdall. Najupadljivija je razlika izmedu relativne osetljivosti crispsdall izrazena preko

cista i L2 za oba ogleda. Kumulativno za oba ogleda relativna osetljivosti crisps4all

izrazena preko L2 iznosi 0,86, sto po EPPO Kklasifikaciji (Anon., 2006) ovoj sorti daje

najvisi skor RO, 9.
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Slika 56. Relativna osetljivost (RO) sorte krompira crisps4all u odnosu na sortu désirée, izrazena
preko broja cista i neispiljenih larvi drugog stupnja (L2) Globodera pallida u dva ogleda i

kumulativno.
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4.5 Odrzivi modaliteti suzbijanja KCN u zapadnoj Srbiji

U narednim potpoglavljima opisani su rezultati optimizacije aktivnog suzbijanja
KCN uzgajanjem otpornih sorti krompira, pasivnog suzbijanja, parlozenjem, 1 njihovog
kombinovanja, na tri parcele u razli¢itim rezimima i poznatom istorijom ratarenja i gajenja

osetljivih sorti krompira prema KCN.

45.1 ViSegodiSnje pracenje efekata pasivnog i aktivnog suzbijanja KCN na

zaraZenim parcelama

Kroz pracenje populacija KCN metodom linijskog transekta (poglavlje 3.6, slika 57
A) na odabranim lokalitetima, Ponikve sa zutom i Ogradenik sa belom KCN, utvrdene su
promene vitalnosti i gustina populacija na infestiranim parcelama koje su podvrgnute
nekom od osnovnih metoda suzbijanja KCN ili njihovom kombinacijom tokom
visegodiSnjeg perioda. Parcela KP 6 na Javoru je posle osetljive sorte krompira 2005.
godine bila svo vreme uparloZena u sluzbenom rezimu eradikacije a na parceli Lubenac su
se smenjivale otporne i osetljive sorte krompira i druge ratarske kulture. Na obe parcele

utvrdeno je prisustvo samoniklih biljaka osetljivih sorti krompira (Slika 57).
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Slika 57. A- metod linijskog transekta, B- samonikle biljke krompira u strnjistu na Ponikvama, C-
krtole samoniklog krompira osetljive sorte kennebek na Ogradeniku, D-samonikla biljka krompira
sorte kennebek izrasla iz minijaturne krtole i E- bele i Zute Zenke i jedna braon cista Globodera
rostochiensis na korenu samoniklog krompira.

4.5.1.1 Globodera rostochiensis, patotip Rol na lokalitetu Ponikve

Registrovane vrednosti populacionih parametara u posmatranim terminima tokom
Sest godina monitoringa G. rostochiensis metodom linijskog transekta prikazani su na slici
58. Piljenje L2 iz cista je primetno i tokom jeseni 2008. i proleca 2009. gde se u
pomenutom periodu belezi smanjenje vitalnosti od 24%. Smanjenje gustine populacije bilo
je najvece tokom prve godine posle gajenja osetljive sorte désirée u 2008., i iznoslilo 67%
u periodu oktobar 2008.-oktobar 2009. Tokom naredne dve godine populacija Zute KCN se
smanjuje za oko 30% godiSnje a u poslednje tri godine posmatranja se belezi pad gustine

populacije od oko 33% na godi$njem nivou.
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1 - - e S
0
0 X L
07.10.'08. 05.05.'09. 04.10.'09. 07.05.'10. 26.09.'11. 26.10.'12. 25.10.'14.
——12/g 164 125 54 52 26 17 7
== L2/cisti 155 118 59 64 30 22 7
cista/g 1,06 1,06 0,92 0,81 0,85 0,79 0,91
smanjenje 24% 57% 5% 50% 33% 61%

Slika 58. Populaciona dinamika Globodera rostochiensis tokom 6 godina na lokalitetu Ponikve,
izrazena preko L2/cisti, cista i L2/g zemljiSta i smanjenja gustine populacije (L2/g) izmedu termina
posmatranja (crvena linija predstavlja ekonomski prag Stetnosti od 5 L2/g po Whitehead, 1995).

Smanjenje gustine cista bilo je manje od 3% godi$nje sa ukupnim smanjenjem od
16% nakon Sest godina i nije znacajno uticalo na pad vitalnosti izraCunate po masi
zemljiSta. Vitalnost cista se smanjuje sa pocetnih 155 L2 po cisti relativne vitalnosti oko
70% u jesen 2008, na oko 7 L2 po prose¢noj cisti relativne vitalnosti oko 3%. Prose¢no
godiSnje smanjenje gustine populacije tokom Sest godina pracenja, pod delimi¢nim
uticajem otporne sorte krompira tokom dve godine, jedne godine gajenja osetljive sorte
krompira i tri godine bez domacina iznosilo je 40%. Pad populacije u uparlozenom

zemljistu bio je 33% na godiSnjem nivou.
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Tabela 15. Relativna brojnost cista i neispiljenih larvi (L2) Globodera rostochiensis po
kategorijama vitalnosti tokom Sest godina monitoringa populacione dinamike na lokalitetu
Ponikve.

Kategorije 07.10. 05.05. 04.10. 07. 05. 26.09. 26.10. 25.10.

vitalnosti '08. '09. '09. 10 "11. '12. '14.
I 0 0 0 0 0 0 0
" 1 0 2 1 4 7 3
L2po m 1 0 6 10 28 42 30
kategoriji
vitalnosti v 3 2 60 52 45 30 67
(%)
Vv 51 58 32 37 23 15 0
Vi 44 40 0 0 0 7 0
I 18 34 38 30 50 54 90
" 2 2 12 8 12 16 2
Ciste po. " 8 0 14 12 20 20 6
kategoriji
vialnosi v 4 4 30 34 10 4 2
%
v 40 38 6 16 8 4 0
Vi 28 22 0 0 0 2 0

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, I11-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrZaja.

Sli¢ni trendovi smanjenja vitalnosti populacije G. rostochiensis javljaju se i pri
posmatranju promena kategorija vitalnosti cista po posmatranim terminima (Tabela 15). Sa
vremenom dolazi do postepenog smanjivanja uces¢a visoko vitalnih cista i povecanja
uceS¢a cista iz nizih kategorija. U otobru 2008. oko 70% cista u uzorku c¢ine ciste iz
kategorija V 1 VI koje sadrze 95% vitalne populacije uzorka sa nakon 6 godina, kategorija
V i VI nema a 90% cista u uzorku su potpuno nevitalne. U oktobru 2012. posle useva
osetljivog krompira sorte désirée, registruje se neo¢ekivano mala vitalnost cista sa svega

2% potpuno vitalnih cista.

45.1.2 Globodera pallida, patotip Pa2/3 na lokalitetu Ogradenik
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Promene vrednosti populacionih parametara u posmatranim terminima tokom osam
godina monitoringa populacije G. pallida u linijskom transektu na parceli na lokalitetu
Ogradenik prikazani su na slici 59.

1000
100 S~
10
5L2/g
1
0,1
28.10.'06. 30.04.'08. 09.10.'08. 05.04.'09. 09.05.'10. 16.11.'17. 18.10.'14.
e Cista/g 0,3818 0,3464 0,3109 0,3109 0,3637 0,2637 0,1995
| 2/cisti 143,05 122,27 152,41 156,31 77,282 42,773 12,027
L2/g 54,622 42,35 47,385 48,595 28,108 11,278 2,3994
smanjenje 15% -25% -3% 51% 45% 72%

Slika 59. Brojnost populacije Globodera pallida, izrazena kroz L2/cisti, cista i L2/g zemljista, i
procentualno smanjenje gustine populacije (L2/g) izmedu termina posmatranja na lokalitetu
Ogradenik tokom osam godina parloga (crvena linija predstavlja ekonomski prag Stetnosti od 5
L2/g po Whitehead, 1995).

U prve dve godine posmatranja zaklju¢no sa prole¢em 2009. dolazi do minimalnog
pada gustine populacije od svega 7%. Do narednog proleca 2010. gustina populacije se
smanjuje za 51% a tokom dve naredne vegetacione sezone za 45%. Ukupno smanjenje
gustine populacije u poslednje tri godine iznosi 72%. Smanjenje gustine cista G. pallida
posle osam godina bilo je 53% i znacajnije je uticalo na pad vitalnosti izratunate po masi
zemljista, nego kod G. rostochiensis. Prose¢no godi§nje smanjenje gustine populacije posle
8 godina parloga iznosi 27% L2/cisti odnosno 32% L2/g zemljiSta, a ukupno 92% L2/cisti

odnosno 96% izrazeno preko L2/g zemljista.
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Tabela 16. Relativan broj cista i neispiljenih larvi (L2) Globodera pallida po kategorijama
vitalnosti tokom osam godina monitoringa populacione dinamike na lokalitetu Ogradenik.
Kategorije 28.10. 30.04. 09.10. 05. 04. 09.05. 16.11. 18.10.

vitalnosti ¢ '06. '08. '08. '09. '10. '11. '14.
I 18 24 4 2 26 52 90
_ I 0 10 6 6 18 14 2
Gwow ™ 8 2 & 8 2 8 0
vit?(!/r;)osti v 14 10 10 14 18 12 4
\% 24 26 54 28 16 14 4
\Y 36 28 18 42 0 0
I 0 0 0 0 0 3 0
om0 I 0 0 0 0 13 3 1
kategoriji m 1 1 2 2 9 6 0
vitaz(!/r;)osti v 9 8 6 9 26 27 50
\% 41 50 64 32 53 61 48
\Y 49 41 28 56 0 0 0

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, I11-10-35% vitalnog
sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrzaja.

Relativna brojnost cista i L2 G. pallida po kategorijama vitalnosti u posmatranim
terminima (Tabela 16) pokazuje da nije bilo znacajnih promena u vitalnosti populacije
tokom prve dve godine osim blagog smanjenja broja cista i L2 u okviru najvitalnije
kategorije cista i proporcionalnog povecenja ovih vrednosti u okviru kategorije V.
Kategorija VI isCezava tek sa pocCetkom cCetvrte godine posmatranja kada pocinje
intenzivnije praznjenje cista i iz ostalih kategorija vitalnosti. Sa praznjenjem cista,
kategorija potpuno nevitalnih cista se udvostruéava na oko 50% s krajem pete godine
posmatranja i dostize 90% na kraju osme godine u oktobru 2014. Treba primetiti da se u
poslednjih pet godina posmatranja, pet i vise godina od poslednjeg osetljivog useva, ucesée

neispiljenih L2 u kategoriji V ¢ini polovinu ukupne vitalnosti u uzorku.

4.5.2 Optimizacija gustine sadnje biljaka klopki za suzbijanje Zute KCN

U preliminarnom ogledu eksperimentima aktivnog suzbijanja u proizvodnim

uslovima, u mikroplot eksperimentu utvrdena je optimalna gustina sadnje biljaka otporne
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sorte krompira agria kojom se postize maksimalan efekat aktivnog suzbijanja G.
rostochiensis na infestiranoj parceli.

Smanjenje broja cista G. rostochiensis u mikroplot ogledu ispitivanja optimalne
gustine sadnje otporne sorte agria je bilo izmedu 15 i 20% godisnje i nije se statisti¢ki

znacajno razlikovalo izmedu varijanti gustine sadnje biljaka krompira (Slika 60).
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Gustine sadnje

Slika 60. Smanjenje brojnosti cista po g zemljista, L2 po cisti i L2 po g zemljista populacije
Globodera rostochiensis u mikroplot ogledu sa razli¢itim gustinama sadnje biljaka krompira
otporne sorte agria. Razli¢ita slova ukazuju na postojanje statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana (p < 0,01).

Pad vitalnosti populacije izrazen preko L2/cisti i L2/g zemljiSta u mikroplotovima
gde je krompir sorte agria gajen na rastojanju od 1 m iznosio je oko 10% L2/ cisti odnosnho
oko 30% L2/g zemljiSta i statisticki se znacajno razlikovao od pada gustine populacije u
ostala dva tretmana gde je iznosio oko 70%. Izmedu gustina sadnje od 9 i 25 biljaka/m? nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike ni po jednom od parametara vitalnosti populacije.

Posto su rezultati pokazali da nema statisticki znacajne razlike u efektu gustina sadnji
od 9 i 25 biljaka/m? ni po jednom od parametara, promene vitalnosti sadrzaja u okviru

kategorija vitalnosti izmedu Pi i Pf vrednosti prikazane su zajedno za obe gustine u tabeli
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17 a ista analiza zasebno za ponavljanja sa gajenjem sorte agria na rastojanju od 1 m
(Tabela 18).

Tabela 17. Procentualno ucesce cista i invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis po
kategorijama vitalnosti na pocetku (Pi) i1 kraju (Pf) mikroplot ogleda ispitivanja uticaja
gustina sadnje od 9 i 25 biljaka po m?otporne sorte krompira agria.

. Relativna Cista po kategoriji L2 po kategoriji
Kategorije .
. : vitalnost (v)

vitalnosti . . . ] .
kategorije Pi Pf Pf/Pi Pi Pf Pf/Pi

[ v =0% 38,7+33% %  535:2,4%°  1.38

I v € (0, 10%] 10741,8% °  26,51,9% " 248 25:07%°%  17,3:33%° 681

" v € (10, 35%] 15,8+1,4% * 12,241,6% 2 0.77 14,3£2,7% % 29,9+4,6% b 2,09

WY, v € (35, 70%] 203+2,8% %  57+1,5%° 028  346+42%°% 255+603%° 074

v v € (70, 95%] 133+1,8%%  1,5£0,6%" 011  395:38%°% 145:58%° 037

Y v € (95, 100%] 1,240,5%" 0,7+0,4% * 057  90+36%°%  12,7+7,0%° 141

Razlicita slova predstavljaju postojanje statisticki znacajne razlike izmedu Pi i Pf vrednosti u okviru svake

od kategorija vitalnosti (p < 0,01).

U varijantama gustine sadnje od 9 i 25 biljaka po m® najveéi broj L2 se pilio iz
kategorija V (70-95% vitalne ciste) i IV (30-70% vitalne ciste) sa Pf/Pi odnosima od 0,11 u
kategoriji V i 0,28 u kategoriji IV. Najmanje smanjenje broja L2 zabeleZeno na kraju
vegetacije bilo je u kategoriji 11l (10-35% vitalne ciste) sa Pf/Pi odnosom od 0,77. Broj
cista iz kategorija I i II se gotovo udvostrucio. Pf vrednosti pokazuju prisustvo 2,2% cista iz
kategorije V i VI (>70% vitalnog sadrzaja) koje u sebi sadrze 25% ukupno prisutnih L2
(Tabela 17). Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu apsolutnih Pi i Pf vrednosti, i
cista i L2, u kategorijama I, Il, IV i V. Statisticki se nisu znaéajno razlikovale Pi i Pf
vrednosti u kategorijama Ill i VI. Kada je ANOVA primenjena na relativne Pi i Pf
vrednosti, registrovana je razlika u kategoriji 11 sa L2/cisti (P < 0.01) ali ne i u relativnom

broju cista po kategoriji (P = 0.09).
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Tabela 18. Procentualno ucesce cista i invazionih larvi (L2) Globodera rostochiensis po
kategorijama vitalnosti cista u mikroplot ogledu sa gustinom sadnje biljaka otporne sorte
agria od 4 biljke po m? na pocetku (Pi) i kraju ogleda (Pf).

Kategorije \'j’iet?;?:(‘)’;a(v) Cista po kategoriji L2 po kategoriji
vitalnosti kategorije Pi Pf PP Pi Pf PH/Pi
| v =0% 27,67 30,67 1,11

1] v € (0, 10%)] 16,00 17,67 1,10 3,37 3,62 1,07
] v € (10, 35%)] 21,00 18,33 0,87 15,64 18,24 1,17
v v € (35, 70%] 26,00 26,33 1,01 51,26 65,85 1,28
\Y v € (70, 95%)] 8,67 7,00 0,81 26,24 12,28 0,47
VI v € (95, 100%] 0,67 0,00 0,00 3,48 0,00 0,00

Kategorije vitalnosti: kategorija I- 0% vitalnog sadrzaja, 11-0-10% vitalnog sadrzaja, 111-10-35% vitalnog

sadrzaja, IV-35-70% vitalnog sadrzaja, V-70-95% vitalnog sadrzaja i VI -95-100% vitalnog sadrzaja)

JednogodiS$nje gajenje krompira otporne sorte agria u gustinama sadnje od 9 i 25

biljaka/m* (Slika 61) najintenzivnije je umanjilo brojnost populacije G. rostochiensis sa

smanjenjem od pocetnih 54 L2/cisti 1 119L2/g zemljista na 16 L2/cisti odnosno 27 L2/g

zemljista.
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Slika 61. Brojnost neispiljenih invazionih larvi (L2) po prose¢noj cisti i po g zemljista pre (Pi) i
posle (Pf) zavrSetka ogleda u objedinjenim ponavljanjima sa gustinama sadnje od 9 i 25 biljaka
krompira otporne sorte agria (crvena linija predstavlja ekonomski prag Stetnosti od 5 L2/g po

Whitehead, 1995)
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45.3 Poljski ogled aktivnog suzbijanja Globodera rostochiensis, patotip Rol

gajenjem otpornog krompira

U aprilu 2006. godine utvrdena gustina populacije na parceli Ispod Siminog
spomenika iznosila je 1,7 cista/g zemljista, 117,2 L2/cisti i 199,2 L2/g zemljista. Kasnija
uzorkovanja kada su postavljani ogledi sa otpornom sortom krompira agria na prolece
2010/2011 pokazala su da su ciste G. rostochiensis homogeno rasporedene po polju.
Gustina populacije na pocetku eksperimenata (Pi) u 2010. na S2 iznosila je 3,7+0,54 cista/g
zemljista, 42,8 L2/cisti i 159£25 L2/g zemljista. Sli¢no je bilo stanje vitalnosti u prolece
2011. godine i na S1 sa 3,6+0.54 cista/g zemljista, 31,8 L2/cisti i 11517 L2/g zemljista, a i
S3 sa 3,1+0,81 cista/g zemljista, 31,8 L2/cisti i 98+16 L2/g zemljista (Tabela 19). Cetiri
odnosno pet godina nakon poslednjeg gajenja osetljivog domacina 2005. godine, ciste su u
proseku bile prililicno ispraznjene sa prose¢nom vitalnos¢u oko 25%. Medutim, zbog
velike gustine cista parcela je u pogledu gustine L2 po g zemljista i dalje bila vrlo visoko
infestirana KCN.

Na delu parcele S2 tokom konvencionalnog gajenja sorte agria 2010. godine pad
populacije G. rostochiensis izrazen preko L2 po g zemljista iznosio je 84% (Tabela 19).
Tokom naredne godine prilikom nekonvencionalnog gajenja iste sorte populacija se
smanjila, neocekivano, za samo 25%. Ukupan pad vitalnosti zaklju¢no sa jeseni 2011.
iznosio je 88%. Nakon tre¢e vegetacione sezone, sa uzorkovanjem novembra 2012, koju je
parcela provela u parlogu, populacioni pad iznosio je 90%, opet neocekivano, ¢ineci krajnje
smanjenje populacije KCN od aprila 2010 od 99%. Sledi neznatan pad populacije od manje
od 20% tokom naredne dve godine, sa krajnjom vitalnoS¢u u oktobru 2014. od gotovo 0,5%

inicijalne, iznosec¢i svega 1,4 L2 po g zemljista.

Na drugom delu parcele gde je ispitivan uticaj sorte krompira agria na smanjenje
populacije, S1, posle konvencionalnog gajenja tokom 2011., populacioni pad KCN iznosi
79%, zaklju¢no sa oktobrom 2011. Nakon naredne sezone u parlogu gustina populacije se

smanjuje za dodatnih 26% a u naredne dve u istom rezimu za jo$ 66%. Ukupno smanjenje
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populacije G. rostochiensis na S1 u odnosu na prole¢e 2011 iznosi oko 95% sa

registrovanih oko 5 L2 po zg zemljista 2014. godine.

Tabela 19. Smanjenje populacije Globodera rostochiensis izrazeno preko cista i L2 po g
zemljiSta na tri dela parcele Ispod Siminog spomenika, S1, S2 i S3 povrsine od po 0,5 ha

S1 S2 S3
Procentualno
Termini Procentualno Procentualno smanjenje
uzimanj | Gustina | Aritm. smanjenje gustine Aritm. smanjenje gustine Aritm. gustine
a populaci sred.+ populacije (L2/g) sred.+ populacije (L2/g) sred.£ populacije
uzoraka je stand. gr. stand. gr stand. gr (L2/g)*
Prolece | Cista/lg | -------- 37¢054 | | | | | -
2010.
(Pi) L2/g | - 158,9+25 ga | | | b
Jesen | Cista/lg | -------- 34044 | | | | | -
2010.
(Pf) L2/lg | - 24,4429 P I
Proleée .
2011 Cista/lg | 362054 | | | | | ee-mmeee- 99 3,1+0,81
P | rorg | amase7 | | | || e
L2/g 114,8+17 79 25 99 97,716
Jesen i 2,840,2 24046 | | | | | e
o011 Cista/g ,8+0,23 89 3,2+0,46 29
(Pf2) L2/g 23,942 95 1844266 | | | | | - a1
Jesen Cista/lg | 2,60,35 3,1+0,44 3,240,15
2012. 35 90
(P3) L2/g | 155+2,09 78 1,65+0,22 92 76,745,43
Jesen :
2014, Cista/g | 2,5+0,51 66 3,0+0,15 16 3,3+0,45 21
(P3) L2/g | 5,23+1,05 1,40£0,07 58,6+8,07

Zatamnjeno — period konvencialnog gajenja sorte agria; srednje zatamnjeno — period nekonvencialnog
gajenja sorte agria; blago zatamnjeno — period u parlogu; nezatamnjeno — kumulativno smanjenje za dati
period.

Kada je rec¢ o vremenu kada je parcela ili delovi parcele bili u kontinuitetu uparlozeni
pocev od 2006. godine u parlogu, situacija je drugacija. Prosecan godis$nji pad vitalnosti za
period 2006-2010/2011 iznosio je oko 22% sa 64% smanjenja tokom Cetvorogodisnjeg
perioda na S2 odnosno oko 73% tokom petogodisnjeg na S1 i S3. Na S3 tokom godina
2011. i 2012. registruje se smanjenje od 22% i sli¢no tome jo§ 24% tokom naredne dve
vegetacione sezone. Godi$nje smanjenje gustine populacije na S3 u parlogu tokom 9 godina
zakljuéno sa oktobrom 2014. iznosi 19,4%, sa krajnjom gustinom populacije od ¢ak 58 L2

po g zemljiSta u jesen 2014.
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Slika 62. Smanjenje vitalnosti populacije izrazeno preko vitalnih neispiljenih larvi (L2) po cisti
(uprosecene na 200 vitalnih i nevitalnih jaja/L2) na parceli Ispod Siminog spomenika tokom 9
godina, posle poslednjeg gajenja osetljive sorte krompira 2005. godine. Delovi parcele S1 i S2 u
parlogu pre i posle gajenja sorte agria. S3 u parlogu od 2005. godine.

U odnosu na prole¢e 2006. godine od kada postoje prvi podaci o vitalnosti populacije
G. rostochiensis prisutne na ovoj parceli, i od kada se administrativnho zabranjuje
proizvodnja krompira, kranje smanjenje gustine populacije ove vrste iznosi prosecno 99%
na oba dela parcele (S1 i S2) gde je sorta agria gajena. Medutim, na delu parcele S3, posle
9 godina parloga krajnji pad vitalnosti populacije je svega 85%, zna¢ajno manje nego na
prethodnim potparcelama gde je parlog kombinovan sa gajenjem krompira rezistentne sorte
agria.

Kao $to je i ocekivano utvrdena je statisticki znacajna razlika (P<0,01) u Pf/Pi
vrednostima izmedu delova parcele posle jedne godine gajenja krompira sorte agria (S1 i
S2) i dve godine parloga na S3. Takode razlika je ustanovljena i u krajnjim Pfyg14/Pi

vrednostima na S1 i S2 u poredenju sa S3 (Tabela 19). Nije bilo statisticki znacajne razlike
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izmedu S1 (jedna godina krompira agria i parlog u slede¢oj) i S2 (jedno konvencionalno i
potom nekonvencionalno gajenje sorte agria). Medutim, registrovana je statisticki znacajna
razlika izmedu S2 i S1 u krajnjem padu populacije (Pfo14/ Pico10 iii 2011)). Registrovana je
statisti¢ki znacajna razlika u Pf/Pi vrednostima u godinama kada je konvencionalno gajen
krompir sorte agria na S1 (2011.) i S2 (2010.).

Cetiri odnosno pet godina od poslednjeg gajenja osetljive sorte krompira u 2005.
godini, vecéina cista je bila potpuno prazna. 64% praznih cista utvrdeno je na S2 u aprilu
2010. i1 74% na S1 u maju 2011. godine (Tabela 20).

Pocetna (Pi) vrednost prosecne vitalnosti cista na S2 u 2010. iznosi 43 L2/cisti (slika
62) gde je 88% L2 klasifikovano u kategorijama V i VI, koje su ¢inile ¢ak 16% ukupnog
broja cista u uzorku (Tabela 20). U jesen 2010., 2011. i 2012. godine vitalnost cista iznosila
je 7, 6 10,5 L2/cisti i nije se znacajnije menjala do oktobra 2014 (slika 62). Od 2012. sve
L2 nalaZene su u cistama kategorije II (Tabela 20).

Pi vrednost na S1 (2011.) iznosila je 32 L2/cisti (Slika 62), sa 37% vitalnih L2
nadenih u V i VI kategoriji, koje ¢ine 6% svih cista u uzorku (Tabela 20). Vitalnost
populacije pada na 9 L2/cisti posle gajenja otporne sorte. Posle slede¢e sezone u parlogu,
vitalnost populacije se smanjuje na 6 L2/cisti u jesen 2012. Krajnja vitalnost populacije u
oktobru 2014. godine iznosi 2 L2/cisti, kada sve vitalne L2 bivaju registrovane u
kategorijama vitalnosti cista Il i Il1.

Pf vrednosti posle gajenja krompira otporne sorte agria na oba dela eksperimentalne
parcele, S2 i S1, pokazuju da medu cistama u uzorcima nema cista iz kategorija V i VI
(Tabela 20). U narednim godinama velika vecina cista je nizih kategorija vitalnosti,
uglavnom kategorija Il i I, na obe potparcele. Sa druge strane u oktobru 2012. na
potparceli S3 koja je svo vreme u parlogu, 76% vitalnog sadrZaja je registrovano u
kategoriji IV sa ¢ak nekoliko cista iz kategorije V koje nose 15% ukupne vitalnosti. Ciste

IV iV kategorije vitalnosti na S3 ¢ine ¢ak 18% svih cista.
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Tabela 20. Promena vitalnosti populacije Globodera rostochiensis izrazena preko relativnog broj
cista i invazionih larvi (L2) u okviru kategorija vitalnosti na tri dela parcele Ispod Siminog
spomenika, S1 (agria u 2011. sa parlogom pre i posle), S2 (agria u 2010. i 2011. sa parlogom pre

i posle) i S3 (svo vreme u parlogu) tokom devet godina.

S2 S1 S3
Termini Kategorile '\ v v VI L IV vV VL IV VI
uzorkovanja vitalnosti
Ciste(%) 0 13 40 27 7 13 0 13 40 27 7 13 0 13 40 27 7 13
Proleée 2006
L2 (%)
0 13 17 15 18 37 0 13 17 15 18 37 0 13 17 15 18 37
Ciste(%) 64 8 6 6 10 6
Proleée 2010
L2 (%
5 1 7 417
Ciste(%) 80 12 4 4 0 0
Jesen 2010
L2 (%
® 5 11 e 25 0 0
Ciste (%) 74 4 4 12 4 2 T4 4 4 12 4 2
Proleée 2011
0,
L2 (%) 0 1 4 58 22 15 0 1 4 58 22 15
Ciste(%) 96 0 0 2 2 0 8 4 2 6 0 0
Jesen 2011
L2 (%
® 5 o 06752 0 0 3 6 90 0
Ciste(%) 96 4 0 0O O O 8 8 6 2 0 0 70 6 6 16 2 0
Jesen 2012
L2 (%)
0 100 0 0 0 O 0 10 39 51 0 0 O 1 8 76 15 0
i 0,
Ciste(%) o 6 0 0 0 0 9 2 4 0 0 0 _. . . . o
Jesen 2014
L2 (%)
0 100 0 0 0 O 0 6 9 0 0O 0 0 6 17 77 0 0

Kategorije vitalnosti : kategorija | - nevitalne ciste sa 0% vitalnog sadrzaja, I - Vrlo slabo vitalne ciste sa 0-

10% vitalnog sadrzaja, III- slabo vitalne ciste sa 10-35% vitalnog sadrzaja, IV- srednje vitalne ciste sa 35-

70% vitalnog sadrZaja, V- visoko vitalne ciste sa 70-95% vitalnog sadrzaja i VI - Potpuno vitalne ciste sa 95-

100% vitalnog sadrzaja)
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Testovi piljenja sprovedeni u jesen 2014. godine potvrdili su razlike u vitalnosti
dobijene disekcijom cista izmedu S1, S2 1 S3 (Slika 63). Broj ispiljenih L2 u delu parcele
S3 koji je neprestano bio u parlogu, bio je oko 13 puta ve¢i nego u S2 odnosno tri puta veéi
nego u S1, delovima parcele gde je parlog kombinovan sa gajenjem otporne sorte krompira.
Takode, Cetiri puta je intenzivnije piljenje L2 u S1 gde je agria gajena jednom u odnosu na
S2 sa dve godine gajenja krompira sorte agria.
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Slika 63. Broj ispiljenih larvi (L2) za Cetiri nedelje iz 50 slu¢ajno odabranih cista sa delova parcele
Ispod Siminog spomenika, S1 (agria 2011. god.), S2 (agria 2010. i 2011. god.) i S3 (svo vreme u
parlogu) izvojenih oktobra 2014. godine.

Tokom cvetanja krompira, 7 avgusta 2010, lako primetne samonikle biljke krompira
sorte désirée sa plavi¢astim cvetovima su ruéno vadene i uklanjane sa dela parcele S2.
Cetiri godine nakon poslednjeg gajenja osetljive sorte désirée na ovoj parceli nadeno je 998
malih do srednjih krtola samoniklog krompira sa gustinom u polju od oko 0,2 krtole/m? i
ukupnom tezinom oko 15 kg (Slika 64). 6. jula naredne godine u drugom delu parcele
oznacenom sa S1 prikupljeno je oko 286 krtola ukupne mase 3750g odnosno oko jedna
krtola na svakih 25 m?.
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Slika 64. Parcela Ispod Siminog spomenika na Ponikvama (A-satelitski snimak sa oznaCenim
delovima parcele S, B-fotografija parcele S sa uzoranim delom parcele S2 u prolece 2010. godine,
C-potparcela S2 pocetkom avgusta 2010. pod otpornom sortom krompira agria u vreme cvetanja
krompira, D-uklonjene biljke i krtole (998 krtola/0,5 ha) osetljivog samoniklog krompira sorte
désirée na S2 u petoj godini od poslednjeg gajenja osetljivog useva krompira).
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5 DISKUSIJA

5.1 Odredivanje vrsta i patotipova

Kao $to je morfoloska i molekularna analiza populacije Globodera palida i
populacije G. rostochiensis sa parcele L analizom desetina cista u viSe navrata (Radivojevié
et al., 2006a; Radivojevi¢ et al., 2006b; Gruji¢, 2010) potvdila postojanje samo jedne vrste
KCN po parceli, tako je i molekularno potvrden specijski identitet populacije G.
rostochiensis sa parcele S i ustanovljeno prisustvo samo ove vrste. Moze se tvrditi da su svi
eksperimenti u ovom radu izvedeni sa specijski ,,éistim* populacijama KCN. Ovo saznanje
je bitno jer i mali procenat cista druge vrste KCN moze znaajno uticati na rezultate
razli¢itih istrazivanja a pogotovo na ona u kojima virulentnost ispitivane populacije igra
znacajnu ulogu.

Vrednosti relativne osetljivosti ispitivanih sorti prema patotipu Rol objavljene u
literaturi konzistentne su sa vrednostima dobijenim u naSim eksperimentima sa
populacijom zute KCN sa Ponikava. Sorta krompira crisps4all je vrlo visoko otporna na
prvi patotip Rol (skor 9) i visoko do vrlo visoko na patotip Ro2/3 (skor 8) a sorta agria,
vrlo visoko otporna samo na patotip Rol (Tabela 2). S obzirom da nije bilo umnoZzavanja
KCN na crisps4all i agria postojanje patotipa Ro2/3 i Ro5 se moze iskljuciti. Vrlo visoka
otpornost prema prvom patotipu zute KCN koje poseduju obe sorte krompira i odsustvo
razmnozavanja KCN u naSim ogledima nedvosmisleno pokazuje da se populacija G.
rostochiensis sa Ponikava po virulentnosti moze uvrstiti u patotip Rol.

Za razliku od G. rostochiensis u slu¢aju odredivanja patotipa populacije bele KCN
situacija je komplikovanija. Jedan od problema je prisustvo razli¢itih podataka u literaturi o
otpornosti diferencijalnih sorti krompira za razdvajanje patotipova Pa2 i Pa3. Naime,
postoje  kontradiktorni podaci o otpornosti ovih sorti koje daju razliGite
laboratorije/selekcionerske kuce (Tabela 2). Tako, prema patotipu Pa2 G. pallida relativna
osetljivost sorte sante se kre¢e od skora 4 (niska do srednja otpornost) do 9 (vrlo visoka
otpornost), a prema patotipu Pa3 od 3 (niska otpornost) do 4 (niska do srednja otpornost).

Razli¢ite vrednosti RO verovatno su posledica koriS¢enja razli¢itih populacija KCN sa
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specifi¢nostima u virulentnosti U razli¢itim laboratorijama (Mugniéry et al., 1989). Sli¢no
krompiru sorte sante i za sortu innovator u literaturi se daju se razli¢iti stepeni otpornosti sa
ipak manjim razlikama. Tako se sorti innovator dodeljuju vrednosti skorova RO od 7
(visoka otpornost) do 8 (visoka do vrlo visoka otpornost) prema patotipu Pa2, a od 7 do 9
prema patotipu Pa3. Nase dobijene vrednosti pokazuju RO sante od 25,7% (grani¢na
vrednost skora 3 i 4) §to bi naSu populaciju bele KCN moglo da svrsta i u patotip Pa2 i u
Pa3. Stoga, sante ne moZe biti validna diferencijalna sorta krompira za pomenute
patotipove. U nasim eksperimentima RO sorte innovator iznosila je 2.9% (grani¢na
vrednost skorova 7 1 8), Sto na osnovu literaturnih podataka ne iskljucuje ni jedan od
patotipova. Sorta krompira crisps4all poseduje vrlo visoku otpornost (skor 9) samo prema
patotipu Pa2 i za nju nema kontradiktornosti u ocenama rezistentnosti u razli¢itim
laboratorijama. Medutim, nasi rezultati pokazuju RO crisps4all u prvom ogledu od 4,4%
(skor 7). I pored velikog skora dobijenog na crisps4all u ovom ogledu, odsustvo otpornosti
ove sorte prema Pa3 dobijeni rezultati naSu populaciju bele KCN svrstavaju u patotip Pa2.
Velika vrednost RO crisps4all se svakako moZe objasniti malim uveéavanjem populacije
KCN na sorti désirée. Medutim, u ponovljenom ogledu sa crisp4all, kada su za odredivanje
RO kori$¢ene L2 dobijena je RO ispod 1 (skor 9), ukljucujuéi i sjedinjene rezultate oba
eksperimenta (slika 56, poglavlje 4.4.3), sto je u skladu sa literaturnim podacima (Tabela
2).

Jedno od objasnjenja za pomenute nelogi¢nosti moze se na¢i 1 u razliCitoj
metodologiji kori§¢enoj za procenu virulentnosti populacija odnosno otpornosti sortimenta
u razli¢itim laboratorijama (Mugniéry et al., 1989). EPPO preporucuje gajenje krompira u
saksijama najmanje zapremine 1 litar sa inokulumom od 5 L2/g zemljista/supstrata i gde
uveéanje populacije na standardnoj osetljivoj kontrolnoj sorti désiree treba da bude bar 20
puta. U naSim eksperimentima krompir je gajen u zatvorenim kontejnerima sa 200 g
supstrata i ve¢im inokulumom koji se kretao od oko 15 do 25 L2 po g zemljista, gde
uveéanje populacije na krompiru sorte désirée uglavnom nije prelazilo 10 puta. Pri
prenaseljenosti korena odnos polova se moze zna¢ajno pomeriti u korist muzjaka (Trudgill,
1967; Bridgeman i Kerry, 1980). Znacajno manja brojnost novoformirane generacije cista

na sorti désirée u nasim ogledima svakako je uticala na vecu vrednost RO diferencijalnih
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sorti prema ispitivanim populacijama KCN. Manje vrednosti RO dobijene na crisps4all bi
nasu populaciju nedvosmisleno svrstale u patotip Pa2 obzirom na nepostojanje otpornosti
ove sorte prema patotipu Pa3. Rouppe van der Voort et al. (1998) virulentnosti populacija
KCN prema hibridu AM78-3778 koji je jedan od roditelja sorte innovator u ogledu
izvedenom u zatvorenim kontejnerima u uslovima vrlo sli¢nim onim kakvi su bili u nasim
eksperimentima. Ovi autori ustanovljavaju potpunu otpornost pomenutog hibrida prema
nekim populacijama patotipa Pa2 ali i vrlo visoku prema nekim populacijama Pa3. Jedna od
tih populacija je i1 populacija Pa3-74.768.20. Grujic (2010) poredenjem sekvenci
mitohondrijalnog gena CytB evropskih, severno- i juzno-americkih populacija bele KCN,
navodi najvecu bliskost, u ovom radu ispitivane populacije KCN sa Kladnice, i upravo
pomenute Pa3-74.768.20. Tako jos nije bilo radova koji su povezali sli¢nost populacija na
molekularnom nivou i njihovu sli¢nost u virulentnosti, uz prethodno navedene rezultate od
kojih neki ne isklju¢uju moguénost pripadanja patotipu Pa3 i ovo moze da bude jedan od
potencijalnih priloga toj tvrdnji. Na osnovu dobijenih rezultata u naSim istraZivanjima
ispitivana populacija ne moze se sa stopostotnom sigurnosc¢u svrstati ni u Pa2 ni Pa3 patotip
G. pallida. Virulentnost nase populacije bele KCN najviSe odgovara intermedijarnom
patotipu Pa2/3.

S praktitnog aspekta, u cilju odabira diferencijalnog sortimenta za testiranje
patotipova u fitosanitarne svrhe u Srbiji, ovi rezultati pokazuju da se kao diferencijalne
trebaju koristiti samo sorte koje prema odredenom patotipu imaju indekse RO ne manje od
skora 8. Svaka vrednost manja od ove, odnosno svaka sorta na kojoj je multiplikacija cista
veca od tri posto nego ha osetljivoj kontrolnoj, moze da uslovi velike varijacije u zavisnosti
od naCina sprovodenja testova, a pre svega od multiplikacije na osetljivoj sorti. To je
pogotovo izrazeno u uslovima testiranja u zatvorenim kontejnerima kao u nasem ogledu,
gde uvecanje cista KCN na osetljivoj sorti krompira désirée ne prelazi 10 puta. Sa malim
uveéanjem na krompiru osetljive sorte raste RO testirane otporne i ne podudara se sa
vrednostima datim u tabeli 2, sto moZe da dovede do pogresnih zaklju¢aka. Radivojevic et
al. (2007) dobijaju na sorti cleopatra najvece uvecanje cista KCN, duplo vece nego na sorti

désirée. Dale i de Scurrah (1998) navode da vrednosti rezistentnosti dobijene u saksijskim
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uslovima i u zatvorenim kontejnerima mogu da se razlikuju ali da su otporne sorte
rangirane u slicnom poretku koris¢enjem oba pristupa, $to je slucaj i u ovim ogledima.

Ogledi sprovedeni u zatvorenim kontejnerima pokazali su da uz minimalno
odrzavanje ogleda i uz lako kontrolisane uslove sa velikim brojem ponavljanja na malom
prostoru, moguce uspesno odredivanje patotipova KCN. U budu¢em radu treba oprimizirati
oglede testiranja patotipova u smislu odabira tolerantnijih osetljivin kontrolnih sorti
krompira na kojima je razmnozavanje KCN veée od 20 puta i optimizaciju gustine
inokuluma.

Sorta krompira crisps4all, pokazala se kao odli¢na diferencijalna sorta. Uz prethodnu
morfoloSku identifikaciju vrste, $to je u praksi pravilo, sama omogucava diferencijaciju
svih patotipova G. rostochiensis (Rol, Ro2/3, Ro5). Takode, omogucava i diferencijaciju
patotipa Pa2 od P3 G. pallida, prevalentnih u Evropi. Patotip Pal je retko prisutan u Evropi
sa lokalizovnim prisustvom u nekoliko evropskih zemalja. Stoga, ova sorta se moze
preporuciti za koriS¢enje u fitosanitarne svrhe odredivanja patotipova u Srbiji jer razdvaja u
Evropi najzastupljenije patotipove obe vrste KCN, koji predstavljaju i najveci rizik da u
Srbiju sa uvezenim semenskim krompirom budu introdukovane. U budu¢em radu potrebna
je optimizacija metodologije utvrdivanja patotipova u smislu veli¢ine inokuluma i/ili
uklju¢ivanja optimalnije osetljive sorte krompira kao pozitivne kontrolne sorte. Upotreba
vece kolic¢ine peska i povremeno zalivanje rastvorom mineralnog dubriva kako navodi Foot
(1977) mogu da dovedu do veéeg umnozavanja cista KCN, i budu jedno od metodoloskih

unapredenja buducih eksperimenata.

5.2 PoboljSana metoda procene vitalnosti cista disekcijom

Na osnovu nasih saznanja nekolicina autora se bavila utvrdivanjem vitalnosti cista
individualnom disekcijom. Veéina takvih radova obavljena je u cilju rasvetljavanja
varijabilnosti sadrzaja cista i bazirana na malom broju disekovanih cista. Ellenby (1956)
individualno disekuje i odreduje broj jaja po cisti u eksperimentima sa piljenjem L2 iz
pojedinacnih i prepolovljenih cista. Hesling (1959) da bi smanjio varijabilitet u testovima

piljenja L2 deli ciste po veliini u cetiri grupe od 50 cista koje individualno disekuje
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utvrdivajuci varijabilitet u okviru i izmedu kategorija. Twomey et al. (1995) takode uspeva
da smanji varijabilitet u svom eksperimentu piljenja L2 koriste¢i ciste sli¢ne veliine.
Smanjenjem varijabiliteta koriS¢enjem cista iste kategorije u bave se i Lamondia, et al.
(1986) definisuci vitalan i nevitalan sadrzaj cista disekcijom. Na osnovu nama dostupne
literature Carden (1965) prvi deli ciste brojnih poljskih populacija KCN u kategorije
vitalnosti na pune, polupune i prazne ciste. Po Carden (1965) pune su one koje sadrze oko
200 jaja po cisti a polupune one koje sadrze manje od 50 vitalnih jaja, medutim, ove
vrednosti autor procenjuje otprilike bez preciznog brojanja. U ovom radu, brojanjem i
vitalnog 1 nevitalnog sadZaja, po prvi put je precizno utvrdeno procentualno ucesce vitalnog
sadrZaja za svaku cistu tj. relativna vitalnost svake ciste i vr§eno poredenje pada vitalnosti
tokom vremena u razli¢itim laboratorijskim 1 poljskim uslovima.

Bez obzira na nacin utvrdivanja vitalnosti, broj cista koje se koriste za procenu
vitalnosti populacije se meri najces¢e u desetinama. Imajuc¢i u vidu da populacije sadrze
hiljade ili milione cista, prilikom procene vitalnosti nemoguce je izbeci greske zbog malih
uzoraka. Navodi u literaturi govore da je broj jaja varijabilan i po prosecnoj cisti iznosi oko
200 sa maksimalnom vredno$¢u od 765 (Hesling, 1959 citirano u Whitehead, 1995). U
ovim istrazivanjima najveca cista imala je 918 jaja. Zbog velike varijabilnostu u broju jaja
po cisti, javlja se nepozeljan varijabilitet izmedu uzoraka ¢ak iako su uzeti sa gotovo istog
mesta.

Brojanjem 1 vitalnog i nevitalnog sadrzaja cista omoguceno je utvrdivanje apsolutne
vrednosti svih kategorija jaja za svaku cistu a potom i za svaki uzorak. Ova ¢injenica je
omogucila da se primete razlike u ukupnom broju jaja izmedu uzoraka i da se izvrsi
korekcija vitalnog sadrzaja podrazumevajuci isti ukupan broj jaja za uzorke koje je bilo
potrebno porediti. U tabeli 5 prikazane su nekorigovane i korigovane vrednosti vitalnosti
populacije u ogledu za ispitivanje uticaja gustine sadnje krompira na KCN. Detektovana
varijabilnost u ukupnom broju jaja po prosecnoj cisti u uzorcima koji su se poredili, uticala
je da se potceni uticaj rezistentne sorte na smanjenje populacije KCN za u proseku oko 5%.
U cetvrtini ponavljanja greSka je prelazila 19% sa maksimalnom utvrdenom razlikom

korigovanih i nekorigovanih vrednosti od ¢ak 25%.
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Kao i u prethodnom primeru gde postoji potreba poredenja pocetnih (Pi) i krajnjih
(Pf) vrednosti, vitalnost populacije je moguce utvrditi sa vise metoda. Medutim, sve metode
navedene u pregledu literature, uz svoje prednosti i nedostatke, se bave utvrdivanjem samo
vitalnog sadrZaja i ne daju moguénost utvrdivanja ukupnog broja jaja. Kao sto je pokazano,
razlike u ukupnom broju jaja u Pi i Pf mogu znacajno da uti¢u na procenu efikasnosti neke
metode za suzbijanje KCN.

Prebrojavanjem sadrzaja 1 utvrdivanjem relativne vitalnosti svake ciste omogucena
je detekcija potpuno vitalnih cista i proporcijalnog uéesc¢a vitalnog sadrzaja ovih cista u
uzorku. To je posebno bilo od znacaja prilikom utvrdivanja uticaja samoniklih biljaka
krompira na populacije KCN (videti poglavlje 4.5.1.)

Individualna disekcija 1 utvrdivanje relativne vitalnosti cista omogucéilo je
klasifikaciju cista i vitalnog sadrzaja u kategorije vitalnosti. Promene vitalnosti populacija
KCN izrazene preko kategorija vitalnosti na nivou mikroplot i poljskih ogleda tokom
viSegodisnjih posmatranja predstavljaju jedinstvena istraZivanja u svetu do danas.

lako se individualnom disekcijom cista i prebrojavanjem vitalnog i nevitalnog
sadrzaja cista moze do¢i do preciznih informacija, ovu metodu utvrdivanja vitalnosti, zbog
veceg utroska rada i vremena, nemoguce je primeniti u laboratorijama koje obraduju hiljade
uzoraka godinje kao npr. u Skotskoj gde u SASA (Science and Advice for Scotish
Agriculture) obrade oko 17 hiljada uzoraka svake godine (Reid et al., 2015). Ipak u
zemljama gde su KCN relativno skoro introdukovane, kakva je i Srbija, gde se istrazivaci
srecu sa desetinama uzoraka pozitivnih na KCN na viSegodiSnjem nivou, vec¢i utroSak rada

zarad dobijanja preciznije informacije ima opravdanost i izvodljiv je.

5.3 Populaciona dinamika

Godisnje smanjenje gustine populacije G. rostochiensis u priblizno prirodnim
poljskim uslovima pod uticajem biljaka klopki krompira sorte agria iznosilo je 80-84% a
populacije G. pallida pod uticajem sorte innovator 90-92%. Kumulativan pad gustine
populacije obe vrste KCN posle dve godine uzastopnog gajenja otpornih sorti u priblizno

poljskim uslovima iznosio je 97%. Naizgled intenzivnija godi$nja smanjenja gustine
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populacije G. pallida su verovatno proizvod vecih eksperimentalnih gresaka pri utvrdivanju
vitalnosti, populacije slabo vitalnih cista, G. pallida.

Smanjenje vitalnosti populacije KCN u simulaciji parloga bilo je sli¢no kod obe vrste,
intenzivnije u prvoj godini posle osetljivog useva kada je iznosilo 46-64% kod G.
rostochiensis (slike 18 i 24) i 60% kod G. pallida (Slika 35) koliko navode i Andersson
(1987), Cole i Howard (1962) i Devine et al. (1999). U drugoj godini zabelezeno je
smanjenje vitalnosti populacije G. rostochiensis od 30% i G. pallida od 25%, sa
kumulativnim padom tokom dve godine kod obe vrste KCN od oko 70%. Gotovo dva puta
intenzivnije smanjenje populacije u prvoj godini najverovatnije je uslovljeno dominacijom
kategorije cista najviSe vitalnosti u uzorku u 2009. u odnosu na 2010. godinu kada te
kategorije nema, odnosno znacajnijim piljenjem iz visoko vitalnih cista u kojima je
procentualni udeo L2 u dijapauzi (L2 koje se nece piliti) manji nego kod manje vitalnih
cista (videti poglavlja 4.5.2 1 5.5.2). Ovakve zakljucke nemoguce je izvesti bez poznavanja
zastupljenosti cista razlicite vitalnosti u uzorku. To je verovatno jedan od razloga zasto su
objasnjenja za intenzivnije smanjenje vitalnosti KCN u prvoj godini posle gajenja
osetljivog useva nego kasnije, objavljivanih u literaturi, ostala na nivou pretpostavki.

Ova istrazivanja predstavljaju jedinstvena istrazivanja u kojima su proprac¢ene promene
vitalnosti populacije pod uticajem otporne i osetljive sorte krompira, kao i u uslovima bez

domacina, kroz promene vitalnosti cista izrazene preko kategorija vitalnosti.

5.3.1 Globodera rostochiensis, patotip Rol na lokalitetu Ponikve

Temperatura je znacajan abiotski faktor koji utiCe na aktivaciju dormantnih larvi
druge generacije KCN (Franco, 1979). U literaturi se srecu razli¢iti podaci o minimalnim
temperaturama za aktivaciju piljenja L2 KCN. U razli¢itim zemljama autori navode da se
minimalne temperature kre¢u izmedu 5,9 do preko 10 °C. Na osnovu naSih saznanja,
najniza temperature potrebna za piljenje L2 G. rostochiensis koja se navode u literaturi je
5,9 °C (Langeslag et al., 1982). Postavljanje ogleda za ispitivanje populacione dinamike
KCN na odabranim lokalitetima je uvek bilo u aprilu mesecu pre pocetka uobiCajene

komercijalne sadnje krompira, koja je na ovim nadmorskim visinama obi¢no u maju ili cak
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junu mesecu. Minimalne temperature izmerene na pocecima ogleda sa zutom KCN bile su
7,8 °C aprila 2010. i preko 10 °C 2009. i 2014. godine. U ogledu 1, 2009. i 2010. u aprilu
mesecu je u svim varijantama bilo registrovano znacajno piljenje L2 G. rostochiensis i
kretalo se oko 20 L2/100 g zemljista §to govori da su registrovane temperature bile iznad
minimuma potrebnog za aktivaciju L2 ove populacije Zzute KCN. U ogledu 2014. godine
nije bilo piljenja u prvom terminu, kada je i postavljen ogled, s obzirom da je za razliku od
prethodnog ogleda u ovom koriséena laboratorijska populacija cista. Medutim, u ogledu 2,
26. oktobra 2014. godine pri temperaturi od 5,5 °C registruju se ispiljene L2 u zemljistu u
simulaciji prisustva osetljivog krompira, $to sugerise da su minimalne temperature potrebne
za aktivaciju L2 nase populacije jo§ nize od temperatura zabeleZenih od (Langeslag et al.,
1982). Ipak, u ponavljanjima sa biljkama krompira sorte désirée, 26. oktobra 2014. godine
nadene L2 mogle su biti ispiljene i ranije. L2 u zemljistu bez domacina mogu da prezive 6-
11 dana (Robinson et al., 1987a) tako da je verovatnije da se temperaturni minimum
piljenja L2 naSe populacije zute KCN nalazi izmedu temperatura 5.5 i 8 °C, koliko je
zabelezeno dve nedelje ranije.

Takode presudan abiotski faktor koji uti¢e na piljenje L2 KCN, je vlaznost zemljista
(Van Riel i Mulder, 1998). Pokazalo se da je najintenzivnije piljenje u svim varijantama sa
obe vrste KCN uvek bilo posle perioda najintenzivnijih padavina i tokom leta i jeseni. Tako
se kod G. rostochiensis u oglednoj simulaciji prisustva désirée, posle najobilnijih junskih
padavina u 2009. posle uzorkovanja 10 juna javlja vrhunac piljenja L2, 3. jula 2009., kada
se beleZi 1 najveca relativna vlaznost zemljista od skoro 30% za razliku od oko 20% 10.
juna. Sli¢no je i u 2010. godini kada posle intenzivnih kiSa u prvoj nedelji juna, u terminu
uzorkovanja 7. juna registruje 1 najveca relativna vlaZznost zemljiSta od blizu 30% 1 prvi
vrhunac piljenja. Suma ukupnih padavina u junu obe godine bila je oko 180 mm. Dinamika
piljenja u drugom delu vegetacije u obe posmatrane godine je u sli¢noj vezi sa padavinama
1 posledicnom relativnom vlazno§¢u zemljista. Tako se posle padavina krajem avgusta (65
mm), 3. septembra 2009. povecava vlaznost oglednog zemljiSta na 25% 1 javlja drugi
vrhunac drugog talasa piljenja L2. U narednoj godini je sli¢no gde letnji julski pljuskovi
krajem ovog meseca podizu vlaznost zemljiSta na 22% 1 izazivaju drugi vrhunac drugog

talasa piljenja 2. avgusta 2010. godine. Dva vrhunca piljenja su posebno ocigledni tokom
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2010. godine zbog znacajnog povecanja ukupne vitalnosti populacije tokom 2009. godine
(Slika 19). Manje ili vise izrazeni periodi letnje suSe tokom obe godine dovode do
smanjenja vlaznosti zemljiSta i potpuno odsustvo ili minimalno piljenje L2 Zute KCN.
Populaciona dinamika piljenja i migracije L2 je slicna i u oglednoj simulaciji prisustva
krompira sorte agria ali manjeg intenziteta i bez dva vrhunca piljenja L2 u obe godine.
Razlog za to moze biti znacajno smanjena vitalnost populacije u 2010. godini i vrednosti
ispiljenih L2 u zemljistu, na nivou pragova detekcije korisS¢ene metodologije izdvajanja L2
iz zemljiSta. 2014. godina se razlikovala znacajno od znatno su$nijih 2009. (ukupne
godiSnje padavine 915 mm) i 2010. (ukupne godiSnje padavine 843 mm) sa gotovo
tre¢inom padavina viSe i registrovanih 1217 mm ukupnih godiSnjih padavina. Od aprila do
oktobra meseca 2014. mese¢ne sume padavina ni u jednom mesecu ne padaju ispod 120
mm sa majskim vrhuncem od rekordnih 220 mm tog meseca i relativnom vlaznoséu
zemljiSta 10. juna od 66%. Obilne padavine 2014. uti€u na intenzivno 1 dugo piljenje L2 u
dva jasna talasa (13. 5.- 24. 6.) i (5. 8.-1. 10.) kada prosecan broj registrovanih L2 u
zemljis$tu za sve termine uzorkovanja iznosi oko 0,5 L2/g zemljista (Slika 26) $to odgovara
vrhuncu ispiljenih L2 u désirée tokom 2009. godine (Slika 19). Inicijalna gustina
populacije zute KCN 2009. bila je za oko tre¢ine veca od one u 2014. godini, pa ipak u
2014. godini registruje se neuporedivo intenzivnije piljenje L2 ove vrste. Ove razlike se
apsolutno mogu pripisati konstantno vecoj relativnoj vlaznosti zemljista tokom 2014.
Iznenaduje gotovo prestanak piljenja L2 tokom jula meseca 2014 (od 57 DPI do 99 DPI)
(Slika 26), iako je relativna vlaznost zemljista oko 30% (Slika 22). U svim meseé¢nim
pregledima tokom 2009. i 2010. godine relativna vlaZnost zemljiSta je bila ispod 30%
(Slika 15). ZabelezZeni rezultati svedoce o dijapauzi prisutnih L2 u cistama iz inokuluma u
ogledu 2 (prve novoformirane ciste javljaju se 57 DPI) koje i pored optimalnih abiotskih
uslova i prisustva korenskih eksudata krompira ostaju neaktivirane, koji su najverovatnije
posledica koriS¢enja laboratorijske populacije u ovom ogledu koja je bila izloZenija
visokim temperaturama i ¢eS¢em isuSivanju zemljista (gajenje u kofama) tokom leta u
odnosu na populacije nastale u poljskim uslovima (ogled 1). Prestanak piljenja L2 izmedu
dva talasa piljenja javlja se i u in vitro ogledima piljenja L2 (slike 40 i 44) u kojima su

koriS¢ene laboratorijske populacije KCN.
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Drugi talas piljenja L2 G. rostochiensis javio se u oba eksperimenta u simulaciji
prisustva sorte désirée tokom tri godine. Tokom 2009. i 2010. nije bilo prestanka piljenja
izmedu dva vrhunca ali je ono znacajno smanjeno (Slika 19). Neregistrovanje prestanka
piljenja moze biti posledica jednomesecnog uzorkovanja. Medutim, postojanje dva talasa
piljenja je ocigledno kada se analiziraju promene kategorija vitalnosti po terminima (Tabela
7). Ocigledno je smanjenje relativne brojnosti potpuno vitalnih cista od 50% (koje sadrze
83% vitalnog sadrzaja u uzorku) 1. avgusta 2009. (kada dolazi do formiranja nove
generacije) na 12% potpuno vitalnih cista (sa 23% od ukupnog vitalnog sadrzaja u uzorku)
4. oktobra 2009. godine, koji potvrduje intenzivno piljenje tokom avgusta i septembra iz
novoformiranih cista, §to govori o odsustvu dijapauze dela populacije L2 u novoformiranim
cistama. Slicne promene kategorija vitalnosti, koje ukazuju na piljenje u drugom delu
sezone, ali manjeg intenziteta javile su se i 2010. godine. Tokom 2014. godine na
temperaturi zemljista od 17 °C, 99 DPI javlja se ponovno piljenje L2. Broj cista se
povecava 7,8 puta sa 0,4/g u aprilu na oko 3 ciste/g zemljiSta u oktobru 2014. (Slika 24)
kada broj potpuno vitalnih cista iz kategorije VI ¢ini svega 18% ukupnog broja cista u
uzorku (Tabela 10). Mala zastupljenost potpuno vitalnih cista nedvosmisleno potvrduje da
je veéi deo novoformiranih cista ispraznjen odnosno da deo L2 G. rostochiensis ne ulazi u
dijapauzu. Pocetak drugog talasa piljenja L2, 99 DPI, poklapa se sa zavrSetkom ciklusa
razvi¢a L2 G. rostochiensis iz prvog talasa piljenja, gde ve¢ 71 DPI mlade ciste ¢ine oko
polovinu prisutnih adultnih stadijuma na korenu krompira. Uz smanjenje najvitalnije
kategorija cista u septembru i u oktobru 2009. (Tabela 7) javlja se povecanje broja cista u
zemljistu (Slika 16). 22. aprila 2010. godine procenat potpuno vitalnih cista poveéan je u
odnosu na pocetak oktobra 2009. i iznosi 22% (Tabela 7) iako se u zemljistu ne detektuje
povecanje broja cista. (Slika 16), Sto sugeriSe malo poveéanje broja cista i posle
uzorkovanja 4. oktobra 2009. Neregistovanje uvecanja broja cista U zemljistu moguce je da
je posledica eksperimentalne greske tokom izdvajanja cista iz zemljiSta, a povecanje
kategorija najvece vitalnosti u aprilu 2010. ne iskljucuje ni formiranje malobrojne
generacije novih cista iz L2 koje su se ispilile neposredno pre uzorkovanja 1. avgusta 2009.
U Belgiji, na nesto nizim temperaturama nego u ovim ogledima, prve ciste G. rostochiensis

u korenu Ebrahimi et al. (2014) konstatuju 12. juna odnosno 68. dana posle sadnje 8. aprila.
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U Slovackoj, Renco (2007) tokom dve godine na Sest sorti krompira registruje prve ciste G.
rostochiensis 60 i 68 dana posle sadnje koja je bila 28.aprila. Drugi talas piljenja pocije 25
dana posle pojave prvih cista (Renco, 2007), sli¢no kao i u ogledu 2, 2014. godine na
bliskim temperaturama zemljista. L2 G. rostochiensis se u korenu razvijaju do L3 do kraja
avgusta kada razvice prestaje (Renco, 2007), medutim, izmerene temperature zemljista u
septembru u Slovackoj ne prelaze 11 °C i manje su nego one zabeleZzene u sve tri godine
posmatranja u ovim istrazivanjima, koje se kre¢u u intervalima od 13-17 °C. Moguce je da
su vise temperature omogucile dalje razvic¢e L2 ispiljenih poc¢etkom drugog talasa piljenja i
formiranje malobrojne druge generacije cista. Povecanje broja cista u zemljistu formiranih
na sorti désirée je primetno u periodu septembar-oktobar u obe godine u ogledu 1 (Slika
16). Nastavak razvi¢a malobrojnih L2 ispiljenih u drugom talasu u muzjake je evidentan u
ogledu 2. U 2014. godini prvi talas piljenja L2 prestaje 57 DPI a drugi poc¢inje 99 DPI, a
malobrojni muzjaci bivaju registrovani 17. septembra 2014. godine, 142 DPI, ta¢no 43 dana
po pocetku piljenja u drugom talasu kolika je bila duzina razvi¢a muzjaka zabelezena i u
ovom ogledu (Slika 28). Slicne duzine razvica muZzjaka registruju i (Renco, 2007),
Ebrahimi et al. (2014) i Mimee et al. (2015).

Dva talasa piljenja G. rostochiensis navode i Kaczmarek (2014) u Skotskoj,
Jiménez-Peérez et al. (2009) u Veneculi, Stanton i Sartori (1990) u Australiji i Inagaki
(1977) u Japanu. U prethodno pominjanim radovima nema dokaza o pojavi druge
generacije KCN. Medutim, Mimee et al. (2015) regisruju parcijalnu generaciju iz drugog
talasa piljenja u Kanadi, a u Italiji je registrovana i druga generacije u Avecanu pri
temperaturama zemljista od 18-22 °C na kasnoj sorti krompira (Greco et al., 1988). Isti
autori navode da druga generacija G. rostochiensis nije zavrsila ciklus razvi¢a u hladnijem
klimatu Katanije na ranoj sorti krompira. U saksijskim uslovima u Beogradu takode se
belezi pojava dva talasa piljenja zute KCN, krajem maja i po¢etkom avgusta (Baci¢ et al.,
2011). Autori u korenu registruju pojavu zenki sredinom juna i ponovo sredinom avgusta,
medutim, registruju ciste samo u avgustu kada se eksperiment i zavrsava.

Prisustvo muzjaka G. rostochiensis u zemljistu u ogledu sa sortom désirée 20009. i
2010. godine registruje se u istim terminima kad i vrhunac piljenja L2, 43 DPI, sto ukazuje

da je usled mese¢nog uzorkovanja period najmasovnijeg formiranja muzjaka najverovatnije

151



preskocen. Piljenje L2 u ogledu 2014. godine je u vrhuncu 10. juna, dve nedelje pre
najintenzivnije pojave muzjaka §to svedo¢i u prilog prethodnom. Sli¢ne rezulatate sa
dvonedeljnom razlikom u pojavljivanju maksimuma L2 i muzjaka u zemljiStu u Beogradu i
Slovackoj navode i1 Baci¢ et al. (2011) i Renco (2007). ViSestruko manje brojnosti
registrovanih muzjaka tokom 2009. i 2010. (maksimum od 0,2 muzjaka/g zemljista) u
odnosu na 2014. godinu (prosecno 0,7 muzjaka/g zemljiSta) dodatna su potvrda navedenog.

Sa prvim muzjacima u ogledu 2, 2014. godine, javljaju se i prve malobrojne bele
zenke na korenu krompira. Ve¢ narednog temina 24.6.2014. (57 DPI), kada se javlja 1
vrhunac pojave muzjaka, registruje se i prva pojava novoformiranih cista zute KCN. Zbog
mesecnog uzorkovanja 2009. i 2010. godine, nije bilo moguée precizno odrediti ta¢no
trajanje razvica ali najvec¢i broj L2 zavrSava razvic¢e posle manje od 3 meseca, 1. avgusta
2009. kada se registruje prvo uvecéanje broja cista (Slika 19) i populaciju ¢ini 50% potpuno
vitalnih cista (Tabela 7). U 2010. prvo blago uvec¢anje populacije cista javlja se ve¢ 7. juna
(Slika 19), kada i prvi muzjaci (Slika 17), otprilike 2 meseca od uspostavljanja uslova za
piljenje u aprilu (Slika 19). U saksijskim uslovima u Beogradu prve L2 u korenu nalaZene
su posle 7 dana od sadnje krompira a prve ciste se pojavljuju 36. dana u 2002. i posle oko
90 dana od sadnje u jako toploj 2003. godini (Baci¢ et al., 2011). U Kanadi Mimee et al.
(2015) konstatuju prve ciste 42-63 dana posle sadnje. U Slovackoj, Renco (2007) registruje
prve L2 u korenu krompira u polju 18 i 27 dana posle sadnje krompira i prve ciste 60 i 68
dana posle sadnje. U Belgiji, prve L2 G. rostochiensis u korenu Ebrahimi et al. (2014)
konstatuju 24. dana a prve ciste 68. dana posle sadnje u mikroplot ogledu, a u poljskom
eksperimentu 84 dana posle sadnje. U Hrvatskoj u poljskim uslovima prve ubusene L2 u
korenu detektovane su 20 i 23 dana posle sadnje i duzina trajanja Zivotnog ciklusa Zute
KCN iznosila je 59 i 66 dana, odnosno 82 i 86 dana posle sadnje (Grubisi¢ et al., 2008).
2014. godina predstavlja najkiSovitiju i drugu najtopliju godinu u periodu 1951-2014. u
Srbiji (Anon., 2015a), §to je najverovatnije i uslovilo najkraci ciklus razvica zute KCN
zabeleZen u ovim ogledima.

Globodera rostochiensis ima jednu generaciju godi$nje u uslovima zapadne Srbije.
Najveci broj ispiljenih L2 u drugom ne zavrSava ciklus razvica i dovodi do znacajnog

smanjenja vitalnosti populacije. Uz klimatske promene i otopljavanje, Sto je primetno u
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razlikama temperatura u periodu 2009-2014. u odnosu na normale (Slika 1), i na kasnim
sortama krompira moguce je da ¢e u buduénosti do¢i i do potpunijeg zavrsetka ciklusa

razvica L2 ispiljenih u drugom talasu krajem leta.

5.3.2 Globodera pallida, patotip Pa2/3 na lokalitetu Ogradenik

Na lokalitetu Ogradenik sa G. pallida izmerene su minimalne aprila temperature
zemljista od 5,2 °C 2009. i 7,4 °C naredne godine. L2 G. pallida su ve¢ bile ispiljene u
prirodno infestiranom zemljistu na 5,2 °C i nadene u kofi gde je simuliran parlog 2009.
godine u vreme postavljnja ogleda. Mali broj nadenih L2 u zemljistu, od 3 L2/100 ¢
zemljista u oglednoj simulaciji parloga, i odsustvo u druge dve varijante, svedoci u prilog
tome da temperaturni minimum nije daleko od ove vrednosti i najverovatnije veéi od
najnize zabelezene temperature poterebne za piljenje L2 G. pallida 3,9 °C (Mugniery,
1978).

Na sorti krompira désirée ne dolazi do znacajnog uvecanja populacije bele KCN.
Razlog za to lezi u prevelikoj gustini populacije odnosno nedovoljno razvijenim biljkama
krompira, kada usled intenzivnog naseljavanja slabo razvijenog korena, i velike
kompeticije, ubuSene L2 ne zavrZzavaju ciklus razvi¢a do cista (Trudgill, 1967). Verovatno
najvec¢i broj L2 postaju muzjaci Sto se i registruje, sa oko 3 puta vise u zemljiStu nadenih
muzjaka G. pallida (Slika 34) u odnosu na G. rostochiensis (Slika 17).

Izostanak formiranja nove generacije cista G. pallida na sorti krompira désirée
2009. godine uslovio je smanjenje gustine populacije, $to je kao posledicu imalo minimalne
vrednosti registrovanog piljenja L2 u zemljiStu. Mala vitalnost populacije je najverovatniji
razlog odsustva i dva jasna talasa piljenja L2 G. pallida koja koja registruje Kaczmarek
(2014) kod ove vrste, a koji su registrovani i u in vitro testovima piljenja L2 G. pallida
(slike 42, 44 i 48). Za razliku od G. rostochiensis mnogo je manje radova koji su se bavili

detaljnijim ispitivanjem populacione dinamike G. pallida.
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5.4 Ispitivanje interakcije KCN i odabranih vrsta biljaka

I pored velikog fekunditeta zenki KCN 1 skromnih uslova potrebnih za njihovo
razmnozavanje, nasa iskustva govore da je prili¢no tesko dobiti mnostvo cista ujednacene
vitalnosti kao kvalitetan inokulum za razlicite oglede. Po pocetku prvog ogleda piljenja
tokom 2012. godine, utvrdeno je da je medu cistama koje su kori§¢ene kao inokulum bilo
potpuno praznih cista za koje se pretpostavljalo da su ispraznjene ciste od kojih je dobijen
inokulum. Populacije dobijene u sezoni 2012. i 2013. za oglede u 2013. i 2014. godini
gajene su tako Sto je infestirano zemljiSte sa cistama kao izvorom L2 od kojih ¢e se dobiti
ciste nove generacije bilo je prostorno odvojeno od supstrata za gajenje biljaka. Naime, na
dnu kofe bi se posula cistama KCN infestirana zemlja preko koje bi se posuo sloj
keramickih granula koji odvaja sloj zemlje sa starim inokulumom od peska koji bi se nasuo
do vrha kofe. Ciste koriS¢ene kao inokulum za oglede 2013. 1 2014. godine su izdvajane
samo iz peska u kome nije bilo cista koje su ¢inile inokulum. Medutim, i tako dobijene
populacije nisu sadrzale sve potpuno vitalne ciste. Medu takvim cistama nalazene su i
potpuno prazne ciste a kod vecine je registrovan neki stepen piljenja L2. Ovo govori o
piljenju L2 u periodu od zavrSetka vegetacije krompira do narednog proleca, koje su
preskocile dijapauzu Sto je i dokazano u ogledima ispitivanja populacione dinamike
(poglavlja). Tako su kofe u kojima je gajen krompir za umnozavanje laboratorijskih
populacija KCN bile nadkrivene krovom vivarijuma moguce je da su jake kiSe povremeno
kvasile zemljiSte u kofama, stvarajuci uslove za piljenje L2. Da bi se sprecilo nepoZzeljno
piljenje L2 u potencijalnom inokulumu za ogled sproveden 2013. godine, ciste su izdvojene
u oktobru 2012. i drzane u frizideru do proleca. Prevazilazenje obligatne dijapauze L2
desava se posle 16 nedelja na temperaturi od 4 °C (Perry, 2002). Ipak u ovom slu¢aju
temperatura u frizideru je bila iznad 4 °C ili ciste nisu drzane dovoljno dugo, 1 najveci broj
L2 najverovatnije jo§ uvek nije prebrodio obligatnu dijapauzu, $to je i osnovni razlog
slabog piljenja L2 KCN i velikih varijacija u ogledima ispitivanja uticaja S. nigrum i P.
alkekengi . Takode, u inokulumu G. pallida koris¢enom iste godine, primecena je ishrana
nekih beski¢menjaka cistama i njihovim sadrzajem. Inokulum za pomenuti ogled 2013.

dobijen je iz iste kofe gde su umnozavane ciste za prethodno sproveden ogled sa ispitivanje
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uticaja domaceg sortimenta gajenih biljka i Tagetes patula (test 1). Stoga, iako nije
primecéeno, nije isklju¢eno da su predatori cista i izgrizene ciste postojale i u inokulumu G.
pallida iz pomenutog eksperimenta, $to moze da bude jedno od objaSnjenja za slabije

piljenje L2 G. pallida u odnosu na G. rostochiensis u testu 1.

5.4.1 Invitro testovi provokacije piljenja larvi KCN

Test 1 — Paradajz, plavi patlidzan i kadifica

Korenski eksudati sorti paradajza i krompira znacajnije su stimulisali piljenje L2
KCN nego test tecnost sa korenskim lué¢evinama plavog patlidzana §to je u saglasnosti sa
literaturnim podacima (npr. Omidvar, 1961). Rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da
korenski eksudati Tagetes patula nisu stimulisali piljenje L2 KCN i saglasni su sa
rezultatima Omidvar (1961). Takode, nije detektovan ni inhibitoran efekat ove biljke na
piljenje L2 KCN koje navode Di Vito i Sasanelli (1991). U naSem radu detektovan je blag
inhibitoran efekat filtrata substrata na piljenje L2 KCN koji se razlikovao od spontanog
piljenja u vodi. Ovo sugeriSe mogu¢ blag stimulativni uticaj zemlji$nih mikroorganizama

na piljenje L2, koji su eliminisani filtritanjem kroz bakterioloske filtere (Ellenby, 1963).

Test 2 - Solanum nigrum L. i Physalis alkekengi L.

Na osnovu dosadasnjih saznanja, ovo su prva istraZivanja uticaja P. alkekengi na
piljenje L2 KCN. Korenski eksudati ove biljke nemaju uticaj na piljenje L2 ni jedne od
vrsta KCN. Osam populacija Solanum nigrum poreklom iz Srbije izazvale su piljenje L2
KCN sli¢no onom u test te¢nosti sorte desirée, sto je u saglasnosti sa rezultatima Scholte
(2000b) i Yamada et al. (2007).

Test 3 - sorta krompira crisps4all

Korenski eksudati sorte krompira crisps4all stimulisale su znacajno piljenje L2 obe

vrste KCN koje je bilo nesto slabije u odnosu na sortu désirée. Ovi rezultati konzistentni su
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sa rezultatima Evans (1983) i Turner i Stone (1981) koji registruju intenzivnije piljenje L2
u korenskim eksudatima osetljivih sorti krompira. Vise sobne temperature preko 20° C
tokom leta su mogu¢ razlog za slabije piljenje L2 G. pallida u odnosu na G. rostochiensis
(Franco, 1979; Turner i Evans, 1998). U ovom ogledu kori$¢eni su test te¢nosti prikupljen;ji
od 6 nedelja starih biljaka. Poznato je da se koncentracija specijski selektivnih komponenti
faktora piljenja prema G. rostochiensis povecava kod biljaka krompira starijih od 38 dana
(Byrne et al., 2001), sto moze biti dodatni razlog slabijeg piljenja L2 G. pallida.

5.4.2 Uticaj Tagetes patula na populaciju Globodera rostochiensis u mikroplot ogledu

Rezultati mikroplot ogleda sa T. patulla pokazuju smanjenje gustine populacije G.
rostochiensis od svega 7% u 1 X 1 m parcelicama sa posadenim biljkama kadifice i oko
11% u kontrolnom tretmanu bez biljaka, 1 m udaljenih od onih sa kadificom. Smanjenje
populacije od 11% je znacajno manje od godiSnjeg pada gustine populacije na istoj parceli
u istoj godini tokom viSegodiSnjeg pracenja metodom transekta gde godiSnje smanjenje
populacije iznosi oko 33% (Slika 60). U poljskom eksperimentu Omidvar (1962) sugerise
se moguce blago nematocidno delovanje Tagetes sp. a Di Vito i Sasanelli (1991) konstatuju
inhibitoran efekat ekstrakata korena i lis¢a (25g lis¢a i korena u blenderu iseckanog i
razredenog u 150 ml vode) kadifice na piljenje L2 KCN. Jedina objaSnjenja za ovako mala
smanjenja gustine populacije su eksperimentalna greSka i moguce inhibitorno delovanje
eksudata korena 1 kiSom spranih lu¢evine lis¢a kadifice koje su se prosirile po celoj povrSini

na kojoj je postavljen mikroplot ogled.

5.4.3 Biotestovi ispitivanja otpornosti nekih biljaka prema KCN
Otpornost Physalis alkekengi i Solanum nigrum prema KCN

lako rezultati biotesta sa ispitivanjem otpornosti pokazuju potpunu otpornost
popuacija Solanum nigrum i Physalis alkekengi treba ih uzeti sa izvesnom dozom rezerve.
Razlog za to su relativno male vrednosti dobijene nove generacije cista na osetlivom
krompiru sorte désirée. Kao §to je diskutovano prethodno (poglavlje 5.4.1), jedan razlog za

skromnu reprodukciju KCN lezi svakako u malom procentu piljenja. U in vitro testovima
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piljenja G. rostochiensis koris¢en je isti inokulum kao i u biotestovima ispitivanja
otpornosti, i ispiljeno je prosecno oko 80 L2 u test tenosti désirée (Slika 45). Formiran
broj nove generacije od 35 cista je u tom pogledu mogao biti i o¢ekivan s obzirom na to da
se verovatno polovina ispiljeniljenih L2 razvila u muzjake. Sa druge strane kod G. pallida
je u testovima piljenja registrovano preko 200 L2 (Slika 47) u test te¢nosti désirée i
dobijena nova generacija cista od prosecno 8 po ponavljanju je svakako neocekivana.
Optimalne temperature za piljenje i razvoj G. pallida su ispod 20 °C (Franco, 1979) i za
razliku od zute KCN, piljenje L2 bele KCN na temperaturama visim od 24 °C je minimalno
a da na 27 °C prestaje (Mulder, 1988 citirano u Van Riel i Mulder, 1998). Posto je u
fitotronu u kojem je sproveden ogled bilo nemogudée spustiti temperaturu ispod 26 °C,
visoka temperatura je najverovatniji razlog za gotovo odsustvo piljenja i dobijene ovako
male vrednosti broja cista nove generacije bele KCN. Takode, biljke su gajene u plastiénim
¢aSama od 200 ml i temperatura zemljiSta sigurno nije odstupala znacajno od temperature
vazduha u fitotronu. I pored delimi¢no uspe$nih eksperimenta i ¢ak zanemarivanja rezultata
biotesta, Physalis alkekengi se ne moze smatrati domac¢inom KCN jer korenski eksudati
ove biljke nisu izazvali statisticki znaCajno piljenje u odnosu na spontano u vodi. Na
osnovu dosada$njih saznanja, u literaturi nema podataka o domac¢inima KCN ¢iji eksudati
korena ne stimuliSu piljenje L2 KCN. Rezultati ispitivanja statusa populacija S. nigrum kao
domacina KCN, konzistetni su sa rezultatima ispitivanja otpornosti ove vrste iz literature
(Doncaster, 1953; Scholte, 2000b; Rott et al., 2011; Boydston, 2010) i moZe se smatrati da

domace populacija S. nigrum nisu domacini KCN.

Otpornosti sorte krompira crisps4all prema Globodera pallida

Formirane ciste G. pallida na sorti crisps4all bile su manje i smanjenog fekunditeta
sa gotovo ¥ broja jaja po cisti u odnosu na ciste formirane na osetljivoj sorti désirée. Ovi
rezultati saglasni su sa rezultatima drugih autora (Kaczmarek, 2014; Mullin i Brodie, 1988).

Crispsdall pokazala je najvisi stepen otpornosti i prema patotipu Ro1l Zute i patotipu
Pa2/3 bele KCN, jedinih patotipova prisutnih u Srbiji. Gajenjem crisps4all i slicnih sorti

krompira na lokalitetima gde su prisutne obe vrste, kao $to su lokaliteti na planini Javor, bi
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se smanjio rizik od uvecanja populacija bele KCN na potencijalno infestiranim parcelama
sa obe vrste, i time smanjio rizik za ponavljanje situacije u kojoj su danas neke evropske
zemlje sa dominacijom bele KCN u krompiristima, usled selekcije G. pallida gajenjem
sorti otpornih samo prema G. rostochiensis (Minnis et al., 2002). Ova sorta je zbog visokog
sadrzaja skroba pogodna za proizvodnju ¢ipsa (HZPC, 2016). Kao takva predstavlja idealnu
sortu za administrativno regulisanu proizvodnju merkantilnog krompira (Anon.,2013a) i
moze se preporuciti za gajenje na parcelama infestiranim sa oba pomenuta patotipa KCN
prisutna u Srbiji (Gruji¢ et al., 2014), gde bi se prodajom fabrikama za proizvodnju ¢ipsa

znacajno smanjio rizik od lokalnog Sirenja KCN sa infestiranih parcela.

5.5 Odrzivi modaliteti suzbijanja KCN u zapadnoj Srbiji

5.5.1 ViSegodiSnje pracenje efekata pasivhog i aktivnog suzbijanja KCN na

zaraZenim parcelama

Zbog velike heterogenosti u horizontalnom proostornom rasporedu i vitalnosti
populacija KCN u polju, pracenje promena gustina populacija KCN tokom vremena
predstavlja izazov. Zarad ekonomicnosti i izvodljivosti, gotovo uvek se moraju praviti
kompromisi na ustrb reprezentativnosti uzorka i u svetu nema jedinstvenog i metodski
precizno definisanog nacina za monitoring KCN. Metod pracenja populacionih nivoa KCN
tokom vremena metodom transekta na delu parcele naseljenom najgus¢om i najvitalnijom
populacijom KCN, pokazao se dobrim u praksi, u smislu koli¢ine rada i reprezetativnosti
rezulatata (Radivojevi¢ et al.,, 2009). Metoda transekta omogucila je prikupljanje
poduzoraka sa gotovo identicnih tacki na parceli tokom viSe godina ¢ime je smanjena
varijabilnost. Zbog na srecu relativno malog broja infestiranih parcela sa KCN u Srbiji, i
tokom posebnog nadzora definisanja najifestiranijih delova parcela (Radivojevic,
neobjavljeni podaci), ovaj metod pracenja gustina populacija KCN moZe se preporuciti za
kori¢enje u fitosanitarne svrhe.

Ustanovljenje godi$njeg pada vitalnosti u specificnim agroekoloSkim uslovima neke

zemlje/regiona je bitno da bi se doslo do saznanja posle koliko godina odredene proizvodne
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prakse na infestiranoj parceli sa KCN ¢e gustina populacije pasti ispod nivoa ekonomske
Stetnosti. Time bi se omogucila optimizacija fitosanitarnih regulativa i savetodavne podrske

proizvodacima krompira.

5.5.1.1 Globodera rostochiensis, patotip Rol na lokalitetu Ponikve

Linijski transekt po kome se uzorkovalo na parceli Lubenac delimi¢no je presecao
oglednu povrSinu na kojoj je gajen krompir otporne sorte agria tokom dve godine, jedne
godine je na parceli gajena osetljiva sorta désirée a ostale tri godine su bile pod parlogom
ili usevima ne-domacina. Pod ovakvim uslovima posle 6 godina populacija G. rostochiensis
se smanjuje na grani¢ne nivoe Stetnosti od oko 7 L2/g zemljiSta. U Cetvrtoj godini pracenja,
2012., na parceli je posaden désirée kada neocekivano, ne dolazi do povecanja populacije,
ve¢ do njenog smanjenja. 2012. godina bila je peta najtoplija godina u poslednjih 63 godine
(Anon., 2015a). Na samom lokalitetu mese¢ne temperature tokom proleca i leta dostizale su
vrednosti i do 5 °C veée od normala a sume mese¢nih padavina u junu i julu bile ispod 25
mm sa avgustom potpuno bez kiSnih dana, $to je uslovilo veliku susu, propadanje useva i
posledi¢no onemogucilo i razvoj KCN. U prosecnoj godini, da je uvecanje populacije bilo
oko 8 puta koliko je zabelezeno u drugim ogledima, populacija bi se vratila na pocetne
nivoe iz 2008.

Smanjenje populacije KCN u godinama parloga ili ne-domacina iznosila je oko 33%

Sto je u saglasnosti sa mnogim navodima iz literature ( npr. Huijsman, 1961; Evans, 1993).

5.5.1.2 Globodera pallida, patotip Pa2/3 na lokalitetu Ogradenik

Tokom perioda od jeseni 2006. do proleca 2009. smanjenje populacije je minimalno,
ispod 7% na godiSnjem nivou, i registrovana povecanja populacije u periodu prolec¢e 2008.-
prole¢e 2009. su najverovatnije proizvod eksperimentalne greske. Kada se pogleda ucesce
kategorija vitalnosti (Tabela 16), vidi se da u pomenutom periodu 2006-2009. u uzorcima
dominiraju visoko vitalne kategorije cista (V i1 VI) i da njihov odnos se ne menja znacajno s
vremenom. Whitehead (1995) navodi rezultate Cooper (1953) koji registruje isti broj punih

cista godinu dana posle osetljivog useva kao i neposredno po vadenju krompira. Ova
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situacija je verovatno posledica visoke brojnosti zaostalin samoniklih krompira koja je
omogucila znacajno uveéanje populacije KCN, §to je najverovatnije slucaj i u ovom ogledu,
gde nije ni bilo zetve krompira u 2005. godini. Prisustvo samoniklih krtola krompira
primeceno je i prilikom uzorkovanja u jesen 2014. GodiSnje smanjenje gustine populacije
G. pallida tokom osam godina parloga iznosi 27%, $to je u saglasnosti sa rezultatima
Trudgill et al. (2014) od 26%. Znacajnije godiSnje smanjenje u poslednje tri godine (jesen
2011. - jesen 2014.) od preko 38% na godiSnjem nivou, je verovatno precenjeno i proizvod
je eksperimentalne greSke u odredivanju gustine cista u zemljiStu 1 vitalnosti populacije u
oktobru 2014., zbog male vitalnosti populacije gde u oktobru 2014. populaciju ¢ini 90%
nevitalnih cista (Tabela 16), a smanjenje gustine cista za period jesen 2011. - jesen 2014
iznosi oko 25%.

5.5.2 Optimizacija gustine sadnje biljaka klopki za suzbijanje Zute KCN

Lamondia (1986) u dva ogleda ispituje uticaj opornih sorti gajenih na rastojanju 23
cm u redu i 92 cm izmedu redova (oko 9 biljaka po 1 m?), na prvi patotip Zute KCN. U
prvom, uzima uzorke sa rastojanja od 11.5, 23 i 46 c¢cm udaljenosti od biljaka i utvrduje
smanjenje gustine populacije za 82, 47 1 28%. U drugom ogledu dobija sli¢ne rezultate sa
83,5, 76,9, i 60,4% smanjenja populacije pregledom postavljenih kesica sa cistama na
udaljenost od od 11,.5, 23, i 46 cm izmedu redova. MozZe se reéi da su rezultati pada
vitalnosti dobijeni u ovom ogledu, u variantama sa 9 i 25 biljaka po m?, od oko 70%, u
uklapaju u prosecne vrednosti smanjenja populacije saopStene od Lamondia (1986).
Smanjenje populacije sa redim sklopom biljaka gajenim na rastojanju od 1 m od oko 30%
nesto je manje od proseéne vrednosti za distance 23 i 46 cm u prvom ogledu i gotovo
polovina onog u drugom ogledu citiranog rada. Manje smanjenje populacije u nasem
ogledu sa varijantom sadnje od 1 m izmedu biljaka moguce je uticalo i nadprose¢no susno i
toplo leto 2010. godine (slike 1 i 2). Tokom jula registrovano je svega 29 mm padavina a
srednje mese¢ne temperature vazduha tokom celog leta bile su 3-4 °C viSe u odnosu na

normale prethodnih decenija. Dodatno isuSivanje 1 zagrevanje zemljiSta uslovljeno je i1
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retkim sklopom biljaka koje su bile primetno manjeg habitusa u odnosu na biljke u druga
dva tretmana, $to je zasigurno uslovilo smanjeno piljenje L2 G. rostochiensis.

Gustina sadnje od 9 biljaka/m2 odgovara gustini sadnje u konvencionalno gajenom
usevu krompira u Srbiji i moze se preporuciti kao dovoljna za optimalno suzbijanje KCN.
Minimalne razlike u smanjenju gustine populacije dobijene sa gustinama biljaka od 9 i 25
biljaka po m? nisu dovoljno velike da bi opravdale guiéu sadnju krompira.

Smanjenje gustine populacije G. rostochiensis u gustini sadnje od 9 i 25 biljaka po m?
od 70%. bilo je manje za oko 5% u S1 odnosno 10% u S2 u poljskom ogledu tokom 2010. i
2011. (poglavlje 4.5.3) pod uticajem iste otporne sorte. Biljke gajene u ovom ogledu nisu
zagrtane, zalivane bez zastite protiv bolesti i StetoCina, $to je uslovilo njihov znacajno
slabiji porast i razvijenost, u odnosu na konvencionalno gajen usev na parceli Ispod
Siminog spomenika (S1 i S2). Takode, ono $to se znacajno razlikovalo u ova dva ogleda je
inicijalno mnogo veéa gustina populacije samoniklih krompira u mikroplot ogledu (2,8
biljke/m®). lako je uklanjanje samoniklih biljaka vrieno, vrlo je moguée da nisu svi
uklonjeni na vreme pre formiranja nove generacije. Takode zbog gustog sklopa biljaka u
ponavljanjima sa 25 biljaka/m?, samonikle biljke verovatno nisu primeéene. U ovim
tretmanima na kraju ogleda je i naden najveci broj potpuno vitalnih cista, koje su se mogle
formirati na ovim biljkama. Potpuno vitalne ciste sadrzale su ¢ak 13% ukupne Pf vitalnosti.
Povecanje Pf vrednosti uticalo je i na manji pad gustine populacije KCN u ovom ogledu.
Den Ouden (1967) je ispitivao uticaj samoniklih biljaka na KCN u usevu ovsa i zakljucio sa
gustina populacije od 4 i 16 samoniklih biljaka po m? ne uti¢e zna¢ajno na uvecanje
populacije KCN ali omoguc¢ava da se vitalnost populacije odrzi duze u polju. Medutim,
verovatnije je da ¢e uvecanje populacije biti vece u usevu koji stimuliSe viSestruko
znacajnije piljenje L2 kakav je otporna sorta Krompira agria, nego u usevu ovsa sa samo
spontanim piljenjem L2 KCN kao u radu Den Ouden (1967). U eksperimentima u
zatvorenim kontejnerima gde krompir ni ne razvija nadzemne organe, uvecanje broja cista
moze biti i do 20 puta (Foot, 1977; Phillips et al., 1980; Radivojevi¢ et al., 2007). Seinhorst
(1993) zakljucuje da broj jaja po cisti ne zavisi od razvijenosti nadzemne mase biljaka
krompira. Stoga moze se pretpostaviti da prisustvo samoniklinh krompira koji su potpuno

pod zemljom sa malo ili ni malo nadzemnih organa, a uz obilno prisustvo ispiljenih L2 u
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zemljistu (u ovom slucaju Pi je 122 L2/g zemljista) mogu omoguciti razvoj novih cista i
usloviti uveéanje populacije. Dewar et al. (2000) sprovodi oglede u usevu transgene
Secerne repe rezistentne na glifosat u kojim sadi “samonikle” biljke krompira u gustini 1
billjke/m?, radi ispitivanja efikasnosti glifosata u suzbijanju samoniklog krompira i KCN.
Dewar et al. (2000) navode uvecanje populacije cista KCN do 148% i L2 do 240% u
kontrolnim parcelicama bez tretmana glifosatom i smanjenje populacije KCN, u vecini
parcelica gde je koris¢en glifosat za suzbijanje samoniklih biljaka krompira.

Prethodna istrazivanja navode mogucnost formiranja cista i na otpornim sortama
krompira. Medutim, takve ciste su uglavnom male 1 sadrze u proseku 70 L2 po cisti, a
mnoge ni ne sadrze jaja odnosno L2 (Mullin i Brodie, 1988). Takode, ciste formirane na
otpornoj sorti crispsdall (poglavlje 4.4.3), sadrzale su jo$ manji proj jaja po prosecnoj cisti
od 64 L2/ cisti. Vec¢ina u ovom ogledu formiranih cista sadrzalo je vise od 400 L2 (nijedna
manje od 200), sugeriSuc¢i da nisu nastale na korenu krompira sorte agria i da eradikacija
samoniklih nije bila kompletna. Ovo potvrduje i rad u istom delu polja naredne godine kada
je prilikom postavljanja mikroplot ogleda sa Tagetes sp. nailazeno na krtole krompira sorte
désiree u zemljistu. U tabeli 15 prikazano je da posle otporne sorte krompira agria medu
prikupljenim cistama u uzorcima bilo oko 1% cista iz kategorije VI u kojima je bilo 13%
ukupne populacije L2. Sa manjom inicijalnom populacijom L2 u polju procentualno ucesce
L2 iz novoformiranih cista bi znac¢ajnije uticalo na Pf vrednosti a posledi¢no i Pf/Pi odnos,
tj smanjenje populacije. Stoga, mozda je to razlog za viSe nego dvostruko povecanje broja
L2 u nekim ponavljanjima u ogledu Dewar et al. (2000) gde je pocetna gustina populacije,
Pi, iznosila oko 20 L2/g zemljista, 6 puta manje nego u ovom eksperimentu.

Poredenjem promena vitalnog sadrzaja u okviru kategorija vitalnosti ustanovljene su
statistiCki znacajne razlike izmedu Pi i Pf vrednosti u kategorijama I, II, I, IV i V.
Odsustvo statisticke znacajnosti u kategoriji VI verovatno je posledica malog broja punih
cista na pocetku (Pi) (usled spontanog piljenja L2 posle dve godine odsustva domacina) i
formiranja novih cista konstatovanih na kraju ogleda (Pf). Smanjenje ili povecanje broja
cista izmedu Pi i Pf vrednosti u okviru kategorija vitalnosti, praceno je smanjenjem ili

povecanjem broja L2/cisti u svim kategorijama osim u kategoriji III (Tabela 15). Smanjenje
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broja cista ali povecanje broja L2/cisti u ovoj kategoriji vitalnosti, sugeriSe da se najveci

broj L2 koje su u dijapauzi nalazi upravo u cistama sa vitalno$¢u od 10 do 35%.

5.5.3 Poljski ogled aktivnog suzbijanja Globodera rostochiensis, patotip Rol

gajenjem otpornog krompira

U aprilu 2006. godine parcela je uzorkovana iz fitosanitarnih razloga u okviru
projekta identifikacije zarazenih parcela u okolini prvobitnog nalaza KCN na Ponikvama.
Uzorci su prikupljani cik-cak prohodom preko parcele sa oko 100 uboda sondom i
objedinjenim uzorkom mase oko 1,5 kg. Vitalnost populacije je utvrdivana za 15 slucajno
odabranih cista. S obzirom da su sve ciste bile vitalne, u datom momentu nije postojala
potreba za detaljnijim utvrdivanjem vitalnosti imaju¢i u vidu da je po tada vazecoj
fitosanitarnoj regulativi 1 vitalna cista bila dovoljna za iskljuc¢ivanje parcele iz proizvodnje
(Anon., 2005). Tada utvrdena gustina populacije od 1,7 cista/g zemljiSta je verovatno
potcenjena iako je uvecanje broja cista dokazano na samoniklim biljkama. Dewar et al.
(2000) registruju do 148% uvecéanja populacije KCN tokom jedne godine pri gustini od 1
biljke osetljivog samoniklog krompira po m® povriine. Gustina populacije samoniklih
biljaka krompira u 2010. godini, tj. ¢etiri godine od poslednjeg gajenja krompira na parceli,
je bila zna¢ajno manja nego kod Dewar et al. (2000), oko 0,2 biljke/m?. Ipak, u godinama
pre eradikacije u leto 2010., samonikli krompiri su svakako bili brojniji i uticali na uvecanje
populacije KCN ali je malo verovatno da se pod njihovim uticajem uduplala. Stoga je
smanjenje populacije za period 2006-2010. racunato samo preko L2/cisti jer bi gustina
populacije izrazena preko L2/g zemljista za 2006. bila verovatno potcenjena.

Reprodukcija KCN je moguca na nekim divljim pomoénicama (Sullivan et al.,
2007). Medutim, takve biljke nisu primecene na ovoj parceli i neo¢ekivano velika gustina
populacije utvrdena u prolece 2010. (S2) odnosno 2011. (S3) je najverovatnije posledica
prisustva samoniklih osetljivih biljaka krompira u godinama pre eradikacije izvrSene tokom
ovog poljskog ogleda. Prisustvo novih potpuno punih cista bi bilo zamaskirano u slucaju
utvrdivanja vitalnosti na bilo koji drugi nacin osim individualnom disekcijom. Kao i u

prethodnom ogledu ispitivanja uticaja gustine sadnje sorte agria, i u ovom ogledu dokazano
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je da cak i posle Cetiri odnosno pet godina posle poslednjeg osetljivog useva, u polju su i
dalje prisutne vrlo visoko vitalne ciste. U ovom ogledu takve ciste sadrzale su ¢ak 15% od
ukupno vitalnih L2 u uzorku. Ove vitalne L2 mogu biti glavnina vitalne populacije koja bi
uticala na rapidno uveéanje populacije pri gajenju osetljivog useva u narednoj sezoni.
Takode ovako vitalne ciste predstavljaju izvor dormantnih L2 S$to produzava vreme
potrebno da gustina populacije padne ispod nivoa ekonomske Stetnosti. U ovom smislu
uticaj osetljivih samoniklih biljaka ne bi trebao biti potcenjivan.

Smanjenje populacije KCN pod uticajem otporne sorte agria se statisticki znacajno
razlikovalo izmedu S2 (2010) i S1 (2011). Moguci razlog moze biti u razliCitim Pi
vrednostima, 159 L2/g u S2 naspram 115 L2/g zemljista u S1. (Tabela 1). Takode jos jedan
od mogucih faktora su razlike u distribuciji frekvencija cista po kategorijama vitalnosti. Pi
vrednosti u S2 pokazuju da je ¢ak 88% od svih L2 prisutno u okviru kategorija V i VI, u
poredenju sa S1 gde je 37% od ukupnog vitalnog sadrzaja u pomenutim kategorijama
vitalnosti (Tabela 20). U tabeli 15 dokazano je intenzivnije piljenje L2 iz kategorija visoke
vitalnosti.

Godisnje vrednosti smanjenja gustine populacija KCN u odsustvu domacina variraju
i krec¢u se od 49% (Den Ouden, 1974), 33% (Huijsman, 1961), 20% (Cole i Howard, 1962;
Den Ouden, 1970; Whitehead, 1995), do manje od 10% (Turner, 1996). Nasi rezultati na
potparceli S3 govore da je smanjenje L2/cisti zute KCN tokom 9 godina iznosi 19.4% na
godiSnjem nivou i najsli¢niji su rezultatima Whitehead (1995). Ve¢i pad populacije KCN
od 22% registrovan je tokom prve Cetiri godine posle gajenja osetljive sorte désirée. Vece
smanjenje u ovom periodu verovatno je posledica znacajnijeg smanjenja u prvoj godini
posle osetljivog krompira kao §to je pokazano od Cole i Howard (1962) i Devine et al.
(1999). Posle cetvrte godine u nasem ogledu godi$nji pad populacije KCN je manji od
22%, registrovanom tokom prve Cetiri. Pad populacije KCN izraZzen 1 kao L2/cisti 1 L2/g
zemljista od oko 12% godisnje je utvrden u periodu 2011.-2012. i 2013-2014. Ryan i
Devine (2005) precizno definisu godi$nje piljenje od 37% cista drzanih u zemljistu u
poljskim uslovimaa. Stelter (1970) takode registruje smanjenje populacije od 40-45% u

prvoj godini posle krompira u usevu nedomacina. Sa padom populacije od oko 40% u
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sezoni 2006. i potonjim godisnjim smanjenjem od 12%, gustina populacije bi pala na Pf
vrednosti koje su i registrovane u ovom eksperimentu u jesen 2014. godine.

Godisnji pad gustine populacije KCN u parlogu razlikovao se izmedu potparcela.
Godisnje smanjenje populacije KCN u godinama u parlogu bilo je veée na potparcelama na
kojima je prethodno gajena agria, nego u S3 koja je od 2005. godine konstantno
uparloZena. Na S1 godi$nje smanjenje gustine populacije tokom tri godine iznosilo je 35%
a na S2 Cak oko 50%. Jedan od razloga za ve€e smanjenje populacije moze biti izlaganje
cista KCN korenskim eksudatima u prethodnim godinama gajenja otpornog krompira. Jaja
koja bivaju izlozena korenskim eksudatima krompira su kasnije osetljivija na desikaciju
(Perry, 1989). Drugi razlog mogu biti vece greske nastale u proceni vitalnosti populacije iz
uzorka od 50 cista, zbog mnogo manje vitalnosti populacije sa oko 90% potpuno praznih
cista u S1 u poredenju sa oko 75% u S3 (Tabela 20). Razlog za godiSnje smanjenje
populacije od 50% na S2 lezi u najverovatnije precenjenom padu populacije od 90% u
prvoj godini parloga posle gajenja sorte krompira agria. Greska u proceni vitalnosti
populacije je najverovatnije napravljena u jesen 2011. gde je samo jedna cista (u slu¢ajnom
uzorku od 50) iz kategorije V, sadrzala 43% vitalnosti celokupnog uzorka (Tabela 20).
Precenjena vitalnost u oktobru 2011. je razlog za potcenjeno smanjenje populacije od svega
25% u sezoni nekonvencionalnog gajenja sorte agria 2011. godine. Ovo takode objasnjava
nepostojanje statisticki znacajne razlike kada su se poredile godine (2011. i 2012.) na S1 i
S2. Ovi rezultati sugeriSu da u situacijama sa velikom gustinom cista u zemljistu i/ili
dugom prisutno$¢u KCN na parceli kada se pretpostavlja da populaciju moze da Cini veliki
broj praznih cista, veci broj cista treba uzimati za procenu vitalnosti populacije.

Razlike u smanjenjima populacije u literaturnim podacima mogu biti posledica
razli¢itih faktora kao S$to je ve¢ diskutovano. Medutim, vitalnost cista a posebno dominacija
punih cista u uzorku mogu biti razlog ovih varijacija. Prethodna istrazivanja pokazuju vece
smanjenje populacija KCN u prvoj godini posle osetljivog useva nego u kasnijim godinama
u razli¢itim zemljitima i razli¢itim zemljama. (Reinmuth i Schmidt, 1959 citirano u Cole i
Howard, 1962; Cole i Howard, 1962; Stelter, 1970; Devine et al., 1999). Sli¢ni ovim, su
rezultati istrazivanja autora Scholte i VVos (2000), koji koriste ponavljanja od po 50 G.

rostochiensis Ro1l cista starih jednu godinu, koje drze u kesicama zakopanim u zemljistu
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tokom dve godine parloga. Scholte i Vos (2000) konstatuju znacajnije piljenje L2 u prvoj
godini istrazivanja. Razlog za znacajnije smanjenje populacije KCN u prvoj godini posle
osetljivog useva moze biti brojnije piljenje L2 iz punijih cista koje dominiraju u takvim
uzorcima. Samo individualnom disekcijom cista se moze utvrditi zastupljenost takvih
kategorija “punijih” cista.

Rezultati dobijeni u ovim istrazivanjima u pogledu smanjenja populacija KCN usled
gajenja otporne sorte krompira su u skladu sa rezultatima dobijenim u prethodnim
zemljama, uz sve razlike u pocetnim gustinama populacija, koris¢enim sortama, razli¢itim
klimatima, zemljistima i drugim (McKenna i Winslow, 1973; Inagaki, 1978; Lamondia i
Brodie, 1986; Andersson, 1987; Halford et al., 1999; Woods i Haydock, 2000; Scholte,
2000a). Rezultati smanjenja gustine populacije od 55% datih od Cole i Howard (1959) i
Efremenko i Klimakova (1973), verovatno su posledica prisustva meSenih populacija obe
vrste KCN na eksperimentalnim povr§inama, za koje se nije znalo pre 1973. godine kada

Stone (1973) opisuje vrstu G. pallida.

Naucna vrednost ovih istrazivanja lezi u nacinu utvrdivanja vitalnosti cista, Sto je
omogucilo da se procene promene u broju neispiljenih L2 u cistama i da se ciste svrstaju u
kategorije vitalnosti. Smanjenja gustina populacija KCN u poljskim eksperimentima u
trajanju od 9 godina, koja su izrazena kroz promene vitalnosti cista svrstanih u kategorije
vitalnosti, po nasim saznanjima, nije prethodno prezentovana u nematoloskoj literaturi.

Razlic¢ito ucescée kategorija vitalnosti cista u uzorku, moze biti jedan od znacajnih
faktora koji utiCe na varijabilnost u smanjenjima gustina populacija KCN prezentovanim od
strane razli¢itih autora i razli¢itim rezimima suzbijanja KCN (Gruji¢ i Radivojevi¢, 2017).

Ova istrazivanja daju dokaze o uticaju osetljivih samoniklih biljaka na odrzavanje 1
podmladivanje populacija KCN u uparlozenim parcelama. Takode, u ogledu ispitivanja
optimalne gustine sadnje otpornih biljaka krompira, demonstriran je uticaj osetljivih
samoniklih biljaka krompira na populaciju KCN u uslovima gajenja otporne sorte
krompira. U pomenutom ogledu pokusana eradikacija samoniklih biljaka je bila delimi¢no

uspes$na. Uticaj samoniklih krompira na KCN bi bio znacajniji u proizvodnoj praksi gde
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nema eradikacije samoniklih osetljivih biljaka, $to je Cest slucaj u proizvodnji krompira u

zapadnoj Srbiji.

U poglavlju 4.5 istrazivanja, opisana su pasivna i aktivna kontrola brojnosti KCN,
kao dva osnovna mehanizma njihovog suzbijanja, na tri parcele sa razliitom istorijom
polja (Tabela 1). Na jako infestiranoj parceli S na Ponikvama, (oko 3 ciste i 300 L2 po g
zemljista) posle devet godina parloga populacija G. rostochiensis se smanjuje 85% na 58
L2/g zemljiSta, ni blizu ekonomskog praga Stetnosti. Znacajno manje inicijalne gustine
populacije G. pallida (oko 54 L2 po g zemljiSta, na nivou krajnjih na parceli S) se smanjuju
za 96% posle osam godina parloga i padaju na nivoe ispod praga ekonomske Stetnosti ove
vrste. GodiSnje smanjenje gustine populacije u uslovima parloga je bilo nesto manje kod G.
rostochiensis od 20% nego G. pallida od 27% a razlog za to je znacajno manje smanjenje
G. rostochiensis u poslednje Cetiri godine prac¢enja od svega 12% na godiSnjem nivou
(Tabela 19). Uz prose¢no smanjenje populacije G. rostochiensis sa parcele S od 20%
trebalo bi bar jos 10 godina parloZenja da gustina populacije padne ispod pragova Stetnosti
od 5 L2/g zemljista, a uz nastavak populacionog pada od 12% koliko je zabeleZeno
poslednjih godina, ukupno ¢ak 29 godina.

Stoga, sa aplikativnog aspekta, pasivno suzbijanje nema opravdanje kao jedini nac¢in
kontrole KCN na jako infestiranim parcelama i u lokalitetima u kojima su KCN ve¢
prili¢no ra$irene, kakve su Ponikve u zapadnoj Srbiji. Medutim, pasivni pristup suzbijanja
je bio uspesan na slabije infestiranoj parceli sa G. pallida na Javoru. On ima svoje prednosti
u situacijama kada se zeli minimizirati rizik od Sirenja u slu¢ajevim pojave KCN a posebno,
G. pallida na nekom podrudju, ili u situacijama kada je ekonomski prihvatljivo napustanje
ratarske proizvodnje na infestiranoj parceli i premestanje proizvodnje na druge,
neinfestirane parcele.

Na parceli L (poglavlje 4.5.2) posle jednog ciklusa gajenja otpornih biljaka klopki,
dobijeno je smanjenje gustine populacije G. rostochiensis od 70%, sa inicijalnih 119 L2/g
na 27 L2/g zemljista, sa vitalnoS¢u populacije i dalje daleko iznad Stetnih nivoa.
JednogodiS$nje gajenje iste otporne sorte krompira na infestiranijoj parceli S, uzrokovalo je

vece smanjenje gustine populacije G. rostochiensis od 79-84%, zadrzavaju¢i je na oko 24
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L2/g zemljista opet iznad praga ekonomske Stetnosti. Utvdeno je da se populacije KCN
mogu odrZavati i podmladivati na osetljivim samoniklim biljakama krompira koje zaostaju
na parceli viSe godina posle osetljivog useva. Gustina populacije osetljivih samonikavaca u
2010. godini je bila znadajno veéa na parceli L (2,8 biljaka/m?) u drugoj godini posle
osetljivog useva, u odnosu na parcelu S posle 4 (1 biljka/5m2) odnosno 5 godina parloga (1
biljka/25m2), $to moze biti jedan od razloga za slabiji suzbijajuci efekat otporne sorte agria
na parceli L.

Na parceli S je tek devet godina parloga kombinovanog sa gajenjem otporne sorte
krompira tokom jedne ili dve godine, dovelo vitalnost populacije G. rostochiensis na manje
od 1% inicijalne vitalnosti u 2006. godini, i ispod pragova ekonomske $tetnosti ove vrste.
Stoga, optimalna, odrziva i kao §to se pokazalo u ovom radu, uspeSna strategija suzbijanja
KCN, je omogucavanje smanjenja populacije KCN, kroz spontano piljenje L2 iz cista u
uslovima parloga, tokom nekoliko godina, i potom gajenje otpornih sorti krompira prema
KCN, uz paralelno obavezno suzbijanje samoniklih biljaka osetljivih sorti krompira. Ova
predlozena strategija mogla bi biti jedna od uspes$nih i odrzivih metoda kontrole KCN na
jako infestiranim povr§inama ¢ime bi se izbeglo koris¢enje ekotoksikoloski neprihvatljivih
nematocida.

Medu poljoprivrednim proizvodac¢ima krompira, na ispitivanim lokalitetima je Cesta
praksa da se sitna frakcija krtola, koja ima malu trziSnu vrednost koristi kao semenski
krompir u narednoj godini. Administrativno regulisanom merkantilnom proizvodnjom
otpornih sorti krompira na infestiranim povrSinama, koju dozvoljava trenutno vazeca
fitosanitarna regulativa, i potonjim koris¢enjem sitne frakcije krtola kao semenskog
krompira na delu ili susednim infestiranim parcelama, bi se smanjio rizik od Sirenja na

infestiranim lokalitetima a istovremeno ubrzao proces suzbijanja KCN.
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6 ZAKLJUCCI

Minimalne temperature potrebne za aktivaciju i piljenje L2 srpskih popuacija KCN su
5,2 °C za G. pallida i izmedu 5,5 °C i 8 °C za G. rotochiensis, i javljaju se ve¢ u aprilu,
znacajno pre uobiCajenog vremena konvencionalne sadnje krompira na oba ispitivana
lokaliteta.

KCN u zapadnoj Srbiji imaju dva talasa piljenja L2 koji se poklapaju sa kiSnim
periodima sa krajem proleca i leta, sa vrhuncima piljenja L2 u junu i pocetkom jula, i
avgusta-septembra meseca.

Vreme potrebno za zavrSetak ciklusa razvica jedne generacije G. rostochiensis i
pojave nove generacije cista u uslovima zapadne Srbije tokom 2014. godine iznosilo je 57
dana od sadnje krompira u 2014., oko 2 meseca u 2010. i manje od 3 meseca u 2009.
godini.

Globodera pallida u uslovima zapadne Srbije zavr$ava ciklus razvi¢a u periodu od
dva do tri meseca

Populacije KCN se uvecavaju do deset puta na osetljivoj sorti krompira désiree.

Godisnje smanjenje gustine populacije G. rostochiensis u priblizno poljskim
uslovima pod uticajem biljaka klopki sorte agria iznosilo je 80-84% a populacije G. pallida
pod sortom innovator 90-92%. Kumulativan pad gustine populacije obe vrste KCN posle
dve godine uzastopnog gajenja otpornih sorti u priblizno poljskim uslovima iznosio je 97%.

Smanjenje vitalnosti populacije KCN u simulaciji parloga bilo je slicno kod obe
vrste, intenzivnije u prvoj godini posle osetljivog useva kada je iznosilo 45-64% kod G.
rostochiensis i 60% kod G. pallida. U drugoj godini zabeleZzeno je smanjenje vitalnosti
populacije G. rostochiensis od 30% i G. pallida od 25%, sa kumulativnim padom tokom
dve godine kod obe vrste KCN od oko 70%.

Promene vitalnosti populacije KCN pod uticajem otporne i osetljive sorte krompira,
kao i u uslovima bez domacina, analizirane su po prvi put kroz promene vitalnosti cista
izrazene preko kategorija vitalnosti.

Domace sorte paradajza pokazale su isti ili veéi potencijal izazivanja piljenja

invazionih larvi KCN od sorte krompira désiree, a sorta plavog patlidZzana znacajno manji.
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Solanum nigrum je pokazala visok potencijal stimulacije piljenja invazionih larvi
KCN u nivou sorte krompira désirée i nijedna od osam populacija ove korovske vrste iz
Srbije se nije pokazala kao domacin ni jednoj od srpskih populacija KCN. Ovi rezultati S.
nigrum svrstavaju u potencijalne agense kontrole KCN.

Tagetes patula i Physalis alkekengi nisu izazvale piljenje invazionih larvi KCN i nisu
domacini srpskih populacija KCN.

Sorta krompira agria je potpuno otporna na patotip Rol G. rostochiensis, a sorta
innovator je pokazala visoku otpornost prema patotipu Pa2/3 G. pallida. Obe sorte mogu se
preporuciti za suzbijanje pomenutih vrsta KCN.

Sorta krompira crispsdall pokazala je najvisi stepen otpornosti prema oba u Srbiji
prisutna patotipa KCN i moze se preporuditi za regulisano gajenje merkantilnog kromira
na, sa KCN, infestiranim povrsinama. Uz prethodnu determinaciju vrste KCN, ova sorta
krompira, sama, moze biti i diskriminatorna za prevalentne patotipove KCN u Evropi i
Kkoristiti se za preliminarno odredivanje patotipova u fitosanitarne svrhe u Srbiji.

Gustina sadnje otpornih biljaka klopki krompira od 9 biljaka po m? je optimalna
gustina sadnje za dobijanje maksimalnog efekta smanjenja populacije KCN $to odgovara
gustini sadnje u konvencionalno gajenim usevima krompira.

JednogodiSnje gajenje otporne sorte agria na jako infestiranom zemljistu u mikroplot
ogledu sa inicijalnom gustinom populacije G. rostochiensis 119 L2/g zemljista smanjilo je
gustinu populacije ove vrste KCN za 70%.

U poljskim proizvodnim uslovima gajenja krompira na povrsSini 0,5 ha, otporan usev
krompira sorte agria smanjio je vitalnost populacije za 79 i 84% u dve godine na dva dela
jako infestirane parcele sa inicijalnom vitalno§¢u populacije od od 1591 115 L2/g zemljista.

Gajenje otporne sorte krompira agria tokom jednog vegetacionog ciklusa na
parcelama sa jakom infestacijom G. rostochiensis nije dovoljno da gustina populacije padne
ispod pragova ekonomske Stetnosti.

Godisnje smanjenje gustine poljske populacije G. rostochiensis posle devet godina
parloga iznosilo je 19,4% i bilo intenzivnije tokom prvih pet godina posle osetljivog useva
(22%) nego u narednih cCetiri (12%).
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Posle 9 godina parlozenja zabelezeno je 15% inicijalne vitalnosti populacije G.
rostochiensis, ili 59 L2/g zemljista, §to je gustinu populacije ¢inilo mnogostruko ve¢om od
pragova Stetnosti ove vrste KCN. Dobijeni rezultati ukazuju da na jako infestiranim
povrSinama i lokalitetima gde su KCN u S$irenju, kakav je u Srbiji lokalitet Ponikve,
parlozenje kao metod pasivne kontrole KCN nema ekonomsku i fitosanitarnu opravdanost.

U zemljistu koje je povremeno obradivano a na kom nisu gajeni domaéini G.
rostochiensis godiSnje smanjenje gustine populacije je bilo vece nego u uparlozenom, i
iznosilo preko 30%.

Godisnje smanjenje gustine poljske populacije G. pallida tokom osam godina
pracenja u zaparlozenom neobradivanom zemljiStu iznosilo je 27%.

Inicijalna vitalnost populacije G. pallida od 54 L2/g zemljista u uslovima parloga
smanjuje se na nivoe ispod praga ekonomske Stetnosti posle osam godina. Ovi rezultati
potvrduju da parlozenje, kao metod pasivnog suzbijanja, moze biti uspesno. Moze se
preporuciti kao jedan od odrzivih modaliteta suzbijanja KCN:

- nasa KCN manje infestiranim parcelama i lokalitetima

- situacijama kada se zeli minimizirati rizik od Sirenja KCN, kao $to je slucaj

pojave 1A karantinske G. pallida na lokalitetu Ogradenik

- situacijama kada je ekonomski prihvatljivo napustanje ratarske proizvodnje na

infestiranoj parceli, Sto moze biti primenjivo i odrzivo u domacinstvima koja se
bave i stocarskom proizvodnom

Kombinovanje parloga sa gajenjem otporne sorte krompira tokom pet vegetacionih
sezona pokazalo se kao uspeSna strategija suzbijanja KCN na lokalitetu Ponikve. Sa
jednom godinom konvencionalnog gajenja krompira otporne sorte agria i Cetiri godine
parlozenja populacija G. rostochiensis svedena je na 5% inicijalne vitalnosti i grani¢ne
vrednosti ekonomske Stetnosti. Jedna godina konvencionalnog, naredna godina sa
nekonvencionalnim gajenjem krompira otporne sorte agria i tri godine potonjeg parloZenja
uticalo je na smanjenje gustine populacije ispod 1% inicijalne vitalnosti i ispod ekonomski
Stetnih nivoa. Za isti efekat sa samo jednim gajenjem otporne sorte agria bilo je potrebno

osam godina parloZenja.
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PRILOZI

Prilog 1. Standardna notacija stepena rezistentnosti genotipova krompira.

Relativna osetljivost (%) Skor Opisno
<1 9 Vrlo visoko otporna
11 -3 8 Visoko do vrlo visoko otporna
31-5 7 Visoko otporna otporna
51-10 6 Srednje do visoko otporna
10.1 - 15 5 Srednje otporna
15.1 -25 4 Nisko do srednje otporna
25.1 -50 3 Nisko otporna
50.1 - 100 2 Nisko do vrlo nisko otporna
>100 1 Vrlo nisko otporna

(Prevedeno iz: EU direktiva 2007/33/EC (Anon., 2007a).

Prilog 2. Sortiment krompira sa najoptimalnijom dostupnom otpornoséu prema Krompirovim
cistolikim nematodama u registru priznatih sorti u Republici Srbiji.

Patotipovi

Sorta Godina dobijanja RORol ROR02,3 ROPaZ ROPaS

dozvole za promet (%) skor (%) skor %) skor %) skor
Jelly 2009 0,1 9 0,4 9
Manitou 2011 0,1 9 0,2 9
Red Sonja 2014 0,1 9 0,1 9
Royata KWS 2015 0,1 9 0,84 9
Arsenal 2015 0,8 9 1,3 8 0,2 9 2,5 8
Taurus 2011 9 9,6 6
El mundo 2014 9 5 6 6
Crispsd4all 2011 9 0,6 9
Innovator 2016 3,0 8 0,7 9
Camel 2015 0,36 9 4,67 7 234 8
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Prilog 3. Patotipovi i virulentne grupe krompirovih cistolikin nematoda, Globodera rostochiensis i
G. pallida (I1z: Subbotin et al, 2010).

Species and accession G. rostochiensis G. pafida
hal Ro3 Ro5 pal = w e PR Virulentne grupe Globodera sp. @
Rol Ro4 Ro2 Ro3 RoS Pal - - - Pa2 Pa3 Evropski patotipovi ®
RIA RIB R2A R3A -~ PIA PIB P2A P3A P4A PSA P6A  Tumoamericki patotipovi ©
Solanum tuberosum ssp. tuberosum + + + + + + + + + + + +
S. tuberosum spp. andigena CPC 1673 - - + + + + " i " + + *
S. kurtzianum KTT 60.21.19 - (&) - H @ + - + - + 2l
S. vernel GLKS 58.1642.4 - + - - + + + -5 + iy ey
S. vernei V1" 62.33.3 - - - = + ~ + s = I
ex. S. multidissectum hybrid PS&/7 + + + + + - I+ - - + + +
S. tuberosum ssp. andigena (H3 + polygenes)+ * o * b =) 2 = R < SR O B
CIP 280090.10 - ' . - . ) ) - " - QT S
S. vernel hybrid 69.1377/94 - - = 2 3 = - - M i =y
S. vernel hybrid 65.346/19 = = = = =~ + D - “ % K am
S. spegazzinii (Fa = H1) - - + + + - - - “ M M =
S. spegazzinii (Fb +2 minor) + - + - - ) » . . ) Ly .
*Trudgill (1985); *Kort et &/. (1977); “Canto-Saenz and de Scurrah (1977).
Note: + = compatible i on: d itplication, potato susceptible; - =i patible i i de no multiplication, potato resi () = partial or uncertain
¢ = noink .
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