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EFEKTI FUNGICIDA NA Didymella applanata (Niessl.) Sacc.
in vitro l MOGUCNOST HEMIJSKE ZASTITE MALINE

Biljana D. Mirkovié, mast. inZ.

REZIME

Uzorci obolelih izdanaka maline, sa simptomima kestenjaste pegavosti,
sakupljeni su tokom ¢etvorogodisnjeg perioda, od 2013. do 2016. godine, u najvaznijim
rejonima gajenja ove jagodaste vocéne vrste u Srbiji, sa ciljem identifikacije
prouzrokovaca oboljenja, ispitivanja osetljivosti izolata D. applanata na fungicide
razli¢itih mehanizama delovanja in vitro, kao i uticaja razliCitih temperatura na
toksi¢nost fungicida in vitro. Jedan deo ovog rada bio je posvecen utvrdivanju
efikasnosti fungicida u uslovima prakticne primene, U kojima je analizirana kako
efikasnost fungicida, tako i uloga ukupnog broja i rasporeda tretiranja u odnosu na
fenofazu razvoja maline u postignutom nivou zastite.

Na osnovu proucenih patogenih, morfoloskih, odgajivackih i ekoloskih odlika,
utvrdeno je da svi izolati pripadaju fitopatogenoj gljivi Didymella applanata (Niessl.)
Sacc. Identitet izolata potvrden je analizom sekvenci DNK fragmenta dobijenog
univerzalnim ITS1/ITS4 parom prajmera.

Sa ciljem utvrdivanja najboljih uslova za razvoj ovog patogena in vitro, prouc¢en
je uticaj pet hranljivih podloga: krompir dekstrozna podloga (KDA), ovsena podloga
(OA), podloga od malta (MA) i podloga od Sargarepe (CA); Cetiri temperature (20°C,
22°C, 24°C i 26°C) i dva svetlosna uslova (stalni mrak i 12 h svetlost/12 h mrak) na
porast micelije izolata D. applanata. Najveci porast micelije svih izolata utvrden je na
ovsenoj podlozi (30,4-42,8 mm/7 dana). Takode, na ovoj podlozi izolati su formirali
kolonije ovalnog oblika sa ravnim ivicama. Najveci prosecan porast za vec¢inu izolata
bio je na temperaturi 22°C (32,5-40,6 mm/7 dana) i u svetlosnom uslovu 12 h
svetlost/12 h mrak (30,3-38,4 mm/7 dana). Na osnovu toga, definisani su uslovi za

utvrdivanje osetljivosti izolata na fungicide.



Osetljivost izolata na fungicide iz razlictih hemijskih grupa i razli¢itih
mehanizama delovanja i to: fungicidi nespecificnih mehanizama delovanja (Cu-
hidroksid, mankozeb, kaptan, hlorotalonil, ditianon) i fugicidi specifi¢énih mehanizama
delovanja (fluopiram, boskalid, azoksistrobin, piraklostrobin, fluazinam, difenokonazol
I tebukonazol) u in vitro uslovima utvrdena je metodom inhibicije porasta micelije, pri
¢emu je odredivana koncentracija fungicida koja inhibira porast micelije 50% u odnosu
na kontrolu (ECso) i nagiba regresione linije (b). Faktor rezistentnosti (RF) izracunat je
kao odnos ECso vrednosti posmatranog i ECso vrednosti najosetljivijeg izolata u
istrazivanju.

Na osnovu utvrdenih vrednosti srednje efektivne koncentracije (ECso),
difenokonazol je najvise inhibirao porast micelije izolata (0,23-0,49 mg/L), dok je
porast micelije izolata najmanje inhibiran fungicidom Cu-hidroksid (ECsg 39,48-51,19
mg/L). Svi izolati su svrstani u kategoriju osetljivih na Cu-hidroksid, mankozeb, kaptan,
hlorotalonil, ditianon, difenokonazol i tebukonazol (RF<3). Medutim, utvrdeno je
prisustvo visoko rezistentnih izolata na azoksistrobin i piraklostrobin i umereno
rezistentnih na fluazinam, boskalid i fluopiram. Vrednosti faktora rezistentnosti za
piraklostrobin za pojedine izolate bile su preko 200, a za azoksistrobin preko 5000, dok
je RF vrednost za umereno rezistentan izolat na fluazinam iznosila 7,4. Pronadena su
Cetiri umereno rezistentna izolata na boskalid sa faktorom rezistentnosti u rasponu 6,3-
11.

Nasim istraZivanjima je utvrdeno da razliCite temperature statisticki znacajno
uticu (P<0,05) na toksi¢nost svih ispitivanih fungicida u in vitro uslovima. Takode,
utvrdeno je da je toksi¢nost vecine fungicida bila najve¢a na najnizoj temperaturi
(15°C), a najmanja na najvisoj temperaturi (26°C). Nema objavljenih podataka o uticaju
razliitih temperatura na toksi¢nost fungicida in vitro za prave gljive.

Utvrdeno je da je u uslovima intenziteta oboljenja u kontroli od 53,7% i 76,3%,
najveca efikasnost ostvarena primenom tebukonazola, fluopirama i boskalida (94,7-
99,3%). Efikasnost fungicida nespecificnih mehanizama delovanja (Cu-hidroksid,
mankozeb, hlorotalonil i ditianon), bila je u intervalu 64,4-81,7%, §to se s obzirom na
jak intenzitet oboljenja u kontroli moze smatrati dobrom. Medutim, ustanovljena je
veoma slaba efikasnost fluazinama (20,2-27,1%), kao i oba fungicida iz grupe

strobilurina (13,7-16,2% za azoksistrobin, odnosno 32,9-37,8% za piraklostrobin).



Utvrdeno je da je kritican period primene tebukonazola kada su izbojci maline
oko 25-40 cm duzine. Kada fungicid nije primenjen u ovom periodu, njegova efikasnost
iznosila je samo 73,4%, $to se statisticki znacajno razlikovalo od ostvarene efikasnosti u

ostalim ispitivanim varijantama.

Kljucne reci: Didymella applanata, fungicidi, osetljivost, rezistentnost, efikasnost,

malina

Naucéna oblast: Biotehnicke nauke
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UDK: 634.711/248.231:632.934/043.31.



EFFECTS OF FUNGICIDES ON Didymella applanata (Niessl.)

Sacc. in vitro AND POSSIBILITY OF CHEMICAL
PROTECTION OF RASPBERRY

Biljana D. Mirkovi¢, MSc

ABSTRACT

Samples of diseased raspberry canes, with symptoms of dark brown lesions,
were collected during a four-year period, from 2013 to 2016, in the main growing
regions of this berry fruit in Serbia with the aim of identifying pathogen of the causal
agent of this disease, optimizing the experimental conditions for testing the
susceptibility of D. applanata isolates to fungicides with different mechanisms of action
in vitro, as well as the impact of different temperatures on the toxicity of fungicides in
vitro. The crucial part of this dissertation was devoted to determining the efficacy of
fungicides under field conditions, as well as the role of the total number and schedule of
applicaions in relation to the phenological growth stages.

Based on the pathogenic, morphological, cultural and ecological characteristics,
it was found that all investigated isolates were identified as phytopathogenic fungus
Didymella applanata (Niessl.) Sacc. The identity of the isolates was confirmed by
analyzing the sequence of the DNA fragment obtained by universal ITS1/ITS4 a pair of
primers.

In order to determine the optimal conditions for development of this pathogen in
vitro, the influence of five culture media: potato dextrose agar (PDA), oatmeal agar
(OA), malt extract agar (MEA), Czapek’s agar (CzA), and carrot agar (CA); four
temperatures (20°C, 22°C, 24°C, and 26°C), and two light regimens (continuous
darkness and 12/12 hrs light/darkness) on D. applanata mycelial growth rate were
assessed. Obtained results showed that the best medium for mycelial growth of all tested
isolates was oatmeal agar (30.4-42.8 mm/7-day). In addition, on this medium the
isolates formed round shape colonies with entire margin. For majority of the isolates the
highest growth rate was at 22°C (32.5-40.6 mm/7-day), and at 12/12 hrs light/darkness



regimen (30.3-38.4 mm/7-day). Based on the obtained results, conditions for testing the
susceptibility of isolates to fungicides were defined.

The sensitivity of isolates to fungicides belonging to different chemical groups
and with different mechanisms of action: fungicides of a non-specific modes of action
(Cu-hydroxide, mancozeb, captan, chlorothalonil, dithianone), and fungicides of a
specific modes of action (fluopiram, boscalide, azoxystrobin, pyraclostrobin, fluazinam,
diphenoconazole and tebuconazole) under in vitro conditions was tested by mycelial
growth inhibition method. A fungicide concentration that inhibited mycelial growth
50% compared to control (ECso), and regression coefficient (b) were determined. A
resistance factor (RF) for each isolate-fungicide combination was calculated by dividing
the ECso value for the isolate by the ECso value for the most sensitive isolate to the
particular fungicide.

Based on determined value of ECso, mycelial growth of isolates was the most
inhibited by difenoconazole with ECso values ranging from 0.23 to 0.49 mg/L, while the
lowest mycelial growth inhibition of isolats was achived by using fungicide Cu-
hydroxide (ECso 39.48-51.19 mg/L). All the isolates were classified as Cu-hydroxide,
mancozeb, captan, chlorothalonil, dithianone, difenoconazole, and tebuconazole-
sensitive (RF<3). However, the presence of highly resistant isolates on azoxystrobin and
pyraclostrobin, and moderately resistant to fluazinam, boscalid, and fluopiram were
detected. Resistance factors for pyraclostrobin for individual isolates were over 200, and
for azoxystrobin over 5000, while RF value for moderate-resistant isolate for fluazinam
was 7.4. Four moderately resistant isolates to boscalid with a resistance factor ranging
from 6.3 to 11 were found.

Our studies showed that different temperatures statistically significantly
influence (P <0.05) the toxicity of all tested fungicides under in vitro conditions. It was
also found that the toxicity of most fungicides was the highest at the lowest temperature
(15°C), and the lowest at the highest investigated temperature (26°C). There are no
published data of the effect of different temperatures on the toxicity of fungicides in
vitro for Eumycota.

The results of the present study show that under conditions of disease intensity
in control of 53.7% and 76.3%, the highest efficacy was achieved by tebuconazole,

fluopiram and boscalid (94.7-99.3%). The efficacy of fungicides of a non-specific



modes of action (Cu-hydroxide, mancozeb, chlorothalonil, and dithianone) was 64.4-
81.7%. Considering high disease severity in the field and preventive mode of action of
these fungicides, achived effectiveness can be considered as satisfactory. However, very
poor efficacy of fluazinam (20.2-27.1%) was found, as well as of both fungicides from
the strobilurin group (13.7-16.2% for azoxystrobin, and 32.9-37.8% for pyraclostrobin).

It has been determined that critical period of application of tebuconazole was
when primocanes were about 25-40 cm. By eliminating the use of tebuconazole in this
period, the efficacy was only 73.4%, which statistically significantly differed from the
achieved efficacy in other investigated variants.

Key words: Didymella applanata, fungicides, sensitivity, resistance, efficacy, Rubus

idaeus

Scientific field: Biotechnical Science

Scientific discipline: Phytopharmacy

UDC: 634.711/248.231:632.934/043.31.
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1. UVOD

Zbog izuzetnog hemijskog sastava ploda, crvena malina je veoma cenjeno
jagodasto voce koje se proizvodi u vise od 40 zemalja sveta. Po obimu i vrednosti
proizvodnje, malina se u Srbiji nalazi na prvom mestu u okviru grupe jagodastih vo¢nih
vrsta (Popovi¢ et al., 2003). Tokom poslednjih deset godina, Srbija je medu vodeéim
proizvodacima i izvoznicima maline u svetu. Sa proizvedenih 61.715 tona maline u
2014. godini, Srbija je na ¢etvrtom mestu u svetu, iza Ruske Federacije, Poljske i SAD
(FAOSTAT, 2017). Prema popisu poljoprivrede u 2012. godini (Anonymous, 2013),
malina se gaji na povrSini od 11.041 ha, uglavnom u zapadnim i jugozapadnim
delovima Srbije (Nikoli¢ i Tanovi¢, 2012), dok je prema podacima FAO u istoj godini
malina ubrana sa povrSine od 21.952 ha (Nikoli¢ i Tanovié, 2012).

Usled specificnog habitusa biljaka 1 intenzivnog vegetativhog porasta, u
zasadima maline nastaju mikroklimatski uslovi koji pogoduju razvoju patogena i
nastanku infekcija. Gljive predstavljaju veoma brojnu i ekonomski Stetnu grupu
patogena ove jagodaste voéne vrste. Jedno od najStetnijih i najrasprostranjenijih
oboljenja crvene maline je kestenjasta pegavost izdanaka, koju prouzrokuje gljiva
Didymella applanata (Niessl.) Sacc. (Williamson i Hargreaves, 1981). D. applanata je
rasprostranjena u svim rejonima gajenja maline u Evropi, Americi, Africi, Aziji,
Australiji i Okeaniji (CABI, 1977). Oboljenje se javlja u razli¢itom intenzitetu iz godine
u godinu, u zavisnosti od uslova sredine, pre svega od vlage. U kisnim i vlaznim
uslovima oboljenje se razvija veoma intenzivno, tako da prinosi mogu biti smanjeni do
60%, uglavnom usled suSenja izdanaka (Williamson i Hargreaves, 1981).

S obzirom na Stetu koja moze nastati usled razvoja D. applanata na malini,
neophodna je redovna primena mera suzbijanja ovog patogena. Primena odgovarajucih
agrotehnickih mera treba da omoguc¢i stvaranje nepovoljnih uslova za razvoj oboljenja.
Medutim, uspeh zastite u najve¢oj meri zavisi od pravovremene i kvalitetne primene
fungicida, koja treba da obezbedi adekvatnu zastitu, visok prinos i kvalitetan plod. Kao
problem u hemijskoj zastiti maline navodi se dosta siromaSan izbor registrovanih
fungicida, usled nezainteresovanosti hemijskih kompanija za registraciju preparata u
tzv. “malim usevima”. Za suzbijanje prouzrokovaca kestenjaste pegavosti izdanaka

maline, do devedesetih godina proSlog veka, bila je preporucena primena nekoliko



fungicida kao S$to su: bordovska corba, benomil, kaptafol, kaptan, Cu-oksihlorid,
dihlofluanid, ditianon, ferbam, mankozeb, tiram i cineb (Anderson, 1920; Perisi¢ 1951;
Converse, 1966; Punithalingam 1978). Medutim, od stupanja na snagu nove regulative
u Evropskoj Uniji (Direktiva 1107/2009) (od 2009. godine), mnoge od navedenih
aktivnih supstanci povucene su iz upotrebe (EU Pesticides Database, 2014). Na trzistu
Srbije, prema registru iz 2015. godine, za suzbijanje D. applanata registrovane su svega
Cetiri aktivne supstance: Cu-oksihlorid, Cu-hidroksid, azoksistrobin i tebukonazol
(Anonymous, 2015). Mali broj registrovanih preparata predstavlja problem za
proizvodace i strucnjake na terenu, Sto rezultira slabom zaStitom maline od ovog
patogena. Imajuc¢i u vidu da ¢e primena fungicida i dalje biti najvazniji deo programa
zaStite maline od prouzrokovaca kestenjaste pegavosti izdanaka, kao i da se u praksi
koriste fungicidi srednjeg i visokog rizika za razvoj rezistentnosti, utvrdivanje i pracenje
promene osetljivosti izolata patogena D. applanata na fungicide, kao i utvrdivanje
kriticnih perioda za njihovu primenu, osnova su dobre prakse zastite maline od D.

applanata.

Osnovni ciljevi istrazivanja u ovoj disertaciji su:

Utvrdivanje rasprostranjenosti kestenjaste pegavosti izdanaka u zasadima maline u

Srbiji i identifikacija prouzrokovaca oboljenja do nivoa vrste;

Utvrdivanje osetljivosti izolata D. applanata na fungicide razli¢itih mehanizama

delovanja i iz razli¢itih hemijskih grupa;

Ispitivanje uticaja razli¢itih temperatura na toksi¢nost fungicida za izolate D. applanata

u in vitro uslovima;

Utvrdivanje efikasnosti fungicida u uslovima prakti¢ne primene u kojima ¢e biti
utvrdena kako efikasnost fungicida razli¢itih mhanizama delovanja, tako 1 uloga
ukupnog broja i rasporeda tretiranja u odnosu na fenofazu razvoja maline u postignutom

nivou zastite.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Didymella applanata - Taksonomska pripadnost i poreklo

Didymella applanata (Niessl.) Sacc. (anamorf: Phoma argillacea) pripada
familiji Didymellacae, redu Pleosporales, potklasi Pleosporomycetidae, Kklasi
Dothideomycetes, razdelu Ascomycota, carstvu Fungi (Kirk et al., 2008). Niessl je vrstu
D. applanata prvi put opisao 1875. godine u Austriji kao Didymosphaeria applanata.
Potom, 1892. godine Saccardo svrstava ovog patogena u rod Didymella (Koch, 1931). U
Severnoj Americi 1894. godine, D. applanata opisana je kao prouzrokova¢ kestenjaste
pegavosti izdanaka vrsta roda Rubus, posebno crvene maline (Rubus idaeus L.). Nakon
filogenetske analize sekvenci ITS1 genomnog regiona Phoma spp., D. applanata
svrstana je u Phoma-Didymella monofileti¢ku grupu, zajedno sa jo§ nekim vrstama roda
Phoma kao $to su P. macrostoma, P. nebulosa i P. sorghina (Reddy et al., 1998).
Aseksualni stadijum gljive D. applanata opisali su Corbaz (1957) i Corlett (1981), da bi
ga Gruyter, de. et al. (2002) identifikovali kao Phoma argillacea.

2.2. Biljke domadini

Kestenjasta pegavost izdanaka je oboljenje tipi¢no za vrste roda Rubus. Osim
maline, na kojoj nanosi najvece Stete, D. applanata parazitira i kupinu kao i hibride koji
nastaju njihovim ukr$tanjem (Williamson, 1991). Osim iz R. idaeus, patogen je u
Evropi izolovan i iz R. arcticus nothossp. stellarcticus (Lindgvist-Kreuze et al., 2003), a
u Severnoj Americi iz R. idaeus, R. idaeus var. strigosus, R. loganobaccus i R.
parviflorus (Ginns, 1986; Fernando et al., 1999; Shamoun i Sieber, 2000).

2.3. Rasprostranjenost

D. applanata je rasprostranjena u svim rejonima gajenja maline u Evropi,
Americi, Africi, Aziji, Australiji i Okeaniji (CABI, 1977). U nasoj zemlji patogen je
prvi put utvrden 1949. godine u Mionici (okolina Valjeva) (Perisi¢, 1951). Potom je

njegovo prisustvo ustanovljeno i u okolini Cacka, Kragujevca, Beograda i Zagreba, pa


http://www.indexfungorum.org/Names/fundic.asp?RecordID=Pleosporomycetidae&Type=S

se smatra da je patogen bio raSiren u svim podrucjima gajenja maline u Jugoslaviji
(Josifovi¢, 1941; Perisi¢, 1951).

2.4. Simptomi oboljenja

Prvi simptomi u vidu pega na mladim jednogodis$njim izdancima u osnovi i oko
pupoljaka, ispoljavaju se u kasno prolece ili rano leto (Slika 1.). U toku vegetacije,
tokom jula i avgusta, pege se povecavaju i postaju mrke prekrivajuci cesto celu povrsinu
izdanka (Converse, 1966; Williamson, 1991; Fox, 2006). Kod sorti maline koje imaju
jacu vostanu prevlaku, pege su ljubicaste boje. Kora se susi i puca uzduzno. Pojavu
simptoma potpomaze egzocelularni fitotoksi¢ni oligosaharid (Lousberg et al., 1973).
Broekhoven et al. (1975) su ovaj toksin opisali kao glikopeptid velike molekulske mase
sastavljen najve¢im delom od glukoze. Tokom septembra na povrSini pega formiraju se
piknidi u obliku sitnih crnih okruglastih struktura. U toku zime, dolazi do nekroze kore,
pucanja i njenog odvajanja od drveta, tako da oboleli izdanci dobijaju sivo srebrnu boju
(Perisi¢ 1951; Williamson, 1991; Fox, 2006). Vecina autora navodi da patogen zarazava
samo primarnu koru izdanaka (Koch, 1931; Converse, 1966; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001),
dok su neki utvrdili da gljiva zahvata i unutrasnje delove, drvo i srz (Peri$i¢, 1951;
Williamson i Jennings, 1992). Pazus$ni pupoljci na zarazenim izdancima znacajno su
manji i ponekad izostaje formiranje rodnih grancica (Converse, 1966; Williamson i
Dale, 1983).

‘-

Slika 1. Didymella applanata. Simptomi oboljenja na zarazenom
izdanku (levo) i 1i§¢u maline (desno)



Stete na izdancima mogu biti vrlo razli¢ite, od izostanka listanja usled
propadanja pupoljaka, do pojave boc¢nih izbojaka, cvetova i plodova koji nepotpuno
sazrevaju i nemaju tipi¢an sortni ukus. Ponekad, patogen moze da prouzrokuje jako
jednogodisnjih izdanaka zapocinju na ivici i Sire se prema glavnom nervu. Usled
infekcije dolazi do nekroze lis¢a klinastog oblika izmedu nerava sa mrkozutim oreolom
oko pege (Slika 1.). Zarazene liske se prevremeno suse i opadaju, dok lisne drSke ostaju

pricvrs¢ene za izdanak (Converse, 1966; Fox, 2006).

2.5. Osobine patogena

Na podlozi od ovsenih pahuljica i agara (OA), D. applanata formira Zuto belu
koloniju, ovalnog oblika, ravnih ivica (Mycobank, 2016). Na podlozi od krompira,
dekstroze i agara (KDA), patogen obrazuje pepeljasto sivu koloniju, nepravilnog oblika,
reznjevitih ivica uz lucenje Zuto narandzastog pigmenta koji difunduje kroz podlogu
(Mycobank, 2016). D. applanata formira tamnobraon do crne, pojedinacne ili u grupi,
ogruglasto spljostene peritecije, veli¢ine 200-270 um u pre¢niku (Punithalingam, 1978;
Corlett, 1981). Formiraju se u jesen na srebrnastim delovima i na mrtvim tkivima
zarazenih izdanaka, kao i na povrSini ljuspica pupoljaka. Zrelost dostizu do aprila
naredne godine (Blake, 1980). Unutar peritecija nalaze se dvoslojni, cilindri¢ni askusi
veli¢ine 60-75x10-15 um sa blago elipsoidnim dvocelijskim, hijalinskim askosporama
(12-18x5-7 pm), kod kojih je gornja ¢éelija nesto Sira od donje (Punithalingam, 1978). P.
argillacea formira tamnobraon do crne piknide, veli¢ine 200-250 pm i hijalinske
jednocelijske konidije veli¢ine 4-7x2-3,5 pm (Punithalingam, 1978). Piknidi su obi¢no
nepravilno rasporedeni na nekroti¢nim pegama na izdancima i listovima tokom leta i
jeseni. Formiranje piknida pocinje sredinom novembra, a punu zrelost dostizu izmedu
aprila i sredine novembra naredne godine (Blake, 1980).

Na temperaruri od 23-24°C na KDA podlozi konidije Klijaju za 18 h, a na
temperaturi od 8-9°C za 48 h. D. applanata formira peritecije na vodenom agaru koji
sadrzi 1% dekstroze, celuloze ili hitina. Askospore u Kkapljici vode Kklijaju na
temperaturama od 21-23°C i 15-17°C, dok na izdancima maline klijanje askospora
pocinje nakon 2h na temperaturi od 22-23°C (Koch, 1931; Punithalingam, 1978).
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2.6. Ciklus razvoja

D. applanata prezimljava u obliku micelije, peritecija i piknida na zarazenim
izdancima. U vlaznim uslovima tokom proleca, gljiva formira askospore i konidije, koje
zarazavaju lisS¢e jednogodisSnjih izdanaka. Oslobadanje askospora traje dosta dugo, od
aprila do avgusta, mada one nemaju znacajniju ulogu u infekciji maline (Ivanovi¢ i
Ivanovi¢, 2001). Piknospore se oslobadaju tokom duzeg perioda, a najvecu brojnost
imaju u julu i avgustu (Blake, 1980). Smatra se¢ da su konidije najznacajniji izvor
inokuluma i imaju primarnu ulogu u infekciji liS¢a i pupoljaka (Williamson, 1991).
Primarno mesto infekcije je list, nakon ¢ega parazit nastavlja razvoj kroz lisnu drsku i
kolonizira koru izdanka oko pupoljaka. Zaraze pupoljaka najverovatnije zapo¢inju od
vr$nog dela nakon cega patogen nastavlja razvoj do izdanka (Koch, 1931). Prema
Jennings (1962) i Converse (1966), zadrzavanje vode oko pupoljaka je najznacajniji
faktor za njihovu infekciju. Histologkim ispitivanjima u Skotskoj, utvrdeno je da je
infekcija pupoljaka preko lisne drske blokirana zastitnim slojem od suberizovanih i
lignifikovanih ¢elija sa adaksijalne strane primarne kore lisne drske. Takav sloj
nedostaje na abaksijalnoj strani, usled ¢ega dolazi do brze kolonizacije primarne kore
izdanka ispod lista (Williamson, 1984). Parazit moze da zarazi biljku domacina i preko
rana na mladim izdancima, koje nastaju prilikom polaganja jaja malinine musice
(Thomasiniana theobaldi) (Schuring i Salemink, 1972).

Prve pege na jednogodisnjim izdancima pretezno se javljaju na bazalnim
nodusima krajem juna i poCetkom jula meseca, a kasnije se pege mogu uoditi i na
gornjim nodusima. Vlazno i kiSovito prolece uslovljava intezivno Sirenje bolesti unutar
zasada, dok prenoSenje patogena iz jednog regiona u drugi omogucava zarazeni sadni
materijal (Peri$i¢, 1951). Oboljenje se javlja u razli¢itom intenzitetu u zavisnosti od
spoljasnjih uslova, pre svega od vlage. U kisnim i vlaznim uslovima razvija se veoma
intenzivno, tako da prinosi u narednoj godini mogu biti smanjeni do 60%, uglavnom
usled susenja izdanaka (Williamson i Hargreaves, 1981). Prema Jennings (1988) izdanci
fizioloskim starenjem usled nedostatka svetlosti u osnovi izdanaka, dok su izdanci
nakon sazrevanja manje osetljivi. Williamson i Pepin (1987) navode da je osetljivost

izdanaka povecana nakon perioda visokih temperatura, Sto uslovljava intenzivnijoj



pojavi pega duz izdanaka. Takode, ostvarenje infekcije zavisi i od virulentnosti
patogena. U isto¢noj Kanadi opisana su dva patotipa D. applanata na osnovu

virulentnosti i moguénosti ostvarenja infekcije sorte Newburgh (Bolton i Julien, 1961).

2.7. Moguénosti suzbijanja D. applanata

Za efikasno suzbijanje D. applanata znacajne su kako preventivne, tako i
direktne mere suzbijanja, koje zajedno ¢ine celinu integralnog pristupa u zastiti maline.
Ove mere obuhvataju: selekciju otpornih sorti, agrotehnicke, bioloske i hemijske mere
suzbijanja. Primenom svih raspolozivih mera moze Se uspe$no spreciti pojava 0vog

oboljenja ili smanjiti Stete koje mogu nastati usled njegove pojave.

2.7.1. Selekcija otpornih sorti

Neke sorte crvene maline otpornije su na D. applanata, $to pre svega zavisi od
morfologije izdanka (Knight i Keep, 1958). Maljave sorte maline su otpornije i manje
podlozne infekcijama ovim patogenom (Knight i Keep, 1958; Jennings, 1988). Smatara
se da je major gen koji kontroliSe otpornost sorti na D. applanata gen H koji je
odgovoran za maljavost (Williamson i Jennings, 1992; Sargent et al., 2007). Ovaj gen je
detektovan kod veoma otpornih sorti kao §to su Leo i Glen Moy (Williamson, 1991).
Otpornost na kestenjastu pegavost takode je utvrdena kod sorti Haida, Viking, Chief,
Newman, Ontario, Malling Admiral, Boyne, Carnival, Chilliwak i Festival (Knight i
Keep, 1958; Keep et al., 1972; Daubeny i Pepin, 1974; Williamson, 1991). Sorta
Willamette, najvaznija i najrasprostranjenija u nasoj zemlji, izuzetno je osetljiva na D.
applanata, dok je sorta Meeker nesto manje osetljiva (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).
Izvori otpornosti na D. applanata identifikovani su kod vrsta Rubus pileatus, R.
occidentalis, R. coreanus i hibrida ovih vrsta sa crvenom malinom (Jennings, 1982), $to
mozZe biti veoma znacajno za buduca oplemenjivacka istrazivanja.

Osetljivost odnosno otpornost sorti na prirodne infekcije zavisi i od podneblja u
kojoj se one gaje, Sto se moze pripisati razli¢itoj virulentnosti populacije (Pepin et al.,

1985). Tako je sorta Malling Admiral bila veoma osetljiva na D. applanata u



Jugoslaviji, umereno osetljiva u Britanskoj Kolumbiji, a relativnho otporna u Velikoj
Britaniji (Daubeny i Pepin, 1974; Misi¢ et al., 1975; Swait, 1980).

2.7.2. Agrotehni¢ke mere

Pravilnim agrotehni¢kim merama pre zasnivanja zasada, odnosno izborom
terena, gustinom sadnje i uzgojnim oblikom smanjuje se pojava kestenjaste pegavosti
izdanaka. Prilikom podizanja zasada treba birati ocedne terene i redove postavljati u
pravcu dominantnih vetrova, radi boljeg provetravanja zasada.

Formiranje otvorenog habitusa odgovarajuom rezidbom, omogucava se
slobodan protok vazduha i slobodna apsorpcija sunevih zraka, ¢ime se umanjuje
mogucnost pojave oboljenja (Williamson, 1991). U zasadu maline neophodno je
redovno suzbijanje korova, jer oni poveéavaju vlaznost oko osnove izdanaka Sto
pogoduje razvoju oboljenja. Takode, preporucuje se uklanjanje divljih biljaka iz roda
Rubus, ukoliko ih ima u blizini zasada maline, jer mogu posluziti kao izvor inokuluma
(Williamson, 1991; Williamson, 2003).

Jedna od vaznijih mera suzbijanja je uklanjanje prvoizniklih izdanaka koSenjem,
povrSinskom obradom zemljista ili na druge nadine. Prema Williamson (1991), do
smanjenja oboljenja verovatno dolazi jer liS¢e na novim izdancima ostaje duze u
otpornom juvenilnom stadijumu, nego lis¢e na izdancima koji su prvo nikli. Uklanjanje
izdanaka se obavlja u viSe navrata kada im je visina oko 15 cm. Ukoliko izdanci
prerastu, zagusi¢e donji sprat rodnih izdanaka §to pogoduje razvoju D. applanata
(Velickovi¢, 2007; Faby, 2008). Primena ove mere moguca je samo u bujnim zasadima i
na sortama maline koje podnose uklanjanje izdanaka, jer u suprotnom moze doc¢i do
smanjenja prinosa (Williamson, 1991).

Odmah nakon berbe neophodno je ukloniti biljke koje su donele rod, kako se
zaraza sa nijh ne bi $irila na mlade izdanke (Williamson, 1991; Ivanovi¢ i Ivanovic,
2001; Phillips, 2011). Ostavljanje orezanih izdanaka u malinjaku do prole¢a samo ce
pojacati pojavu oboljenja. Medutim, u istrazivanjima Faby (2008), ostavljanje
dvogodiSnjih izdanaka nakon berbe u zasadu nije uticalo na pojavu kestenjaste
pegavosti izdanaka. Ovaj autor smatra da se oni mogu ostaviti u zasadu kao potpora

jednogodisnjim izdancima dok sa njih ne opadne liSce.



2.7.3. BioloSke mere

Istrazivanja usmerena u pravcu bioloskog suzbijanja patogena D. applanata
uglavnom Se baziraju na primeni bakterija iz razli¢itih rodova i njihovih enzima kao
agenasa bioloske borbe. Prema Elad (1994), proizvodnja i koriS¢enje biopreparata
previse je skupo da bi bilo isplativo, imaju¢i u vidu znatno nize cene klasi¢nih
fungicida. Medutim, iako biopreparati ne mogu zameniti hemijske preparate, pozeljna je
primena bioloskih mera kao dopuna hemijskim.

Shpatova et al. (2003) proucavali su uticaj bioloskih preparata na bazi bakterija
iz rodova Pseudomonas (Rizofil), Bacillus (Fitop-flora C) i Chaetomium (Khetomium)
za suzbijanje vrste D. applanata. Sva tri preparata inhibirala su porast micelije, pri ¢emu
su preparati na bazi bakterija iz rodova Pseudomonas i Chaetomium bili efikasniji.
Rizofil primenjen u koncentraciji od 1% inhibirao je porast micelije 2,2 puta u odnosu
na kontrolu nakon detiri dana inkubacije. Primenom preparata Khetomium u
koncentraciji od 0,5% fungistatican efekat se povecavao tokom perioda ikubacije.
Precnik kolonije je bio 2,3 puta manji u odnosu na kontrolu nakon tri dana inkubacije, a
skoro pet puta manji nakon sedam dana inkubacije (Shpatova et al., 2003).

U in vitro i poljskim uslovima Shternshis et al. (2006) ispitivali su moguénost
upotrebe hitinaza koje proizvode Streptomyces sp. (Chi I) i Serratia marcescens (Chi 1)
za suzbijanje D. applanata. Chi I pri koncentraciji od 0,4 U/ml znac¢ajno je inhibirala
porast micelije (1,3 puta u odnosu na kontrolu), dok je inhibitorno dejstvo Chi Il bilo
neznatno. Medutim, nanoSenjem hitinaza (Chi I 1 Chi II) na izdanke maline pre veStacke
inokulacije izdanaka, utvrden je znacajan stepen inhibicije formiranja kestenjastih pega
i plodonosnih tela (Shternshis et al., 2006). U poljskim ogledima utvrdena je visoka
efikasnost enzima Chi | u suzbijanju D. applanata. Takode, nije bilo znacajne razlike u
efikasnosti postignute pimenom Chi | i hemijskog preparata Topaz (Shternshis et al.,
2006). Istrazivanja Duzhak et al. (2012), pokazala su da antagonisti¢ko dejstvo bakterije
Serratia marcescens na D. applanata zavisi prvenstveno od koli¢ine proizvedenog
crvenog pigmenta prodigiozina, a ne od proizvodnje enzima hitinaze.

Rekanovi¢ et al. (2012) su tokom dvogodisnjeg perioda ispitivali efikasnost
bioloskih preparata na bazi Bacillus subtilis (F-Stop) i Pythium olygandrum

(Polyversum) u suzbijanju prouzrokovaca kestenjaste pegavosti maline. Oba



biofungicida su ispoljila nisku efikasnost, kako preparat na bazi B. subtilis (7,98% i
11,16%), tako i preparat na bazi P. olygandrum (14,19% i 16,94%) (Rekanovi¢ et al.,
2012).

2.7.4. Hemijske mere

Upotreba fungicida predstavlja dominantan nac¢in suzbijanja ovog patogena, dok
se sve prethodno navedene mere mogu koristiti kao dopunske. Primena hemijskih mera
u suzbijanju D. applanata veoma je otezana. Problem predstavljaju ostaci pesticida u
plodovima, $to otezava primenu fungicida. Tokom Sestogodi$njeg pracenja ostataka
pesticida u razli¢itim plodovima u Poljskoj, istrazivanja su pokazala da se ostaci
pesticida najc¢esce javljaju upravo u plodovima maline (u 50,6% uzoraka) (Nowacka,
2003). Kao problem u hemijskoj zastiti maline navodi se i dosta siromasan izbor
fungicida usled nedovoljne zainteresovanosti hemijskih kompanija za registraciju
preparata u zasadu maline, jer je trziSte previSe malo, a registracija preparata skupa
(Williamson, 2003). Na osnovu literaturnih podataka (Anderson, 1920; PeriSi¢ 1951;
Converse, 1966; Punithalingam 1978), za suzbijanje prouzrokovaca kestenjaste
pegavosti izdanaka maline do devedesetih godina proslog veka, bila je preporucena
primena nekoliko fungicida (bordovska ¢orba, benomil, kaptafol, kaptan, Cu-oksihlorid,
dihlofluanid, ditianon, ferbam, mankozeb, tiram, cineb). Medutim, od stupanja na snagu
nove regulative u Evropskoj Uniji (Direktiva 1107/2009) (od 2009. god.), mnoge od
navedenih aktivnih materija (benomil, kaptafol, dihlofluanid, ferbam 1 cineb) nisu
odobrene za dalju primenu na prostoru Evropske Unije (EU Pesticides Database, 2014).
U Skotskoj se pred berbu maline primenjuje tiofanat-metil i dihlofluanid za suzbijanje
Botrytis cinerea, $to se pozitivno odrazava i na subijanje D. applanata (Williamson,
1991). U naSoj zemlji, za suzbijanje ovog patogena, registrovane su cCetiri aktivne
supstance iz razli¢itih hemijskih grupa: bakar-oksihlorid i bakar-hidroksid (bakarna
jedinjenja), azoksistrobin (metoksi-akrilati) i tebukonazol (triazoli) (Anonymous, 2015).

O efikasnosti fungicida u suzbijanju prouzrokovafa kestenjaste pegavosti
izdanaka ima veoma malo podataka kako u nasoj zemlji, tako i u svetu. Stevanovic et al.
(2014) ispitivali su efikasnsot azoksistrobina, difenokonazola i

izopirazam+difenokonazol u suzbijanju D. applanta, kako na listu, tako i na izdancima
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maline. Ovi autori isticu da su pri umerenom intenzitetu zaraze u netretiranim
(kontrolnim) varijantama (20,8-22,6% na listu i 33,1-34,5% na izdancima), najbolji
rezultati utvrdeni u varijanti gde je primenjen izopirazam+difenokonazol u koncentraciji
od 0,15% (do 96,3 i 95,8% na listu, odnosno na izdancima). Nesto nizu efikasnost (do
95,9 na listu i do 96,5% na izdancima) ispoljio je azoksistrobin primenjen u
koncentraciji od 0,075%. Izopirazam+difenokonazol primenjen u koncentraciji od 0,1
% ispoljio je efikasnost od 94,8-93,2% na listu, odnosno izdancima, $to je nesto nize u
odnosu na efikasnost u varijanti sa viSom koncentracijom. Varijanta u kojoj je
primenjen difenokonazol u koncentraciji od 0,05% ispoljila je nizu efikasnost od
predhodnih fungicida (do 86,2% na listu odnosno, do 87% na izdancima). lako su autori
utvrdili razlike u efikasnosti, jedino difenokonazol ispoljava statisti¢ki zna¢ajnu razliku
u odnosu na druge ispitivane fungicide (Stevanovic et al., 2014).

Rekanovi¢ et al. (2012) su tokom dvogodiSnjeg perioda ispitivali efikasnost
fungicida u suzbijanju prouzrokovaca kestenjaste pegavosti na lokalitetu Valjevska
Kamenica. Najbolja efikasnost ostvarena je u varijantama gde su primenjeni
pikoksistrobin+ciprokonazol (Acanto Plus) (81,29-87,63%) i fludioksonil+ciprodinil
(Switch 62,5-WG) (82,28-85,29%). U navedenim istrazivanjima, dobra efikasnost
ostvarena je i primenom azoksistrobin+ciprokonazol (Amistar Extra) (78,81-85,19%),
tolifluanid+tebukonazol (Folicur EM 50-WP) (66,58-70,59%) i boskalid+piraklostrobin
(Signum) (73,32-76,88%) (Rekanovic et al., 2012).

Faby (2008) je ispitivao efikasnost fungicida tolifluanid+difenokonazol (Folicur
M), trifloksistrobin (Flint), tolifluanid (Euparen M WG), fludioksonil+ciprodinil
(Switch), difenokonazol (Bardos) i boskalid+piraklostrobin (Signum) u suzbijanju D.
applanata. Utvrdena je visoka efikasnost u varijantama gde su primenjeni
fludioksonil+ciprodinil (Switch), difenokonazol (Bardos) i boskalid+piraklostrobin
(Signum). U kontrolnoj parceli broj obolelih izdanka iznosio je 167, dok u parcelama
tretiranim boskalid+piraklostrobin i difenokonazol broj izdanaka sa simptomima
kestenjaste pegavosti iznosio je 26, a u parceli tretiranoj fungicidima
fludioksonil+ciprodinil bio je 12. Broj obolelih izdanaka u parceli u kojoj je primenjen
tolifluanid iznosio je 78, a nesSto veci broj izdanaka sa simptomima kestenjaste
pegavosti uocen je u parceli u kojoj je premenjen trifloksistrobin (81 izdanak). Najnizu

efikasnost ispoljio je tolifluanid+difenokonazol (171 izdanak sa simptomima oboljenja)
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(Faby, 2008). U odnosu na vreme pojave infekcije, istrazivanja su pokazala da je
preparate najbolje koristiti pre berbe kod sorte Glen Ample, odnosno posle berbe kod
sorte Tulameen (Faby, 2008).

2.8. Fungicidi namenjeni za suzbijanje D. applanta

2.8.1. Neorganska jedinjenja bakra

Neorganska jedinjenja bakra deluju kao preventivni nesistemi¢ni fungicidi.
Fungicidno dejstvo bakar-sulfata utvdeno je 1807. godine, medutim razvoj ove grupe
fungicida pocinje tek uvodenjem bordovske ¢orbe za suzbijanje patogena 1885. godine.
Zahvaljuju¢i dobroj fungicidnoj aktivnosti, bordovska ¢orba Koristi se za suzbijanje
velikog broja prouzrokovaéa oboljenja gajenih biljaka (Schwinn i Margot, 1991,
Mehrotra i Aggarwal, 2013). Medutim, primena bordovske Corbe moze imati za
posledicu nezeljene efekte, pre svega, pojavu fitotoksi¢nosti (Nene i Thapliyal, 1994).
Simptomi fitotoksi¢nosti mogu se javiti u vidu hloroze pracene braon ili ljubi¢astom
bojom na listovima ili plodovima, zatim nervi listova ponekad dobijaju tamnoljubiéastu
bojua, a neretko je i opadanje listova, itd. (Nene i Thapliyal, 1994). Sa ciljem
prevazilazenja ove negativne pojave, nekoliko decenija kasnije sintetisana su i druga
jedinjenja na bazi bakra nazvana ‘“nerastvorljiva”, “slabo rastvorljiva” ili “vezana”
jedinjenja, kao Sto su bakar-oksid, bakar-oksihlorid i bakar-hidroksid (Kushalappa i
Eskes, 1989; Nene i Thapliyal, 1994). Usled njihove specifi¢ne i postojane hemijske
strukture, bakarni jon je stabilniji i teze se oslobada iz ovih jedinjenja, te su zahvaljujuci
ovim osobinama, u znatnoj meri smanjeni fitotoksic¢ni efekti (Kushalappa i Eskes, 1989;
Erwin i Ribeiro, 2005). Bakar prodire u gljive u obliku helatnog kompleksa ili u obliku
bakarnog jona (Swingle, 1896; McCallan i Wilcoxon, 1936; Wain i Wilkinson, 1946;
Somers, 1963; Somers, 1965). Joni bakra indukuju brojne nespecifi¢ne reakcije koje se
zasnivaju na precipitaciji ili denaturaciji proteina, deluju¢i prvenstveno na strukturu
raznih enzima koji imaju vitalni znacaj u metaboliznu celije (MacBean, 2012).

Prema FRAC (2018), bakarna jedinjenja kao klasi¢ni fungicidi nespecifénog
mehanizma delovanja, svrstavaju se u fungicide niskog rizika za razvoj rezistentnosti.

Ova jedinjenja su zadrzala Siroku zastupljenost u poljoprivrednoj praksi. Primenjuju se
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sa mnogim drugim jedinjenjima sa ciljem prosirenja spektra delovanja i sprecavanja
(Schwinn i Margot, 1991). U nasoj zemlji od neorganskih jedinjenja bakra, za
suzbijanje prouzrokovaca kestenjaste pegavosti izdanaka D. applanata, registrovani su
bakar-oksihlorid i bakar-hidroksid (Anonymous, 2015).

2.8.2. Ditiokarbamati

Sintetisanjem jedinjenja na bazi ditiokarbaminske kiseline 40-ih godina proslog
veka, zapoceo je period primene organskih fungicida (Stein, 2002). Ditiokarbaminske
kiseline su derivati karbaminskih kiselina koje su vrlo nestabilne. Medutim, njihovi
kompleksi sa metalima i njihove estri su vrlo postojane, tako da su nasli primenu kao
fungicidi u poljoprivredi (Marinovich et al., 2002; Halimehjani et al., 2012). Fungicidi
koji se svrstavaju u grupu ditiokarbamata odlikuje nespecifican mehanizam delovanja,
koje se uglavnom zasniva na moguc¢nosti da grade metalne helate unutar ¢elija gljiva, te
se zbog ove odlike koriste i u analitickim metodama za odredivanje prisustva teskih
metala (Thorn 1 Ludwig, 1962; Rath et al., 2011). Oduzimaju¢i esencijalne metale
bakar/cink superoksid dismutaza inhibiraju aktivnost ovih enzima koji su esencijalni
antioksidanti (Heikkila et al., 1976; Lesko et al., 1984). NaruSavaju mehanizme c¢elijske
detoksikacije i inhibiraju glutation-S-transferaze (GSTs) (Zemaitis i Greene, 1979;
Dierckx, 1984). Takode, fungicidi ove grupe reaguju sa slobodnim sulfhidrilnim
grupama drugih jedinjenja 1 vrSe njihovu inaktivaciju (Thorn i Ludwig, 1962).
Milenkovski et al. (2010), navode da tiram inhibira rast denitrifikacionih bakterija, §to
je verovatno uslovljeno njegovim nespecificnim delovanjem na komponente koje sadrze
tiol (Yang, 2011).

Pripadnike ditiokarbamata, na osnovu razli¢ite hemijske strukture njihovih
molekula, mozemo svrstati u dve grupe: dialkil-ditiokarbamti (ciram, ferbam, tiram) i
etilen-bis-ditiokarbamati (mankozeb, maneb, cineb i nabam) (Rath et al., 2011).
Predstavnici etilen-bis-ditiokarbamata (EBDC) imaju Siroku primenu u poljoprivredi,
koriste¢i se za suzbijanje velikog broja patogena. Medutim, EBDC su nestabilna
jedinjenja koja se brzo razgraduju. Kao posledica ovog procesa obrazuju se brojni

metaboliti, od kojih pojedini mogu biti toksi¢ni, kao Sto je etilentiourea (ETU), koji
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pored toksi¢nih poseduje i kancerogena svojstva (Sijpesteijn et al., 1957: loc. cit.
Corbett et al., 1974). Imajuci u vidu navedeno, primena EBDC jedinjenja u budu¢nosti
je veoma neizvesna (Matolcsy et al.,1994).

Prema Yang et al. (2011), mankozeb, pripadnik grupe etilen-bis-ditiokarbamata,
stabilan je kompleks maneba sa jonima cinka, koji smanjuju fitotoksi¢nost maneba i
povecavaju mu fungicidnu aktivnost. Ovaj fungicid se odlikuje protektivnim
delovanjem i Kkoristi za suzbijanje velikog broja patogena vocéaka, rataraskih i
povrtarskih biljaka (Worthing, 1991). Takode, ima i izvesna baktericidna svojstva,
delujuéi na bakterije ukljuene u kruZenje azota i ugljenika u zemljistu (Cernohlavkové

et al., 2009; Cycon et al., 2010).

2.8.3. Ftalimidi

Ftalimidi su nesistemi¢ni fungicidi, koje karakteriSe nespecifi¢an mehanizam
delovanja. Fungicidna svojstva kaptana otkrio je Kittleson (1952), a u primenu je
uveden 1951. godine. Kontaktni je fungicid, a odlikuje se protektivnim i kurativnim
delovanjem. Nene i Thapliyal (1994), navode da kaptan u izvesnoj meri poseduje i
sistemi¢na svojstva, ali jo§ nije razjasnjeno da li se ovo svojstvo moze pripisati samom
jedinjenju ili produktima koji nastaju njegovim razlaganjem. Inkompatibilan je sa
alkalnim jedinjenjima, jer povecana pH vrednost dovodi do njegovg razlaganja (Nene i
Thapliyal, 1994). U poljoprivrednoj praksi koristi se za suzbijanje brojnih fitopatogenih
gljiva. Takode, kaptan ima 1 baktericidna dejstva inhibirajuci porast denitrifikacionih
bakterija (Milenkovski et al., 2010). Nakon prodora u ¢eliju domacina, razlaze se do
vrlo nestabilnog jedinjenja tiofozgen. Tiofozgen se vezuje za slobodne sulfhidrilne
grupe, potom za amino, hidroksilne, karboksilne i druge hemijske grupe velikog broja
enzima, pri ¢emu inhibira brojne vitalne procese metabolizma (Dugger et al., 1959).
Lukens i Sisler (1958), isti¢u da kaptan prvenstveno inhibira enzime sa sulfhidrilnim
grupama. Rezultati in vivo istrazivanja koje su sproveli Owens i Novotny (1959) sa
konidijama Neurospora sitophila, pokazuju da je kaptan primarno delovao na koenzim-
A 1 oksiduju¢i sulfhidrilnu grupu ovog koenzima inhibirao sintezu citrata (Owens i
Novotny, 1959). Prema Richmond i Somers (1963), afinitet ovog jedinjenja prema

sulfhidrilnim grupama je razli¢it, pri ¢emu postoje tiol grupe koje su manje znacajne i
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one koje su klju¢no mesto vezivanja ovog fungicida. Takode, ovi autori navode da spore
gljiva usvajaju kaptan veoma brzo i da je brzina apsorpcije zavisi od sadrzaja tiola u
sporama gljliva i koli¢ine ovog fungicida (Richmond i Somers, 1963).

Kako u svetu tako i kod nas, velika paznja se posvecuje kancerogenim i
teratogenim efektima hemijskih supstanci. Veliko interesovanje toksigologa privukli su
derivati ftalimida, narocito kaptan i folpet. Na osnovu toksikoloskih testova izvedenih
na pacovima, Americka agencija za zaStitu zivotne sredine (US EPA, 1975; 1999)
prvobitno je klasifikovala ova jedinjenja kao kancerogene supstance za ljude. Medutim,
2004. godine izvrSena je reklasifikacija i kaptan je svrstan u nekancerogene supstance
uz obrazlozenje da su doze kojima su pacovi bili izloZeni u eksperimentima daleko vece
od onih koje se koriste u praksi i da kaptan nije indukovao pojavu kancera kod pacova,
nego proliferaciju tumora koji su pacovi imali i1 pre izvodenja eksperimenata (US EPA,
2004; Gordon, 2007). U istrazivanjima Greenburg et al. (2008), nisu pronadeni
pouzdani dokazi kojima se potvrduje da je ucestalost pojave kancera kod radnika
posledica izloZzenosti kaptanu. Cohen et al. (2010), navode da folpet nije kancerogen za
ljude. lako oba fungicida nisu visoko toksi¢na za ljude, kaptan i folpet se svrstavaju u
jake iritante koze, o€iju i respiratornih puteva (Hayes, 1982; Edwards et al., 1991;
Trochimowicz et al., 1991; Costa, 2008). Kod radnika izlozenih ovim jedinjenjima
zabelezene su promene na kozi u vidu dermatitisa i alergijskih reakcija (Burroughs i
Hora, 1982; Lisi et al., 1987).

2.8.4. Hloronitrili

Hlorotalonil je najvazniji predstavnik grupe protektivnih fungicida hloronitrila.
Prema Russel (2005), u poljoprivrednu praksu je uveden 1964. godine (Russel, 2005).
Nesistemican je kontaktni fungicid, koji je Siroko zastupljen u zastiti biljaka od brojnih
fitopatogenih gljiva (Vincent i Sisler, 1968; Vieira et al., 2000). Odlikuje se izrazenom
perzistentnos¢u u kiSnim uslovima (Fry, 1982). Istrazivanjima Chen et al. (2001),
utvrdeno je da hlorotalonil uti¢e na rast zemljiSnih bakterija, §to moze imati ekoloske
posledice u kruzenju azota. Reaguje sa jedinjenjima koje u svom molekulu sadrze
sulfhidrilne grupe (SH), pre svega sa glutationom. Takode, hemijske reakcije nastaju

njegovim vezivanjem sa koenzimom A i 2-merkaptoetanolom, pri ¢emu se formiraju
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brojni sumporni derivati (Vincent i Sisler, 1968). Kao posledica ovih reakcija, dolazi do

inhibicije tiol-zavisnih enzima, veoma znac¢ajnih u metaboli¢kim procesima.

2.8.5. Hinoni

Fungicid ditianon je najznacajniji predstavnik hemijske grupe hinona. U
primenu je uveden 1963. godine kao preventivni fingcid za suzbijanje brojnih gljiva
koje pripadaju klasama Ascomycetes i Deuteromycetes. Kasnije je utvrdeno da deluje i
na patogene iz klase Oomycetes (Ruberson, 1999). Primarno se Koristi za suzbijanje
prouzrokovaca folijarnih oboljenja. Mehanizam delovanja ditianona, kao i ostalih
predstavnika ove grupe, je nespecifican. Ima afinitet prema sulfhidrilnim grupama
raznih jedinjenja i inaktivira ih. Prema Ruberson (1999), ditianon je fitotoksican ukoliko

se primeni sa mineralnim uljima.

2.8.6. 2,6-dinitro-anilini

Fluazinam pripada hemijskoj grupi 2,6-dinitro-anilina i u primenu je uveden
1987. godine (Ruberson, 1999). Nesistemican je fungicid sa odlicnim protektivnim, a
delom i kurativnim delovanjem (Anema et al., 1992; Kapsa et al., 2003). Koristi se u
malim koli¢inama primene, od 150 do 750 g/ha (MacBean, 2012) i ima dobru
rezidualnu aktivnost (Anema et al., 1992; Tucker et al., 1994; Kimyoji et al., 1995;
Schepers, 1996). Inhibira formiranje i klijanje spora, obrazovanje infekcionih struktura,
a takode uti¢e i na pokretljivost zoospora vrsta roda Phytophthtora (Tucker et al., 1994;
Komyoji et al., 1995; Mitani et al, 1996; Matheron et al., 2000). Fluazinam ima vrlo
specifican mehanizam delovanja koji nije sasvim razja$njen. Prema navodima brojnih
autora (Guo et al., 1991; Tokutake et al., 1991; Brandt et al., 1992), on sprecava
koriS¢enje oslobodene energije za sintezu adenozintrifosfata u procesu oksidativne
fosforilacije, inhibirajuci transfer protona duz mitohondrijalne membrane kod pravih i
pseudogljiva. Akagi et al. (1995), isticu da fluazinam ima izvestan afinitet prema
sulfhidrilnim grupama. Sirok spektar delovanja ovog fungicida i njegova efikasnost,

uslovljena je kombinacijom ovih mehanizama delovanja (Akagi et al., 1995; Akagi et
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al., 1996). Veoma je efikasan u suzbijanju Phytophthtora infestans, Venturia inaequalis,
Sclerotium rolfsii, Rosellinia necatrix, Helikobasidium mompa, itd. (MacBean, 2012).
Prema FRAC (2018), fluazinam je fungicid sa niskim rizikom za razvoj
rezistenosti. O osetljivosti izolata D. applanata na ovaj fungicid nema objavljenih
literaturnih podataka. Medutim, utvrdeni su visoko rezistentni sojevi Botrytis cinerea u
usevima pasulja (Tamura, 2000). Biohemijska osnova rezistentnosti na ovaj fungicid
nije ustanovljena, ali pojedini autori smatraju da ona nastaje kao posledica procesa
detoksikacije, s obzirom na poznat mehanizam detoksikacije fluazinama u

mitohondrijama ¢elija sisara (Leroux et al., 2002; Leroux, 2004).

2.8.7. SDHI fungicidi

Istrazivacke studije u nekoliko hemijskih kompanija dovele su do razvoja veoma
vaznih jedinjenja za zaStitu biljaka, koja imaju dosta pozeljnih osobina ukljucujuci
specifi¢nost, sistemi¢nost, kurativno i eradikativno delovanje i visoku fungicidnu
aktivnost pri malim koli¢inama primene (Russel, 2003). Ova jedinjenja ozna¢ena su kao
inhibitori sukcinat-dehidrogenaze (succinate dehydrogenase inhibitor, SDHI) (kompleks
I1), koji je zna¢ajan funkcionalni deo Krebsovog ciklusa, a povezan je sa elektronskim
transportom koji se odvija u procesu mitohondrijalnog disanja (Hagerhall, 1997).
Kompleks SDH se sastoji od flavoproteina (SDH podjedinica A), Fe-S proteina (SDH
podjedinica B) i dva proteina vezana za membranu (SDH podjedinice C i D) (Miles et
al., 2014). Inhibitori sukcinat-dehidrogenaze se vezu za veoma konzervativna mesta na
podjedinicama B, C i D, gde se ubikvinon (koenzim Qi) redukuje do ubikvinola
(Horsefield et al., 2006). Zahvaljuju¢i veoma specifiécnom mehanizmu delovanja nije
utvrdena ukr$tena rezistentnost fungicida ove grupe sa jedinjenjima drugih hemijskih
grupa (strobilurini, benzimidazoli ili anilinopirimidini) (Leroux et al., 2002; Stammler
et al, 2007; Avenot et al., 2008). U SDHI grupu svrstavaju se, pored brojnih drugih
jedinjenja, fungicid fluopiram koji pripada hemijskoj grupi piridinil-etil-benzamidi i
boskalid koji pripada piridin-karboksamidima. Fluopiram i boskalid su fungicidi
Sirokog spektra delovanja i koriste se u zastiti velikog broja gajenih biljaka (Stammler et
al., 2007; Yanase et al., 2007; Avenot i Michailides, 2010).
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Prema FRAC (2018) klasifikaciji, SDHI fungicidi su srednjeg do visokog rizika
za razvoj rezistentnosti. Rezistentnost na boskalid je utvrdena kod Alternaria alternata
(Avenot i Michailides, 2007), A. solani (Wharton et al., 2012), B. cinerea (Veloukas et
al., 2011; Yin et al., 2011), Corynespora cassiicola (Miyamoto et al, 2009; Miyamoto et
al., 2010a), Didymella bryoniae (Thomas, 2011; Thomas et al., 2010; Avenot et al.,
2012), Monilinia fructicola (Amiri et al., 2010) i Podosphaera xanthii (Miyamoto et al.,
2010b). Rezistentnost na fluopiram zabeleZena je kod izolata A. solani, poreklom iz
SAD (Ajdaho) (Miles et al., 2014). Prema Avenot i Michailides (2010), rezistentnost
patogena na ovu grupu fungicida se pripisuje tackastim mutacijama na genima koji
kodiraju podjedinice B, C i D SDH kompleksa. Rezistentnost na boskalid kod izolata B.
cinerea uslovljena je tackastim mutacijama gena koji kodira sintezu podjedinice B.
Mutacijom na poziciji 272 dolazi do zamene histidina sa tirozinom (H272Y) ili
argininom (H272R), dok mutacija na poziciji 225 dovodi do zamene prolina
aminokiselinom fenilalanin (P225F) (Yin et al., 2011; Veloukas et al., 2011). Takode,
kod rezistentnih izolata vrste D. bryoniae rezistentnost je uslovljena mutacijom gena
koji kodira sintezu podjedinice B, pri ¢emu je histidin bio zamenjen aminokiselinom
tirozinom na poziciji 277 (Avenot et al., 2012). Mutacije gena koji kodiraju sintezu
podjecinica B, C i D uslovile su rezistentnost na boskalid kod izolata A. alternata (B-
H277Y, B-H277R, C-H134R, D-H133 i D-D123E) (Avenot et al., 2008, 2009) i
Corynespora cassiicola (B-H278Y, B-H278R, C-S73P, D-S89P i D-G109V)
(Miyamoto et al., 2010a). Ukrstena rezistentnost na fluopiram i boskalid nije utvrdena
(Avenot i Michailides, 2010; Ishii et al., 2011; Avenot et al., 2012). Predpostavlja se da
je razlog izostanka ukrStene rezistentnosti na ova dva fungicida razlika u mestu
vezivanja ovih fungicida u SDH kompleksu (Avenot i Michailides, 2010; Ishii et al.,
2011; Avenot et al., 2012).

2.8.8. Qol fungicidi
Jedinjenja koja se svrstavaju u grupu Qol fungicida, iako rali¢itih hemijskih
struktura molekula, odlikuju se istim mehanizmom delovanja koji se zasniva na

inhibiciji ubikvinol oksidaze (Qo). Sirok spektar delovanja, male koli¢ine primene i

mogucnost suzbijanja patogena rezistentnih na druge fungicide odlikuje fungicide ove

18



grupe (Bartlett, 2002). Prema Vincelli (2002), strobilurini i njima sli¢na jedinjenja, kao
Sto su oksazolidindioni i imidazolinoni, oznacavaju se kao Qol fungicidi. Prva
jedinjenja iz grupe strobilurina koja su nasla pimenu u zastiti gajenih biljaka od brojnih
prouzrokovaca oboljenja, azoksistrobin i kresoksim-metil, pojavili su se sredinom 90-ih
godina proslog veka (Clough i Godfrey, 1999; Sauter et al., 1999). Osim azoksistrobina,
drugo najznacajnije jedinjenje iz ove grupe je piraklostrobin, koji se na trziStu pojavio
2002. godine.

Fungicidi iz grupe strobilurina inhibiraju ¢elijsko disanje, tako Sto se vezuju za
proteinske podjedinice citonrom bcl kompleksa, kompleks IlI: citohrom ¢
oksidoreduktaza (citohrom bcl), sa unutrasnje strane mitohondrija (Jordan et al., 1999;
Tamura 1 Mizutani, 1999; Fisher i Meunier, 2008). Citohrom bcl je najvazniji enzim u
respiratornom elektron transportnom lancu, koji prenosi elektrone sa ubihinola na
citohrom c, omogucavaju¢i prenos protona sa matriksne na medumembransku stranu
membrane, ¢ime doprinosi formiranju elektrohemijskog gradijenta (Jordan et al., 1999;
Tamura i Mizutani, 1999). Ovaj kompleks je strukturalni i funkcionalni dimer, koji
moze biti obrazovan od 10 subjedinica kod kvasaca i Plasmodium-a, dok je kod sisara
utvrdeno prisustvo 11 subjedinica (Vazquez-Acevedo et al., 1993; Zara et al., 2009;
Barton et al., 2010). Osnovene subjedinice mitohondrijalnog citohrom bcl kompleksa
su sledece: citohrom b, u membranu ugraden Rieske-ov gvozde-sumporov protein (ISP)
1 citohrom cl, takode ugraden u membranu. Piter Micel (Mitchell, 1975) je transport
elektrona i protona kroz kompleks 111 nazvao »Q ciklus«, ali detalji ovog procesa i dalje
nisu sasvim razjasnjeni. Ovaj kompleks ima dva mesta za koja se vezuje ubihinon. Za
prvo se vezuje redukovani kofaktor (Qo mesto ili P centar), dok se za drugo vezuje
oksidovani ubihinon (Qi mesto ili N centar).

S obzirom da su strobilurini imali sasvim nov i do tada nepoznat mehanizam
delovanja, smatralo se da ¢e pojava rezistentnosti na ove fungicide izostati. Medutim,
prema Fernandez-Ortuno et al. (2008), upravo je specifi¢an mehanizam delovanja
najveca slabost strobilurina i glavni razlog razvoja rezistentnosti kod gljiva.
Rezistentnost patogena na ova jedinjenja utvrdena je kod velikog broja prouzrokovaca
raznih mikoza u Evropi, Aziji, Australiji, Severnoj i Juznoj Americi (FRAC, 2004;
2006). Opisana su dva mehanizma razvoja rezistentnosti na Qol fungicide (Sierotzki et

al., 2000). Prvi mehanizam uslovljen je genskim mutacijama. Najces¢a genska mutacija
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kod pravih gljiva je zamena glicina aminokiselinom alaninom u 143. polozaju (G143A)
(Sierotzki et al., 2000; Gisi et al, 2002). Ova mutacija je utvrdena kod patogena
Mycosphaerella fijensis, Erysiphe graminis i Plasmopara viticola (Olaya et al., 1998),
rezistentnih na ove fungicide.

Drugi mehanizam rezistentnosti je uslovljen aktivacijom alternativnog
oksidativnog puta. Inhibitori ¢elijske respiracije i drugi stresni faktori kod nekih gljiva
mogu usloviti ekspresiju alternativne oksidaze (Ypema i Gold, 1999). Ovaj mehanizam
nastanka rezistentnosti kod patogena utvrden je samo prlikom laboratorijskih ispitivanja
osetljivosti izolata na fungicide koji uti¢u na celijsko disanje. Prema Albury et al.
(2009), alternativne oksidaze se svrstavaju u karboksilatne proteine sa dva nehemska
gvozda u katalitickom centru, koji obuhvataju A9 desaturazu, metan monooksigenazu,
R2 subjedinicu ribonukleotid reduktaze, hemeritrin, rubreritrin i feritine. Alternativna
oksidaza omogucava zaobilazenje kompleksa III, direktno prenoseéi elektrone sa
ubihinola na kiseonik redukujuc¢i ga do vode, §to rezultira Smanjenoj produkciji ATP-a,
¢inedi celije gljiva manje osetljivim na jedinjenja ove grupe (Ypema i Gold, 1999).
Aktivacija alternativne oksidaze moze biti konstitutivna i/ili indukovana. Konstitutivna
ekspresija je utvrdena kod Aspergillus niger i Gaeumannomyces graminis (Kirimura et
al., 1987; Joseph-Horne et al., 1998). Prema Heldt-Hansen et al. (1983), kod Allomyces
macrogynus aktivnost alternativne oksidaze povecava se dodatkom cijanida. Sa ciljem
spreCavanja patogena da aktiviraju ovu oksidazu, u in vitro ogledima primenjuje se
hidroksamid salicilne kiseline (SHAM), koji inhibira ekspresiju alternativne oksidaze
(Ziogas et al., 1997; Olaya et al., 2001). Prema rezultatima Steinfeld et al. (2002) i
King-Férber et al. (2002), ekspresija ove oksidaze utvrdena je prilikom ispitivanja
toksi¢nosti Qol fungicida za Klijanje spora Venturia inaequalis. Wise et al. (2008),
navode da je neophodna upotreba SHAM-a u ispitivanjima osetljivosti Ascochyta rabiei
na presdtavnike ove grupe, usled ¢ega se dobijaju nize vrednosti srednjih efektivnih

koncentracija, koje inhibiraju porast micelije 50 % u odnosu na kontrolu (ECsyo).
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2.8.9. DMI fungicidi

Jedinjenja DMI grupe fungicida odlikuje vrlo specifican mehanizam delovanja
koji se zasniva na inhibiciji sinteze ergosterola. Ergosterol, najvazniji sterol kod vecine
gljiva, vrlo je bitna gradivna komponenta ¢elijskih membrana koja uti¢e na njihovu
permeabilnost. Poznate su slede¢e grupe inhibitora sinteze ovog sterola: inhibitori
skvalen oksidacije, inhibitori sterol A redukcije i/ili A®-A”izomerizacije, inhibitori C-4
demetilacije i inhibitori 14 a-demetilacije. Svi fungicidi koji inhibiraju 14 o-
demetilaciju u sintezi sterola, svrstana su u istu grupu i oznaceni su kao inhibitori
demetilacije (DeMethylation Inhibitors, DMI). Derivati imidazola, triazola, piridina,
pirimidina i piperazina pripadaju DMI grupi fungicida (Scheinpflug, 1994; Kuck et
al.,1995). Pripadnici ove grupe inhibiraju demetilaciju prekursora u procesu sinteze
ergosterola u polozaju Cis, i to perkursora lanosterol ili 24-metilen dihidrolanosterol
(Kato et al., 1974; Buchenauer, 1977; Siegel, 1981; Sisler et al., 1984).
Onemogucavanje odvajanja metil grupe na molekulu lanosterola rezultira nakupljanjem
metilovanih sterola, kao $to su obtusifoliol i 14-metilfekosterol (Nozawa i Morita,
1986).

Prema Kuck et al. (1995), zahvaljujuéi sistemi¢nim svojstvima, DMI fungicidi
imaju izrazen kurativni efekat u suzbijanju veéeg broja prouzrokovaca oboljenja gajenih
biljaka. U ovoj grupi fungicida dominiraju, pre svega, heterocikli¢na jedinjenja sa tri
azotova atoma u petoclanom prstenu, triazoli, koja su naSla prakticnu primenu u
poljoprivredi (Kramer i Schirmer, 2007). Difenokonazol i tebukonazol su derivati ovog
heterocikli¢nog jedinjenja. Difenokonazol je prvi put uveden u primenu 1989. godine u
Francuskoj. Odlikuje se sistemi¢nim, protektivnim i kurativnim delovanjem. Koristi se
za suzbijanje velikog broja gljiva, folijarnim tretiraranjem i tretiranjem semena. Osim za
suzbujanje patogena, primenjuje se i kao regulator rasta biljaka (Kuck et al., 1995).
Takode, utvrdeno je da difenokonazol poboljsava klijavost semena pSenice (Allen et al.,
2004) i kukuruza (Munkvold i O’Mara, 2002, loc. cit. Allen et al., 2004). Fungicidna
aktivnost tebukonazola ustanovljena je 1986. godine (Scheinpflug i Kaspers, 1986: loc.
cit. Kuck et al., 1995). Sistemican je fungicid koga karakterise protektivno, kurativno i

eradikativno delovanje (Kundu et al., 2011). Koristi se za suzbijanje fitopatogenih gljiva
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brojnih gajenih biljaka (vocaka, vinove loze i zita). Apsorbuje se vegetativnim delovima
biljke i transportuje akropetalno (Kundu et al., 2011).

Prema FRAC (2018) klasifikaciji, ova jedinjenja svrstana su u fungicide sa
srednjim rizikom za razvoj rezistentnosti, iako je ona utvrdena kod mnogih patogena
ukljucujuéi M. fructicola (Zehr et al., 1999), V. inaequalis (Koller et al., 1997; Stevi¢ et
al., 2010), Podosphaera xanthii (McGrath i Shishkoff, 2001), Uncinula necator (Gubler
i Ypema, 1996), Sclerotinia homoeocarpa (Golembiewski et al., 1995), Cercospora
beticola (Karaoglanidis et al., 2000), itd. O osetljivosti izolata D. applanata na DMI
fungicide nema literaturnih podataka. Rezistentnost srodne vrste D. bryoniae na DMI
fungicide nije konstatovana (Thomas et al. 2012; Keinath i Hansen; 2013).
Rezistentnost patogena na jedinjenja ove grupe, kvantitativnog je karaktera i razvija se
postepeno (Georgopoulos i Skylakakis, 1986; Smith et al., 1991). Genetski mehanizmi
razvoja rezistentnosti na DMI fungicide su razli¢iti. Naj¢e$¢i mehanizam nastanka
rezistentnosti na ove fungicide predstavljaju genske mutacije u okviru CYP51 gena
(Delye et al., 1997; Cafas-Gutiérrez et al., 2009) i ERG27 gena (Albertini i Leroux,
2004; Fraaije et al. 2007). Mutaciije u okviru CYP51 gena utvrdene su kod U. necator
(Delye et al., 1997), E. graminis f.sp. hordei (Délye et al., 1998), M. graminicola
(Cools et al. 2006; Leroux et al. 2007), M. fijiensis (Cafias-Gutiérrez et al., 2009) i
Tapesia spp. (Albertini et al., 2003), rezistentnih na DMI fungicide. Mutacije u okviru
gena ERG27 ustanovljene su kod B. cinerea i one su uslovile nisku do umerenu
rezistentnost izolata na DMI fungicide (Albertini i Leroux, 2004; Leroux et al. 2007).

Drugi mehanizam rezistentnosti na jedinjenja iz ove grupe fungicida uslovljen je
promenama u nivou ekspresije CYP51 gena. Pojacana ekspresija ovog gena utvrdena je
kod izolata Venturia inaequalis (Schnabel i Jones, 2001), M. fructicola (Luo et al.,
2008), Blumeria jaapii (Ma et al., 2006), C. beticola (Bolton et al., 2012), Penicillium
digitatum (Hamamoto et al., 2001) i Mycosphaerella graminicola (Cools et al., 2012),
rezistentnih na jedinjenja ove grupe. Takode, prejaka ekspresija ABC transporter gena
moze usloviti rezistentnost patogena na DMI fungicide. Ova pojava utvrdena je kod
izolata B. cinerea (Leroux i Walker 2011), M. graminicola (Cools et al. 2007), P.
digitatum (Nakaune et al. 1998) i V. inaequalis (Koller i Wilcox, 2001).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorkovanje i izolacija patogena

Uzorci obolelih izdanaka maline, sa simptomima kestenjaste pegavosti
sakupljeni su tokom cetvorogodiSnjeg perioda, od 2013. do 2016. godine, sa Sest
lokaliteta u rejonu gajenja maline u Srbiji (PoZega, Prilike, Arilje, Ivanjica, Sabac i
Valjevo). Svaki uzorak predstavlja jedan oboleli izdanak. Patogen je iz uzoraka
izolovan standardnim fitopatoloskim metodama (Dhingra i Sinclair, 1995). Fragmenti
delova izdanka is¢eni su na prelazu zdravog i obolelog tkiva sterilnim skalpelom i
sterilisani u 2% rastvoru natrijum hipohlorita. Sterilini fragmenti su preneti na KDA
podlogu i inkubirani na sobnoj temperaturi 7-10 dana do pojave kolonije patogena. Sa
ciljem izdvajnja ¢istih kultura, deo podloge sa micelijom presejan je na KDA podlogu.
Genetski homogeni izolati dobijeni su prenoSenjem fragmenata vrhova hife na KDA
podlogu. Za dugotrajno odrzavanje, izolati su ¢uvani na temperaturi od -80°C u 20%
glicerolu.

3.2. Provera patogenosti izolata

Provera patogenosti svih izolata gljive obavljena je vestatkom inokulacijom
povredenih i nepovredenih izdanaka maline. lzdanci, visine oko 50 cm, uzeti su iz
zasada maline i posadeni u plasti¢ne saksije dimenzija 11x11x11 cm. U sredi$njem delu
izdanci su povredeni sterilnim skalpelom, nakon ¢ega su inokulisani ise¢cima KDA
podloge, pre¢nika 3 mm, sa micelijom ¢iste kulture izolata starosti sedam dana. Isecci
su postavljeni tako da micelija bude u direkthom kontaktu sa povredenim epidermisom.
Kod inokulacije nepovredenih izdanaka, iseci su nanoSeni na nepovredeni epidermis u
srediSnjem delu izdanaka. Sa ciljem obezbedivanja povisene vlaznosti, inokulisano
mesto pokriveno je vlaznom pamuc¢nom vatom i parafilmom u trajanju od 48 h. Na
izdanak u kontroli nano$en je fragment sterilne KDA podloge.

Pojava simptoma posmatrana je nakon sedam dana inkubacije na sobnoj
temperaturi. Nakon pojave tamnobraon pega oko inokulisanih mesta, uradena je

reizolacija patogena na KDA podlogu, koris¢enjem istih metoda kao i pri izolaciji.
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Reizolati su uporedeni sa izolatima koris¢enim za inokulaciju, radi potvrde da su

dobijeni simptomi nekroze inokulisanih izdanaka posledica patogene aktivnosti izolata.

3.3. Identifikacija patogena

Patogen je identifikovan do nivoa vrste na osnovu makroskopskih i
mikroskopskih morfoloskih odlika (klasi¢na identifikacija), kao i primenom lanc¢ane
reakcije polimeraze (polymerase chain reaction, PCR) (molekularna identifikacija). lako
je identifikacija gljiva na osnovu morfoloskih karakteristika znatno unapredena, brojne
prepreke se javljaju kod Didymella vrsta, kao S§to su izostanak sporulacije ili
nedoslednosti u septaciji, a jedan od vec¢ih problema je i taj Sto veliki broj gljiva ima
anamorf Phoma. Imajuci u vidu navedeno, primena molekularnih metoda je neophodna

kako bi se potvrdili rezultati dobijeni klasi¢nom identifikacijom.

3.3.1. Primena klasi¢nih metoda

Makroskopske morfoloske karakteristike svih izolata proucavane su na KDA i
OA podlozi nakon inkubacije od sedam dana na sobnoj temperaturi. Posmatran je izgled
kolonije izolata, ivice kolonije, boja i pigmentacija podloge. Od mikroskopskih odlika
izolata posmatran je izgled piknida i piknospora, kao i peritecija i askospora. Za
posmatranje piknida i piknospora uzeti su piknidi, formirani na OA podlozi nakon
inkubacije od 45 dana. Za posmatranje izgleda askusa i askospora uzete su peritecije sa
belih izdanaka. Plodonosne tvorevine gljive su povrsinski sterilisane u 2% rastvoru
natrijum hipohlorita, a zatim su pripremani mikroskopski preparati koji su posmatrani
optickim mikroskopom Olympus CX41 (Tokio, Japan).

3.3.2. Primena molekularnih metoda
PCR je metoda za selektivnho in vitro umnozavanje DNK sekvenci i
podrazumeva umnozavanje fragmenata DNK kroz ponavljanje ciklusa toplotne

denaturacije i sinteze novih lanaca koris¢enjem prajmera i termostabilne Taq polimeraze
(Stevanovic 1 Arsi¢, 1997).

24



Analizirana je sekvenca amplikona unutrasnjeg transkribovanog regiona
(Internal transcribed spacer, ITS) ribozomalne dezoksiribonukleinske kiseline (rDNK).
Za amplifikaciju ITS regiona koris¢ene su specificne oligonukleotidne sekvence
(prajmeri) ITS1 i ITS4 (White et al., 1990). Odabrano je 10 izolata za molekularnu
identifikaciju. Ovi izolati D. applanata su kasnije koris¢eni za utvrdivanje osetljivosti

na fungicide razli¢itih mehanizama delovanja i iz razli¢itih hemijskih grupa in vitro.

3.3.2.1. Priprema izolata

Deset izolata je zasejano na KDA podlogu i inkubirano na sobnoj temperaturi u
trajanju od 7-15 dana. Nakon inkubacije uradena je izolacija DNK iz razvijene micelije

izolata.

3.3.2.2. Izolacija DNK

DNK je izolovana pomoc¢u komercijalnog preparata PrepManX (Applied
Biosystems, SAD), po uputstvima proizvodaca, metodom koju su opisali Harrington i
Wingfield (1995). Micelija je sakupljena sterilnom kopljastom iglom sa kolonija 10
izolata. Postupak je pazljivo izveden, kako bi se izbeglo unosenje podloge u smesu za
izolaciju. U ependorf tube uzorci micelije uronjeni su u 50 pl pomenutog preparata i
inkubirani 30 minuta na temperaturi od 56°C, a potom 10 minuta na temperaturi od
100°C. Ependorf tube sa izolovanom DNK, ¢uvane su na temperaturi od -20°C do dalje

upotrebe.

3.3.2.3. Lancana reakcija polimeraze

Umnozavanje pet genskih segmenata DNK iz ITS regiona nuklearne rDNK,
izvrSeno je koris¢enjem univerzalnih prajmera ITS1 i ITS4 (White et al., 1990).
Sekvenca ITS1 prajmera je 5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3, a ITS4 prajmera je
5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3. Temperaturni uslovi PCR reakcije bili su
sledeci: inicijalna denaturacija na temperaturi od 94°C u toku 90 sekundi; 29 ciklusa

koje ¢ine denaturacija na 94°C tokom 30 sekundi, vezivanje prajmera na temperaturi od
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55°C u trajanju od 30 sekundi, elongacija na temperaturi 72°C u trajanju od 30 sekundi;
zavr$na elongacija na 72°C u trajanju od 540 sekundi.

PCR reakcije, izvedene u Eppendorf Master Cycler-u (Eppendorf, Germany),
uradene su u zapremini od 25 ul. Komponente reakcione smese bile su: 12,5 ul 2xPCR
Master mix-a (Fermentas, Lithuania), 9,5 pul RNase-free vode (Molecular Biology
Grade Water, Eppendorf), 1ul oba prajmera (ITS1 i ITS4) i 1 pl izolovane DNK.

Reakciona smesa bez DNK kori$¢ena je kao negativna kontrola.

3.3.2.4. Vizuelizacija i analiza produkata PCR reakcije

Vizuelizacija unmozenih produkata PCR reakcije, uradena je elektroforetskim
razdvajanjem nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu u 1xTBE puferu, u aparatu za
elektroforezu (Serva, Nemacka), pri naponu od 100 V. Agarozni gel je pripreman tako
Sto je odrdena koli¢ina agaroze dodata u 1xTBE pufer, a zatim zagrejana do tacke
kljucanja u mikrotalasnoj rerni. Nakon hladenja do temperature od 50-60°C, zagrejani
gel (40 ml) sipan je u kalup. Pre razlivanja gela, u kalup je postavljen ¢eSalj tako da
zupci ceslja ne dodiruju dno kalupa. Nakon ocvrS€avanja gela na sobnoj temperaturi
Cesalj je izvaden, a gel postavljen u kadicu za horizontalnu elektroforezu
(BlueMarine100, Serva) sa 1xXTBE puferom. U novim ependorf tubama po 5 ul svakog
uzorka (produkta PCR reakcije) pomesano je sa 1 ul boje (Loading Dye, MBI
Fermentas, Lithuania), nakon ¢ega su uzorci nasuti u bunar¢ice. Koris¢en je 1 kbp DNK
marker (MBI Fermentas, Lithuania), sa veli¢inama fragmenta u bp od gornjeg ka
donjem: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 i 100. Gel je obojen potapanjem u
0,1 % rastvor etidijum bromida (10 minuta), a vizuelizacija umnoZenih produkata u gelu
uradena je u UV komori.

Za vizuelizaciju i analizu produkata PCR koris¢en je 1 x TBE pufer koji
sadrzi90 mM Tris; 90 mM borna kiselina i 1 mM Na:EDTA.

3.3.2.5. PreciS¢avanje i sekvencioniranje

PCR produkti su precis¢eni koris¢enjem mi-PCR Purification Kit (Metabion

International, Germany). U ependorf tubi jedna zapremina reakcione smeSe i PCR
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produkta pomesana je sa pet zapremina DNA pufera. Smesa je prencta u kolonu i
centrifugirana (1 minut, brzina 12000 rpm) na sobnoj temperaturi, sa ciljem vezivanja
DNK za filter. Te¢na faza je odbacena, a u kolonu je dodato 750 ul pufera da bi se
isprale necistoce, zatim je tubica sa uzorkom centrifugirana pri istim uslovima. Nakon
centrifugiranja te¢na faza je odbacena, a u kolone je dodato jo§ 250 ul pufera za
Ispiranje i smesa je jo$ jednom centrifugirana (1 minut, brzina 12000 rpm) na sobnoj
temperaturi. Kolona je prebacena u novu ependorf tubu u koju je dodato 50 pul
destilovane vode. Nakon centrifugiranja (1 minut, 12000 rpm), te¢na faza je odbacena i
u tubi ostaje filtrat sa DNK. Dobijena DNK ¢uvana je na temperaturi od 4°C do
pripreme za slanje na sekvencioniranje.

Umnozeni fragmenti su sekvencionirani u Macrogen Inc. (Korea). Sekvence su
obradene u programu FinchTV Version 1.4.0. i poredene sa sekvencama, koje su javno
dostupne u National Center for Biotechnology Information (NCBI) bazi podataka.
Koris¢en je BLAST program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) i softverski paket MEGA 5
(Tamura et al., 2011).

3.4. Optimizacija eksperimentalnih uslova za ispitivanje osetljivosti izolata D.

applanata na fungicide in vitro

Sa ciljem optimizacije najboljih eksperimentalnih uslova za utvrdivanje
osetljivosti izolata D. applanata na fungicide in vitro, proucen je uticaj hranljive
podloge, temperature i svetlosnih uslova na porast micelije pet odabranih izolata (Da4E,
Dad4A, Da50A, Da64A i Da93A), poreklom sa pet lokaliteta (Sabac, Valjevo, Arilje,

Ivanjica i Pozega).
3.4.1. Uticaj hranljivih podloga
Brzina porasta micelije izolata pracena je na slede¢im hranljivim podlogama:
¢ Krompir-dekstrozni agar (KDA) (potato dextrose agar, PDA): krompir (200 g),

dekstroza (20 g), agar (17 g) i destilovana voda (1 I) (Muntafiola-Cvetkovic,
1987).
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« Ovseni agar (oatmeal agar, OA): ovsene pahuljice (33 g), agar (18 g) i
destilovana voda (1 1) (Lindqvist-Kreuze et al., 2003).

% Capek agar (Czapek agar, CzA): NaNOs (3 g), K2HPOq4 (1 g), MgSO4 x 7H20
(0,50 g), KCI (0,50 g), FeSO4 x 7H20 (0,01 g), saharoza (30 g), agar (15 g) i
destilovana voda (1 1) (Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987).

« Malt agar (malt agar, MA): industrijski slad (500 ml), agar (17 g) i destilovana
voda (500 ml) (Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987).

< Agar od sargarepe (carrot agar, CA): Sargarepa (50 g), agar (22 g) i destilovana
voda (1 I) (Onions, 1971).

Podloge su razlivane u Erlenmajer posude i sterilisane u autoklavu na
temperaturi od 120°C, pri pritisku od 0,2 MPa u trajanju od 20 minuta. Nakon
sterilizacije, podloge su razlivene u Petri posude, pre¢nika 60 mm, nakon $to su
ohladene do temperature od 55°C. Sterilnim busacem, pre¢nika 3 mm, napravljeni
su isecci micelije u obliku diska sa ivice kolonije gljive starosti sedam dana gajene
na KDA podlozi, koji su zatim sterilnom kopljastom iglom preneti na sredi$nji deo
Petri posude. Zasejane Petri posude inkubirane su na temperaturi od 22°C u mraku u
trajanju od sedam dana. Brzina porasta micelije izolata utvrdena je merenjem
precnika kolonije u dva pravca pod pravim uglom. Ogled je izveden u dva nezavisna

eksperimenta sa po tri ponavljanja, a podaci su statisti¢ki obradeni.
3.4.2. Uticaj temperature
Uticaj temperature na porast micelije izolata pra¢en je na OA podlozi na
temperaturama 20, 22, 24 i 26°C. U Petri posude, pre¢nika 90 mm, naneti su iseéci

podloge sa micelijom u obliku diska, pre¢nika 3 mm, uzetih sa ivice kolonije gljive

starosti sedam dana. Brzina porasta micelije izolata utvrdena je po postupku opisanom u
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predhodnom potpoglavlju. Ogled je izveden u dva nezavisna eksperimenta sa po tri

ponavljanja, a podaci su statisticki obradeni.

3.4.3. Uticaj svetlosnih uslova

Porast micelije izolata u razli¢itim uslovima osvetljenja, Stalni mrak i 12 h
svetlost/12 h mrak, utvrden je zasejavanjem micelije izolata na OA podlogu. Sterilnim
busacem, pre¢nika 3 mm, napravljeni su isecci micelije u obliku diska sa ivice kolonije
gljive starosti sedam dana, koji su zatim sterilnom kopljastom iglom preneti na sredi$nji
deo Petri posude. One su potom inkubirane sedam dana na temperaturi od 22°C u gore
navedenim uslovima osvetljenja. Brzina porasta micelije izolata utvrdena je po
postupku opisanom u potpoglavlju uticaj hranljivih podloga. Ogled je izveden u dva

nezavisna eksperimenta sa po tri ponavljanja, a podaci su statisti¢ki obradeni.

3.5. Utvrdivanje osetljivosti izolata D. applanata na fungicide in vitro

3.5.1. Izolati

Za utvrdivanje osetljivosti izolata D. applanata na fungicide, odabrani su izolati
sa pet lokaliteta. Njihovo poreklo, veli¢ina parcele, kao i istorija primene fungicida na

parcelama sa kojih izolati poticu prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Didymella applanata. Izolati, njihovo poreklo, veli¢ina parcele i istorija
primene fungicida

Lokalitet Povrsina parcele Broj Oznaka Istoija primene fungicida
(ha) izolata izolata predhodnih godina
- DadE Cu preparati, ditianon, triazoli,
Arilje 0.4 50 Dal7B strobilurini (3-5 puta godisnje)
. Da25B Cu preparati, ditianon, triazoli,
Valjevo 0.5 65 Dad4A strobilurini (1-3 puta godisnje)
Waniica 05 24 Da64A Cu preparati, ditianon, triazoli,
J : Da59A strobilurini (3-5 puta godisnje)
. Da93A Cu preparati, ditianon, triazoli,
Pozega 0.2 25 Da99A strobilurini (2-3 puta godi$nje)
& Da50A s .
Sabac 0,2 14 Da58A Cu preparati,ditiokarbamati
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3.5.2. Fungicidi

U ogledima su koris¢ene komercijalne formulacije fungicida iz razli¢itih

hemijskih grupa i razli¢itih mehanizama delovanja (Tabela 2).

Tabela 2. Pregled fungicida

No. Aktivna supstanca (a.s.) Preparat Proizvodac (Sg"l(/iliz% ;‘ S
1. Cu — hidroksid Kocide-2000 Du Pont 538
2. mankozeb Mankogal-80 Galenika -Fitofarmacija 800
3. kaptan Metod WG Galenika -Fitofarmacija 800
4, hlorotalonil Dakoflo 720-SC Galenika-Fitofarmacija 720
5. ditianon Delan 700-WG BASF 700
6. fluopiram Luna Bayer Crop Science 500
7. boskalid Cantus BASF 500
8. azoksistrobin Promesa Galenika-Fitofarmacija 250
9. piraklostrobin Retengo BASF 200
10.  fluazinam Zignal 500 SC Cheminova 500
11. difenokonazol Sekvenca Galenika -Fitofarmacija 250
12. tebukonazol Akord WG Galenika -Fitofarmacija 250

3.5.3. Utvrdivanje osetljivosti izolata D. applanata na fungicide

modifikovanoj metodi

Parametri osetljivosti izolata D. applanata na fungicide utvrdeni su po delimi¢no

Leroux i Gredt (1972) na OA podlozi. Preliminarnim

ispitivanjima pet koncentracija svakog fungicida (0,1; 1; 10; 100 i 1000 mg/L) odredene

su koncentracije kojima se postize inhibicija porasta micelije izolata u intervalu izmedu

5% i 95%, u poredenju sa kontrolom. Za utvrdivanje parametara osetljivosti kori$¢ena je

skala sa simetri¢no rasporedenim koncentracijama u utvrdenom intervalu, kako bi se

dobila §to pouzdanija vrednost koncentracije fungicida koja inhibira porast micelije

50% (ECs0) u odnosu na kontrolu (Robertson et al., 1984). Pregled koncentracija

fungicida, koje su inhibirale porast micelije u opsegu 5-95 % za utvrdivanje osetljivosti

izolata prikazan je u tabeli 3.
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Tabela 3. Pregled koncentarcija fungicida

Fungicid Koncentracija (mg/L)
Cu-hidroksid 25; 50; 751100
mankozeb 0,62;1;1,25;2,50;5i 10
kaptan 5:10; 15; 25; 50 100
hlorotalonil 0,5;1;2,5;5;10i 50
ditianon 5; 10; 15; 25; 50 i 100
fluopiram 0,1;1;5i10

boskalid 0,1; 1; 10; 100 i 1000

azoksitrobin

0,01; 0,05; 0,1; 1; 10; 25;
50; 100; 1000 i 2000

piraklostrobin

0,01; 0,05; 0,1; 1; 10; 25;
50; 100 250

fluazinam

2,5:5;10; 25;501i 75

difenokonazol

0,08; 0,16, 0,31, 0,62;
125125

tebukonazol

0,62;1,25;2,5;5i75

Serije disperzija fungicida odgovaraju¢ih koncntracija napravljene su
dispergovanjem fungicida u sterilnoj destilovanoj vodi. Zatim su disperzije fungicida
dodavane u otopljenu OA podlogu, ohladenu do 55°C, u odnosu 1:9 uz neprestano
mesanje na magnetnoj mesalici tipa Velp Scientifica. Na ovoj temperaturi (55°C)
podloga je i dalje u te¢nom stanju §to omogucéava meSanje sa disperzijom fungicida u
sterilnoj destilovanoj vodi, a takode je i dovoljno hladna kako bi se predupredila
degradacija aktivne supstance. Kao kontrola koris¢ena je OA podloga, u koju je umesto
fungicida dodavana ista koli¢ina sterilne destilovane vode. Podloga, u koju je prethodno
inkorporiran fungicid, u sterilnim uslovima razlivena je u Petri posude pre¢nika 90 mm.
Nakon ocvr$¢avanja podloge na sobnoj temperaturi, Petri posude zasejavane su
micelijom izolata uzete sa ivice dobro razvijene kolonije starosti sedam dana gajene na
OA podlozi na temperaturi od 22°C u mraku. Pomoc¢u buSaca pre¢nika 3 mm
napravljena su tri ise¢ka micelije u obliku diska, koji su sterilnom kopljastom iglom
prenoseni na Petri posude sa OA podlogom u koju je prethodno inkorporiran fungicid, a
takode i u kontrolne podloge. IseCi su paZzljivo rasporedeni u obliku trougla. Ogled je
izveden u dva ponavljanja po tretmanu, koris¢enjem po dve Petri posude i ponovljen je
tri puta. Petri posude inkubirane su Sest dana na temperaturi od 22°C u mraku. Porast
micelije meren je kada micelija izolata ispuni priblizno 2/3 Petri posude u kontroli.
Ocitavanje rezultata je vrSeno merenjem preénika kolonije ne raCunajuéi prec¢nik

zasejanog isecka 1 izraCunata je njihova srednja vrednost.

31



Utvrdivanje osetljivosti izolata D. applanata na boskalid, azoksistrobin i
piraklostrobin uradeno je prmenom metode koja je predhodno opisana. Preliminarnim
ispitivanjima utvrdeno je da nijedna koncentracija ovih fungicida ne dovodi do
inhibicije porasta micelije u odnosu na kontrolu. Imajuc¢i u vidu da pojedine vrste imaju
sposobnost aktivacije alternativne oksidaze (Ypema i Gold, 1999) u ispitivanjima
osetljivosti izolata patogena na fungicide koji inhibiraju proces disanja, u podlogu je
osim fungicida dodavan hidroksamid salicilne kiseline. Sa ciljem utvrdivanja najvise
koncentracije koja nije toksi¢na za miceliju izolata D. applanata, izvrSena je provera
toksi¢nosti hidroksamid salicilne kiseline za svaki izolat. Rastvori hidroksamid salicilne
kiseline razli¢itih koncentracija (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 i 1000 mg/L), inkorporirani
su u OA podlogu u odnosu 1:9. U kontrolu je u smesi sa SHAM-om umesto fungicida
dodata sterilna destilovana voda. Zasejavanje podloga i olitavanje efekata obavljeno je

kao i za ostale fungicide.

3.5.4. Utvrdivanje uticaja razlicitih temperatura na toksi¢nost fungicida za izolate

D. applanata u in vitro uslovima

Utvrdivanje toksi¢nosti fungicida na razli¢itim temperaturama za izolate D.
applanata u in vitro uslovima, uradeno je metodom koja je detaljno opisana u
prethodnom potpoglavlju. Za istrazivanje su kori$¢ena dva slucajno odabrana izolata
(DaS0A i1 Da99A), a toksi¢nost fungicida je prouc¢avana na dve temperture, jednoj nizoj
i jednoj visoj od optimalne (15°C i 26°C).

Za izolat Da50A period inkubacije na temperaturi od 15°C iznosio je 14 dana, a
na temperaturi od 26°C u trajanju od 12 dana. Period inkubacije za izolat Da99A na
temperaturi od 15°C bio je 10 dana, a na temperaturi od 26°C iznosio je devet dana.
Porast micelije izolata meren je kada micelija ispuni priblizno 2/3 Petri posude u

kontroli. O¢itavanje efekata obavljeno je kao $to je predhodno opisano.
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3.5.5. Obrada rezultata

Izmerene vrednosti pre¢nika kolonije svake varijante poredene su sa
vrednostima prec¢nika u kontroli i1 na taj na¢in su utvrdene vrednosti inhibicije porasta
micelije izrazenu u procentima za svaki fungicid 1 izolat. Statisticka obrada podataka
uradena je metodom probit analize pomocu softvera "LdP Line” (Finney,1964; Laki¢ i
Vuksa, 1991; Aucejo et al.,, 2003; Follett i Neven, 2006). Izmedu koncentracije
fungicida i procenta inhibicije postoji krivolinijska zavisnost. Transformacijom
koncentracija u logaritme koncentracija i inhibicije u probit vrednosti, izmedu ovih
vrednosti uspostavlja se linearna zavisnost koja se izrazava jedna¢inom: Y=a + bx
Imaju¢i u vidu navedeno, za probit analizu koriS¢eni su rezultati najmanje Cetiri
koncentracije i preracunati na procenat inhibicije u odnosu na kontrolu (Finney,1964).
Regresioni koeficijenti "a" i "b" odreduju se na osnovu jednacina:
ak +bZx =y
aXx +bXx2 =2Xxy
gde je "k" broj primenjenih koncentracija.

Na osnovu regresionih koeficijenata "a" i "b" 1 odgovarajuce probit vrednosti (p)
odreduje se logaritamska vrednost medijalne (m) efektivne koncentracije, po obrascu:

m = (p-a)/b (Finney,1964). Antilogaritmovanjem vrednosti "m" dobija se apsolutni
iznos koncentracije fungicida koja inhibira porast micelije 50% u odnosu na kontrolu
(ECso).

Faktor rezistentnosti (RF), izracunat je po obrascu: RF=ECso(x)/ECso(n)
(Dekker, 1995). ECso(x) predstavlja vrednost srednje efektivne koncentacije
posmatranog izolata, a ECso(n) vrednost srednje efektivne koncentacije najosetljivijeg
izolata u eksperimentu (Dekker, 1995). Nivo rezistentnosti je utvrden na osnovu skale
koju je predlozio Gouot (1994), za utvrdivanje nivoa rezistentnosti izolata B. cinerea na
dikarboksamide:

RF < 3 - osetljivi izolati;

RF = 3-20 - umereno rezistentni;

RF =20-100 - rezistentni

RF > 100 - visoko rezistentni izolati.
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3.6. Ispitivanje efikasnosti fungicida u zastiti maline od D. applanata

Ispitivanje efikasnosti fungicida izvedeno je u zasadu maline na lokalitetu
Tre$njevica (Arilje) (GPS: N 43 68. 826'; E 20 132. 45", u toku tri vegetacione sezone
(2014., 2015. i 2016. godine). Eksperimenti su se sastojali od 10 fungicidnih varijanti i
kontrole (varijanta u kojoj nisu primenjivani fungicide) (Tabela 4). Ogledi su
postavljeni u skladu sa EPPO (1997) metodologijom, po tipu potpunog sluc¢ajnog blok
sistema sa Cetiri ponavljanja. Tretiranja su vrSena preventivno, ukupno pet puta (Cetiri
puta pre i jednom nakon zavrSene berbe). Primena fungicida vrsena je pomocu lednog
oroSivaca (Solo 423, Germany), uz utroSak vode od 1000 L/ha. Osnovni podaci 0
ogledima dati su u tabeli 5.

Ocena intenziteta oboljenja uradena je nakon pojave simptoma u kontroli,
odnosno nakon ispoljavanja jasnih razlika izmedu tretiranih varijanti i kontrole.
Jednogodi$nji izdanci maline klasifikovani su na osnovu intenziteta oboljenja u Cetiri
kategorije: 0 = zdrav izdanak; 1 = jedna pega na izdanku; 2 = dve do tri pege; 3 = vise
od tri pege (Slika 2). Intenzitet oboljenja izracunat je pomo¢u Towsen-Hoerberger-ove
formule, a efikasnost fungicida po formuli Aboott-a. Znacajnost razlika utvrdena je

pomocu analize varijanse i Dankanovog visestrukog testa intervala (Duncan, 1975).

0 1 2 3
Slika 2. Didymella applanata. Skala kori$¢ena za ocenu intenziteta oboljenja
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Townsend-Heuberger-ova formula

Aboott-ova formula

Intenzitet oboljenja = anNiV X100 % Efikasnost = X)'(Y X100
V — vrednost kategorije X —int. oboljenja u kontroli
p —najvisa vrednost kategorije Y- int. oboljenja u tretmanu
n — broj izdanaka u svakoj kategoriji
N- ukupan broj pregledanih izdanaka
Tabela 4. Pregled fungicida kori$¢enih u ogledima ispitivanja efikasnosti
. . y Sadrzaj a.s.
No. Aktivnasupstanca  Preparat Proizvodac (g/kg (L))
1.  Cu- hidroksid Kocide-2000 Du Pont 538
2.  mankozeb Mankogal-80 Galenika -Fitofarmacija 800
3.  piraklostrobin Retengo BASF 200
4. ditianon Delan 700-WG BASF 700
5. fluazinam Zignal 500 SC ~ Cheminova 500
6.  boskalid Cantus BASF 500
7.  azoksistrobin Quadris Syngenta 250
8.  fluopiram Luna Bayer Crop Science 500
9. hlorotalonil Dakoflo 720-SC Galenika-Fitofarmacija 720
10. tebukonazol Akord WG Galenika -Fitofarmacija 250
Tabela 5. Osnovni podaci o poljskim ogledima
Godina ispitivanja 2014, 2015. 2016.
Lokalitet Tre$njevica (Arilje) Tres$njevica (Arilje) Tre$njevica (Arilje)
Usev Malina Malina Malina
Sorta Willamette Willamette Willamette
Starost zasada 19 god. 19 god. 19 god.
Uzgojni oblik Spalir Spalir Spalir
Velicina parcele 10 m 10 m 10 m
Broj ponavljanja 4 4 4
Datumi tretiranjai | 12.04. Izbojci: 5-10 cm 26.04. Izbojci: 5-8 cm 29.03. Izbojci: 5-10 cm
fenofaze 30.04. Izbojci: 15-20cm | 09.05. Izbojci: 20-30cm | 14.04.  Izbojci: 15-20 cm
11.05. Izbojci: 25-35 cm 23.05. Izbojci: 35-40 cm 05.05. Izbojci: 25-35 cm

24.05. Otvoreno 30% cvetova

05.08. Berba zavrsena

06.06. Otvoreno 40% cvetova

05.08. Berba zavrSena

23.05. Otvoreno 25% cvetova

05.08. Berba zavr$ena

Datum ocene

26.08.2014.

29.08.2015.

27.08.2016.
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3.6.1. Utvrdivanje kriti¢nog perioda za primenu fungicida

Eksperiment je izveden 2016. godine, uporedo sa ispitivanjem efikasnosti ostalih
fungicida. Ogled se sastojao od sedam varijanti. U prvoj varijanti, fungicid koji je
ostvario najvecu efikasnost tokom 2014. godine, primenjen je u svih pet tretiranja. U
drugoj varijanti, primena fungicida izostavljena je samo u prvom tretiranju, a u trecoj
varijanti primena je izostavljena u drugom tretiranju. U cetvrtoj varijanti, primena
fungicida izostavljena je samo u tre¢em tretiranju. U petoj varijanti, fungicid nije
primenjen u ¢etvrtom tretiranju, a u Sestoj varijanti samo U petom tretiranju. Sedma
varijanata je ona u kojoj nisu primenjivani fungicidi (kontrola). Sema ogleda prikazana

je u tabeli 6.

Tabela 6. Sema ogleda za utvrdivanje kriti¢nog vremena za primenu fungicida

Ispitivane TRETIRANJA

varijante I I 11 v \Y
1. + + + + +
2. - + + + +
3. + - + + +
4, + + - + +
5. + + + - +
6. + + + + -
7. - - - - -
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4 REZULTATI
4.1. Monohifalni izolati

Pregledom $est lokaliteta u regionu Sumadije i zapadne Srbije, sakupljeno je 260
uzoraka obolelih izdanaka. Nakon inkubacije od 7-10 dana na sobnoj temperaturi, oko
fragmenata izdanka na podlozi formirale su se kolonije gljive (Slika 3). Izolovano je

ukupnoukupno 178 izolata sa micelijom nalik vrstama roda Didymella.

Slika 3. Didymella applanata. Kolonija gljive oko fragmenata
izdanaka na KDA podlozi nakon 10 dana inkubacije na sobnoj
temperaturi

4.2. Patogenost izolata

Utvrdeno je da su svi izolati Didymella spp. nakon sedam dana inkubacije na
sobnoj temperaturi prouzrokovali 3 cm duge, nekroti¢ne pege braon boje, tipi¢ne za D.
applanta (Slika 4). Kod negativne kontrole nije doslo do pojave simptoma tipa nekroze,
niti bilo kakvih drugih promena (Slika 4). Dobijeni reizolati su po izgledu kolonije i
morfologiji reproduktivnih tvorevina u potpunosti odgovarali izvornim izolatima, ¢ime

je potvrdena patogenost izolata i ispunjeni Kohovi postulati (Slika 5).
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Slika 4. Didymella applanata. Nekroza na inokulisanom nepovredenom izdanku maline (levo),
nekroza na inokulisanom povredenom izdanku (sredina) i kontrola (desno), nakon inkubacije od
sedam dana na sobnoj temperaturi

Slika 5. Didymella applanta. 1zolat (levo) i reizolat (desno) Dal8B, starosti sedam dana
na KDA podlozi
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4.3. lIdentitet patogena

4.3.1. Klasi¢ne metode

Veéina izolata D. applanta na KDA podlozi obrazovala je pepeljasto sivu
koloniju, nepravilnog oblika, reznjevitih ivica, sa nali¢ja svetlobraon boje na krajevima i
tamnobraon do crne boje u sredisnjem delu kolonije (Slika 6). Nekoliko izolata je
formiralo kolonije pravilnog oblika i ravnih ivica. U KDA podlogu, svi izolati su lucili
zuto narandzasti pigment. Na ovsenoj podlozi izolati su formirali zuto belu koloniju,
ovalnog oblika, ravnih ivica, sa nali¢ja svetlobraon boje (Slika 7).

U Kulturi staroj 45 dana, na OA i KDA podlozi, mogli su se zapaziti tamnobraon
kruskoliki piknidi, veli¢ine 200-250 pm. Unutar piknida uocavale su Se hijalinske,
jednocelijske, cilindri¢ne konidije veli¢ine 4-7,5%2-4 um (Slika 8).

Na srebrnastim delovima kore obolelih izdanaka formirali su se crne,
pojedinac¢ne ili grupisane, ogruglasto spljostene peritecije veli¢ine 200-270 pm u
prec¢niku (Slika 8). Unutar peritecija nalazili su se dvoslojni, cilindri¢ni askusi veli¢ine

60-80x10-20 pum sa elipti¢nim, dvocelijskim, hijalinskim askosporama (12-20x5-7 yum).

Nali¢je

Slika 6. Didymella applanata. Izgled kolonije na KDA podlozi nakon inkubacije od 18 dana na
sobnoj temperaturi, lice (levo) i nalicje (desno)
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Nalicje
Slika 7. Didymella applanata. Izgled kolonije na OA podlozi nakon inkubacije od 18 dana na
sobnoj temperaturi, lice (levo) i nali¢je (desno)

Slika 8. Didymella applanata. Piknidi na OA podlozi (levo) i peritecije na srebrnastim izdancima
maline

40



4.3.2. Molekularne metode

Kao rezultat lan¢ane reakcije utvrdeno je prisustvo amplifikovanih fragmenata
DNK veli¢ine 500-600 bp kod svih izolata. Do amplifikacije nije doslo kod negativne
kontrole. Nakon sekvencioniranja amplikona i njihove obrade, utvrdeno je da izolati

pripadaju vrsti D. applanata.

4.4. Uslovi i osetljivost izolata D. applanata na fungicide in vitro

4.4.1. Znacaj hranljivih podloga

Hranljive podloge znacajno su uticale na porast micelije izolata (P<0,05)
(Grafikon 1). Micelija svih izolata najbrze je rasla na OA podlozi. Najveci poarast na
ovoj podlozi od 42,8 i 42,6 mm/7 dana, utvrden je za izolate Da4E i Da93A, dok je
porast micelije preostala tri izolata bio 30,4-38,9 mm/7 dana. Najsporiji porast micelije,
za sve izolate, bio je na MA podlozi (13,3-16,4 mm/7 dana). Takode, ispoljene su
znacajne razlike u morfoloskim osobinama kolonija izolata na hranljivim podlogama.
Na OA i CA podlozi izolati su formirali kolonije pravilnog oblika sa ravnim ivicama,

dok je na ostalim podlogama oblik kolonije nepravilan i reznjevitih ivica (Slika 9).

* DadE
m Dad4A
] I—4& Da64A
— 1Tl E . = Da50A
] ] —i Da93A
CA* CzA* PDA* MA*
podloga

Grafikon 1. Didymella applanata. Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na porast micelije
izolata. (*OA-ovsena podloga; CA-podloga od 3argarepe; CzA-Capekova podloga; PDA-
podloga od krompira, dekstroze i agara; MA- malt podloga).
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Slika 9. Didymella applanata. Izolat Da44A na razli¢itim hranljivim
podlogama nakon inkubacije od sedam dana na temperaturi 22°C

4.4.2. Znacaj temperature

Temperature su znacajno uticale na porast micelije izolata D. applanata
(P<0,05) (Grafikon 2). Cetiri od pet izolata, imala su najveci porast na temperaturi od
22°C (32,5-40,6 mm/7 dana). Takode, razlika u brzini porasta svih izolata na
temperaturama 22°C i 24°C nije bila znacajna. Razli¢ite temperature nisu uticale na

morfoloske osobine kolonije odabranih izolata (Slika 10).

50
45
S 40
8 35
t 30 m DadE
E 25 m Dad4A
=20  Dab4A
@ 15
£ m Da50A
25 Da93A

0

20°C 22°C 24°C 26°C
temperatura

Grafikon 2. Didymella applanata. Uticaj razli¢itih temperatura na porast
micelije izolata.
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Slika 10. Didymella applanata. 1zolat Da4E na ovsenoj podlozi nakon sedam dana inkubacije na
temperaturama 20, 22, 24 i 26°C

4.4.3. Znacaj svetlosnih uslova

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u prose¢nom porastu micelije izolata u
mraku i 12 h svetlost/12 h mrak, na nivou znacajnosti 0,05 (Grafikon 3). Svi izolati D.
applanata, nakon inkubacije od sedam dana, imali su brzi prose¢an porast u svetlosnom
uslovu 12 h svetlost/12 h mrak (30,3-38,4 mm/7 dana), nego u mraku (25,8-37,3 mm/7

dana). Svetlosni uslovi nisu uticali na morfoloske osobine kolonije izolata (Slika 11).

50
e
g 40 = Da4E
= 30 m Dad4A
e m Dab4A
E 2 = Da50A
0 Da93A
G 10
8

0

12 h svetlost/ 12 h mrak tama
svetlosni uslovi

Grafikon 3. Didymella applanata. Uticaj razli¢itih svetlosnih uslova na
porast micelije izolata.
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Slika 11. Didymella applanata. 1zolat Da50A na ovsenoj podlozi nakon sedam
dana inkubacije na sobnoj temperaturi

Imajuéi u vidu da je najbrzi porast micelije izolata utvrden na OA podlozi i da su
na njoj svi izolati formirali kolonije ovalnog oblika, ravnih ivica, OA podloga i
temperatura od 22°C su odabrane za utvrdivanje osetljivosti izolata na fungicide in
vitro. lako je utvrden brzi prosecan porast micelije izolata D. applanata u svetlosnom
uslovu 12 h svetlost/12 h mrak, za ispitivanje osetljivosti izolata na fungicide odabran je

stalni mrak, kao pogodniji za eksperiment.

4.5. Osetljivost izolata D. applanata na fungicide

Gajenjem izolata D. applanata na hranljivoj podlozi sa inkorporisanim
fungicidima utvrdene su znacajne razlike u porastu micelije, kako izmedu razlicitih

izolata, tako i u pogledu fungicida (Slike 12-23; Tabele 7-18).

4.5.1. Cu-hidroksid

Cu-hidroksid je ujednaceno uticao na porast micelije svih izolata D. applanata.
U intervalu koncentracija fungicida od 25 do 100 mg/L, utvrdena je inhibicija porasta
micelije izolata u rasponu 17,33-89,17% u odnosu na kontrolu. Pri koncentraciji od 50
mg/L utvrdena je inhibicija porasta micelije u intervalu od 44,84% (Da93A) do 60,09%
(Da25B). Pri najvisoj koncentraciji od 100 mg/L, inhibicija je bila preko 80% u odnosu
na kontrolu za sve izolate (Slika 12).
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ECso vrednost Cu-hidroksida za ovaj izolat iznosila je 39,48 mg/L. Najniza osetljivost
utvrdena je kod izolata Da99A (ECso 51,19 mg/L). ECso vrednosti preostalih osam
izolata bile su izmedu 41,46 i 48,69 mg/L (Tabela 7). Svi izolati su imali vrednost
faktora rezistentnosti manju od 1,3. Regresioni koeficijent b, koji izrazava relativnu
osetljivost izolata, bio je u intervalu od 2,48 za izolat Da59A do 3,19 za izolat Da99A
(Tabela 7).

Slika 12. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
Cu- hidroksidom

Tabela 7. D. applanata. Osetljivost izolata na Cu-hidroksid.

Izolat Cu - hidroksid
ECso (mg/L)* b** RF**

Da4E 43,36 (37,67-48,75) 2,66 (2,35-2,96) 11
Dal7B 48,69 (43,09-54,32) 2,79 (2,48-3,10) 1,2
Da25B 39,48 (34,16-44,37) 2,81 (2,49-3,12) 1,0
Dad4A 44,44 (39,04-49,63) 2,82 (2,51-3,14) 11
Da64A 44,79 (39,27-50,12) 2,76 (2,45-3,07) 11
Da59A 45,79 (39,66-51,74) 2,48 (2,18-2,79) 1,2
Da93A 47,10 (41,30-52,83) 2,66 (2,35-2,96) 1,2
Da99A 51,19 (46,08-56,43) 3,19 (2,87-3,52) 1,3
Da50A 41,46 (35,81-46,72) 2,65 (2,35-2,96) 11
Dab8A 41,98 (36,60-47,05) 2,80 (2,48-3,11) 11

*interval poverenja 95 % (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti
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4.5.2. Mankozeb

Mankozeb je ujednaceno uticao na porast micelije izolata. Za ispitivanje
osetljivosti izolata na ovaj fungicid koris¢ena je skala od 0,62 do 10 mg/L. Najniza
koncentracija (0,62 mg/L) inhibirala je porast micelije izolata u intervalu od 13,37%
(Da99A) do 34,55% (Da58A). Koncentracija od 2,5 mg/L inhibirala je porast micelije
izolata preko 48% u odnosu na kontrolu, dok je najvisa koncentracija (10 mg/L)
inhibirala porast micelije u rasponu 78,03-90,08% (Slika 13).

Vrednosti parametara osetljivosti izolata D. applanata na mankozeb prikazane
su u tabeli 8. ECso vrednosti bile su u intervalu od 1,33 do 2,88 mg/L. Izolat Da58A bio
ispoljio za izolate Da44A (2,83 mg/L) i Dal7B (2,88 mg/L). Vrednosti faktora
rezistentnosti za sve izolate bile su ispod 2,2. Vrednosti regresionog koeficijenta bile su
u rasponu od 1,29 do 1,89 (Tabela 8).

Slika 13. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa mankozebom
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Tabela 8. D. applanata. Osetljivost izolata na mankozeb.

lzolat Mankozeb
ECso (mg/L)* b** RF**

Da4E 2,79 (2,37-3,34) 1,53 (1,39-1,67) 2,1
Dal7B 2,88 (2,47-3,42) 1,64 (1,50-1,78) 2,2
Da25B 1,65 (1,41-1,92) 1,66 (1,51-1,81) 1,2
Da44A 2,83 (2,40-3,78) 1,55 (1,41-1,69) 2,1
Da64A 1,75 (1,43-2,12) 1,29 (1,15-1,43) 1,3
Da59A 2,00 (1,74-2,29) 1,89 (1,74-2,04) 1,5
Da93A 2,37 (2,04-2,76) 1,71 (1,57-1,85) 1,8
Da99A 2,81 (1,89-4,20) 1,61 (1,37-1,85) 2,1
Da50A 1,68 (1,14-2,47) 1,67 (1,41-1,94) 1,3
Da58A 1,33 (0,98-1,79) 1,56 (1,37-1,74) 1,0

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti

4.5.3. Kaptan

Kaptan je ujedna¢eno uticao na porast micelije izolata D. applanata. Za
ispitivanje osetljivosti izolata na ovaj fungicid koriséena je skala od 5 do 100 mg/L. Najnize
koncentracije kaptana (5 i 10 mg/L) inhibirale su porast micelije do 35,22% u odnosu na
kontrolu, dok je porast veéine izolata bio manji za polovinu od porasta u kontroli pri
koncentraciji od 25 mg/L. Najvisa koncntracija kaptana (100 mg/L), ispoljila je najslabije
inhibitorno dejstvo na izolat Da25B (84,63%), a najjace na izolat Da44A (94,17%) (Slika
14).

Najvecu inhibiciju porasta micelije, ovaj fungicid je ispoljio za izolat DaS0A
(ECso 15,75 mg/L), dok su najvise ECso vrednosti zabelezene za izolate Da4E (24,29
mg/L) i Da59A (24,69 mg/L). Vrednosti faktora rezistentnosti bile su nize od 1,6 kod

svih izolata. Vrednosti koeficijenta b su bile u intervalu od 1,74 do 2,13 (Tabela 9).
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Slika 14. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa kaptanom

Tabela 9. D. applanata. Osetljivost izolata na kaptan.

Izolat Kaptan
ECso (Mmg/L)* b** RF***

Da4dE 24,29 (21,26-27,89) 1,96 (1,81-2,11) 1,5
Dal7B 17,26 (15,11-19,65) 2,04 (1,88-2,19) 1,1
Da25B 22,02 (19,00-25,57) 1,74 (1,60-1,88) 1,4
Dad4A 19,17 (16,56-22,14) 1,79 (1,64-1,93) 1,2
Da64A 16,54 (14,29-19,00) 1,86 (1,71-2,00) 1,1
Da5%A 24,69 (21,49-28,53) 1,86 (1,72-2,00) 1,6
Da93A 17,68 (15,23-20,42) 1,78 (1,63-1,93) 1,1
Da99A 23,08 (20,14-26,54) 1,91 (1,76-2,06) 1,5
Da50A 15,75 (13,74-17,94) 2,03 (1,87-2,10) 1,0
Da58A 20,58 (18,15-23,35) 2,13 (1,97-2,29) 1,3

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti

4.5.4. Hlorotalonil

Hlorotalonil je ispoljio ujednaen uticaj na porast micelije izolata. Pri
koncentracijama fungicida u intervalu od 0,5 do 50 mg/L, utvrdena je inhibicija porasta
micelije izolata D. applanata u rasponu 9,44-86,79% u odnosu na kontrolu. Najnize
koncentracije hlorotalonila (0,5 i 1 mg/L) inhibirale su porast micelije izmedu 9,44%
(Da99A) i 28,58% (Da50A). Pri koncentraciji od 5 mg/L porast micelije izolata bio je
inhibiran preko 47,25%, a pri najvisoj koncentraciji (50 mg/L) preko 82,61% u odnosu
na kontrolu (Slika 15).

Vrednosti parametara osetljivosti izolata D. applanata na hlorotalonil prikazane
su u tabeli 10. Utvrdene ECso vrednosti bile su u rasponu od 3,18 mg/L (Da50A) do
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6,65 mg/L (Da99A). Vrednosti faktora rezistentnosti za sve izolate bile su nize od 2,1, a

vrednosti koeficijenta regresije bile su nize od 1,25.

Slika 15. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
hlorotalonilom

Tabela 10. D. applanata. Osetljivost izolata na hlorotalonil.

Lzolat Hlorotalonil
ECso (mg/L)* b** RF***

Da4E 3,90 (2,34-6,51) 1,18 (1,02-1,34) 1,2
Dal7B 4,89 (3,83-6,26) 1,06 (0,96-1,15) 1,5
Da25B 4,79 (3,78-6,16) 1,06 (0,97-1,15) 1,5
Dad4A 4,69 (2,84-7,82) 1,16 (1,00-1,31) 1,5
Da64A 4,09 (3,22-5,22) 1,06 (0,97-1,15) 1,3
Da59A 6,55 (3,35-12,92) 1,11 (0,91-1,30) 2,1
Da93A 4,08 (2,29-7,30) 1,25 (1,05-1,44) 1,3
Da99A 6,65 (5,31-8,54) 1,16 (1,06-1,25) 2,1
Da50A 3,18 (2,49-4,04) 1,06 (0,96-1,15) 1,0
Da58A 5,15 (4,05-6,65) 1,05 (0,96-1,15) 1,6

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti

4.5.5. Ditianon

Ditianon je ujednaceno uticao na porast micelije izolata. Za utvrdivanje
osetljivosti izolata na fungicid kori$¢ena je skala od 5 do 100 mg/L. Najnize koncentracije
ditianona (5 i 10 mg/L) inhibirale su porast micelije izolata u intervalu od 12,11%
(Dal7B) do 35,79% (Da64A). Pri koncentraciji od 15 mg/L, porast micelije bio je
inhibiran preko 49,44% u odnosu na kontrolu. Najvisa koncentracija od 100 mg/L,

inhibirala je porast micelije izolata u rasponu 80,31-83,19% (Slika 16).
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Osetljivost izolata D. applanata na ditianon prikazana je u tabeli 11. ECsg
vrednosti su bile u rasponu od 12,12 do 18,73 mg/L. Ditianon je ispoljio najvecu
inhibiciju porasta micelije za izolate Da58A (ECso 12,12 mg/L) i DAG4A (ECso 12,74
mg/L). Najvisa ECsp vrednost utvrdena je za izolat Da59A (18,73 mg/L). Svi izolati
imali su slicne vrednosti faktora rezistentnosti (RF<I1,5), a vrednosti koeficijenta

regresije bile su nize od 2 za sve izolate.

B

25 mg/L. 50 mg/L 100 mg/L

Slika 16. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa ditianonom

Tabela 11. D. applanata. Osetljivost izolata na ditianon.

Izolat Ditianon
ECso (mg/L)* b** RF***

DadE 14,47 (8,64-24,18) 1,95 (1,52-2,38) 1,2
Dal7B 16,94 (11,37-25,36) 1,96 (1,63-2,30) 1,4
Da25B 15,00 (9,28-24,13) 1,56 (1,26-1,87) 1,2
Dad4A 16,81(9,23-30,68) 1,97 (1,47-2,48) 1,4
Da64A 12,74 (7,67-20,91) 1,70 (1,35-2,04) 1,1
Da59%A 18,73 (16,24-21,83) 1,92 (1,73-2,11) 1,5
Da93A 15,52 (9,59-25,12) 2,00 (1,59-2,42) 1,3
Da99A 16,93 (10,55-27,26) 1,87 (1,49-2,24) 1,4
Da50A 15,76 (9,97-24,91) 1,93 (1,56-2,31) 1,3
Da58A 12,12 (6,95-20,77) 1,54 (1,2-1,87) 1,0

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti

4.5.6. Fluopiram

Fluopiram je ujednaceno uticao na porast micelije izolata. Za ispitivanje
osetljivosti izolata na ovaj fungicid koris¢ena je skala od 0,1 do 10 mg/L. Najniza
koncentracija fluopirama (0,1 mg/L) inhibirala je porast micelije izolata u intervalu od
11,07% (Da25B) do 25,41% (Da99A). Pri koncentraciji od 5 mg/L, porast micelije bio
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je inhibiran preko 43,67% u odnosu na kontrolu. Najvisa koncentracija fluopirama (10
mg/L) ispoljila je najjslabiji inhibitorni efekat na izolat Dal7B (56,90%), a najjaci na
izolat Da93A (73,60 %) (Slika 17).

Vrednosti parametara osetljivosti izolata D. applanata na fluopiram prikazane su
u tabeli 12. Ovaj fungicid je najvise inhibirao porast micelije izolata Da93A (ECso 1,80
mg/L), a najmanje izolata Dal7B (ECso 8,20 mg/L). ECso vrednosti ostalih izolata bile
su u rasponu od 1,93 do 6,33 mg/L. Vrednosti RF faktora bile su nize od 2,2 za sedam
izolata, dok su za preostala tri izolata vrednosti bile u intervalu od 3,2 do 4,6. Svi izolati

imali su vrednosti koeficijenta regresije nize od 0,74.

Slika 17. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
fluopiramom

Tabela 12. D. applanata. Osetljivost izolata na fluopiram.

Izolat Fluopiram
ECso (mg/L)* b** RF***

DadE 2,47 (1,61-3,95) 0,70 (0,61-0,79) 1,4
Dal7B 8,20 (4,37-22,45) 0,53 (0,44-0.62) 46
Da25B 5,67 (3,50-10,99) 0,66 (0,56-0,75) 3,2
Dad4A 4,05 (2,30-8,70) 0,53 (0,44-0,62) 2,2
Da64A 1,93 (1,28-2,95) 0,74 (0,65-0,83) 1,1
Da59A 6,33 (2,99-23,00) 0,41 (0,32-0,50) 3,5
Da93A 1,80 (1,18-2,78) 0,72 (0,63-0,81) 1,0
Da99A 2,23 (1,24-4,34) 0,50 (0,42-0,59) 1,2
Da50A 2,40 (1,57-3,81) 0,71 (0,62-0,80) 1,3
Da58A 3,62 (2,08-7,43) 0,54 (0,45-0,62) 2,0

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti
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45.7. Boskalid

Utvrdeno je da koncentracija SHAM-a od 1 mg/L ne uti¢e na porast micelije
izolata, pa je ova koncentracija odabrana za koriS¢enje u testu toksicnosti boskalida za
D. applanata in vitro.

Boskalid je neujednaceno uticao na porast izolata. U intervalu koncentracija
ovog fungicida od 0,1 do 1000 mg/L, utvrdena je inhibicija porasta micelije izolata u
rasponu 10,08-85,58%. Inhibicija porasta pri najnizim koncentracijama (0,1 i 1 mg/L)
bila je izmedu 10,08% (Da25B) i 41,78% (Da99A) u odnosu na kontrolu. Primenom
koncentracije od 100 mg/L porast svih izolata inhibiran je preko 56,38% (Slika 18).

Vrednosti parametara osetljivosti izolata D. applanata na boskalid prikazane su
u tabeli 13. Najnize ECsp vrednosti utvrdene su za izolate Da64A (4,49 mg/L) i Dad4A
(4,52 mg/L), dok je najviSa vrednost utvrdena za izolat Dal7B (49,25 mg/L). Za Sest
izolata vrednosti faktora rezistentnosti bile su nize od 2,3, dok su vrednosti za Cetiri
izolata bile u intervalu od 6,3 do 11. Vrednosti koeficijenta regresije bile su u rasponu
od 0,25 do 0,48.

Slika 18. Didymella applanata. Porast micelije izolata na
podlozi sa boskalidom
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Tabela 13. D. applanata. Osetljivost izolata na boskalid.

lzolat Boskalid
ECso (mg/L)* b** RF***

DadE 5,43 (2,91-9,81) 0,46 (0,42-0,51) 1,2
Dal7B 49,25 (22,07-131,58) 0,34 (0,29-0,38) 11
Da25B 34,58 (18,25-71,15) 0,43 (0,38-0,47) 1,7
Dad4A 4,52 (1,36-12,70) 0,25 (0,24-0,29) 1,0
Da64A 4,49 (1,64-10,94) 0,29 (0,25-0,33) 1,0
Da59%A 31,84 (14,51-79,48) 0,34 (0,29-0,38) 7,1
Da93A 6,49 (3,58-11,54) 0,48 (0,43-0,53) 1,4
Da99A 8,77 (3,59-21,08) 0,31 (0,27-0,35) 2,0
Da50A 10,50 (5,82-18,99) 0,47 (0,43-0,52) 2,3
Da58A 28,13 (14,36-59,63) 0,40 (0,36-0,45) 6,3

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti

4.5.8. Azoksistrobin

Radna kocentracija SHAM-a kori$¢ena za meSanje sa azoksistrobinom za sve
izolate iznosila je 1 mg/L. Azoksistrobin je vrlo neujednaceno uticao na porast micelije
izolata. Pri ispitivanju osetljivosti koris¢en je interval koncentracija fungicida od 0,01
do 2000 mg/L. Najniza koncentracija od 0,01 mg/L, inhibirala je porast micelije izolata
D. applanata u rasponu od 16,57% (Da50A) do 36,61% (Da58A). Koncentracija
azoksistrobina od 2000 mg/L, najviSe je inhibirala porast micelije izolata Dad44A
(73,62%) (Slika 19).

Ovaj fungicid je najviSe inhibirao porast micelije izolata Da25B (ECso 0,01
mg/L), a najmanje izolata Da64A (ECso 405,25 mg/L). Najnize vrednosti faktora
rezistentnosti utvrdene su za izolate Da25B (RF=1) i Da50A (RF=12), dok su vrednosti
RF faktora za sedam izolata bile iznad 5919. Vrednosti koeficijnta regresije bile su u
rasponu od 0,13 do 1,46 (Tabela 14).
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Slika 19. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
azoksistrobinom

Tabela 14. D. applanata. Osetljivost izolata na azoksistrobin.
Azoksistrobin

Izolat ECso (Mg/L)" b* RF*™
DadE 107, 51 (74,28-208,13) 1,06 (0,87-1,25) 10751
Dal7B 133,42 (94,37-241,04) 1,35 (1,13-1,56) 13342
Da25B 0,01 (0,001-0,04) 0,29 (0,25-0,33) 1

Dad4A 59,19 (28,02-117,79) 0,39 (0,31-0,46) 5919
Da64A 405,25 (210,02-1571,70) 0,65 (0,52-0,77) 40525
Da59A 165,89 (111,32-342,25) 1,32 (1,10-1,54) 16589
Da93A 380,40 (183,02-2283,47) 1,00 (0,78-1,23) 38040
Dag9A 112,27 (83,63-179,52) 1,46 (1,24-1,67) 11227
Da50A 0,12 (0,03-0,29) 0,35 (0,28-0,42) 12

Da58A ND*™** 0,13 (0,1-0,2) -

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti;
“nije determinisan

4.5.9. Piraklostrobin

Koncentracija SHAM-a od 1 mg/L koriS¢ena je za meSanje sa piraklostrobinom
za sve izolate. Piraklostrobin je vrlo neujednaceno uticao na porast micelije izolata. Pri
ispitivanju osetljivosti izolata na fungicid koris¢en je interval koncentracija od 0,01 do
250 mg/L. Najniza koncentracija od 0,01 mg/L inhibirala je porast micelije izolata u
rasponu od 11,79% (Da50A) do 21,24% (Da25B). Najvisa koncentracija piraklostrobina
(250 mg/L) ispoljila je najslabije inhibitorno delovanje na miceliju izolata Da99A
(81,13%), a najjace na izolat Da64A (90,36%) (Slika 20).
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najvisa ECso vrednost utvrdena je za izolat Dal7B (ECso 55,33 mg/L) (Tabela 15).
Vrednosti faktora rezistentnosti za tri izolata bile su nize od 1,9, dok su za Sest izolata
vrednosti bile u intervalu od 207,1 do 325,5. Za jedan izolat vrednost ovog faktora bila

je 7,6. Vrednosti koeficijenta regresije bile su izmedu 0,56 i 1,31.

Slika 20. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
piraklostrobinom

Tabela 15. D. applanata. Osetljivost izolata na piraklostrobin.
Piraklostrobin

Izolat ECso (mg/L)* b** RF*
DadE 49,24 (39,08-26,50) 117 (L,04-1.3) 290.8
Dal7B 55,33 (44,54-69,19) 126 (1,13-1,39) 3255
Da25B 0,17 (0,10-0,29) 0.53 (0,47-0.59) 1,0
DaddA 1.30 (0.72-2.12) 0,57 (0,51-0.63) 76
Da64A 35,20 (27,86-43,49) 129 (1,16-1.42) 207.1
Da59A 49,27 (39.85-60,86) 131 (1.17-1.44) 289.8
Dag3A 44,88 (35,47-56,35) 119 (1,06-1,32) 2640
Dag9A 47,91 (38,60-59,30) 129 (1,16-1.42) 2818
Da50A 0,32 (0,21-0,53) 0.60 (0,54-0.66) 19
Da58A 0.24 (0,15-0,39) 0,56 (0,51-0,63) 14

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti
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4.5.10. Fluazinam

Fluazinam je ujednaceno uticao na porast micelije izolata. Koris¢en je interval
koncentracija od 2,5 do 75 mg/L. Dve najnize koncentracije (2,5 i 5 mg/L) inhibirale su
porast micelije u intervalu izmedu 6,73% i 44,93% u odnosu na kontrolu. Najvisa
koncentracija od 75 mg/L imala je najslabiji inhibitorni efekat na izolat Da50A (58,55%), a
najjaci na izolat Da64A (90,9%) (Slika 21).

Utvrdene ECso vrednosti bile su u rasponu od 5,72 mg/L (Da64A) do 42,56
mg/L ( Da50A) (Tabela 16). Za ostale izolate ECsg vrednosti bile su izmedu 8,63 i 17,01
mg/L. Vrednosti faktora rezistentnosti za devet izolata bile su manje od 3, dok je za

izolat Da50A vrednost ovog faktora iznosila 7,4.

Slika 21. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
fluazinamom

Tabela 16. D. applanata. Osetljivost izolata na fluazinam.

Izolat Fluazinam
ECso (mg/L)* b** RF***

DadE 9,53 (7,92-11,4) 1,56 (1,42-1,70) 1,7
Dal7B 11,45 (8,93-14,78) 1,08 (0,95-1,21) 2,0
Da25B 13,08 (10,4-16,72) 1,17 (1,04-1,3) 2,3
Dad4A 17,01 (13,18-23) 1,05 (0,92-1,18) 3,0
Da64A 5,72 (4,61-6,9) 1,56 (1,41-1,71) 1,0
Da59A 15,51 (13,01-18,75) 1,61 (1,47-1,75) 2,7
Da93A 12,09 (10,14-14,49) 1,59 (1,45-1,73) 2,1
Da99A 8,63 (7,04-10,46) 1,43 (1,29-1,57) 1,5
Da50A 42,56 (30,12-71,37) 1,02 (0,88-1,16) 7.4
Da58A 9,17 (7,28-11,41) 1,24 (1,10-1,37) 1,6

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti
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45.11. Difenokonazol

Difenokonazol je wujednaceno uticao na porast micelije izolata. Pri
koncentracijama u intervalu od 0,08 do 2,5 mg/L, utvrdena je inhibicija porasta micelije
izolata 16,16-98,73% u odnosu na kontrolu. Dve najnize koncentracije difenokonazola
inhibirale su porast micelije izolata u intervalu 16,16-38,46%. Koncentracija od 0,62
mg/L, inhibirala je porast micelije izolata preko 53,94% u odnosu na kontrolu. Pri
dejstvu najvise koncentracije od 2,5 mg/L, procenat inhibicije porasta micelije izolata
bio je u intervalu od 87,18% (Da44A) do 98,73% (Da64A) (Slika 22).

Najniza ECso vrednost za ovaj fungicid utvrdena je za izolat Da64A (0,23
mg/L), dok je izolat Da25B bio najmanje osetljiv (ECso 0,49 mg/L). Vrednosti faktora
rezistentnosti bile su nize od 2,1 za sve izolate, a vrednosti koeficijenta regresije su bile

nize od 1,73 (Tabela 17).
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0,62 mg/L

Slika 22. Didymella applanata. Porast micelije izolata na podlozi sa
difenokonazolom

Tabela 17. D. applanata. Osetljivost izolata na difenokonazol.
Difenokonazol

Izolat ECso (mg/ L)* b* RF™
DadE 0.27 (0,21-0,34) 113 (1,01-1,24) 12
Dal7B 0.33 (0,26-0.42) 111 (1,00-1.22) 14
Da25B 0.49 (0,41-0,59) 138 (1.27-1.50) 21
DaddA 0.30 (0.24-0.38) 1,11 (1,0-1,22) 13
Da64A 0.23 (0,19-0.27) 1,73 (1,60-1,87) 10
Da59A 0,32 (0,25-0,40) 1,05 (0.94-1.16) 14
Dag3A 0.35 (0,28-0.43) 127 (1,16-1.38) 15
Dag9A 0.40 (0,33-0.48) 137 (1.26-1.49) 17
Da50A 0.36 (0,20-0,44) 124 (1,12-136) 16
Da58A 0,32 (0,26-0,40) 1,21 (1,10-1,32) 14

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti



45.12. Tebukonazol

Tebukonazol je ujednaceno uticao na porast micelije izolata. Fungicid je
koriS¢en u intervalu koncentracija od 0,62 do 7,5 mg/L. Pri dejstvu najnize koncentracije
(0,625 mg/L), porast micelije izolata inhibiran je u intervalu od 24,72% do 36,69% u
odnosu na kontrolu. Koncentracija od 2,5 mg/L inhibirala je porast micelije izolata preko
44,29% u odnosu na kontrolu. Najvisa koncentracija od 7,5 mg/L, inhibirala je porast
micelije izolata u intervalu od 62,95% (Dal7B) do 78,16% (Da4E) (Slika 23).

ECso vrednosti bile su u rasponu od 1,42 mg/L do 2,66 mg/L. Svi izolati su imali
sli¢ne vrednosti RF faktora (<1,9). Vrednosti koeficijenta b bile su u intervalu od 0,77
do 1,67 (Tabela 18).

Slika 23. Didymella applanata. Porast micelije izolata na
podlozi sa tebukonazolom

Tabela 18. D. applanata. Osetljivost izolata na tebukonazol.

Izolat Tebukonazol
ECso (mg/ L)* b** RF***

Da4E 1,62 (1,20-2,07) 1,09 (0,94-1,24) 1,1
Dal7B 2,66 (1,88-3,89) 0,77 (0,63-0,92) 1,9
Da25B 2,24 (1,78-2,80) 1,2(1,05-1,35) 1,6
Dad4A 1,70 (1,21-2,25) 0,94 (0,79-1,9) 1,2
Da64A 1,42 (1,16-1,69) 1,67 (1,51-1,84) 1,0
Da59A 2,61 (2,08-3,32) 1,16 (1,01-1,32) 1,8
Da93A 2,34 (1,77-3,08) 0,99 (0,84-1,14) 1,6
Da99A 2,53(2,02-3,20) 1,18 (1,03-1,33) 1,8
Da50A 2,63 (1,97-3,59) 0,91 (0,76-1,06) 1,9
Da58A 2,10 (1,56-2,77) 0,95 (0,80-1,1) 1,5

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije; *** faktor rezistentnosti

58



4.5.13. Uticaj razli¢itih temperatura na toksi¢nost fungicida za izolate D. applanata

u in vitro uslovima

Svi fungicidi ispoljili su statisticki znacajnu razliku (P<0,05) u pogledu
toksi¢nosti na razli¢itim temperaturama za izolat Da50A (Tabela 19). Ustanovljeno je
da fungicidi nespecifi¢nih mehanizama delovanja (kaptan, hlorotalonil i ditianon), kao i
fungicid specifiénog mehanizma delovanja difenoknazol, ispoljavaju razli¢itu toksi¢nost
za pomenuti izolat na sve tri temperature (15, 22 i 26°C) (P<0,05). Kod fungicida
mankozeb, fluopiram, boskalid i piraklostrobin, ustanovljena je statisticki znacajna
razlika u toksi¢nosti na temperaturi od 26°C i preostale dve temperature (15 i 22°C).
Toksi¢nost fungicida Cu-hidroksida statisticki je bila znacajna na temperaturama 22°C i
26°C. Kod predstavnika grupe 2,6-dinitro-anilina, fluazinam, utvrdena je statisticki
znaCajna razlika u toksi¢nosti na 22°C i preostale dve temperature. Temperatura je
uticala 1 na toksicnost fungicida tebukonazola, pri ¢emu je bilo znacajne razlike na
najnizoj i najvisoj temperaturi (P<0,05).

Svi fungicidi ispoljili su statisticki znacajnu razliku (P<0,05) u pogledu
toksi¢nosti za izolat Da99A na razli¢itim temperaturama (Tabela 20; Slike 24-26).
Fungicdi kaptan, hlorotalonil, boskalid i difenokonazol ispoljavaju razlicitu toksi¢nost
na sve tri temperature (15, 22 i 26°C) (P<0,05). Ispoljena je statisticki zna¢ajna razlika u
pokledu tosi¢nosti mankozeba i fluazinama na temperaturi od 26°C i preostale dve
temperature. Fungicid nespecifi¢cnog mehanizma delovanja Cu-hidroksid i Qol fungicid,
specificnog mehanizma delovanja, piraklostrobin nisu ispoljili znafajnu razliku u
toksi¢nosti na najvi$oj i najniZzoj temperaturi za izolat Da99A. Fungicidi ditianon i
tebukonazol ispoljili su najvecu toksi¢nost na najnizoj ispitivanoj temperaturi (15°C), a
toksi¢nost ovih fungicida na viSim temperaturama se nije statisticki znacajno
razlikovala. Toksi¢nost fungicida specificnog mehanizma delovanja fluopirama

statisticki je bila znacajna na temperaturama 22 i 26°C.
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Tabela 19. Didymella applanata. Toksi¢nost fungicida na razli¢itim

temperaturama za izolat Da50A

- Temperatura Izolat Da50A
Fungicid °C)
ECso (mg/L)* b**
15 52,40 (46,52-58,54) ab | 2,72+0,31
Cu - hidroksid 22 41,46 (35,81-46,71)a 2,65+0,31
26 59,70 (53,54-66,72)b 2,83+0,32
15 1,60 (1,31-1,93)a 1,33+0,14
Mankozeb 22 1,49 (1,20-1,79)a 1,53+0,15
26 8,93 (7,27-11,41)b 1,34+0,11
15 6,73 (4,20-9,00)a 1,65+0,23
Kaptan 22 15.53 (13.61-17.72)b 2,13+0,20
26 43.56 (37,46-51,86)c 1,89+0,15
15 0,85 (0,36-1,32)a 0,97+0,19
Hlorotalonil 22 3,18 (2,49-4,04)b 1,05+0,09
26 19,01 (12,80-33,03)c 0,76+0,09
15 3,82 (1,15-6,29)a 0,75+0,13
Ditianon 22 17,55 (14,95-20,70)b 1,96+0,15
26 38,18 (33,13-44,78)c 1,95+0,19
15 2,02 (1,35-3,09)a 0,75 +0,09
Fluopiram 22 2,40 (1,58-3,81)a 0,71 +0,09
26 8,36 (7,32-9,48)b 2,44+0,29
15 6,88 (2,14-20,33)a 0,25 £0,04
Boskalid 22 10,50 (5,82-18,99)a 0,47 0,05
26 108,43(71,28-167,81)b | 0,66 +0,05
15 0,89 (0,48-1,95)a 0,45 +0,06
Piraklostrobin 22 0,32 (0,21-0,53)a 0,60 +0,06
26 4,06 (2,32-7,58)b 0,54+0,04
15 9,45 (7,46-11,83)a 1,20 £0,13
Fluazinam 22 42,56 (30,12-71,37)b 1,02+0,14
26 16,87 (11,50-23,04)a 0,80 +0,10
15 0,21(0,16-0,26)a 1,20+0,12
Difenokonazol 22 0,36 (0,29-0,44)b 1,24+0,11
26 0,82 (0,68-1,01)c 1,38+0,12
15 2,49 (2,20-2,81)a 2,47+0,19
Tebukonazol 22 2,63 (1,97-3,59)ab 0,91+0,15
26 3,65 (2,99-4,64)b 1,35+0,16

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije
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Tabela 20. Didymella applanata. Toksi¢nost fungicida na razli¢itim

temperaturama za izolat Da99A

Fungicid Temeeéatura Izolat Da99A
(°C) ECso (Mmg/L)* b**
15 64,24 (58,09-70,38)b 4,35+0,45
Cu - hidroksid 22 51,20 (46,09-56,43)a 3,19 +0,33
26 66,58 (60,86-71,98)b 4,44+0,64
15 2,15 (1,83-2,54)a 1,54+0,14
Mankozeb 22 2,60 (2,15-3,14)a 1,47+0,15
26 4,14 (3,48-5,08)b 1,59 +0,14
15 10,59 (9,18-12,03)a 2,25 +0,18
Kaptan 22 23,08 (20,14-26,54)b 1,91 40,15
26 67,31 (48,74-114,35)c 1,47+0,21
15 2,13 (1,65-2,69)a 1,08 £0,10
Hlorotalonil 22 6,65 (5,31-8,54)b 1,16 £0,10
26 14,53 (9,60-25,73)c 0,67+0,08
15 8,37 (5,48-11,23)a 0,94 +0,13
Ditianon 22 23,93 (19,49-29,45)b 1,57+0,14
26 17,34 (13,26-21,41)b 1,30 0,17
15 2,41 (1,26-5,23)ab 0,45+0,09
Fluopiram 22 2,24 (1,24-4,34)a 0,50 +0,09
26 7,52 (4,75-14,21)b 0,62+0,09
15 0,83 (0,19-2,33)a 0,27 £0,04
Boskalid 22 8,78 (3,59-21,10)b 0,31+0,04
26 219, 76 (111,24-494,02)c | 0,38+0,04
15 76,95 (58,55-107,42)b 1,14+0,14
Piraklostrobin 22 44,50 (34,80-57,47)a 1,04+0,09
26 89,55 (76,88-103,81)b 1,92+0,16
15 7,10 (5,30-9,10)a 1,08+0,13
Fluazinam 22 8,63 (7,04-10,46)a 1,43+0,14
26 36,70 (28,42-48,60)b 1,00+0,08
15 0,19 (0,16-0,25)a 1,18+0,12
Difenokonazol 22 0,34 (0,28-0,48)b 1,23+0,10
26 0,86 (0,68-1,01)c 1,35+0,12
15 1,62 (1,38-1,89)a 2,22+0,18
Tebukonazol 22 2,53 (2,02-3,20)b 1,80+0,15
26 3,23 (2,70-3,92)b 1,54+0,16

*interval poverenja 95% (P=0,05); ** koeficijent regresije
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Slika 26. Uticaj temperature od 26°C na toksi¢nost kaptana nakon devet dana inkubacije

62



4.6. Efikasnost fugicida u zastiti maline od D. applanata

U eksperimentima izvedenim u toku 2014. godine, intenzitet oboljenja D.
applanata u kontroli iznosio je 53,7% (Slika 27). Najvecu efikasnost ispoljili Su
tebukonazol, fluopiram i boskalid (94,7-96,3%), dok je najslabija efikasnost ostvarena
primenom azoksistrobina (13,7%). Efikasnost ostalih fungicida, bila je u rasponu od
20,2% do 78% (Tabela 21).

Slika 27. Didymella applanata. Simptomi oboljenja na izdancima i listovima
maline u kontrolnim parcelama

U toku eksperimentalne 2015. godine, visoke temperature i izrazita suSa
rezultirali su veoma slabim intenzitetom oboljenja u kontrolnim parcelama (<5%).
Rezultati efikasnosti u ovakvim uslovima ne mogu se smatrati pouzdanim, pa je
eksperiment ponovljen u toku vegetacione sezone 2016. godine.

Rezultati ispitivanja efikasnosti fungicida tokom 2016. godine prikazani su u
tabeli 22. Intenzitet oboljenja u kontrolnim parcelama iznosio je 76,3%. Najveca
efikasnost postignuta je primenom fluopirama (99,6%), tebukonazola (99,3%) i
boskalida (95,9%). Najslabija efikasnost ostvarena je primenom azoksistrobina (16,2%),
dok je efikasnost ostalih fungicida bila u intervalu 27,1-81,7%.

Prikaz meteoroloskih podataka (minimalne, maksimalne, srednje dnevne
temperature i padavine), za lokalitet Arilje, za vreme trajanja ogleda prikazan je

poglavlju Prilozi.
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Tabela 21. Intenzitet oboljenja i efikasnost fungicida za suzbijanje D. applanata. Lok.
Tresnjevica (Arilje), 2014. godina.

Koncentracija Intenzitet

Aktivna materija Preparat primene preparata oboljenjal Eflkaa/snost

(%) (%) )
Cu- hidroksid Kocide-2000 0,2 118b 78,0
mankozeb Mankogal-80 0,25 17,7b 67,1
piraklostrobin Retengo 0,1 36,0c 32,9
ditianon Delan 700-WG 0,1 11,3b 78,9
fluazinam Zignal 500 SC 0,1 429c 20,2
boskalid Cantus 0,12 28a 94,7
azoksistrobin Quadris 0,075 46,3d 13,7
fluopiram Luna 0,075 2,3a 95,7
hlorotalonil Dakoflo 720-SC 0,2 158 b 70,5
tebukonazol Akord WG 0,075 20a 96,3

- Kontrola - 53,7d -
!Ista slova u koloni oznacavaju da razlika nije statisti¢ki zna¢ajna (P<0,05) (Duncan-ov
test grupnog poredenja
Tabela 22. Intenzitet oboljenja i efikasnost fungicida za suzbijanje D. applanata. Lok.
Tresnjevica (Arilje), 2016. godina.
Koncentracija Intenzitet Efikasnost

Aktivna materija Preparat primene preparata oboljenja! (%)

(%) (%)
Cu- hidroksid Kocide-2000 0,2 140b 81,7
mankozeb Mankogal-80 0,25 27,2b 64,4
piraklostrobin Retengo 0,1 475¢c 37,8
ditianon Delan 700-WG 0,1 14,7 b 80,8
fluazinam Zignal 500 SC 0,1 55,7¢ 27,1
boskalid Cantus 0,12 3,2a 95,9
azoksistrobin Quadris 0,075 64,0d 16,2
fluopiram Luna 0,075 0,3a 99,6
hlorotalonil Dakoflo 720-SC 0,2 216¢c 71,7
tebukonazol Akord WG 0,075 0,5a 99,3

- Kontrola - 76,3d -

!Ista slova u koloni ozna¢avaju da razlika nije statisticki znacajna (P < 0,05) (Duncan-
ov test grupnog poredenja)

4.6.1. Kriti¢an period za primenu fungicida

Ostvarena efikasnost tebukonazola u prvoj testiranoj varijanti kada je pomenuti
fungicid primenjen tokom svih pet tretiranja iznosila je 99,6%, dok je efikasnost u
Cetvrtoj varijanti, U kojoj ovaj fungicid nije primenjen samo tokom treceg tretiranja,
iznosila 73,4%. Raspon ostvarene efikasnosti u ostalim testiranim varijantama bio je
1izmedu 82,5% 1 96,1% (Tabela 23).
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Tabela 23. Intenzitet oboljenja i efikasnost tebukonazola za suzbijanje D. applanata
tokom 2016. godine. Lok. Tresnjevica (Arilje).

Koncentracija primene  Intenzitet oboljenja'  Efikasnost

Fungicide (%) (%) (%)
Akord WG 0,075 0,3a 99,6
Akord WG -1. 0,075 11,3b 85,2
Akord WG -2. 0,075 133¢ 82,5
Akord WG -3. 0,075 20,3d 73,4
Akord WG -4. 0,075 33e 95,6
Akord WG -5. 0,075 30f 96,1
Kontrola - 76,3 ¢ -

1Ista slova u koloni oznacavaju da razlika nije statisti¢ki zna¢ajna (P<0,05) (Duncan-ov
test grupnog poredenja)
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5. DISKUSIJA

Kestenjasta pegavost izdanaka maline, koju prozrokuje gljiva D. applanata,
javlja se u razliitom intenzitetu iz godine u godinu u zavisnosti, pre svega, od
vremenskih uslova. Tokom pregleda zasada maline u vode¢im rejonima gajenja ove
jagodaste voéne vrste u Srbiji tokom 2013., 2014. i 2016. godine, ustanovljena je pojava
intenzivnih simptoma ovog oboljenja. Medutim, 2015. godine, usled visokih
temperatura i izrazite suSe, nije doSlo do znacajnijeg ostvarenja infekcije i razvoja
oboljenja. U toku prve eksperimentalne godine na lokalitetu Tresnjevica (2014),
intenzitet oboljenja u kontrolnim parcelama iznosio je 53,7%, dok je 2016. godine,
intenzitet oboljenja bio neso veéi (76,3%).

Prvi simptomi, u vidu kestenjastih pega na jednogodi$njim izdancima u osnovi i
oko pupoljaka, uoc€eni su u kasno proleée ili rano leto u svim pregledanim zasadima
tokom 2013., 2014. i 2016. godine. U toku vegetacije pege su se povecavale, postajale
mrke i ¢esto pokrivale celu povrsinu izdanka, kao $to opisuju brojni autori (Anderson,
1920; Converse, 1966; Williamson, 1991; Fox, 2006). Na uzduznom preseku zarazenih
izdanaka nije utvrdena nekroza sudovnog tkiva, $to je u skladu sa navodima Koch
(1931) 1 Ivanovi¢ i Ivanovi¢ (2001). Na listovima su uocene tipi¢ne nekroti¢ne pege
klinastog oblika izmedu nerava sa mrkozutim oreolom, koje su se Sirile prema lisnoj
drsci. Kroz lisnu dr$ku patogen je dospevao do izdanaka. Tokom septembra na povrSini
obolelih delova mogli su se videti piknidi i peritecije. U toku zime, izdanci su dobili
sivo srebrnu boju usled nekroze kore, njenog pucanja i odvajanja od drveta.

Iz obolelih izdanaka izolovano je 178 izolata patogena, koji su na ovsenoj
podlozi formirali zuto belu do braon boje koloniju, ovalnog oblika i ravnih ivica, bez
luenja pigmenta. Vecina izolata na KDA podlozi obrazovala je pepeljasto sivu
koloniju, nepravilnog oblika i reznjevitih ivica, dok je veoma mali broj izolata na ovoj
podlozi formirao koloniju ovalnog oblika i ravnih ivica. Nakon razvoja od 7-10 dana na
KDA podlozi na sobnoj temperaturi, izolati su poceli da luce zuto narandzasti pigment.
U kulturi staroj 45 dana, na OA 1 KDA podlozi, mogli su se uociti kruskoliki
tamnobraon piknidi pre¢nika 200-250 pm. Unutar piknida uocene su hijalinske,
jednocelijske, cilindri¢ne konidije veli¢ine 4-7,5%2-4 um. Na srebrnastim delovima kore

prezimelih izdanaka uocene su crne peritecije, veli¢ine 200-270 pm u pre¢niku. Unutar
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peritecija nalazili su se cilindri¢ni askusi veli¢ine 60-80%10-20 um sa elipti¢nim,
dvocelijskim, hijalinskim askosporama (12-20%5-7 pm). Imaju¢i u vidu da opis
morfoloskih, kako makroskopskih, tako i mikroskopskih odlika izolata, u svemu
odgovara navodima drugih autora Punithalingam (1978), Blake (1980) i Williamson
(1991), utvrdeno je da izolati pripadaju vrsti Didymella applanata (familija
Didymellacae, red Pleosporales, potklasa Pleosporomycetidae, klasa Dothideomycetes,
razdeo Ascomycota i carstvo Fungi). ldentitet izolata utvrden na osnovu morfoloskih
odlika, potvrden je analizom sekvence amplikona ITS genomnog regiona.

Ustanovljeno je da hranljiva podloga, temperatura i svetlosni uslovi znacajno
uti¢u na brzinu porasta micelije izolata. Osim na brzinu rasta, vrsta hranljive podloge je
uticala i na oblik kolonije 1 izgled margine. Najvec¢i porast za sve izolate utvrden je na
ovsenoj podlozi (30,4-42,8 mm/7 dana). Na ovoj podlozi izolati su formirali kolonije
pravilnog oblika sa ravnim ivicama. Vecina izolata D. applanata na KDA podlozi
formirala je spororastu¢u koloniju nepravilnog oblika i reznjevitih ivica. Najveci
prosecan porast kod vecine izolata bio je na temperaturi od 22°C (32,5-40,6 mm/7 dana)
i u svetlosnom uslovu 12 h svetlost/12 h mrak (30,3-38,4 mm/7 dana). Na osnovu
ekoloskih i odgajivackih odlika, za proveru osetljivosti 10 odabranih izolata D.
applanata na fungicide razli¢itih mehanizama delovanja, odabrana je OA podloga,
temperatura od 22°C i stalni mrak. Tako su svi izolati imali veéi porast u uslovima 12 h
svetlost/12 h mrak, za pomenuta ispitivanja odabran je stalni mrak kao pogodniji za
eksperiment.

Vecina izolata D. applanata sakupljenih sa Sest lokaliteta u Srbiji bila je
osetljiva na fungicide. Na osnovu ispoljene osetljivosti i izratunatog faktora
rezistentnosti (RF), svi izolati su bili podjednako osetljivi na Cu-hidroksid, mankozeb,
hlorotalonil, kaptan, ditianon, tebukonazol i difenokonazol, dok je osetljivost izolata na
boskalid, fluopiram, fluazinam, azoksistrobin i piraklostrobin bila heterogena.

Prema kriterijjumu koji je predlozio Gouot (1994), za utvrdivanje nivoa
rezistentnosti izolata B. cinerea na dikarboksamide, svi izolati D. applanata bili su
osetljivi na fungicide nespecificnih mehanizama delovanja Cu-hidroksid, mankozeb,
hlorotalonil, kaptan i ditianon. Izolati D. applanata imali su faktor rezistentnosti za
pomenute fungicide manji od 2,2. Ovaj nalaz je u skladu sa tvrdnjama da postoji veoma

mali rizik za razvoj rezistentnosti na ova jedinjenja, koja se odlikuju nespecifi¢nim

67


http://www.indexfungorum.org/Names/fundic.asp?RecordID=Pleosporomycetidae&Type=S

mehanizmima delovanja (FRAC, 2018). Takode, efikasnost Cu-hidroksida, mankozeba,
ditianona i hlorotalonila, tokom dvogodi$njeg perioda istrazivajna, bila je u intervalu
64,4-81,7%, §to se s obzirom na visok nivo oboljenja u kontrolnim parcelama (53,7-
76,3%) i preventivno delovanje pomenutih fungicida, moze smatrati dobrom. Na
osnovu in vitro i in vivo analiza, mozemo re¢i da je primena fungicida Sirokog spektra
delovanja (Cu-hidroksid, mankozeb, ditianon, kaptan i hlorotalonil) za suzbijanje
prouzrokovaca kestenjaste pegavosti pozeljna, ne samo zbog njihove ostvarene
efikasnosti, ve¢ 1 zbog smanjenja rizika razvoja rezistentnosti na neke efektivne
fungicide specificnih mehanizama delovanja, kao $to su SDHI fungicidi.

MacBean (2012) navodi da je ditianon jedini preporucen fungicid za suzbijanje
D. applanata u zasadima maline. Na osnovu rezultata in vitro ispitivanja i kriterijuma
koji je predlozio Gouot (1994), izolati ovog patogena bili su osetljivi na ditianon, pri
¢emu su faktori rezistentnosti bili manji od 1,5. Svi izolati D. applanata bili su osetljivi
na ovaj fungicid sa ECso vrednostima u intervalu od 12,12 do 18,73 mg/L. Do sli¢nih
rezultata dosli su i Everett et al. (2007), koji su utvrdili ECso vrednost od 17,2 mg/L za
izolat Phomopsis sp. Ditianon je ispoljio visoku efikasnost tokom obe eksperimentalne
godine, 78,9% (2014. godine) i 80,8% (2016. godine). Imajuci u vidu rezultate nasih in
vitro i in vivo ogleda, kao i rezultate drugih autora (Everett et al., 2007), mozemo doci
do sli¢nih stavova kao i MacBean (2012) za upotrebu ovog fungicida za suzbijanje
prouzrokovaca kestenjaste pegavosti izdanaka maline.

Kod fungicida sistemi¢nih mehanizama delovanja, najuzi raspon srednjih
efektivnih koncentracija (ECso) utvrden je za dva DMI fungicida, difenokonazol i
tebukonazol. Difenokonazol je vise inhibirao porast micelije izolata, pri cemu su ECsg
vrednosti bile u intervalu 0,23-0,49 mg/L, dok su ECsg vrednosti za tebukonazol bile u
rasponu 1,42-2,66 mg/L. Vrednodti faktora rezistentnosti za difenokonazol bile su
manje od 2,1, a za tebukonazol manje od 1,9. Keinath i Hansen (2013) su takode
utvrdili homogenu osetljivost 147 izolata srodne vrste Didymella bryoniae, poreklom iz
Juzne Karoline, na DMI fungicide, pri ¢emu su ECsp vrednosti za difenokonazol bile u
intervalu 0,012-0,17 mg/L, a za tebukonazol 0,21-1,78 mg/L. Thomas et al. (2012) su
ustanovili ECso vrednosti za tebukonazol u intervalu 0,062-0,385 mg/L za izolate D.
bryoniae poreklom iz Dzordzije. Poznavanje osetljivosti patogena na fungicide je od

izuzetnog znacaja, jer pruza neophodne informacije o ocekivanoj efikasnosti fungicida.
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Nasim istrazivanjima je utvrdeno da je upravo predstavnik DMI grupe tebukonazol, na
koji su izolati D. applanata ispoljili neznatne razlike u osetljivosti (ECso 1,42-2,66
mg/L), ispoljio najvecu efikasnost tokom obe eksperimentalne godine, 96,3-99,3%.

Prema FRAC (2018), DMI jedinjenja svrstavaju se u grupu fungicida umerenog
do visokog rizika za razvoj rezistentnosti. Rezistentnost na ove fungicide utvrdena je
kod velikog broja patogena, kao sto su Sclerotinia homoeocarpa (Golembiewski et al.,
1995), Uncinula necator (Gubler i Ypema, 1996), Venturia inaequalis (Koller et al.,
1997), Monilinia fructicola (Zehr et al., 1999), Cercospora beticola (Karaoglanidis et
al., 2000), Podosphaera xanthii (McGrath i Shishkoff, 2001), itd. Stevi¢ et al. (2010)
utvrdili su pojavu rezistentnosti na difenokonazol kod izolata V. inaequalis poreklom iz
Srbije. Devet izolata V. inaequalis bilo je umereno rezistentno na ovaj fungicid (RF =
5,1-16,1), dok je jedan izolat bio rezistentan sa RF faktorom od 22,6 (Stevi¢ et al.,
2010). ECsgo vrednosti ovog fungicida za izolate V. inaequalis bile su u rasponu 0,016-
0,362 mg/L (Stevi¢ et al., 2010). Za inhibiciju porasta micelije izolata Fusarium
graminearum, Rekanovi¢ et al. (2010) utvrdili su ECso vrednosti za difenokonazol u
intervalu od 1,69 do 19,16 mg/L. Ovi autori su ustanovili prisustvo rezistentnih izolata
F. graminearum, pri ¢emu su RF vrednosti bile izmedu 5,08 i 11,34 (Rekanovi¢ et al.,
2010). Iako u nasim istrazivanjima nisu pronadeni rezistentni izolati D. applanata na
jedinjenja iz DMI grupe, poveéana ucestalost rezistentnosti kod drugih patogena na
DMI fungicide i zbog velikih posledica koje izaziva pojava rezistentnosti, ukazuje na
neophodnost preduzimanja razli¢itih mera radi sprecavanja ove pojave (antirezistentna
strategija), kao i utvrdivanja programa za ranu detekciju rezistentnosti u populaciji
gljive D. applanata.

Utvrdili smo da je kriti¢an period za primenu DMI fungicida tebukonazola, kada
su izbojci maline oko 25-40 cm. Kada tebukonazol nije primenjen u ovom periodu,
njegova efikasnost iznosila je samo 73,4%. Najveca postignuta efikasnost 0vog
fungicida (99,6%) ustanovljena je u prvoj testiranoj varijanti, kada je pomenuti fungicid
primenjen tokom svih pet tretiranja. U drugoj varijanti, primena fungicida izostavljena
je samo u prvom tretiranju i ostvarena efikasnost tebukonazola iznosila je 85,2%. U
treCoj varijanti, primena je izostavljena samo tokom drugog tretiranja, pri ¢emu je
efikasnost pomenutog fungicida iznosila 82,5%. U c¢etvrtoj varijanti, primena je

izostavljena samo tokom treceg tretiranja i efikasnost DMI fungicida tebukonazola
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iznosila je 73,4%. U petoj ispitivanoj varijanti, primena fungicida izostavljena je samo
tokom Cetvrtog tretiranja, pri ¢emu je ispoljena efikasnost iznosila 95,6%, dok je u
Sestoj varijanti, kada je primena tebukonazola izostavljena prilikom petog tretiranja,
efikasnost iznosila 96,1%. Dakle, izostavljena primena tebukonazola kada su izbojci
maline duzine 25-40 cm (trece tretiranje), ostvarena efikasnost ovog fungicida (73,4%)
statisticki se znaCajno razlikovala od ostvarene efikasnosti fungicida u ostalim
ispitivanim varijantama. Kvalitetna primena fungicida je od izuzetnog znacaja u zastiti
biljaka od fitopatogenih gljiva, ali najbolje vreme jeste prilagoditi primenu fungicida
fenofazi gajene biljke i biologiji patogena. Utvrdivanje uloge ukupnog broja i rasporeda
tretiranja u odnosu na fenofazu razvoja maline u postignutom nivou zastite, doprinece
unapredenju zastite maline u nasoj zemlji.

Najsiri raspon srednjih efektivnih koncentracija za izolate utvrden je za Qol
fungicide. Qol fungicidi su jedna od najznacajnijih grupa fungicida, pre svega zbog
njihovog delovanja na veliki broj fitopatogenih gljiva, kao i usled malih koli¢ina
primene (Bartlett et al., 2002). Na osnovu utvrdene osetljivosti izolata na azoksistrobin,
izolati se mogu svrstati u tri grupe. lzolat Da25B iz Valjeva svrstan je u prvu grupu sa
ECso 0,01 mg/L. U drugu grupu, svrstan je izolat Da50A iz Sapca, sa ECso vrednoséu od
0,12 mg/L, a vrednost RF je bila 12. Sedam izolata iz Arilja, Valjeva, Ivanjice i PoZege,
svrstani su u trecu grupu sa ECso vrednostima u rasponu od 112,27 do 405,25 mg/L, dok
su vrednosti RF bile u intervalu 5919-40525. Prema skali Gout (1994) i na osnovu
vrednosti RF, sedam izolata D. applanata poreklom sa cetiri lokaliteta (Valjevo,
PozZega, Arilje i Ivanjica) bili su visoko rezistentni na azoksistrobin. Izolat Da50A iz
Valjeva bio je umereno rezistentan (RF 12), dok je izolat iz Valjeva (Da25B) bio
osetljiv na na ovaj fungicid (RF 1).

Veoma §irok interval ECso vrednosti utvrden je i za drugo jedinjenje iz grupe
Qol fungicida, piraklostrobin. Na osnovu kvalitativnog testa osetljivosti na ovaj
fungicid, izolate moZzemo svrstati u tri grupe. U prvu grupu svrstani su izolati Da58A,
Da50A i DA25B sa ECsp vrednostima u rasponu od 0,17 do 0,32 mg/L. RF vrednosti za
izolate prve grupe bile su nize od 1,9. Izolat Da44A svrstan je u drugu grupu. ECso za
ovaj izolat iznosila je 1,3 mg/L, dok je vrednost RF bila 7,6. Sest izolata sa znatno vi§im
ECso vrednostima (35,2-55,33 mg/L), svrstani su u tre¢u grupu. RF vrednosti za ove

izolate bile su izmedu 207,1 i 325,5. Vrednosti regresionog koeficijenta za izolate prve i
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druge grupe bile su sli¢ne (0,53-0,60). Medutim, vrednosti ovog parametra za izolate
tre¢e grupe bile su u intervalu od 1,17 do 1,31. Na osnovu ustanovljenih RF vrednosti
za piraklostrobin i prema skali Gout (1994), Sest izolata D. applanata poreklom sa tri
lokaliteta (PoZega, Arilje i Ivanjica), bili su visoko rezistentni sa RF vrednostima ve¢im
od 100. Izolat Da44A, poreklom iz Valjeva bio je umereno rezistentan (RF 7,6), dok su
tri izolata, poreklom iz Sapca (Da58A, Da50A) i Valjeva (Da25B), bili osetljivi sa RF
vrdnostima manjim od 1,9.

Vrlo Sirok raspon srednjih efektivnih koncentracija izolata za Qol fungicide
azoksistrobin i piraklostrobin, kao i ostvarena veoma niska efikasnost ovih fungicida
(13,7-16,2% za azoksistrobin, odnosno 32,9-37,8% za piraklostrobin) tokom obe
godine, ukazuje na razvoj rezistentnosti fitopatogene gljive D. applanata na jedinjenja
Qol grupe. Za razliku od na$ih rezultata, Stevanovi¢ et al. (2014), utvrdili su visoku
efikasnost azoksistrobina za suzbijanje D. applanata. Pomenuti autori izveli su ogled
tokom 2013. godine na dva lokaliteta, Donja Kamenica (Valjevo) i Divljaka (Arilje), u
zasadima maline sorte Willamette. Intenzitet oboljenja u netretiranim kontrolnim va-
rijantama na oba lokaliteta iznosio je 20,8-22,6% na listu i 33,1-34,5% na izdancima.
Ostvarena efikasnost azoksistrobina iznosila je 95,5% na listu i 96,5% na izdancima.
Postignuta visoka efikasnost pomenutog Qol fungicida moze se pripisati niskom
intenzitetu zaraze u kontrolnim parcelama na oba lokaliteta. Veoma specifican
mehanizam delovanja fungicida koji pripadaju ovoj grupi smatra se njihovim najve¢im
nedostatkom, s obzirom da je veliki broj fitopatogenih gljiva ve¢ razvio rezistentnost na
njih (Bartlett et al., 2002; Fernandez-Ortuno et al., 2008). Razvoj rezistentnosti gljive D.
applanata na Qol fungicide, nastala je, pre svega, kao posledica neracionalne i intezivne
primene, ali i mehanizma njihovog delovanja i prirode ovih jedinjenja. Rezistentost
patogena na ove fungicide je multigena. Mutacijom veéeg broja gena dolazi do
postepene 1 sporije pojave rezistentnosti u toku duzeg vremenskog perioda (Gallion et
al., 2004). Molekularne metode otvorile su niz moguénosti za brzu detekciju genotipova
patogena rezistentnih na fungicide, $to ¢e biti od velikog znacaja sa ciljem dobijanja
jasnije slike o rezistentnim izolatima D. applanata na fungicide, ¢ime ¢e se znatno
poboljsati hemijske metode suzbijanja ovog patogena.

Inhibitori sukcinat dehidrogenaze (SDHI) definisu se kao fungicidi Sirokog

spektra delovanja, koji se mogu Kkoristiti za suzbijanje velikog broja prouzrokovaca
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oboljenja (Stammler et al., 2007; Yanase et al., 2007). Osetljivost izolata D. applanata
na dva SDHI fungicida, fluopiram i boskalid, bila je neujednac¢ena. Najniza ECso
vrednost za fluopiram utvrdena je za izolat Da93A (ECso 1,80 mg/L), a najvisa za izolat
Dal7B (ECso 8,20 mg/L). Dobijene ECso vrednosti za boskalid bile su u intervalu od
4,49 mg/L do 49,25 mg/L. NaSim ispitivanjima je utvrdeno da su tri izolata bila
umereno rezistentna na fluopiram (RF 3,2-4,6), a Cetiri umereno rezistentna na boskalid
(RF 6,3-11), dok visoko rezistentni izolati na ove fungicide nisu pronadeni. Od Cetiri
umereno rezistentna izolata na boskalid, tri su takode bila umereno rezistentna i na
fluopiram, §to je ukazalo na potencijalnu pojavu ukrstene rezistentnosti na fluopiram i
boskalid. Brojni autori (Ishii et al., 2011; Avenot et al., 2012; Miles et al., 2014;
Veloukas et al., 2013) nisu utvrdili pojavu ukrStene rezistentnosti na ova dva SDHI
fungicida kod patogena Alternaria solani, Botrytis cinerea, Corynespora cassiicola,
Podosphaera xanthii i D. bryoniae. Imajuci u vidu dvogodisnja istrazivanja efikasnosti,
oba SDHI fungicida ispoljila su veoma visoku efikasnost za suzbijanje prouzrokovaca
kestenjaste pegavosti izdanaka maline (fluopiram 95,7-99,6%; boskalid 94,7-95,9%),
tako da se moze konstatovati izostanak pojave ukrStene rezistentnosti izmedu ova dva
fungicida kod patogena D. applanata.

Razli¢iti nivoi osetljivosti na fluopiram i boskalid, utvrdeni su kod srodne vrste
D. bryoniae (Thomas et al., 2010; Thomas, 2011; Avenot et al., 2012; Stevenson et al.,
2012). ECso vrednosti za fluopiram koje su utvrdili Avenot et al. (2012), bile su
ujednacene i dosta nize (0,020-0,189 mg/L) od ECsg vrednosti dobijenih u nasim
istrazivanjima. U pogledu osetljivosti na boskalid, Tomas (2011) i Thomas et al. (2010),
pronasli su 82 veoma visoko rezistentna izolata i sedam visoko rezistentnih izolata D.
bryoniae, upotrebom diskriminatorne koncentracije od 3 mg/L. Takode, primenom iste
diskriminatorne koncentracije, Stevenson et al. (2012) utvrdili su prisustvo 11
rezistentnih izolata D. bryoniae na boskalid poreklom sa Floride (EC50>9,68 mg/L).
Utvrdeno prisustvo visoko rezistentnih izolata D. bryoniae i brojnih drugih patogena na
boskalid (Thomas et al., 2010; Thomas, 2011; Ishii et al., 2011; Avenot et al., 2012;
Miles et al., 2014; Veloukas et al., 2013), kao i detekcija rezistentnosti na fluopiram kod
izolata vrste Alternaria solani, poreklom iz Sjedinjenih Drzava (Ajdoho) (Miles et al.,
2014), ukazuje na neophodnost stalnog pracenja rezistentnosti na SDHI fungicide

unutar populacija D. applanata. Imajuci u vidu ¢injenicu da je fenomen rezistentnosti na
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fungicide, siroko prihvacen kao klju¢ni faktor za smanjenje efikasnosti i zivotnog veka
fungicida, antirezistentna strategija se oslanja na blagovremene informacije o poreklu,
razvoju i Sirenju rezistentnih sojeva patogena. Stoga, nephodno je kako redovno
pracenje osetljivosti izolata D. applanata na fungicide ove grupe, tako i ispitivanje
njihove efikasnosti u poljskim ogledima. S obzirom da na SDHI fungicde i Qol
fungicide ne postoji unakrsna rezistentnost (Stammler et al., 2007; Avenot et al., 2008),
SDHI fungicidi predstavljaju odli¢an izbor za prevazilaZenje problema koji je nastao
razvojem rezistentnosti na Qol fungicide, azoksistrobin i piraklostrobin, utvredenoj u
populaciji D. applanata u Srbiji.

Raznolikost fungicida u pogledu mehanizama delovanja znacajna je da bi se
obezbedila kontinuirana i povecana proizvodnja maline, kao 1 da bi se poboljsala
antirezistentna strategija. Kao $to je napomenuto, razvoj rezistentnosti na fungicide
specificnih mehanizama delovanja, predstavlja glavnu smetnju u efikasnoj hemijskoj
zastiti. Ovo se, takode, moze odnositi 1 na protektivni fungicid fluazinam (Guo et al.,
1991). Vecéina ispitivanih izolata D. applanata bila je osetljiva na ovaj fungicid (ECso
5,72-15,51 mg/L). Medutim, jedan izolat (Da50A) je bio umereno rezistentan na
fluazinam sa vrednoscu faktora rezistentnosti 7,4, uprkos Cinjenici da ovaj izolat potice
sa parcele gde fluazinam nikada nije primenjivan. Razli¢iti nivoi osetljivosti na
fluazinam utvrdeni su kod izolata Phytophthora infestans poreklom iz Srbije
(Rekanovi¢ et al., 2011). ECso vrednosti za ovaj fungicid, koje su utvrdili Rekanovi¢ et
al. (2011), bile su ujednacene i dosta nize (0,14-0,27 mg/L) od ECso vrednosti dobijenih
u nasim istrazivanjima. Svi izolati P. infestans, bili su osetljivi na fluazinam, a faktori
rezistentnosti su bili manji od 1,9. Utvrdeno je da je ovaj fungicid ispoljio veoma nisku
efikasnost u suzbijanju gljive D. applanata u toku obe godine istrazivanja (20,2% i
27,1%). S obzirom na Cinjenicu da su izolati, poreklom sa parcele gde su ogledi
postavljeni, oznaceni kao osetljivi na ovo jedinjenje, mala je verovatnoéa da je niska
efikasnost fluazinama posledica razvoja rezistentnosti. Imaju¢i u vidu navedno,
mozemo zakljuciti da ovaj predstavnik 2,6-dinitro-anilina nije pogodan za suzbijanje
prouzrokovaca kestenjaste pegavosti izdanaka maline D. applanata.

Nasim istrazivanjima je utvrdeno da razliite temperature statisticki znacajno
utiéu (P<0,05) na toksi¢nost svih ispitivanih fungicida. Fungicidi koji su ispoljili

statistiCki znacajnu razliku (P<0,05) u pogledu toksi¢nosti na sve tri ispitivane
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temperature su kaptan, hlorotalonil, ditianon i difenokonazol za izolat Da50A i kaptan,
hlorotalonil, boskalid i difenokonazol za izolat Da99A. Utvrdeno je da je toksi¢nost
veéine fungicida bila najve¢a na najnizoj temperturi (15°C), a najmanja na najvisoj
temperatiri (26°C). Matthiesen et al. (2016) su ukazali da temperatura ima znacajan
uticaj (P<0,0001) na toksicnost fungicida (metalaksil, etaboksam, kaptan, tiram,
azoksitrobin, piraklostrobin i trifloksistrobin) za izolate pseudogljiva Pythium
sylvaticum i P. torulosum. Za izolate patogena P. oopapillum temperatura je uticala na
toksi¢nost kaptana i Qol fungicide, dok je za izolate P. lutarium tempertura uticala na
toksicnost dva Qol fungicida, azoksistrobin i piraklostrobin (Matthiesen et al., 2016).
Ovi autori su utvrdili, $to je u skladu sa rezultatima naSih istrazivanja, da su svi
fungicidi ispoljili najvecu toksi¢nost na najnizoj temperturi (13°C), a najmanju na
najvisoj temperaturi (23°C), za izolate patogena P. sylvaticum. Takode, izolati P.
lutarium su ispoljili dva puta veéu osetljivost na azoksistrobin na temperaturi od 13°C,
nego na 18 i 23°C (Matthiesen et al., 2016). Sa druge strane, potpuno suprotan rezultat
dobili su za izolate P. torulosum i P. oopapillum, pri ¢emu su fungicidi bili najmanje
toksi¢ni na 13°C, a najvise na 23°C (Matthiesen et al., 2016). Dva fungicida, ditianon i
fluazinam, su ispoljili najmanju toksi¢nost na temperaturi od 22°C, koja je optimalna za
porast oba izolata D. applanata (Da50A i Da99A). Matthiesen et al. (2016) su utvrdili
da su svi fungicidi ispoljili najmanju toksi¢nost na temperaturama koje su optimalne za
razvoj izolata P. torulosum (13°C) i P. sylvaticum (23°C).

Smanjena osetljivost patogena na fungicide na temperaruri koja je optimalna za
razvoj patogena, mogla bi nastati usled sposobnosti patogena da metabolise i detoksuje
pesticid pre njegovog vezivanja za mesto delovanja (Matthiesen et al., 2016). Imajuéi u
vidu da temperaturne promene uti¢u na fluidnost membrana, dovode¢i do njihove
povecane propustljivosti (Los i Murata, 2004), mogu nastati i promene u pogledu
propustljivosti membrana za fungicide. Dalje, temperaturne promene utiCu 1 na
aktivnost mambranskih proteina koji transportuju razli¢ite materije kroz membrane
ukljucujudi i fungicide (Matthiesen et al., 2016). Nekoliko istrazivanja je pokazalo da
fungicidi uticu na aktivnost ATP-vezujucih transportera (ATP transporteri) (Judelson i
Senthil, 2006; de Ward et al., 2006; Coleman i Mylonakis, 2009), $to moze dovesti do

promene usvajanja fungicida i pre njihovog dospevanja do mesta delovanja.

74



6. ZAKLJUCAK

Na osnovu utvrdenih rezultata i njihovog razmatranja u ovom radu, kako u
laboratorijskim ’in vitro’’ testovima, tako i u eksperimentima u polju mogu se izvesti

sledec¢i zakljucci:

Izolacijom patogena iz uzoraka obolelih izdanaka maline i1 proucavanjem njihovih
patogenih i morfoloskih (makroskopskih i mikroskopskih) odlika, utvrdeno je da
pripadaju vrsti Didymella applanata (Niessl.) Sacc. (anamorf: Phoma argillacea),
(familija Didymellacae, red Pleosporales, potklasa Pleosporomycetidae, klasa
Dothideomycetes, razdeo Ascomycota u carstvo Fungi). Identitet izolata potvrden je na

molekularnom nivou analizom sekvenci DNK fragmenata.

Vecina izolata na podlozi od krompira, dekstroze i agara (KDA) obrazovala je
pepeljasto sivu koloniju, nepravilnog oblika i reznjevitih ivica. Nakon razvoja od 7-10
dana na KDA podlozi na sobnoj temperaturi, patogen po¢inje da lu¢i zuto narandzasti
pigment. Na ovsenoj podlozi (OA), izolati su formirali zuto belu koloniju, pravilnog

oblika, ravnih ivica, bez lu¢enja pigmenta.

Na osnovu utvrdenih rezultata, mozemo zakljuciti da hranljiva podloga, temperatura i
svetlosni uslovi znacajno uti¢u na brzinu porasta micelije izolata. Osim na brzinu rasta,
vrsta hranljive podloge uticala je i na oblik kolonije i izgled margine. Najveci porast za
sve izolate ustanovljen je na ovsenoj podlozi (30,4-42,8 mm/7 dana). Takode, na ovoj
podlozi izolati su formirali kolonije pravilnog oblika sa ravnim ivicama. Najveéi
prose¢an porast za veéinu izolata bio je na temperaturi 22°C (32,5-40,6 mm/7 dana) i u

svetlosnom uslovu 12 h svetlost/12 h mrak.

Na osnovu vrednosti srednje efektivne koncentracije (ECso), zakljucujemo da je
difenokonazol najvise inhibirao porast micelije izolata (0,23-0,49 mg/L), dok je porast
micelije najmanje inhibiran Cu-hidroksidom (ECso 39,48-51,19 mg/L). Svi izolati su
svrstani u kategoriju osetljivih na Cu-hidroksid, mankozeb, kaptan, hlorotalonil,
ditianon, difenokonazol i tebukonazol (RF<3). Sa druge strane, izolati su ispoljili
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razlike u osetljivosti na azoksistrobin, piraklostrobin, fluazinam, boskalid i fluopiram.
Utvrdeno je prisustvo visoko rezistentnih izolata na azoksistrobin i piraklostrobin, i
umereno rezistentnih na fluazinam, boskalid i fluopiram. Vrednosti faktora
rezistentnosti za piraklostrobin za pojedine izolate bile su preko 200, a za azoksistrobin
preko 5000, dok je RF vrednost za umereno rezistentan izolat na fluazinam iznosila 7,4.
Pronadena su Cetiri umereno rezistentna izolata na boskalid sa faktorom rezistentnosti u

rasponu 6,3-11.

U naSim istrazivanja utvrdeno je da razliCite temperature statisticki znacajno uti¢u
(P<0,05) na toksi¢nost svih fungicida. Fungicidi koji su ispoljili statisti¢ki znacajnu
razliku (P<0,05) u pogledu toksi¢nosti na sve tri ispitivane temperature su kaptan,
hlorotalonil, ditianon i difenokonazol za izolat Da50A i kaptan, hlorotalonil, boskalid i
difenokonazol za izolat Da99A. Takode, utvrdeno je da je toksi¢nost veéine fungicida

bila najveca na najnizoj temperturi (15°C), a najmanja na najvisoj temperatiri (26°C).

Na osnovu rezultata dvogodisnjih ispitivanja efikasnosti fungicida, utvrdili smo da je u
uslovima intenziteta oboljenja u kontroli od 53,7% i 76,3%, najveéa efikasnost
ostvarena primenom tebukonazola, fluopirama i boskalida (94,7-99,3%). Efikasnost
fungicida nespecifi¢nih mehanizama delovanja (Cu-hidroksid, mankozeb, hlorotalonil i
ditianon), bila je u intervalu 64,4-81,7%, $to se s obzirom na jak intenzitet oboljenja u
kontroli moze smatrati dobrom. Medutim, ustanovljena je veoma slaba efikasnost
fluazinama (20,2-27,1%), kao i oba fungicida iz grupe strobilurina (13,7-16,2% za

azoksistrobin, odnosno 32,9-37,8% za piraklostrobin).

Utvrdivanjem kriticnog perioda za primenu fungicida, sa ciljem suzbijanja D.
applanata, ustanovljeno je da je kritican period za primenu DMI fungicida tebukonazol
kada su izbojci maline duzine oko 25-40 cm. Kada tebukonazol nije primenjen u ovom
periodu, njegova efikasnost iznosila je samo 73,4%, u poredenju sa najvecom

ostvarenom efikasnoséu od 99,6% kada je primenjen u svim tretiranjima.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Prikaz meteoroloskih podataka (minimalne, maksimalne, srednje dnevne
temperature i padavine), za lokalitet Arilje, za vreme trajanja ogleda.

2014. god. 2015. god. 2016. god
Datum T- T- T- [ Pad. | T- T- T- [ Pad. | T- T- T- | Pad.
min. | max. | sred. | (mm) | min. | max. | sred. | (mm) [ min. | max. | sred. | (mm)
1.4.2014.| 2,2(20,7] 115 41174 10,7 171 49 27 16
24.2014.| 14 22 | 11,7 -1,1 14 6,5 3,3 6 19| 125
3.4.2014. | 24 23| 12,7 2,5 9 5,8 2,2 24 13,1
4.4.2014. 3,3]23,9] 13,6 54 (12,5 3,6 3,6 | 26,7| 15,2
54.2014.| 6,4(205] 135 26| 3,7 3,2 21 47| 275 16,1
6.4.2014.| 7,91 13,8 | 10,9 1( 27| 67 4,7 17| 54 28 | 16,7
7.4.2014. | 4,3118,3| 113 13| 74 4.4 32| 64 27 | 16,7 0,4
8.4.2014.| 2,3123,4|129 0,31 10,7 55 1(104 | 23,3 16,9
9.4.2014.| 35119 ]| 7,7 47| 11,5 8,1 11,2 | 18,6 | 14,9
10.4.2014.| 0,3 | 13,2| 6,8 3] -15] 18,8 8,7 99| 125 11,2 10
11.4.2014. | 54| 115]| 85 091 -15]|234 11 9 19 14
12.4.2014. | 4,8 16,5 10,7 08| 461207 12,7 2,7 | 24,6 | 13,7
13.4.2014. | 5,8 16 | 10,9 411221] 131 39| 2421|141
14.4.2014. | -0,6 | 20,3 | 9,9 581155 10,7 1 11| 231|171
15.4.2014. | 45|104 | 7,5 41 021211 10,7 52| 20,41 12,8
16.4.2014. 41 6,7 54| 72| 1,7(265( 14,1 2| 28,1 151
17.4.2014.( 03] 63| 3,3 20| 541|237 14,6 6| 29,3| 17,7
18.4.2014.( 3,3| 83| 5,8 19| 11,4) 18,7 151 8,7 28 | 184
19.4.2014. | 7,8 12,6 | 10,2 18| 3,6 115 7,6 7 11| 2151 16,3
20.4.2014. | 6,5] 18,6 | 12,6 16| -1,8 165 7,4 73| 14,21 10,8 2
21.4.2014. 5120511238 06| 55]16,7( 11,1 -2 | 189 8,5
22.4.2014. 1 951225 16 2| 1,2 19| 10,1 -1,2| 23,3 11,1
23.4.2014.| 8,6 18 | 13,3 0]235( 118 19| 226 | 12,3
24.4.2014. | 13,3 19| 16,2 10| 5,7 21| 134 8,4 13| 10,7 7,2
25.4.2014. 1119|145 13,2 31| 7,7 22,3 15 1 4 53| 4,7 3,5
26.4.2014. |1 9,91 19,2 | 14,6 2 39245 14,2 0,2 14 71 7
27.4.2014. | 8,7 20| 144 521245 149 -1,4 19| 8,8
28.4.2014. |1 9,5] 20,1 14,8 3] 82 23| 15,6 04| 32| 12,8 8
29.4.2014. ] 10,8 | 18,3 | 14,6 251 7,3 14| 10,7 85| 11,71 10,1 4
30.4.2014. ] 11,1 | 185 | 14,8 8] 0,7]212 11 89| 16,1 ] 125 4
15.2014.| 91 18| 13,6 02] 751235| 155 041 59| 135 9,7
25.2014.| 831205144 5110,9 118,44 | 14,7 1(106| 124 | 115 15
3.5.2014. 1113|175 144 1 93(24,6 17 41 8,2| 10,7 9,5 18
4.5.2014. 10 10 10 101115 26,9 ] 19,2 78| 11,9 9,9 11
55.2014. | 42|155] 9,9 121126 | 26,3 19,5 89| 179 134 3
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6.5.2014. ( 1,7 { 19,7 | 10,7 11,5338 | 22,7 75| 18,5 13| 0,3
7.5.2014. 4245|143 16,5 225| 19,5 6,3 | 20,5 | 13,4 7
8.5.2014. [ 11,1 { 18,5 | 14,8 78| 24| 159 6| 20,7| 134 1
9.5.2014. 65| 21,1138 71239 155 89| 21,8 154 4
10.5.2014. 51229 14 65| 21| 138 86| 168 | 12,7| 01
11.5.2014.( 7,6 | 278 | 17,7 6,1]196| 129| 0,1] 103 | 205| 154 1
12.5.2014. 99 (14,4 12,2 1| 7,7 23] 154 123 | 204 164 | 14
13.5.2014.( 86| 17,1 ] 129 71 58281 17 93| 219( 156 6
14.5.2014 | 10,5| 111|108 39| 82(275] 17,9 6,6 22| 143 | 01
155.2014. ( 52| 92| 7.2 27 1115232 174 11| 10,7 | 21,8 | 16,3
16.5.2014. | 6,7 (12,7 | 9,7 111143232 | 18,8 52 11| 81| 26
17.5.2014.( 88 (17,2 13 31106 20| 153 48 | 17,7 11,3 1
18.5.2014. [ 10,4 | 20| 15,2 71133244 189 26| 202 11,4
19.5.2014.( 86|235|161| 01| 89]28,7| 18,8 73| 222 14,8
20.5.2014. | 9,7 (248 | 17,3 12,2295 20,9 8,6 13 | 10,8 4
215.2014. |1 99| 26| 18 11232 171 11| 116 21] 16,3 | 22
225.2014. | 9,1 (279 | 18,5 153204 179 11 6| 247] 154
23.5.2014. 1 10,8 | 28,4 | 19,6 131243 | 187 8| 65|283]| 174
245.2014. 1 12,3 | 27,2 | 19,8 12,41 18,7 | 15,6 93| 195 14,4
25.5.2014. | 13,1 25,5 | 19,3 1411151193 | 154 18| 96| 222 159 8
26.5.2014. 1 13,3 | 26,2 (198 | 0,3|10,4|18,7| 14,6 4112 243 178 | 17
275.2014.113,11269| 20| 4,2|12,7| 132 13 3| 82| 264 | 17,3
28.5.2014. 131 24,4 18,7 91138 114 9,7 293 195
29.5.2014. |1 11,4 | 20,4 | 15,9 1] 381202 12 125] 29,8 | 21,2
30.5.2014. | 13,4 | 22,1 | 17,8 6,4 | 263| 164 12,3 | 28,7 | 20,5
31.5.2014. | 12,3 20,1 | 16,1 7,3|26,3| 16,8 15| 27,7 214
1.6.2014. | 8,9 195 14,2 881273 181 10,4 | 26,2 18,3
2.6.2014. 11| 18| 145 3| 89(276( 183 119 248 184 | 2.2
3.6.2014.( 81|216]|149( 04 9128,7] 189 13,6 24| 18,8 6
4.6.2014. 7,7 23,6 | 157 1]1105]294 20 115| 241) 178 | 0,6
5.6.2014. | 741|258 16,6 1531284 219| 03| 124 | 245 185
6.6.2014. | 8,7 (26,7 | 17,7 16,1 | 27,8 22 711341 241| 188 | 05
7.6.2014. 10,2 | 27,9 ] 19,1 10 | 27,7 | 18,9 121 241) 181 | 0,9
8.6.2014. | 11,7 | 29,5 | 20,6 84 (271 17,8 881234 161 | 0,2
9.6.2014. | 13,7 30,3 | 22 71 28| 175 6,6 26 | 16,3
10.6.2014. | 13,4 30,7 | 22,1 15,21 26,6 | 20,9 61138 246| 192 | 74
11.6.2014. | 13,7 | 31,6 | 22,7 13,5288 | 21,2 139 24,7 | 19,3
12.6.2014. 16 (30,1231 12| 114|311 226 149 | 251 20| 41
13.6.2014. [ 139 | 28,5 21,2 155 32| 2338 2| 14,6 221 18,3 | 12,1
14.6.2014. [ 16,8 | 17,5 | 17,2 121148321 | 235 13,5 | 244 191 159
15.6.2014. | 14,5 | 17,3 | 159 81134 31| 222 135|282 209 | 17
16.6.2014. | 13,7 [ 17,2 | 155 7,2 | 17,2232 20,2 | 41 10 | 29,3 | 19,7
17.6.2014. [ 149 | 22,5 | 18,7 10 (17,31 20,5] 189 03] 152 341 24,6
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18.6.2014. [ 14,7 19| 16,9 17 12| 17,3 | 14,7 31| 14,7 28 | 214
19.6.2014. [ 145| 19168 | 36| 14|245| 193 149 | 26,2 | 20,6
20.6.2014. | 11,7 | 23,7 | 17,7 12| 12| 17,7 149 141 15,2 29 | 22,1 | 13,2
21.6.2014. 131 22,2176 81125176 151 3| 204 25 | 22,7
22.6.2014. | 8,7 1275|181 7,71232] 155 20 30 25| 03
23.6.2014. 111 30,7 | 20,9 75| 29| 183 19,8 | 32,6 | 26,2
24.6.2014. 1512921221 03] 13| 16| 145| 03] 19,5| 32,7 | 26,1
25.6.2014. | 15,8 | 28,8 | 22,3 75120,7| 141| 08| 174|322 | 248 | 13
26.6.2014. | 141 21176 251|109 | 15 13 17,5 | 29,9 | 23,7
27.6.2014. | 13,8 | 24,3 | 19,1 31125236 181 9 17 30 | 235
28.6.2014. 11| 26,4 | 18,7 141 23,9 19| 02| 151 |215( 183 | 89
29.6.2014. | 11,71 29,9 | 19,1 15| 24| 19,5 214,41 272 | 20,8
30.6.2014. | 145 30| 22,3 15| 24,9 20| 22| 13,7 | 28,7 | 21,2
1.7.2014. | 12,9 | 24,3 | 18,6 51124 26| 19,2 16 | 30,4 | 23,2
2.7.2014. 11 27,71 19,4 11,2 (27,5 194 17,4 32| 24,7 0.2
3.7.2014. [ 13,2 | 22,8 | 18 13,5 27,8 | 20,7 17,1 29,5 | 23,3
47.2014. 95| 206|178 12,3 | 28,7 20,5 15,8 26| 209 | 64
5.7.2014. 101 29,4 | 19,7 12,51 30,5 | 20,7 116 | 27,6 | 19,6
6.7.2014. 151 30,1 | 22,6 12,71 32,3 | 22,5 11,3 | 27,7 | 19,5
7.7.2014. | 15,3 | 31,8 | 23,6 12,9 32,7 22,8 16,8 | 259 | 21,4
8.7.2014. (16,8 | 28] 22,4 12,8 | 34,7 | 23,8 10,3 | 27,3 | 18,8
9.7.2014. (141 (293|217 01179 22 20 11,2 | 314 | 21,3
10.7.2014. [ 12,5 | 25,1 | 18,8 156 | 25| 20,3| 0,6 | 13,7 30| 18,8
11.7.2014. ( 14,11 219 | 18 4 8|275| 178 133|314 | 224
12.7.2014. | 15,1 | 26,5 | 20,8 9,4130,5 20 14,4 341 24,2
13.7.2014. [ 139 | 26| 20 11,7 | 29,8 | 20,8 16,9 | 34,5 | 25,7
14.7.2014. | 14,8 | 25,9 | 20,4 5| 16268 | 214 6| 16,6 | 342 | 254
15.7.2014. | 14,1 | 17,3 | 15,7 1]13,71305| 22,1 16,2 | 20,5 | 184
16.7.2014. 1512521201 ] 125|148 | 32| 234 13,7 | 20,6 | 17,2 | 23,3
17.7.2014. [ 14,5 26,5 | 20,3 30156 (348 252 12,5| 20,6 | 16,6
18.7.2014 | 16,4 | 26,5 | 21,5 5| 17]1351] 26,1 148 | 25,7 20,3 | 0,3
19.7.2014. 16| 28,5 | 22,3 9117,5|357| 26,6 12,7 | 24,7 | 18,7
20.7.2014. | 16,3 30| 23,2 19,2345 26,9 111272 191
21.7.2014. 1 17,1 33| 251 16,5 | 33,4 25 13 29| 21
22.7.2014. 1 179 28| 23| 18| 14,6345 24,6 13| 324 | 22,7
23.7.2014. 115812591209 | 0,2]173|348| 26,1 156 | 335 24,6
24.7.2014. 1 16,8 | 27,4 | 22,1 31151334 243 17 | 32,4 24,7
25.7.2014. | 16,2 | 27,8 | 22 12 | 35,3 | 23,7 18,4 | 30,3 | 24,4
26.7.2014.1 16,8 29,3 23,1| 0,2|185|271| 22,8 15,7 25| 204 | 17
27.7.2014. 18| 28| 23| 03]135|333| 234 17,5 299 | 23,7| 49
28.7.2014. | 176 |1 245|211 21| 18| 29| 235 21172 | 30,6 | 239
29.7.2014. 1 17,5 29,1 | 23,3 214,21 34,7 24,5 16,5 | 28,7 | 22,6 | 35,6
30.7.2014. | 17,7 28,3 23 16,2 | 31,2 | 23,7 18,3 | 30,3 | 24,3
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31.7.2014. | 16,4 | 24| 20,2 1192244 218 17,1 | 31,4 | 243
1.8.2014. | 159 | 23| 19,5 711541282 21,8 6147 291| 219
2.8.2014. [ 16,5 | 28,3 | 22,4 61151333 24,2 159 | 242 20,1 | 26,1
3.8.2014. [ 18,1 | 30,6 | 24,4 1721295 234 | 21|134| 26,3 | 19,9
4.8.2014. | 16,1 | 28,6 | 22,4 911761301 239 111|127 283 | 205
5.8.2014. [ 17,4 | 27,6 | 22,5 166 | 33| 24,8 14,7 | 31,7 | 23,2
6.8.2014. [ 16,2 26| 21,1 221156 (331 244 176 | 205 19,1
7.8.2014. [ 176 25213 10| 153 | 34| 24,7 16,8 | 18,6 | 17,7 | 43,6
8.8.2014. [ 17,5( 25,1 | 21,3 9 13324 227 134 | 21,3 | 17,4 | 145
9.8.2014. [ 16,6 [ 29,3 | 23 71115)318| 21,7 148 | 26,7 208 | 7,7
10.8.2014. [ 17,1 [ 30,5 | 23,8 9,41324| 20,9 16,6 | 295| 23,1
11.8.2014. [ 185( 32,2254 | 03129328 | 229 13,3 | 16,9 | 15,1 | 45,3
12.8.2014. [ 17,4 325 | 25 115 35| 233 133|213 173 | 05
13.8.2014. [ 185 34| 26,3 15,71 355 | 25,6 7,8 23| 154
14.8.2014. [ 14,5 | 34,4 | 24,5 145 35| 2438 9,3 25| 17,2
15.8.2014. | 17,1 | 24,4 | 20,8 13,8 ( 345 | 24,2 10,3 | 27,8 | 19,1
16.8.2014. [ 158 | 241199 11145332 248 13| 279 20,5
17.8.2014. | 14,6 | 22,2 | 18,4 91172 27| 221 3148 | 29,2 22
18.8.2014. [ 10,5 255| 18 12,21 28,4 | 20,3 16,5 27 218 | 13
19.8.2014. | 12,1 | 28,3 | 20,2 15( 29 22 05154 | 28,5 22| 7,2
20.8.2014. | 14,4 285 | 21,5 16,3 | 25,1 | 20,7 10| 16,2 269 | 216 | 22
21.8.2014. 11491251 20 151201 176 10,1 16 32 24
22.8.2014. 1 16,5 26,2 | 21,4 81152 (191 176 61176 | 208 | 19,2 | 3,8
23.8.2014. | 15,7285 (22,1 | 4,2|153| 25| 17,6 145 | 174 16| 2,6
24.8.2014. 16| 24| 20 211151294 | 20,5 16,1 | 23,3 | 19,7| 5,8
25.8.2014. |1 141 | 22,4 | 18,3 1148 26,6 20,7 15,2 | 26,7 21
26.8.2014. | 11,3 | 29,3 | 20,3 151 28,7 21,9 15,6 28 21,8
27.8.2014. | 13,1 | 26,6 | 19,9 1541333 | 244 146 | 26,9 | 20,8
28.8.2014. | 122 22171 33|135]|343| 23,9 12,5 28 | 20,3
29.8.2014. | 9,3 23,7 | 16,5 14,7 [ 34,3 | 24,5 13,2 29,7 | 21,5
30.8.2014. | 10,2 | 26,8 | 18,5 13,1341 | 23,6 145|284 215
31.8.2014. | 15,2 | 26,6 | 20,9 11,41 355| 235 146 | 27| 20,8
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