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Pegavost liS¢a Secerne repe je najznacajnija bolest koja se javlja na Secernoj repi u svetu.
Stete koje nastaju usled pojave bolesti mogu smanjiti prinos i do 50%. Prema fungicidima
iz grupe benzimidazola rezistentnost je utvrdena 1976. godine. Poslednjih dvadeset godina
njihova upotreba je redukovana, ali se i dalje koriste uglavnom formulisani u meSavini sa
fungicidima inhibitorima sinteze sterola (DMI). Fungicidi inhibitori demetilacije sterola
(DMI), se zadnje dve decenije intenzivno koriste za suzbijanje C. beticola u svetu, a pojava
rezistentnosti prema njima konstatovana je 2000. godine. Rezultati istrazivanja su pokazali
da su populacije C. beticola rezistentne prema benzimidazolima prisutne na poljima Secerne
repe i ¢ine dominantnu populaciju uz ucestalost rezistentnosti 83.87 — 94.28 %. Ucestalost
rezistentnosti prema DMI fungicidima je manja, ali veoma znacajna i iznosi 12.90 — 14.29 %.
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UvVOD

Cercospora beticola (Sacc.), prouzrokovac pegavosti lis¢a SeCerne repe je
patogen koji se redovno javlja na poljima gde se SeCerna repa intenzivno gaji.
Stete koje nastaju usled intenzivne pojave ove bolesti smanjuju kvalitet i prinos
korena Secerne repe od 25% do 50% (Shane i Teng 1992). Povoljni vremenski
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uslovi, visoka relativna vlaznost vazduha RH > 95%, temperatura u intervalu
20-30 °C i Ceste padavine su glavni faktori koji uticu na razvoj bolesti (Wolf and
Verreet 2004).

Fungicidi iz grupe benzimidazola su prvi sistemi¢ni fungicide koji su se kori-
stili za zastitu Se¢erne repe protiv C. beticola u svetu. Na pocetku primene oni su
imali veoma visoku efikasnost u suzbijanju C. beticola (Solel, 1970). Medutima
kao posledica specificnog mehanizma dejstva, intentenzivna primena benzimida-
zola izaziva jak selekcioni pritisak na rezistentne populacije favorizujuéi njihov
razvoj. Prvi put rezistentnost C. beticola prema benzimidazolima utvrdena je u
Gr¢koj 1972. godine posle samo dve godine primene (Georgopoulos and Dovas
1973), nakon prvog nalaza rezistentnost prema benzimidazolima je detektovana
i u drugim drzavama u svetu u kojima su se benzimidazoli koristili za zastitu
Secerne repe protiv C. beticola kao §to su Italija (D Ambra et al., 1974) i USA
(Ruppel and Scott, 1974).

Nakon benzimidazola u primenu se uvode i inhibitori sinteze ergosterola
(DMI) fungicidi. Svoje fungicidno dejstvo DMI fungicidi ispoljavaju inhibici-
jom citohroma P-450 od koga zavisi aktivnost 14a-demetilaze sterola, odnosno
C-14 demetilacija u ciklusu sinteze sterola. Razvoj rezistentnosti u prirodi je
postepen i naziva se kvantitativanom ili poligenetskom rezistentnoscu koja je
pod kontrolom vise gena. Pod selekcionim pritiskom DMI fungicida, deo po-
pulacije sa smanjenom osetljivos¢éu se postepeno povecava, dovodeéi do po-
stepenog smanjenja efikasnosti fungicida za kontrolu bolesti (Karaoglanidis et
al., 2003).

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi ucestalost rezistentnih izolata poreklom
sa lokaliteta gde se Secerna repa intenzivno gaji prema benzimidazolima i DMI
fungicidima.

MATERIJAL I METODE

Sakupljanje uzoraka. Tokom 2007. godine sa polja Se¢erne repe iz loka-
liteta Erdevik i Padinska skela sakupljani su listovi Secerne repe sa simptomima
C. beticola. Listovi su pakovani u papirne kese i u ruénom frizideru prenoseni do
laboratorije Instituta za zastitu bilja i zivotnu sredinu u Beogradu. Sa lokaliteta
Erdevik izolovano je 35 izolata, a sa lokaliteta Padinska skela 31 izolat.

Izolacija patogena. U laboratoriji je obavljena izolacija patogena po metodi
Karaoglanidis et al., (2000). Vrhom igle iz jedne pege sa jednog lista prenoSena je
po jedne konidija C. beticola u Petri Solju sa PDA podlogom. Inkubacija je vrSena
dva dana u tami na temperaturi 25°C. Nakon dva dana kolonije su prenosene na
svezu PDA podlogu gde su inkubirane deset dana pod istim uslovima. Kolonije
su zatim koris¢ene za dalja ispitivanja.
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Diskriminativha koncentracija za benzimidazole. Fungicidi koris¢eni
za testiranje su komercijalne formulacije koje kao aktivnu materiju sadrze kar-
bendazim (Galofungin 500 SC, Galenika fitofarmacija, Srbija) i tiofanat-metil
(Galofungin T 450 SC, Galenika fitofarmacija, Srbija).

Na osnovu ranijih istrazivanja diskriminativna koncentracija koja se po-
kazala kao odgovarajuca za karbendazim je 1 mg/l (Karaoglanidis et al., 2003).
Diskriminativna koncentracija koriS¢ena za tiofanat-metil po metodi koju su opi-
sali Weiland i Halloin (2001) iznosi 5 mg/l.

Fungicidi su razredivani u sterilnoj destilovanoj vodi do koncentracije
aktivne materije u razredenju od 1%. Podloga koriS¢ena za ispitivanje je bila
krompir dekstrozni agar (KDA). Nakon pripreme, podloga je autoklavirana
na temperaturi od 120 C°, uz pritisak od 1,2 atm. Nakon hladenja do 40-50
C°, u podlogu je dodavana odredena koli¢ina razredenja fungicida da bi se
dobila koncentracija aktivne materije od 1 mg/l za karbendazim, odnosno 5
mg/l za tiofanat-metil. Kao kontrola su koris¢ene Petri kutije u koje je ume-
sto razredenja fungicida dodavana sterilizovana destilovana voda. Podloga je
razlivana u sterilizovane Petri kutije, a nakon hladenja na nju su zasejavani
iseCci micelije veli¢ine Smm u pre¢niku od svakog pojedinac¢nog izolata sa svih
lokaliteta. IseCci su uz pomo¢ busaca uzeti sa ivice kolonije starosti 14 dana
i postavljani na podlogu sa fungicidom na taj nacin da micelijski isecak bude
celom svojom povrsinom u kontaktu sa podlogom. Zasejavanje isecaka vrseno
je u Cetiri ponavljanja, a ogled je ponovljen dva puta.

Nakon postavljanja isecaka u Petri kutije vrSena je inkubacija u termostatu
na temperaturi od 25 C°, bez prisustva svetlosti u trajanju od 7 dana. Popre¢ni po-
rast izracunavan je kao srednji porast svakog izolata (umanjen za pre¢nik isecka)
na osnovu merenja porasta izolata iz dva pravca. Relativni porast (RG) izolata
izrazavan je u procentima u odnosu na kontrolu. [zracunavanje relativnog porasta
vrseno je po formuli:

RG= (srednji porast izolata sa fungicidom / porast izolata u kontroli) x 100

Izolati koji su na diskriminativnim koncentracijama imali relativni porast
RG > 50% klasifikovani su kao rezistentni, dok su svi ostali izolati klasifikovani
kao osetljivi (Russell, 2004).

Diskriminativna koncentracija za DMI fungicide. Fungicidi kori$¢eni u
testiranju su komercijalne formulacije koje kao aktivnu materiju sadrze flutriafol
(Impact 25-SC, Cheminova, Danska) i tetrakonazol (Eminent 125-ME, Isagro,
Italija).

Diskriminativna koncentracija koja se pokazala kao odgovarajuca u ispiti-
vanjima kako kod drugih gljiva tako i kod C. beticola za DMI fungicide je 1 mg/1
(Georgopoulos, 1987; Karaoglanidis et al., 2003). Dalje ispitivanje obavljeno je
na isti nacin kao i za fungicide iz grupe benzimidazola.
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REZULTATI

Ukupno je izolovano 35 izolata sa lokaliteta Erdevik iz pojedina¢nih pega sa
zarazenih listova Secerne repe. Na osnovu porasta micelije na diskriminativnoj
koncentraciji karbendazima od 1mg/l od ukupno 35 ispitanih izolata samo su dva
bila osetljiva. Frekvencija rezistentnosti na karbendazim bila je veoma visoka
94.28 %, dok je procenat osetljivih izolata bio veoma mali 5.72 %. Isti izolati koji
su imali intenzivan porast na diskriminativnoj koncentraciji karbendazima rasli
su i na diskriminativnoj koncentraciji tiofanat metila 5 mg/l (Graf. 1).

Ucestalost rezistentnih izolata C. beticola utvrdena na lokalitetu Erdevik
za flutriafol iznosi 14.29 %, dok je ucestalost osetljivih izolata prema flutriafo-
lu iznosila 85.71 %. Isti izolati koji su bili rezistentni prema flutriafolu ispoljili
su rezistentnost prema epoksikonazolu tako da je ucestalost rezistentnosti bila
identni¢na kao i za flutriafol (Graf. 1).
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Graf. 1 - Ucestalost rezistentnosti (%) izolata sa lokaliteta Erdevik na
benzimidazole (karbendazim i tiofanat metil) i DMI (flutriafol i epoksikonazol)
fungicide.

Chart 1 - Frequency of resistant isolates (%) on locality Erdevik to benzimid-
azole (carbendazim and thiophanate methyl) and DMI (flutriafol i epoxiconazole)
fungicides.

Sa lokaliteta Padinska skela izolovan je 31 izolat C. beticola. Rezistentnost
prema karbendazimu ispoljilo je 26 izolata C. beticola, isti izolati intenzivno
su rasli i na diskriminativnoj koncentraciji tiofanat metila. Pet izolata ispolji-
lo je osetljivost prema diskriminativnoj koncentraciji karbendazima. Utvrdena
ucestalost rezistentnih izolata prema karbendazimu i tiofanat metilu na lokalitetu
Padinska skela iznosi 83.87 % (Graf. 2).
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Prema flutriafolu od ukupno 31 izolata Cetiri su ispoljila rezistentnost na
diskriminativnoj koncentraciji, ista Cetiri izolata bila su rezistentna i na epok-
sikonazol. Ucestalost rezistentnih izolata prema DMI fungicidima flutriafolu i
epoksikonazolu na lokalitetu Padinska skela iznosi 12.90 % (Graf. 2).
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Graf. 2 - Ucestalost rezistentnosti izolata sa lokaliteta Padinska skela na benzi-
midazole (karbendazim i tiofanat metil) i DMI (flutriafol i epoksikonazol) fun-
gicide.

Chart 2 - Frequency of resistant isolates (%) on locality Erdevik to benzimida-
zole (carbendazim and thiophanate methyl) and DMI (flutriafol i epoxiconazole)
fungicides.

DISKUSIJA

Prvi put rezistentnost populacija C. beticola prema fungicidima konstato-
vana je u Gr¢koj (Georgopoulos i Dovas, 1973). Primena benzimidazola protiv
C.beticola u Grckoj pocela je 1971. godine nakon dve godine izuzetno visokog
nivoa efikasnosti doslo je do naglog smanjenja efikasnosti u svim oblastima
gde su se benzimidazoli koristili viSe puta u toku godine. Pojava rezistentnosti
utvrdena je 1 u drugim delovima sveta gde se za suzbijanje C. beticola koristio
benomil. Ruppel i Scott (1974) su utvrdili pojavu rezistentnosti na benomil u
svim regionima gde se gaji Secerna repa u SAD.

U Srbiji benomil je poceo intenzivno da se koristi 1971. godine ve¢ tokom
1974. 1 1975. godine na nekoliko lokaliteta konstatovan je slab efekat zastite na
poljima Secerne repe na kojima se za zastitu koristio benomil i do tri puta uzasto-
pno. Potvrdu da se radi o rezistentnosti dao je Mari¢ (1976) nakon provere osetlji-
vosti izolata uzetih sa polja Se¢erne repe tokom 1974-1975 godine. U narednom
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periodu benomil se koristio u kombinaciji sa organokalajnim jedinjenjima, da bi
se smanjio selekcioni pritisak na rezistentne populacije.

Benomiil je prvi fungicid prema kome je C.beticola razvila rezistentnost,
ucestalost rezistentnosti koja je tada zabelezena u Grckoj bila je u intervalu 80-
90% (Georgopoulos i Dovas, 1973). Nakon konstatovanja rezistentnosti benomil
u narednom periodu nije primenjivan za suzbijanje C.beticola. Sredinom deve-
desetih godina prosloga veka u Gr¢koj je obavljen monitoring rezistentnosti na
benzimidazole i utvrdena ucestalost rezistentnosti (20-25%) je bila znatno manja
nego ona iz 1973. godine (Karadimos et al., 2000).

U Srbiji pocetkom sedamdesetih godina proslog veka kada je benomil inten-
zivno kori§éen za suzbijanje C.beticola doslo je do naglog razvoja rezistentnosti
(Mari¢, 1976). Takvo stanje konstatovano je i 1991. godine kada se benzimida-
zoli nisu intenzivno koristili ve¢ je njihova upotreba bila ograni¢ena na jedan
tretman godiS$nje (Gavran, 1991). Komercijalne formulacije fungicida koje se
danas koriste za suzbijanje C. beticola su dvojne formulacije benzimidazola i
DMI fungicida. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da se rezistentne populacije
odrzavaju zahvaljujuéi upotrebi fungicida koji u svom sastavu sadrze neku od
aktivnih materija iz grupe benzimidazola.

U Srbiji DMI fungicidi su u upotrebi od pocetka 80-tih godina. Mari¢ i sar.
(1981) su utvrdili visok stepen efikasnosti preparata iz grupe triazola. U nared-
nom periodu zastita Sec¢erne repe od C.beticola zasnivala se na jednom tretmanu
u toku godine sa benomilom, a ostala tretiranja su se izvodila sa DMI fungicidima
i organo kalajnim preparatima (Gavran, 1991). Opseznih ispitivanja osetljivosti
populacija C.beticola prema DMI fungicidima u Srbiji do sada nije bilo. Trkulja
i sar. (2008) su ukazali na postojanje smanjene osetljivosti C. beticola prema
benzimidazolima i DMI fungicidima. Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje
rezistentnih populacija prema DMI fungicidima na poljima Secerne repe u Srbiji.

Obzirom da rezistentnost prema DMI fungicidima zavisi od promena na vise
gena (poligenetska rezistentnost). Dugotrajna upotreba DMI fungicida menja od-
nos rezistentnih i osetljivih populacija tako §to rezistentna populacija postepeno
raste i postaje dominantna. Dalja upotreba DMI fungicida bez primene antirezi-
stentne strategije moze indukovati drasti¢no povecanje rezistentnih populacija C.
beticola na poljima Secerne repe.
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SUMMARY

Cercospora leaf spot is the most important disease that occurs on sugar beet
in the world. Damages caused by this disease can reduce yields up to 50 %.
Resistance to the group of benzimidazole fungicide was determined in 1976. Last
twenty years their use has been reduced but they’re still used, mainly formulated
in mixture with fungicides - sterol demethylation inhibitors (DMI). Sterol de-
methylation inhibitors (DMI) have been used extensively in the last two decades
to control C. beticola in the world, and resistance to them was observed in 2000.

The results showed that populations of C. beticola resistant to benzimidazole
are present in sugar beet fields and are the dominant population, with the preva-
lence of resistance 83.87 - 94.28 %. The frequency of resistance to DMI fungici-
des is smaller, but highly significant and amounts to 12.90 - 14.29 %.
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