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Ispitivana je osetljivost izolata Cercospora beticola (Sacc.), prouzrokovaca pegavosti
lis¢a Secerne repe iz 11 lokaliteta u Srbiji prema karbendazimu (grupa benzimidazola)
i flutriafolu (grupa triazola DMI) tokom 2007. godine. Uzorkovanje je obavljeno tokom
avgusta meseca. Za ispitivane izolate izraCunate su srednje efektivne koncentracije (EC, ),
relativna osetljivost (b) i nivo rezistentnosti (NR) u odnosu na najosetljiviji izolat, po metodi
Karaoglanidis i sar. (2000). Dobijeni rezultati su potvrdili ve¢ ranije dokazanu rezistetnost
izolata C. beticola poreklom iz Srbije na karbendazim, ali po prvi put i znacajno smanjenu
osetljivost izolata poreklom iz Erdevika i Maradika prema flutriafolu.

Kljucne reci: Cercospora beticola, karbendazim, flutriafol, smanjenja osetljivost.

UvOoD

Pegavost li¢a koju prouzrokuje Cercospora beticola (Sacc.) je najznacajnija
bolest koja se javlja na Secernoj repi (Weiland 1 Koch 2004). Ukoliko se ne vrsi
adekvatna zastita, Stete mogu znacajno smanjiti kvalitet i prinos (25-50%) korena
Secerne repe (Byford 1996; Shane i Teng 1992).

Zastita useva Secerne repe u pocetku se vrsila protektivnim fungicidima kao
Sto su organska jedinjenja kalaja (fentin hidroksid i fentin acetat), ditiokarba-
mati (maneb, mankozeb). Organo kalajna jedinjenja inhibiraju klijanje spora i
delimic¢no respiraciju. Pored protektivne aktivnosti imaju i odredenu kurativnu.

Rad je realizovan u okviru Projekta 20051 Ministastva za nauku i tehnoloski razvoj Republike
Srbije.
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Tokom dugogodisnje primene dokazana je smanjena osetljivost C. beticola na
fentin hidroksid i fentin acetat (Giannopilitis, 1978; Bugbee, 1995; Weiland,
2000).

Fungicidi sa nespecifi¢cnim dejstvom deluju na viSe procesa ili mesta u ¢eliji
i obi¢no imaju protektivnu nesistemicnu aktivnost. Dejstvo ovih fungicida uglav-
nom je usmereno na sprec¢avanje kliijjanja spora. Ovi fungicidi se zato uglavnom
primanjuju pre ostvarenja infekcije 1 predstavljaju barijeru izmadu biljke i gljive.
Rizik za razvoj rezistentnosti prema ovim fungicidima je mali ili ga uopSte nema
(Nene i Thapliyal, 1994).

Ranih sedamdesetih godina proslog veka u primenu se uvode benzimidazoli
(benomil i karbendazim) koji su sistemic¢ni fungicidi i imaju specificno mesto
delovanja. Oni se vezuju za tubulin strukturni protein mikrotubula deobnog vre-
tena koji se sastoji od dve podjedinice a i B ¢ime sprecavaju njihovo izduzivanje
i formiranje deobnog vretena, §to rezultira opstrukcijom deobe celija u procesu
mitoze. Istrazivanja su pokazala da se rezistentni patotipovi na benzimidazole
ne javljaju u prirodi bez selekcionog pritiska fungicida, ali se pod njegovim uti-
cajem rezistentna populacija razvija progresivno. Rezistentnost na benzimidazole
razvija se brzo i kvalitativnog je tipa, odnosno, zvisi od monogenske mutacije
(Damicone, 2006).

Nakon benzimidazola u primenu se uvode i inhibitori sinteze ergosterola
(DMI) fungicidi. Oni deluju specificno putem inhibicije citohroma P-450 od koga
zavisi aktivnost 14a-demetilaze sterola, odnosno C-14 demetilacija. Rezistentnost
na DMI fungicide razvija se postepeno tokom duzeg perioda primene, Sto u
pocetku otezava razlikovanje rezistentnih i osetljivih populacija. Promene u os-
etljivosti karakteriSu se kao kvantitativne (poligenske) te stoga efikasnost fun-
gicida iz ove grupe zadrzava zadovoljavajucu efikasnost duzi vremenski period
(Karaoglanidis i sar., 2003).

U Gr¢koj DMI fungicidi, bitertanol i nuarimol su u primeni od 1979. godine.
Upotreba ove dve aktivne materije je stopirana 1990. godine, ali se od 1985.
godine u primenu uvodi flutriafol, a 1992. godine jo$ jedna aktivna materija iz
ove grupe, difenokonazol. Ovi fungicidi su uglavnom primenjivani u mesavini
sa protektivnim fungicidima, manebom i hlorotalonilom. Brown i Waller (1986)
su isptitivali efikasnost flutriafola na nekoliko lokaliteta u Francuskoj. Dobijeni
rezultati ispoljili su visok nivo efikasnosti, dug period perzistentnosti kao i na
eradikativnu aktivnost flutriafola pri suzbijanju C. beticola.

0d 1995. godine doslo je do opadanja efikasnosti DMI fungicida u nekim de-
lovima Grcke. Karaoglanidis i sar. (2000) su u laboratorijskim uslovima utvrdili
pojavu rezistentnosti C. beticola prema DMI fungicidima.

U naSim uslovima od 1991. godine, kada je utvrdena rezistentnost C. beti-
cola prema benzimidazolima (Gavran, 1991), nema podataka o osetljivosti na
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ove fungicide, iako je primena nekih aktivnih materija iz ove grupe i dalje nas-
tavljena. Balaz i sar. (1999) nisu dokazali smanjenu osetljivost izolata C. beticola
prema flutriafolu testirajuci izolate tokom 1994. godine sa podrucja Vojvodine.

Cilj ovog rada je da se proveri postojeca osetljivost populacija C. betico-
la prema benzimidazolaima i DMI fungicidima u vaznijim lokalitetima gajenja
Secerne repe u Srbiji.

MATERIJAL I METODE
Prikupljanje uzoraka

Uzorci su prikupljani iz jedanaest lokaliteta (Crvenka, Erdevik 1,2, Becej
1,2, Padinska Skela, Maradik, Negotin 1,2 i Loznica 1,2). Sa lokaliteta Crvenka,
Erdevik, Becej, Padinska Skela i Maradik uzorci su uzimani tokom avgusta 2007.
godine sa polja Secerne repe, a sa lokaliteta Negotin i Loznica iz useva cvekle.
Uzimani su mladi listovi sa aktivnim pegama C. beticola i pakovani u papirne
kese. Zatim je liS¢e prenoSeno u laboratoriju Instituta za zastitu bilja 1 zivotnu
sredinu i dalje obradivano.

Izolacija patogena

Izolacija patogena obavljena je po metodi koju su opisali Karaoglanidis i
sar., (2000). Vrhom igle iz jedne pege prenosena je po jedne konidija C. beticola
u Petri Solju sa KDA podlogom. Inkubacija je vrSena dva dana u tami na tempe-
raturi 25°C. Nakon dva dana kolonije su prenosene na svezu KDA podlogu gde
su inkubirane deset dana pod istim uslovima. Kolonije su zatim koriS¢ene za dalja
ispitivanja. Ukupno je izolovano po deset izolata iz svih lokaliteta.

Testovi osetljivosti

Fungicidi koji su bili kori§¢eni za ispitivanje osetljivosti C. beticola su kar-
bendazim iz grupe benzimidazola, a flutriafol iz grupe triazola (DMI). Pripremana
su razredenja fungicida koja su dodavana u KDA podlogu ohladenu do 50°C.
Raspon koncentracija za karbendazim bio je 1, 10, 100, 1000, 2000, 4000, 8000
i 12000 pg/ml, dok su koncentracije za flutriafol bile 0.10, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 1
4.0 ug/ml. Koncentracije 8.0 pg/ml i 16.0 ug/ml koris¢ene su za test najmanje
osetljivosti (Karaoglanidis i sar., 2000). Kontrole su bile Petri Solje sa KDA po-
dlogom u koje nije dodavan fungicid ve¢ destilovana voda. Uz pomo¢ busaca
isecani su sa ivice kolonije krugovi micelije precnika Smm i prenoseni u Petri
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Solje sa ili bez fungicida. Nakon sedam dana inkubacije, u tami na 25°C, meren
je porast kolonija oduziman za pocetni precnik isecka. Ogledi su postavljeni u
cetiri ponavljanja.

Obrada podataka

Izracunavana je srednja efektivna koncentracija koja inhibira porast micelije
za 50% EC, za sve ispitivane izolate (110). Zatim je EC, najosetljivijeg izolata
koris¢ena za izracunavanje nivoa osetljivosti. Za sve izolate izracunate su vred-
nosti EC50, relativni pokazatelj nivoa osetljivosti (b) i nivo rezistentnosti.

REZULTATI
Osetljivost izolata prema karbendazimu

Izolati su pokazali veoma nizak nivo osetljivosti prema klarbendazimu.
Samo jedan izolat Negotin-2 pokazao je znacajnu osetljivost na karbendazim,
njegova vrednost EC, bila je 3.4 pg/ml. Za ostale izolate vrednosti EC, su bile
3381.3 — 11913.8. Vrednosti EC, su bile ujednacene za sve izolate iz istih loka-
liteta. U tabeli 1 1 2, prikazane su vrednosti za izolate sa najmanjom osetljivoscu.
Koeficijent osetljivosti (b) za najosetljiviji izolat Negotin-2 bio je 3.32. Vrednost
EC,, za izolat iz Beceja koji je ispoljio najmanju osetljivost je 11913.8, a koefi-
cijent osetljivosti b= 0.22. Vrednost EC_ osetljivog izolata iz Negotina koriS¢ena
je za izracunavanje nivoa osetljivosti za karbendazim. Nivoi osetljivosti dobijeni
su stavljanjem u odnos EC,  odredenog izolata sa vredno$¢u EC,  najosetljivijeg
izolata (Negotin = 3.4).

Osetljivost izolata prema flutriafolu

U devet lokaliteta od ukupno testiranih 11 dokazana je visoka osetljivost na
flutriafol. Izolati poreklom iz Erdevika i Maradika ispoljili su smanjenu osetlji-
vost prema flutriafolu. Najnizi nivo osetljivosti na flutriafol pokazao je izolat iz
Erdevika EC, = 8.25 pg/ml, a koeficijent osetljivosti b = 0.75. Takode sanjenu
osetljivost imao je i izolat iz Maradika EC_ = 7.99 ug/ml, koeficijent osetljivosti
b = 0.84. Sli¢ne vrednosti ispoljili su i ostali izolati iz ovih lokaliteta. Izolat sa
najvecom osetljivoScu izolovan sa lokaliteta Crvanke imao je EC, = 0.24, a koe-
ficijent osetljivosti b = 1.61. Za ostale izolate srednja efektivna koncentracija je
bila u intervalu 0.25 - 1.39 ng/ml, a koeficijent osetljivosti 0.68 - 1.43.
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Tabela 1 - Osetljivost izolata C. beticola na karbendazim. *

Table 1 - Sensitivity of C. beticola isolates to carbendazime. *

Br. izolata Lokalitet b . d
No of isolates Locality ECy b NR

1. Crvenka 4085.5 0.15 1201.6
2. Erdevik-1 4010.3 0.14 1179.5
3. Erdevik-2 4129.8 0.22 1214.6
4, Becej-1 4899.2 0.21 1440.9
5. Becej-2 11913.8 0.22 3504.0
6. Pad. Skela 4855.4 0.18 1428.0
7. Maradik 5883.1 0.25 1730.3
8. Loznica-1 7047.3 0.17 2072.7
9. Loznica-2 3381.3 0.19 994.5
10. Negotin-1 9357.5 0.23 2752.2
11. Negotin-2 3.4 3.32 1.0

o

Obracun uraden po metodi koju su primenili Karaoglanidis i sar. (2000) — Calculation done by the method
which was applied by Karaoglanidis et al. (2000).

Srednje efektivne koncentracije — Medium effective concentration.

Relativna osetljivost — Relative sensitivity.

Nivo osetljivosti u odnosu na izolat Negotin-2 — Resistance level in relation to isolate Negotin-2.

Tabela 2 - Osetljivost izolata C. beticola na flutriafol.

Table 2 - Sensitivity of C. beticola isolates to flutriafole.

Br. izolata Lokalitet b . 4
No of isolates Locality ECy b NR
1. Crvenka 0.24 1.61 1.0

2. Erdevik-1 0.29 1.39 1.2

3. Erdevik-2 8.25 0.75 343

4. Becej-1 0.39 1.0 1.6

5. Becej-2 0.51 1.36 2.1

6. Pad.Skela 0.40 1.30 1.6
7. Maradik 7.99 0.84 33.2

8. Loznica-1 0.47 0.69 1.9

9. Loznica-2 0.32 0.68 1.3

10. Negotin-1 0.25 1.43 1.0

11. Negotin-2 1.39 1.12 5.7

(=N e}

Obracun uraden po metodi koju su primenili Karaoglanidis i sar. (2000) — Calculation done by the method
which was applied by Karaoglanidis et al. (2000).

Srednje efektivne koncentracije — Medium effective concentration.

Relativna osetljivost — Relative sensitivity.

Nivo osetljivosti u odnosu na izolat Negotin-2 — Resistance level in relation to isolate Negotin-2.
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DISKUSIJA

Prva pojava rezistentnosti populacija C. beticola prema fungicidima
konstatovana je u Grckoj (Georgopoulos i Dovas, 1973), samo dve godine
pegavosti lis¢a. Pocetni nivo efiaksnosti primene benzimidazola bio je izuzetno
visok, da bi naglo doslo do njegovog smanjivanja kada su se koristili viSe puta
u vegetaciji.

Pojava rezistentnosti utvrdena je i u drugim delovima sveta gde se za
suzbijanje C. beticola koristio benomil. Ruppel i Scott su (1974) su utvrdili pojavu
rezistentnosti na benomil u svim regionima gde se gaji Se¢erna repa u SAD.

Kod nas je benomil poc¢eo intenzivno da se koristi 1971. godine. Ve¢ tokom
1974. 1 1975. godine na nekoliko lokaliteta konstatovan je slab efekat zastite na
njivama na kojima se za zaStitu koristio benomil i do tri puta uzastopno. Potvrdu
da se radi o rezistentnosti dali su Mari¢ i sar., (1976) nakon provere osetljivosti
izolata uzetih sa polja Se¢erne repe tokom 1974-1975 i Gavran (1991) u periodu
od 1986-1991. Vrednosti EC_ karbendazima za ispitivane izolate C. beticola do-
bijene pre dvadeset godina, ukazuju na ¢injenicu da su se one kretale u najve¢em
broju slucajeva do 10 pg/ml, a da su samo pojedinacni izolati u okviru svih ispiti-
vanih lokaliteta ispoljavali EC_ prema karbendazimu viSe hiljada pg/ml. U nare-
dnom periodu benomil se koristio u kombinaciji sa organokalajnim jedinjenjima,
da bi se smanjio selekcioni pritisak na rezistentne populacije. Ovaj vid zastite se
ispoljio kao neefikasan, jer je rezistentna populacija C. beticola i dalje prisutna u
svim ispitivanim lokalitetima.

Medutim, neki preparati koji se i danas koriste za zastitu Secerne repe za
suzbijanje C. beticola sadrze aktivne materije iz grupe benzimidazola. Dobijeni
rezultati ukazuju da se rezistentne populacije odrzavaju u prirodi zahvaljujuci
preparatima koji u svom sastavu sadrze benzimidazole.

Kod nas DMI fungicidi su u upotrebi od poc¢etka 80-tih godina. Mari¢ i sar.,
(1981) utvrdili su visok stepen efikasnosti preparata iz grupe triazola, kao Sto su
bitertanol i nuarimol. U narednom 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 organokalajnim preparatima (Gavran, 1991).
Opseznijih ispitivanja osetljivosti populacija C. beticola prema DMI fungicidima
do sada nije bilo. Balaz i sar. (1999) su testirajuci osetljivost uzoraka C. beti-
cola iz razlicitih lokaliteta iz Vojvodine prema flutriafolu utvrdili da se njihove
EC,, krecu ispod 1 ug/ml, a nivo rezistentnosti od 1 do 1.4. Noviji rezultati iz
2008. godine ukazuju da je u nekim lokalitetima utvrdena smanjena osetljivost
populacija C. beticola prema DMI fungicidima (Trkulja i sar., 2008). U ovom
radu navedeni rezultati su potvrdeni i ukazuju na visoke vrednosti EC, flutriafola
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prema izolatima poreklom iz Erdevika (8.25 pg/ml) i Maradika (7.00 pg/ml) koji
su i potvrdeni rezultatima prikazanim u ovom radu. Izolati iz ova dva lokaliteta
su ispoljila visok nivo rezistetnosti 34, odnosno 33, pa bi se po kriterijumima
Karaoglanidisa i Thanassoulopoulos-a (2003) mogli svrstati u rezistetne izolate,
jer su ispoljili NR preko 10, dok bi se po kriterijumima Leroux-a (1984), ovi izo-
lati svrstali u osetljive (NR<50).

Obzirom da rezistentnost prema DMI fungicidima zavisi od promena na vise
gena poligenetska rezistentnost, dugotrajna upotreba DMI fungicida menja odnos
rezistentnih i osetljivih populacija tako Sto rezistentna populacija postepeno raste
i postaje dominantna. Dalja upotreba DMI fungicida bez primene antirezistentne
strategije moze indukovati drasti¢no povecanje rezistentnih populacija C. betico-
la na poljima Secerne repe u nasoj zemlji. Ovim radom Zeleli smo da skrenemo
paznju na takve mogucée posledice.
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SENSITIVITY OF CERCOSPORA BETICOLA ISOLATES TO
CARBENDAZIME AND FLUTRIAFOL IN SERBIA

NENAD TRKULJA, GORAN ALEKSIC, MIRA STAROVIC, NENAD DOLOVAC,
ZARKO IVANOVIC, SVETLANA ZIVKOVIC
Institut for Plant Protection and Environment, Belgrade, Serbia

SUMMARY

The sensitivity of 110 Cercospora beticola (Sacc.) isolates to carbendazime
(benzimidazoles) and flutriafol (triazole DMI) was investigated. Isolates on PDA
were obtained from diseased sugar leaves collected in 11 localities in Serbia du-
ring the August 2007. The medium effective concentration (EC,)), the relative
sensitivity (b) and the level of resistance (NR) in relation to the most sensitive
isolate were calculated the method applied by Karaoglanidis et al. (2000).The
obtained results confirmed already resistance of Serbian isolates of C. beticola to
carbendazime, but for the first time isolates from Erdevik and Maradik showed a
significantly decreased sensitivity to flutriafol.

Key words: Cercospora beticola, carbendazime, flutriafol, reducing sensiti-
vity .
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