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Botrytis cinerea, prouzrokovac sive trulezi, znacajno ugrozava proizvodnju voca, grozda,

povrca i ukrasnog bilja. Cesto izaziva bolesti biljaka gajenih u zasticenom prostoru, kao i trulez
plodova tokom skladistenja i transporta. Gljiva parazitira skoro sve delove biljke u svim faza-
ma razvoja, a simptomi se najcesce opisuju kao siva trulez, siva plesan, palez, mrka trulez, a
zapazeno je i poleganje klijanaca. U radu je dat pregled dosadasnjih saznanja o moguc¢nostima
suzbijanja ovog nekrotrofnog patogena. Posebna paznja je posvecena mehanizmu delovan-
ja fungicida novije generacije kao i problemu rezistentnosti. Istaknuto je da se ograni¢enjem
broja tretiranja u toku jedne vegetacije, izbegavanjem upotrebe samo jednog fungicida vi-
sokog rizika za razvoj rezistentnosti, odgovaraju¢om dozom i viemenom primene, upotrebom
mesavina pesticida razli¢itog mehanizma delovanja kao i alternativnom primenom pesticida

iz razli¢itih rezistentnih grupa omogucuje dugotrajno o¢uvanje efikasnosti pesticida.

Kljuéne redi: B. cinerea; suzbijanje; fungicide; rezistentnost

uvoD

Botrytis cinerea, prouzrokova¢ sive trulezi, patogen
je za 235 vrsta biljaka, koje se prostiru od hladnih zo-
na Aljaske i Kanade do suptropskih oblasti. Znacajno
ugrozava proizvodnju voéa, grozda, povréa i ukrasnog
bilja. Cesto izaziva bolesti biljaka gajenih u za$ti¢enom
prostoru, kao i trulez plodova tokom skladistenja i
transporta. Gljiva parazitira skoro sve delove biljke u
svim fazama razvoja, a simptomi se najcesce opisuju kao

siva trulez, siva plesan, palez, mrka trulez, a zapazeno
jeipoleganje klijanaca (Verhoeff, 1970; Van der Vluge-
Bergmans, 1996; Charabany i Shtienberg, 1999; Gi-
raud i sar., 1999; Tanovi¢ i sar., 2009a; 2009b).

Tesko je sa sigurno$éu proceniti kolike su $tete koje
uzrokuje B. cinerea. Zavisno od useva/zasada i vremen-
skih uslova, gubici prinosa mogu dosti¢i 50%, mada i pot-
puno propadanje useva nije neuobic¢ajeno. O ekonomskom
znadaju patogena najbolje govori 15-25 miliona dolara, ko-
liko se u svetu godisnje utrosi na fungicide za suzbijanje

99



Brankica Tanovic i saradnici

B. cinerea (Elad i sar., 2004). Suzbijanje B. cinerea je veoma
zahtevno, jer patogen moze da napadne skoro sve delove
biljke u svim fazama razvoja (Gullino, 1992). Javlja se kako
nagajenim, tako i nakorovskim biljkama, moze daZiviikao
saprotrof na biljnim ostacima i organskim materijamau ze-
mljistu, tako da je inokulum u usevu uvek prisutan, odno-
sno da je njegovo formiranje, oslobadanje i rasejavanje pro-
ces koji je stalno u toku (Rotem i sar., 1978; Jarvis, 1980).

SUZBIJANJE Botrytis cinerea

Uspeh zastite useva/zasada, odosno roda kao final-
nog proizvoda, u velikoj meri zavisi od stepena pozna-
vanja biologije patogena, epidemiologije bolesti i odno-
sa parazit-domacin. Samo na osnovu dobrog poznavanja
svih ¢inilaca koji direktno ili indirektno uti¢u na razvoj
oboljenja mogudée je primeniti kompleks mera kojima se
sprecavaju $tete: izbegavanjem napada, kreiranjem uslo-
va nepovoljnih za razvoj oboljenja, ili onemogudava-
njem uspostavljanja odnosa patogen i domadin. Prime-
na adekvatnih agrotehni¢kih mera trebalo bi da omo-
gudi izbegavanje napada i stvaranje nepovoljnih uslova
za razvoj oboljenja. Uspeh zastite, medutim, u najvecoj
meri zavisi od uspe$nosti spre¢avanja uspostavljanja od-
nosa parazit i domaéin (Russell, 2005), tako da se mere
suzbijanja mogu podeliti u Cetiri osnovne grupe:

e stvaranje otpornih sorata;
e agrotehnicke mere;

e hemijske mere;

e bioloSke mere.

Stvaranje otpornih sorti

Major geni koji kontroli§u otpornost na B. cinerea ni-
su poznati. Sorte pokazuju razlicit stepen pasivne otpor-
nosti uslovljene morfoloskim i fizioloskim karakeeristi-
ka koje im omogucavaju izbegavanje jadeg napada. To
se, pre svega, odnosi na debljinu kutikule, maljavost li-
stova, brzinu zarastanja rana i ostale osobine zbog kojih
je spre¢eno duze zadrzavanje vodenog filma na povrsini
biljaka ¢ime je infekcija je otezana. Poligensko naslediva-
nje ovih osobina i izrazena geneti¢ka varijabilnost vrste
B. cinerea znatajno otezavaju selekciju otpornih sorata.

Agrotehnicke mere

Istrazivanja su pokazala da se agrotehni¢kim me-
rama moze smanjiti koli¢ina inokuluma i obezbedi-
ti mikroklimatski uslovi koji su povoljni za biljku,
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a nepovoljni za patogena. Redovna berba, uklanja-
nje biljnih ostataka posle berbe, uklanjanje obole-
lih biljnih delova i izbegavanje nepotrebnog povre-
divanja biljaka pri redovnim agrotehni¢kim opera-
cijama, kao i smanjenje gustine useva ili zasada, mo-
ze znacajno da smanji intenzitet oboljenja. Za spre-
¢avanje §irenja patogena preporucuje se i maléiranje,
prskanje biljaka kalcijum-nitratom, dobra ventilaci-
ja zaSti¢enih prostora i mnoge druge mere koje spre-
¢avaju ili odlazu razvoj oboljenja (Stehmann, 1995).

Bioloske mere

Biolosko suzbijanje predstavlja poseban natin za-
§tite useva od patogena koji se zasniva na upotrebi
mikroorganizama umesto konvencionalnih fungi-
cida, ili kao njihova dopuna, radi smanjenja koli¢ine
primene hemijskih supstanci u poljoprivredi. Prou-
¢avanja mikroorganizama u zastiti od B. cinerea po-
¢inju pedesetih godina proslog veka upotrebom anta-
gonisti¢kih sojeva Fusarium spp. i Penicillium clavi-
forme u zastiti salate (Nethook, 1951; Wood, 1951).
Vedina rezultata koji se odnose na moguénosti upo-
trebe gljiva, bakterija i kvasaca, medutim, potice iz
poslednjih dvadesetak godina. Mada je utvrdeno an-
tagonisti¢ko delovanje Aureobasidium spp., Bacillus
subtilis i Gliocladium spp. na B. cinerea (Stehmann,
1995), vedina istrazivanja se odnosi na mikoparazit-
ne vrste roda Trichoderma sa kojim su postignuti naj-
bolji rezultati (Elad i sar., 1993; Elad, 1994, 2000;
Guptaisar., 1999; Okigbo i Ikediugwu, 2000). Upo-
treba formulisanog preparata na bazi T. harizanum
u kombinaciji sa fungicidima daje dobre rezultate
(Elad, 1994). Zadovoljavajudi rezultati postignuti su
i primenom preparata na bazi Pythium oligandrum
(Filajdi¢ i sar., 2003), mikopatogene gljive koja pa-
razitira 23 vrste fitopatogenih gljiva medu kojima je
i B. cinerea (Laingi Deacon, 1991). Medutim, pro-
izvodnja i kori$éenje biopreparata jo§ uvek je suvi-
$e skupo da bi bilo ekonomski isplativo zbog znatno
nize cene konvencionalnih fungicida (Elad, 1994;

Elad i sar., 1994).

Hemijsko suzbijanje

Hemijsko suzbijanje predstavlja najvazniji nadin za-
$tite useva i zasada od B. cinerea. Pouzdane metode
prognoze pojave bolesti u zasadima za sada ne posto-
je, pa se za§tita zasniva na preventivnom prskanju nad-

roux i sar., 2002).
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FUNGICIDI ZA SUZBIJANJE B. cinerea
| PROBLEM REZISTENTNOSTI

U podetnim fazama razvoja zastite useva i zasada
od B. cinerea, Eetrdesetih i pedesetih godina proslog
veka, primenjivani su fungicidi sa nespecifi¢nim pre-
ventivnim delovanjem (dihloran, dihlofluanid, hlor-
talonil i tiram) koji, i pored visokih doza 0d 2000 do

3000 g/ha, nisu obezbedili odgovarajucu zastitu od
patogena sa visokim infekcionim potencijalom (Steh-
mann, 1995; Leroux, 2004). Od $ezdesetih godina
proslog veka za suzbijanje B. cinerea koriste se fun-
gicidi sa specifi¢nim mehanizmom delovanja. Godi-
na uvodenja u primenu najvaznijih jedinjenja za za-
$titu useva i zasada od B. cinerea prikazana je u tabe-

li 1 (Russell, 2005).

Tabela 1. Fungicidi za suzbijanje B. Cinerea, Russel (2005) i Leroux (2004)

Godina Fungicid Hemijska grupa Tipi¢na doza primene (ga.m./ha)
1942. tiram ditiokarbamati 2000
1952. kaptan fralimidi 1500
1952. folpet fralimidi 1500
1960. dihloran nitroanilini 1500
1964. hlorotalonil falonitirili 750-1250
1964. dihlofluanid sulfamidi 2000
1968. benomil benzimidazoli 250-1000
1974. iprodion dikarboksimidi 750
1975. vinklozolin dikarboksimidi 750
1976. karbendazim benzimidazoli 500
1976. prosimidon dikarboksimidi 750
1990. fludioxonil fenilpiroli 500
1992. pirimetanil anilinopirimidini 800
1992. fluzinam dinitroanilini 750
1994. ciprodinil anilinopirimidini 375
1998. fenheksamid hidroksianilidi 750

Na odsnovu biohemijskog mehanizma delovanja,
botriticidi se mogu podeliti u pet grupa (Leroux i sar.,
2002):

1) fungicidi koji remete disanje;

2) fungicidi koji remete funkciju mikrotubula;

3) fungicidi koji remete osmoregulaciju;
4
5

a) fungicidi nespecifi¢tnog mehanizma delovanja
(multi-site toxicants);

b) inhibitori oksidativne fosforilacije;

c) inhibitori mitohondrij alnog kompleksa I1I;

d) inhibitori mitohondrijalnog kompleksa II.

=

fungicidi koji remete sintezu metionina; Fungicidi nespecificnog mehanizma delovanja

=

fungicidi koji remete sintezu sterola.
Ovoj grupi pripadaju ditiokarbamati (tiram, manko-

Remecenje disanja

Razgradnja organskih molekula (ugljenih hidrata, li-
pida, proteina) obezbeduje energiju za sve Zive sisteme.
U ¢elijama gljiva, kao i kod svih ostalih eukariota, ovaj
kataboli¢ki proces se zavr$ava u mitohondrijama gde
dolazi do sinteze visokoenergetskog intermedijera po-
znatog pod nazivom adenozintrifosfat (ATP). Nekoli-
ko grupa fungicida narusava proces snabdevanja ener-
gijom c'elija B. cinerea (Leroux isar., 20()2):

zeb, maneb), fralimidi (kaptan i folpet), arilsulfamidi
(dihlofluanid i tolifluanid) i hloronitrili (hlorotalonil).
Ova jedinjenja deluju preventivno i zahtevaju uéestalu
primenu i visoke doze, Eesto i do 2000 g/ha (tabela 1).
Uglavnom inhibiraju klijanje konidija, dok je njihov efe-
kat na porast micelije 7 vitro znaajno slabiji. Primar-
ni mehanizam delovanja se zasniva na blokiranju enzi-
ma koji sadrze sumpor a u¢estvuju u klijanju konidija.

Smatra se da je rizik razvoja rezistentnosti na ovu gru-
pu jedinjenja veoma nizak. Medutim, nekoliko slu¢ajeva
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izostanka efikasnosti suzbijanja Botrytis spp. alkile-
nbisditiokarbamatima zabeleZeno je u Evropi (Leroux,
2004). Pronadeni su sojevi B. cinerea rezistentni na kap-
tan (Pepin i MacPherson, 1982), a utvrdena je i ukrste-
narezistentnost izmedu kaptana, folpeta, kaptafola kao
i ostalih fungicida sa sliénim mehanizmom delovanja
— tirama i hlorotalonila (Barak i Edgington, 1984). U
nekoliko evropskih zemalja otkrivena je i rezistentnost
nadihlofluanid (Malathrakis, 1989; Rewal i sar., 1991;
Pollastro i sar., 1996), kao i hlorotalonil (Malathrakis,
1989). Kasnija istrazivanja su pokazala da rezistentnost
na dihlofluanid kontroli$u najmanje dva gena — Dicl i
Dic2 (Pollastro i sar., 1996). Biohemijskim analizama
je utvrdeno daje nivo glutationa u ¢elijama rezistentnih
izolata izlozenih delovanju kaptana znatno visi od nor-
malnog. Pretpostavlja se da na taj na¢in u éeliji nastaju u
visku jedinjenja koja sadrze sumpor a nisu neophodna
za osnovno funkcionisanje éelije, ve¢ sluze za detoksi-
kaciju fungicida i zastitu tioproteina koji su neophodni
za normalan metabolizam (Barak i Edgington, 1984).
Medutim, veza izmedu aktivnosti glutation S-transfe-
raze, enzima koji katalise vezivanje glutationa sa raznim
toksikantima u éeliji, i tolerantnosti na hemijski stres
nije utvrdena (Prins i sar., 2000). Leroux (2004) sma-
tra da ovaj proces nije raza$njen do kraja. Mada je rezi-
stentnost na jedinjenja koja deluju na viSe mesta u Celiji
neoéekivana (Gilpatrick i Blowers, 1974), objavljeni slu-
¢ajevi rezistentnosti pokazuju da pod odredenim uslo-
vima, kao §to je dugogodi$nja primena istog fungicida,
pogotovu u staklenicima, mogu dovesti do razvoja re-
zistentnosti ¢ak i na fungicide sa nespecifi¢nim meha-
nizmom delovanja (Malachrakis, 1989).

Inhibitori oksidativne fosforilacije

Najvazniji fungicid iz ove grupe je fluzinam sa §iro-
kim spektrom delovanja. U Japanu se koristi od 1990.
godine za suzbijanje B. cinerea u razli¢itim usevima.
U Francuskoj je uveden u primenu 1999. godine. Flu-
zinam je visokotoksi¢an za spore i miceliju B. cinerea,
a efekat se verovatno zasniva na inhibiciji oksidativne
fosforilacije na membrani mitohondrija (Leroux i sar.,
2002). Ukrstena rezistentnost sa drugim botriticidima
nije utvrdena (Kalamarakis i sar., 2000) a monitoring
rezistennosti nije pokazao nikakve promene u osetlji-
vosti populacije patogena u Francuskoj (Leroux i sar.,
2002). Medutim, nedavna istraZivanja u Japanu uka-
zuju na pojavu visokorezistentnih sojeva B. cinerea u
usevima pasulja (Tamura, 2000). Biohemijska osnova
rezistentnosti na fluzinam nije poznata. Pretpostavlja
se da je u pitanju proces detoksikacije, a pretpostavka
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je zasnovana na poznatom mehanizmu detoksikacije
fluzinama u mitohondrijama ¢elija sisara (Lerouxi sar.,

2002; Leroux, 2004).

Inhibitori mitohondrijalnog kompleksa lll

Fungicidi koji inhibiraju mitohondrijalno disanje ve-
zivanjem za kompleks I1I (citohrom b) prvi put su se nas-
li na trzi$tu 1996. godine. Veéina fungicida ove grupe su
sinteti¢ki analozi prirodnih strobilurina koje sinteti$u ne-
ke vrste bazidiomiceta (Leroux i sar., 2002). Azoksistro-
bin i metaminostrobin su vrlo efikasni u suzbijanju B. ci-
nerea u razli¢itim usevima i zasadima (povréu, cveéu, ja-
godama) (Dacoli sar., 1998). Medutim, u nekim slu¢aje-
vima, pogotovu na vinovoj lozi, suzbijanje B. cinerea pri-
menom strobilurina nije bilo zadovoljavajuée. Tamura i
saradnici (1999) i Wood i Hollomon (2003) pretpostav-
ljaju daje manja efikasnost posledica alternativnog disaj-
nogputau éelijama B. cinerea. Naime, mogude je da elek-
tronski fluks u mitohondrijama zaobolazi blokirani kom-
pleks ITI zahvaljujuéi aktivnosti terminalnih alternativ-
nih oksidaza, koje su i inale prisutne u mitohondrijama
B. cinerea kao konstitutivni deo. U prilog ovoj pretpo-
stavci ide i ¢injenica da je pokazano iz vitro da se osetlji-
vost na strobilurine zna¢ajno poveéava kako inhibicijom
alternativnih oksidaza, tako i razaranjem gena koji kodi-
ranjihovu produkciju (Tamuraisar., 1999). Ste¢ena rezi-
stentnost na strobilurine nastaje uglavnom kao posledica
tackaste mutacije na genu citohroma b na poziciji 143 ko-
ja dovodi do zamene glicina alaninom (Gisi i sar., 2002).
Ostaje da se proveri dali je ovaj mehanizam znadajaniza
rezistentnost B. cinerea na strobilurine (Leroux, 2004).

Inhibitori mitohondrijalnog kompleksa Il

Karboksin i sli¢ni anilidi ili karboksamidi su siste-
mi¢ni fungicidi koji inhibiraju sukcinat dehidrogena-
zu uglavnom bazidiomiceta (Kulka i Von Schelming,
1995). Zapazeno je da neki karboksamidi deluju inhi-
bitorno i na Aspergillus spp., Fusarium spp., Helmintho-
sporium spp. i B. cinerea in vitro. Selektivnost ove gru-
pe fungicida zasniva se na razlici u osetljivosti enzima
na delovanje fungicida i/ili na mogu¢nosti dospevanja
fungicida do mesta delovanja (Leroux, 2004).

Boskalid je novi karboksamid Sirokog spektra delo-
vanja koji efikasno suzbija B. cinerea u dozi od 600 g/
ha. Monitoring rezistentnosti u Vinogradima u Fran-
cuskoj pokazao je potpuno odsustvo rezistentnih so-
jeva. Utvrdeno je, takode, da ne postoji ukrstena rezi-
stentnost sa benzimidazolima, fenilkarbamatimaiani-
linopirimidinima (Leroux, 2004).
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Remecenje funkcije mikrotubula

Benzimidazoli (karbendazim, benomil i tiofanat-me-
til) bili su prvi sistemi¢ni fungicidi sa $irokim spektrom
delovanja. Veéina askomiceta, posebno B. cinerea, veo-
ma je osetljiva na ova jedinjenja. Mehanizam delovanja
se zasniva na sprecavanju sinteze mikrotubula specifi¢-
nim vezivanjem za tubulin, glavni gradivni element mi-
krotubula (Delp, 1995). U vinogradima u Francuskoj
otkrivena su dva fenotipa rezistentnih sojeva. Prvi (Ben
R1) ispoljava visok nivo rezistentnosti na benzimidazole
(faktor rezistentnosti veéi od 250) a osetljiviji je na dieto-
fenkarb od sojeva normalne osetljivosti. Drugi (Ben R2)
je umerenorezistentan na benzimidazole (faktor rezi-
stentnosti 100-200) i dietofenkarb (Leroux i sar., 1999,
2002). Oba rezistentna fenotipa su rezultat mutacije na
istom genu nazvanom Mbc! (Faretra i Pollastro, 1991,
1993). Utvrdeno je da je u Ben R1 sojevima na poziciji
198 glutamat zamenjen alaninom, a u Ben R2 sojevima
na poziciji 200 fenilalanin je zamenjen tirozinom (Yar-
deniKatan, 1993). Dalja proucavanja genoma B. cinerea
iz Izraela i Japana otkrila su jo§ dve mutacije na kodonu
198 koji je izmenjen u kodon za valin ili lizin (Yarden i
Katan, 1993; Nakazawa i Yamida, 1997). Sojevi kod ko-
jih je utvrden lizin umesto glutamata ispoljavaju visoku
rezistentnost na benzimidazole i dietofenkarb (Yarden
i Katan, 1993), dok su sojevi sa valinom umesto gluta-
mata slaborezistentni na dietofenkarb (Nakazawa i Ya-
mida, 1997). U laboratorijskim uslovima, mnogo muta-
cija na genu za 3-tubulin ima za posledicu rezistentnost
na benzimidazole. Medutim, u polju, kod veéine pato-
gena mutacije su ograni¢ene na pozicije 1981 200 (Da-
vidse i Ishii, 1995). Kao mogudi razlog za odsustvo mu-
tacija na drugim kodonima u poljskim uslovima Lero-
ux (2004) navodi slabiju konkurentsku sposobnost mu-
tanata u poredenju sa ostalim sojevima. Rezultati pro-
ulavanja u polju i staklenicima pokazuju da je rezisten-
tnost na benzimidazole postojana u odsustvu tretiranja.
Ovo zapazanje ukazuje da zamena glutamata alaninom
ne uti¢e na konkurentsku sposobnost rezistentnih soje-
va §to i potvrduju rezultati monitoringa Ben R1 sojeva
u vinogradima u Francuskoj. Sa druge strane, u¢estalost
Ben R2 sojeva u populaciji patogena u odsustvu treti-
ranja znacajno se smanjuje ukazujuéi na negativan uti-
caj tirozina na poziciji 200 na konkurentsku sposobnost
Ben R2 sojeva B. cinerea (Leroux, 2004).

Remecenje osmoregulacije

Grupi fungicida koji remete osmoregulaciju pripada-
ju: dikarboksimidi, fenilpiroli i aromati¢ni ugljivodo-
nici. Zajedni¢ka karakteristika cele grupe je medusobna

ukritena rezistentnost, a laboratorijski mutanti razli¢i-
tih vrsta gljiva rezistentni na ove fungicide ispoljavaju
izrazenu osetljivost na povien osmotski pritisak (Ta-
novi¢, 2004a). Dikarboksimidi imaju cikli¢nu imidnu
komponentu koja moze da bude: oksazolidin-dion (vin-
klozolin i hlozolinat), sukcinimid (prosimidon i meto-
meklan) ili hidantoin (iprodion), zbog koje se razliku-
je kako spektar delovanja, tako i nivo fungitoksi¢nosti
ovih jedinjenja. Za celu grupu je karakteristi¢na viso-
ka efikasnost suzbijanja vrsta iz rodova Botrytis, Moni-
linia i Sclerotinia, kao i pojava ukrstene rezistentnosti,
bez obzira kojim jedinjenjem je izazvana (Lorenz, 1988;
Tanoviéisar., 2002; Tanovié, 2003, 2004b, 2007). Fe-
nilpiroli (fenpiklonil i fludioksonil) su sinteti¢ki ana-
lozi pirolnitrina, antibiotskog jedinjenja koje stvaraju
brojne vrste bakterija roda Psexndomonas. Razvijeni su
kao efikasni fungicidi za zastitu semena. Zbog izrazi-
te fotostabilnosti fludioksonil je formulisan kao fungi-
cid za suzbijanje B. cinerea. Aromati¢ni ugljovodonici
su stara grupa fungitoksikanata a najaktivniji medu nji-
ma kao botriticid je dihloran (Leroux, 2004).

Cela grupa ovih jedinjenja izaziva sli¢ne nespecific-
ne morfoloske promene micelije sli¢ne promenama koje
nastaju pod uticajem sorboze, citohalasina ili inhibito-
ra sinteze proteina (Macris i Georgopoulos, 1973, loc.
cit. Edlich i Lyr, 1995). Utvrdeno je da inhibiraju po-
rast micelije i klijanje konidija, s tim $to je inhibicija kli-
janja konidija slabije izrazena (Parker i Fisher, 1979, loc.
cit. Edlich i Lyr, 1995; Leroux, 2004). U te¢nim kul-
turama, posle tretmana dikarboksimidima, dolazi do
naduvavanja hifa, a ve¢e koncentracije izazivaju raspr-
skavanje éelija. Pod dejstvom subletalnih doza zapazaju
se deformacije i nenormalno grananje hifa (Hisada i Ka-
wase, 1977, loc. cit. Edlich i Lyr, 1995; Leroux, 2004).

Uprkos brojnim istraZivanjima, primarni biohemi-
jski mehanizam delovanja dikarboksimida nije poznat.
Koncentracije fungicida koje izazivaju inhibiciju po-
rasta micelije ne uti¢u na disanje, propustljivost mem-
brana, sintezu sterola, proteina, nukleinskih kiselina i
hitina (Pappas i Fisher, 1979). Postoje indirekeni doka-
zi da je za fungitoksi¢nost dikarboksimida neophod-
na oksidativna bioaktivacija molekula (Gullino i Sis-
ler, 1986). Edlich i Lyr (1987, loc. cit. Sisler, 1988) pret-
postavljaju da dikarboksimidi blokiranjem NADP-
citohrom C reduktaze izazivaju promene u transportu
elektrona, $to ima za posledicu povedanje koncentrac-
ije slobodnih kiseoni¢nih radikala, peroksidaciju lip-
ida i druge nespecifi¢ne efekte koji naruavaju struk-
turu ¢elijskih membrana. Choi i saradnici (1996), na-
vode da narusavanje éelijske strukture nastaje kao pos-
ledica peroksidacije lipida pri ¢emu plazmamembrana
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nije primarno mesto delovanja vinklozolina. Edlich i
Lyr (1995) smatraju da su unutra$nje membrane mito-
hondrija narotito osetljive na dikarboksimide zbog vi-
sokog sadrZaja nezasi¢enih masnih kiselina.

Brojna istrazivanja pokazuju da je umanjena efikas-
nost dikarboksimida posledica povecanja frekvenc-
ije umerenorezistentnih sojeva u populaciji patogena
(Lorenz i Eichhorn, 1980; Murakoshi i Hosaya, 1982;
Wangi sar., 1986; Elad i sar., 1992; Steel i Nair, 1993).
Faretra i Pollastro (1991) su utvrdili da je rezistentnost
na dikarboksimide determinisana jednim polimorfn-
im genom - Dﬂf].

Remecenje sinteze metionina

Anilinopirimidini (pirimetanil, ciprodinil i melam-
pirum) su fungicidi visoke efikasnosti u suzbijanju broj-
nih askomiceta (Tanovié¢isar., 2008a, 2008b). Na siro-
masnim hranljivim podlogama ova jedinjenja pri veoma
malim koncentracijama snazno inhibiraju i klijanje ko-
nidija i rast micelije. Na kompleksnim podlogama boga-
tim hranljivim materijama, medutim, toksi¢nost je va-
rijabilna jer su gljivi dostupna jedinjenja koja uti¢u na
toksi¢nost anilinopirimidina (Leroux i sar., 1999; Le-
roux i sar., 2002). Eksperimentalno je pokazano da ne-
koliko aminokiselina, naro¢ito metionin, ponistava to-
ksi¢nost anilinopirimidina (Masner i sar., 1994; Ros-
slenbroich i Stuebler, 2000). Druga zajednicka karakte-
ristika svih anilinopirimidina je inhibicija sekrecije hi-
drolititkih enzima patogenih gljiva (celulaza, kutinaza,
lipaza, proteaza), neophodnih za ostvarenje infekcije.
Tac¢an mehanizam uticaja anilinopirimidina na sintezu
proteina nije poznat. Do sadasu opisana tri fenotipaB.
cinerea rezistentna na anilinopirimidine: Ani R1, Ani
R2 i Ani R3. Geneti¢ka analiza je pokazala da je rezi-
stentnost za svaki fenotip determinisana jednim major
genom — Anil, Ani2 ili Ani3 (Lerouxisar., 2002). Ani
R1 sojevi, opisani u Francuskoj i drugim zemljama, su
umereno- do visokorezistentni na anilinopirimidine a
osetljivi na fungicide drugadijeg mehanizma delovanja
(Lerouxisar.,, 1999). Ani R2 i Ani R3 ispoljavaju rezi-
stentnost kako na anilinopirimidine, tako i na fungi-
cide ostalih hemijskih grupa: dikarboksimide, fenilpi-
role, inhibitore sinteze sterola i cikloheksimide (Lero-
ux i sar., 2002). Pretpostavlja se da je mehanizam rezi-
stentnosti Ani R1 sojeva posledica promene mesta de-
lovanja, nastala kao rezultat mutacije (Leroux, 2004).
Postoje indicije da je rezistentnost na Ani R2i Ani R3
sojeve rezultat pojaanog izbacivanja fungicida iz éeli-
je aktivnim transportom preko takozvanih ABC tran-
sportera (ATP-binding cassette transporters) (Leroux i
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sar., 2002). Medutim, ni za jednu ni za drugu pretpo-
stavku eksperimentalni dokazi jo§ uvek ne postoje (Le-
roux i sar., 1999; Leroux, 2004).

Remecenije sinteze sterola

Do sada su poznate etiri grupe inhibitora sinteze
ergosterola:

— inhibitori skvalen epoksidacije;

— inhibitori 14a-demetilacije;

— inhibitori sterol A'* redukcije i/ili A%- A7 izome-
rizacije;

— inhibitori C-4 demetilacije.

Inhibitori skvalen epoksidacije su znalajni proizvo-
di u humanoj medicini. Kao pesticidi u poljoprivredi
koriste se jedinjenja iz poslednje tri grupe, a nekoliko
njih namenjeno je suzbijanju B. cinerea. Od inhibito-
ra 14a-demetilacije kao botriticidi mogu da se koriste
prohloraz i tebukonazol. Medutim, male doze primene
ovih fungicida (zbog fitotoksi¢nosti) nisu dovoljne za
uspednu zadtitu useva od B. cinerea (Leroux, 2004). Pro-
blem moze biti prevaziden jedino upotrebom ovih fun-
gicida u smesi sa nekim od fungicida nespecifi¢nog me-
hanizma delovanja (Yunis i sar., 1991; Stehman, 1995):
Najefikasniji inhibitor sinteze sterola u suzbijanju B. ci-
nerea je hidroksianilid fenheksamid, inhibitor 3-keto
reduktaze neophodne za C-4 demetilaciju u procesu
sinteze ergosterola. Fenheksamid ima vrlo uzak spektar
delovanja — efikasno suzbija Borrytis spp. i srodne vrste
(Sclerotinia spp. i Monillinia spp.). Kao i ostali inhibi-
tori sinteze ergosterola, fenheksamid ne uti¢e na klija-
nje konidija ve¢ u veoma malim koncentracijama snaz-
no inhibira izduZivanje inicijalnih hifa i porast micelije.

Sojevi B. cinerea Hyd R1, visokorezistentni na fen-
heksamid, lako su pronalaZeniu populacijama patogena
¢ak i pre uvodenja u primenu ovog fungicida. Medutim,
rezistentnost se ispoljava samo u testu inhibicije porasta
micelije 7z vitro, dok je proces izduZivanje inicijalne hi-
fe osetljiv na hidroksianilide (Leroux i sar., 1999). Nai-
me, utvrdeno je da ovi sojevi metaboli$u fenheksamid,
ali samo nakon duZzeg perioda rasta u optimalnim labo-
ratorijskim uslovima (Suty i sar., 1999). Zbog iskljucivo
preventivne primene fenheksamida, Hyd R1 sojevi ve-
rovatno nede uticati na efikasnost suzbijanja u prakei¢-
nim uslovima, §to je i pokazano u ogledima u polju (Su-
tyisar., 1999; Lerouxisar., 2002). Albertini i saradnici
(2002), kao i Fournier i saradnici (2003; 2005) smatraju
da su Hyd R1 sojevi B. cinerea izolovana geneti¢ka gru-
pa. Sekvenciranje gena za 3-keto reduktazu (ERG27) i
gena za l4a-demetilazu (CypSI) (Albertini i sar., 2002;
Albertini i Leroux, 2004) potvrduje geneticku razliku
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izmedu Hyd R1 i ostalih sojeva B. cinerea i ukazuje na
opravdanost izdvajanja Grupe I (Leroux i sar., 2002).
U Grupi I1 B. cinerea opisana su dva rezistentna fenoti-
pa: Hyd R2 (umerene rezistentnnosti na fenheksamid)
i Hyd R3 (visokorezistentni na fenheksamid bez obzi-
ra dali je u pitanju izduzZivanje inicijalne hife ili porast
micelije). Struktura gena ERG27 Hyd R2 sojeva je vrlo
sli¢na strukturi osetljivih sojeva B. cinerea, dok suu Hyd
R3 otkrivene dve mutacije odgovorne za zamenu fenila-
lanina izoleucinom na poziciji 412 i arginina u treonin
na poziciji 496 3-keto reduktaze, §to je verovatno dove-
lo do promene strukture primarnog mesta delovanja fe-
nheksamida. Imajuéi u vidu ostale osobine Hyd R3 so-
jeva, potrebno je obratiti paznju na njihovo prisustvo u
populaciji patogena jer njihov udeo bi mogao uticati na
razvoj rezistentnosti (Albertini i Leroux, 2004; Lero-
ux, 2004). Kao pouzdan metod otkrivanja Hyd R3 so-
jeva, predlaze se test inhibicije porasta inicijalne hife pri
koncentraciji fenheksamida ve¢oj od 4 mg/L, a kao me-
ra opreza preporucuje primena antirezistentne strate-
gije (Couteux i Lejeone, 2003, loc. cit., Leroux, 2004).

UPRAVLJANJE REZISTENTNOSCU

Rezistentnost predstavlja naslednu ste¢enu sposob-
nost individua u populaciji da prezive delovanje pestici-
da u koncentraciji u kojoj bi, pod normalnim uslovima,
pesticid bio efikasan. Mada rezistentnost ¢esto moze bi-
ti pokazana u laboratoriji, to jo§ uvek ne zna¢i daje efi-
kasnost pesticida u polju smanjena. Za izostanak efi-
kasnosti u praksi zbog promene osetljivosti populacije
koristi se termin prakti¢na rezistentnost (OEPP/EP-
PO, 1988).

Ako se ima u vidu da ¢e primena fungicida verovat-
no ostati vazan deo programa integralne zastite bilja u
buduénosti, prou¢avanje faktora koji uti¢u na pojavu
rezistentnosti ima veliki znac¢aj. Prema Georgopoulos-u
(1988), narazvoj rezistentnosti uticu i aktivna materija i
patogena vrsta. Brza pojava rezistentnosti naj¢esce nas-
taje upotrebom visokotoksi¢nog perzistentnog fungic-
ida specifi¢nog mehanizma delovanja u suzbijanju pa-
togena visokog infekcionog potencijala na osetljivom
domacéinu gajenom na velikoj povrsini. Brent i Hollo-
mon (1998) smatraju da upravo kombinacija fungicid
specifitnog mehanizma delovanja i Botrytis cinerea nosi
najvedirizik za razvoj rezistentnosti.

Kada se udestalost rezistentnih sojeva u populaci-
ji patogena poveca toliko da se efikasnost fungicida
znadajno smanji, za upravljanje rezistentno$cu je veé
kasno. S druge strane, nemogude je unapred znati da li

¢e i kada ucestalost rezistentnih sojeva preéi prag toler-
ancije, pa je pradenje pojave rezistentnosti za sada jedi-
ni pouzdan nadin prikupljanja informacija neophodnih
za pravilan izbor fungicida (Lorenz, 1988).

Izostanak efikasnosti pesticida zbog promene os-
etljivosti populacije $tetnog organizama i razvoja
prakti¢ne rezistentosti, kao i neophodna uzastopna pri-
mena drugog proizvoda da bi se zastitio usev, predstavl-
ja gubitak kako za poljoprivrednog proizvodaca, tako i
za hemijsku kompaniju. Uz to, znacajno je i zagadenje
zivotne sredine koje bi se pravovremenom reakcijom
moglo izbedi. Efikasno upravljanje rezistentno$¢u po-
drazumeva razumevanje faktora koji se odnose na iz-
vor, razvoj i §irenje. Rizik prakti¢ne rezistentnosti je
rezultat kombinacije nasledenih faktora i faktora ko-
ji se odnose na uslove primene pesticida. Nasledeni
faktori zavise od interakcije osobina $tetnog organiz-
ma i osobina hemijske supstance i na njih se ne moze
uticati. Uslovi primene pesticida, medutim, pravilno
definisani, mogu da budu znadajan faktor smanjenja
rizika. Iskustvo je pokazalo da, u slu¢ajevima visokog
rizika, primena efikasne antirezistentne strategije up-
ravljanja rezistentno$¢u moze da smanji rizik do pri-
hvatljivog nivoa. Antirezistentna strategija se zasniva
na pokusaju smanjenja selekcionog pritiska na cilja-
ni organizam, ¢ime se rezistentnost odlaze ili drZi na
niskom nivou. Ovo se postize primenom takozvanih
modifikatora rizika (modifiers) u svim slu¢ajevima u
kojima je rizik nastanka rezistentnosti suvie visok da
bi bio prihvatljiv. Tako, ograni¢enje broja tretiranja u
toku jedne vegetacije, izbegavanje upotrebe samo jed-
nog fungicida visokog rizika, odgovaraju¢a doza i vreme
primene, upotreba mesavina pesticida razli¢itog meh-
anizma delovanja kao i alternativna primena pesticida
iz razli¢itih rezistentnih grupa omogudéuje dugotra-
jno o¢uvanje efikasnosti pesticida (Brent i Hollomon,

1998; OEPP/EPPO, 2003).

MONITORING REZISTENTNOSTI

Monitoring rezistentnosti, zajedno sa monitoringom
efikasnosti fungicida, predstavlja okosnicu dobre anti-
rezistentne strategije. Medutim, postavlja se pitanje ka-
ko prepoznati razvoj rezistentnosti, odnosno da li postoji
nacin da se prati efikasnost pesticida pre nego $to rezi-
stentnost postane problem (Brent, 1988; Ma i Michaili-
des,2005). Russell (2004) smatra da je za odgovor na ovo
pitanje neophodno poznavati reakciju izvorne populaci-
je ciljanog organizma (wild type population) na fungicid,
odnosno izvornu osetljivost (baseline sensitivity). Prema
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definiciji, izvorna osetljivost nije jedan podatak, veé seri-
ja podataka dobijena kao odgovor veéeg broja individua
(obi¢no od 20 do 50) na delovanje pesticida i predstavlja
raspon osetljivosti izvorne populacije koji sluZi kao eta-
lon za pracenje pojave i razvoja rezistentnosti. Cesto se
steée pogre$no shvatanje da laboratorija moze da preu-
zme ve¢ objavljene podatke neke druge laboratorije o
izvornoj osetljivosti i da ih koristi kao etalon za svoja
ispitivanja. Takva procedura moze da bude veoma opa-
snaidadovede do pogre$nih zaklju¢aka. Zbograzlikau
interpretaciji procedura testiranja, razli¢itih laboratori-
jskih uslova i nadina ocene, ¢ak i razlika u aktivnoj ma-
teriji ili preparatu, podaci dobijeni u jednoj laboratori-
ji mogu da odstupaju od literaturnih. Jedini na¢in da se
izbegne ovaj problem je odredivanje izvorne osetljivosti
u sopstvenoj laboratoriji (Russell, 2004).

Pradenje pojave rezistentnosti ima za cilj:

— utvrdivanje pravog uzroka sumnjivih slu¢ajeva
prakti¢ne rezistentnosti;

— predvidanje pojave problema rezistentnosti;

— provera adekvatnosti programa za upravljanje re-
zistentnos$céu;

— pradenje razvoja rezistentnosti;

— testiranje matemati¢kih modela za predvidanje re-
zistentnosti (Brent, 1988, 1995).

Osnovni, jo§ uvek neresen problem predstavlja broj i
tip uzoraka neophodnih za dobijanje pouzdanih rezul-
tata. Locher i Lorenz (1991) i Lorenz (1988) smatraju da
su i broj i veli¢ina uzorka odredeni ciljem ispitivanja koji
moze biti: ispitivanje osetljivosti izvorne populacije (wild
tipe population), ispitivanje nivoa rezistentnosti ili praée-
nje dinamike razvoja rezistentne populacije. Prema Brent-
u (1988), pored nacina uzorkovanja, veli¢ine, broja i dis-
tribucije uzoraka, vaznu ulogu ima i odnos cene ko$tanja
eksperimenta i vrednosti dobijenih podataka. Imajuéi u
vidu sve elemente, najbolje je ispitivanja poceti sa velikim
uzorcima, a kasnija, detaljnija prou¢avanja izvesti na uzor-
cima manjeg obima. U oba slu¢aja, osetljivost sojeva bi tre-
balo ispitati brzo i uz minimalan broj presejavanja (Brent,
1988). Suty i saradnici (1999) su za potrebe praéenja oset-
ljivosti na fenheksamid koristili izolate B. cinerea dobijene
iz 20 do 30 pojedina¢no upakovanih zarazenih plodova.

Locher i Lorenz (1991) navode nekoliko metoda za
testiranje osetljivosti B. cinerea na dikarboksimide: pre-
liminarni kvalitativni test, test inhibicije klijanja koni-
dijai test inhibicije porasta micelije. Svaka od ovih me-
toda ima i prednosti i nedostatke, tako da izbor zavisi,
pre svega, od cilja ispitivanja. Po$to metode nisu potpu-
no standardizovane, Brent (1988) sugerie istrazivadi-
ma da uz rezultate obavezno detaljno opi$u i metodu,
kako bi se izbegla pogresna tumacenja.
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Vedina autora u ispitivanjima osetljivosti primenjuje
metodu inhibicije porasta micelije (Faretra i Pollastro,
1991, 1993; Steel i Nair, 1993; Stehmann, 1995; Choi
isar., 1996, 1997; LaMondia i Douglas, 1997; Hayashi
isar.,2001; Tanovié, 2()10), mada se mogu zapaziti i ra-
dovi u kojima je primenjena metoda inhibicije klijanja
konidija (Choi i sar., 1996) ili kvalitativni test (Berrie i
Koomen, 1994; Stehmann i De Waard, 1996).
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Botrytis cinerea Control and the
Problem of Fungicide Resistance

SUMMARY

Botrytis cinerea, the causal agent of grey mould, greatly affects fruit, grapevine, vege-
table and ornamental crops production. It is a common causal agent of diseases in plants
grown in protected areas, as well as fruit decay during storage and transport. The fungus
invades almost all parts of the plant in all developmental stages, and the symptoms are
usually described as grey mould, grey mildew, brown rot and seedling blight. The paper
reviews the current knowledge on control possibilities of this necrotrophic pathogen. The
attention is particularly paid to the mode of action of novel fungicides and to the problem
of resistance. It is pointed out that by limiting the number of treatments in the growing
season, avoiding the use of only one fungicide with a high risk for resistance development,
appropriate application rate and timing, using mixtures of pesticides with different modes
of action, as well as by alternative use of pesticides from different resistance groups, a long-
term preservation of pesticide efficacy is provided.

Keywords: B. cinerea; Control; Fungicides; Resistance





