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REZIME

U radu je ispitivana pogodnost crossed-paper metode za dobijanje laboratorijskih
sojeva B. cinerea rezistentnih na dikarboksimide. Pra¢ena je pojava brzorastucih sektora
micelije na podlozi sa rastu¢om koncentracijom iprodiona, obezbedenom crossed-pa-
per metodom i na podlozi sa homogenom koncentracijom ovog fungicida. Crossed-
-paper metodom je, za Cetiri do Sest dana, dobijeno pet laboratorijskih sojeva B. cinerea
visoke rezistentnosti na dikarboksimide. Na podlozi sa homogenom koncentracijom
iprodiona, u istom periodu, nisu dobijeni brzorastudi sektori. Faktor rezistentnosti (RF)
svih laboratorijskih rezistentnih sojeva bio je veci od 2000. Cetiri od pet dobijenih so-
jeva, zadrzala su rezistentnost i posle deset presejavanja na podiogu bez fungicida.

Kljuéne reci: Botrytis cinerea; crossed-paper metod; dikarboksimidi; rezistentnost

uvoD

Rezistentnost fitopatogenih gljiva na fun-
gicide je znalajan problem u poljoprivredi od
sedamdesetih godina proslog veka. Proizvodati
i korisnici pesticida, ili negiraju ovu pojavu -
povelavajuéi ucestalost i doze primene fungicida,
ili iz pojedina¢nih slucajeva rezistentnosti izvlace
ishitrene zakljucke i traZe prestanak upotrebe pesti-
cida. Poslednjih decenija, velika paznja se poklanja
razmatranjima razli¢itih strategija spreavanja rez-
istentnosti, ¢esto bez eksperimentalne provere teor-
ijskih postavki. Na Konferenciji o rezistentnosti na
pesticide, odrzanoj 1984. godine u Vasingtonu, kao
prioritet u istraZivanjima ovog fenomena definisano

je proucavanje mehanizama delovanja pesticida i
mehanizama rezistentnosti §tetnih organizama,
biologije i ekologije rezistentnih populacija, kao i
razvoj sistema za pracenja rezistentnosti i procenu
rizika od rezistentnosti (Delp, 1994).

Imajuéi u vidu definisane prioritete, zapoceta
su detaljnija proucavanja, bioloskih karakteris-
tika izolata polifagne fitopatogene gljive Botrytis
cinerea Pers., poreklom sa razli¢itih lokaliteta u
Srbiji, i njihove osetljivosti na dikarboksimide. U
prethodnom radu (Tanovi¢, 2003) prikazani su
rezultati ispitivanja osetljivosti izolata B. cinerea
iz prirodnih populacija na iprodion i vinklozolin.
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Prvobitni cilj bio je da se, izolacijom patogena iz
razli¢itih domacina gajenih na razli¢itim lokaliteti-
ma, pronadu sojevi rezistentni na dikarboksimide i
prouce njihove bioloske karakteristike. Medutim, u
prirodnim populacijama takvi sojevi nisu pronadent,
pa je za proucavanje osobina rezistentnih sojeva bila
neophodna laboratorijska adaptacija prirodno ose-
tljivih sojeva na poveéanu koncentraciju fungicida,
odnosno laboratorijska selekcija rezistentnih sojeva
B. cinerea.

Laboratorijski sojevi gljiva rezistentni na dikar-
boksimide dobijaju se gajenjem osetljivog izolata na
podlozi koja sadrzi visoku koncentraciju fungicida
ili uzastopnim presejavanjem izolata na podloge
koje sadrze sve ve¢u koncentraciju fungicida (Pom-
mer i Lorenz, 1982; Beever i Brien, 1983; Leroux
i Fritz, 1983; Grindle, 1984; Littley i Rahe, 1984;
Pommer i Lorenz, 1995). Za dobijanje visokorez-
istentnog sektora micelije B. cinerea na hranljivoj
podlozi sa subletalnom koncentracijom fungicida
potrebno je nekoliko nedelja (Gouot, 1994).

U ovom radu prikazan je postupak dobijanja lab-
oratorijskih sojeva B. cinerea rezistentnih na dikar-
boksimide adaptacijom crossed-paper metode, koju
su De Waard i Nistelrooy (1982) uveli u primenu
za testiranje toksi¢nosti fungicida u prisustvu drugih
supstanci. Istovremeno, sojevi B. cinerea podvrg-
nuti su i laboratorijskoj selekciji metodom gajenja na
podlozi koja sadrzi visoku koncentraciju iprodiona.
Nakon laboratorijske selekcije, testirana je osetljivost
izvornih i dobijenih sojeva na iprodion i vinklozolin i
isptivana stabilnost selekcionisane rezistentnosti.

MATERLJAL | METODE

Izolati B. cinerea

Za dobijanje laboratorijskih sojeva B. cinerea,
rezistentnih na dikarboksimide, potpuno slu¢ajno
je odabran 21 izolat iz kolekcije fitopatogenih gljiva
Centra za pesticide i zastitu Zivotne sredine (J 3,
J15,720,J29,]31,]32,]36,]37,]40,]41,M 7,
M47,M 48,M 49,V 66,5 92,5 94,5 102,S 103, S
121, S 125). Podaci o domaéinima, lokalitetima, da-
tumu i metodi izolacije, prikazani su u prethodnom
radu Tanovi¢ (2003).

Test-supstance

Iprodion [3-(3,5-dichlorophenyl)-N-isopropyl-
2,4-dioxoimidazolidine-1-carboxamide], preparat
Kidan EC, proizvod firme Aventis.

Vinklozolin [(RS) - 3- (3,5 - dichlorophenyl)
- 5-methyl - 5-vinyl - 1,3-oxazolidine - 2,4-di-
one], preparat Ronilan WG, proizvod firme BASF,

Nemacka.

Dobijanje laboratorijskih
rezistentnih sojeva B. cinerea

Laboratorijski rezistentni sojevi B.
dobijeni su delimi¢no modifikovanom crossed-paper
metodom (De Waard i Nistelrooy, 1982; Gullino
i Sisler, 1986). Osetljivi izolati B. cinerea gajeni
su deset dana na ravnom krompir-dekstroznom
agaru (KDA) (Muntanjola-Cvetkovi¢, 1987),
pri povecanoj vlaznosti i temperaturi od 20°C.
Povecana vlaznost je obezbedena razlivanjem vrele
KDA podloge u Petri-kutiju pri ¢emu dolazi do
kondenzacije na unutra$njoj strani poklopca Petri-
-kutije. Pod opisanim uslovima svi izolati B. cinerea
sporuli$u.

U Petri-kuriji sa odgajenom micelijom doda-
vano je 10 ml sterilne destilovane vode. Micelija i

cinerea

konidije su sterilnom kopljastom iglom sastrugane
sa KDA podloge, dobro izmesane sa vodom i izlive-
ne u 30 mL otopljene KDA podloge, prethodno
ohladene do 50°C. Suspenzija je dobro izmesana i
razlivena u tri Petri-kutije. Na o¢vrsnutu podlogu
unakrsno su postavljene po dve trake sterilnog filter
papira dimenzija 85 x 5 mm, prethodno potopljene
u emulziju sa 1% iprodiona i prosusene u sterilnim
uslovima. Fragmenti micelije osetljivih izolata su is-
tovremeno zasejani i na KDA podlogu u koju je do-
dato 10 mg/L iprodiona, homogeno rasporedenog u
celoj zapremini podloge. KDA podloga sa rastu¢om
i homogenom koncentracijom iprodiona, zasejana
izolatom B. cinerea osetljivim na dikarboksimide,
prikazana je na Slici 1.

10 mg/l

Slika 1. KDA podloga sa rastu¢om (levo) i homogenom
koncentracijom ipodiona (desno), zasejana izolatom B. cine-
rea osetljivim na dikarboksimide

Figure 1. PDA medium containing an increasing (left) and
homogeneous iprodione concentration (right), inoculated
with an isolate of B. cinerea sensitive to dicarboximides
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Pojava brzorastu¢ih sektora micelije pracena je
na podlozi sa rastu¢om koncentracijom iprodiona
(u sterilnim zonama oko traka filter papira) i na
podlozi sa homogenom koncentracijom ovog fun-
gicida. Izolati dobijeni od ovih sektora su, uz raniji
naziv izolata, dobili oznaku ,f” i dalje su ¢uvani
na KDA podlozi sa 10 mg/L iprodiona (Faretra i
Pollastro, 1991). Dobijeni rezistentni (f) izolati su
sa podloge na kojoj su ¢uvani presejavani na KDA
podlogu bez fungicida i, nakon inkubacije od cetiri
dana, koriséeni za sve biotestove, osim u slu¢ajevima
kada je drugacije naglaseno.

Procena parametara osetljivosti dobijenih izolata
na iprodion i vinklozolin

Parametri osetljivosti izolata na iprodion i vin-
klozolin procenjeni su po delimi¢no modifikovanoj
metodi Leroux i Gredt (1972). Posmatrano je de-
lovanje fungicida na porast micelije izolata in vitro.
Fungicidi su dispergovani u sterilnoj destilovanoj
vodi a zatim, uz neprestano me§anje na magnetnoj
mesalici, asepti¢no dodavani u rastopljenu KDA
podlogu prethodno ohladenu do 50°C. Odnos
mesanja fungicida i podloge bio je 1:9. U KDA
podlogu u kontroli dodavana je sterilna destilovana
voda, tako da je efekat rastvaraca i ostalih sastojaka
u formulacijama pesticida zanemarivan. Prelimi-
narnim ispitivanjem su pronalazene koncentracije
fungicida u podlozi kojima se postize inhibicija
porasta izolata izmedu 5% i 95% u odnosu na kon-
trolu. Za procenu parametara osetljivosti kori§¢ena
je skala simetri¢no rasporedenih koncentracija u
utvrdenom opsegu, kako bi se dobila §to pouzdanija
vrednost parametra EC-50 (Robertson i sar., 1984).

Na srediénji deo pripremljene podloge, razlivene
u Petri-kutije (R = 90 mm), postavljani su kruzni
isecci micelije ispitivanih izolata (R = 10 mm) i
inkubirani na temperaturi od 20°C. Svi testovi su
izvedeni u tri ponavljanja. Nakon inkubacije od tri
dana za osetljive i Zetiri dana za rezistentne izolate,
mereno je $est radijalno rasporedenih rastojanja od
ivice kolonije do ivice inokuluma. Za probit analizu
uzimani su odgovori na najmanje Cetiri koncen-
tracije, preraunati na procenat inhibicije u odnosu
na kontrolu. Procenjene su koncentracije koje inhi-
biraju porast micelije 50%, odnosno 90% u odnosu
na kontrolu (vrednosti EC-50 i EC-90 i nagib
regresione linije (b). Kriterijum za znalajno raz-
likovanje dve regresione linije bilo je nepreklapanje
intervala poverenja za EC-50 1 EC-90 vrednosti na
nivou verovatnoce 0.05.

Faktori rezistentnosti (RF) su izracunati kao
odnos EC-50 posmatranog i EC-50 najosetljivi-
jeg izolata (Dekker, 1995). Nivo rezistentnosti je
ocenjen na osnovu skale koju je predlozio Gouot
(1994):

RF < 3 - osetljivi izolati;

RF = 3 - 20 - umereno rezistentni;

RF > 100 - visokorezistentni izolati.

Promena osetljivosti rezistentnih izolata
u odsustvu fungicida

Za proudavanje promene osetljivosti rezistent-
nih izolata u odsustvu fungicida micelija rezis-
tentnih izolata je prvo presejana na KDA podlogu
koja sadrzi 10 mg/L iprodiona i KDA podlogu bez
fungicida. Izolati su dalje presejavani u intervalima
od sedam dana po Semi prikazanoj na Slici 2.
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Za biotest je kori§¢ena micelija izolata starosti
Cetiri dana gajena na KDA podlozi koja sadrzi 10
mg/L iprodiona (varijanta ff), jednom presejana
(varijanta f1) i deset puta presejavana (varijanta
£10) na KDA podlogu bez fungicida.

Parametri osetljivosti na iprodion, za sve tri
varijante f - izolata, procenjeni su na naéin opisan u
prethodnom potpoglavlju. Kriterijum za statisticki
znacajno razlikovanje EC-50 i EC-90 vrednosti je
nepreklapanje intervala poverenja (p = 0.05).

U drugom, kvalitativnom ogledu, sve tri varijante
f - izolata su istovremeno zasejavane na KDA pod-
logu koja sadrzi 10 mg/L iprodiona i na KDA pod-
logu bez fungicida. Praéen je pocetak rasta f - izolata
na podlozi u koju je dodat fungicid, a pre¢nik po-
rasta micelije meren je nakon inkubacije od tri dana.
Ogled je izveden u Cetiri ponavljanja. Znacajnost
razlika porasta izolata na podlozi sa dodatim iprodi-
onom i u kontroli testirana je t - testom.

Za izolate koji su posle deset presejavanja ostali
rezistentni na iprodion procenjeni su parametri ose-
tljivosti (EC-50 i EC-90) na vinklozolin i prikazani
sa intervalima poverenja na nivou p = 0.05.

REZULTATI

Na podlozi sa rastuéom koncentracijom ipro-
diona dobijeno je ukupno pet visokorezistentnih
sektora micelije B. cinerea. U istom periodu, na
podlozi sa homogenom koncentracijom fungicida
nije bilo brzorastu¢ih sektora (Slika 3, Tabela 1).

Tabela 1. Poreklo rezistentnih sojeva B. cinerea
Table 1. Origine of resistant strains of B. cinerea

Izolat iz prirodne  Odgovaraju¢i
Domaéin populacije rezistentan izolat
Host Isolate from Corresponding
natural population  resistant strain
Jagoda
Strawberry J3 J3t
Jagoda
Strawberry J15 J15¢
Malina M 47 M 47¢
Raspberry
glah“a M 49 M 49f
aspberry
Salata S 125 S 125¢
Lettuce

iprodiong

Slika 3. Rezistentni sektor izolata B. cinerea (M 49) u
neposrednoj blizini trake impregnirane iprodionom

Figure 3. The resistant sector of B. cinerea isolate (M 49) in
close proximity of the strip impregnated with iprodione

Parametri osetljivosti izolata na iprodion

Na Slici 4 prikazane su ec-p linije toksi¢nosti
iprodiona za izolate B. cinerea. Od izolata iz prirod-
nih populacija najmanju osetljivost ispoljio je izolat
M 47 poreklom iz maline (EC-50 = 0.28 mg/L;
EC-90 = 1.44 mg/L; b = 1.81; RF = 1.55),a najo-
setljiviji je bio izolat J 3 iz jagode (EC-50 = 0.18
mg/L; EC-90 = 0.68 mg/L; b = 2.17; RF = 1). In-
tervali poverenja za EC-50 i EC-90 vrednosti (CI
95%) bili su potpuno razdvojeni tako da je razlika
u osetljivosti ovih izolata na iprodion statisticki
znalajna. Vrednosti parametara osetljivosti za
preostala tri izolata su, logi¢no, izmedu navedenih
grani¢nih vrednosti, s tim $to se intervali pover-
enja i za EC-50 i EC-90 preklapaju sa vrednostima
dobijenim za izolate M 47 ¥/ili J 3.

Na osnovu izratunatog faktora rezistentnosti
(RF < 3) i kriterijuma po Gouot-u (1994), svi
izolati iz prirodnih populacija su osetljivi na ipro-
dion. Od laboratorijski dobijenih izolata najmanju
osetljivost na iprodion imao je izolat M 47f (EC-50
= 3118.8 mg/L;; EC-90 = 147340 mg/L; b = 0.77;
RF = 17326.7). Najosetljiviji je bio izolat M 49f
(EC-50 = 389.8 mg/L; EC-90 = 6890.8 mg/L; b
= 1.03; RF = 2165.6). Intervali poverenja za EC-
50 vrednosti se ne preklapaju, dok je za EC-90
preklapanje delimi¢no. Faktor rezistentnosti (RF)
za sve laboratorijski dobijene sojeve bio je veci od
100, pa se na osnovu kriterijuma Gouot-a (1994),
moze konstatovati da su svi visokorezistentni na
iprodion.
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J = strawberry; M = raspberry; S = lattuce; f = strain obtained in the laboratory

Slika4. Regresione linije toksi¢nosti iprodiona za laboratorijske izolate B. cinerea rezistentne na dikarbok-

simide i izolate od kojih su dobijeni

Figure 4. Regression lines of the toxicity of iprodione to the laboratory resistant isolates of B. cinerea and

the isolates from which they were obtained

Parametri osetljivosti izolata na vinklozolin

U tabeli 2 prikazani su parametri toksi¢nosti
vinklozolina za izolate B. cinerea. Od izolata iz
prirodnih populacija najosetljiviji na vinklozolin
bio je izolat M 49 iz maline sa EC-50 vrednoséu od
0.13 mg/L, a najmanje osetljiv izolat M 47 takode
iz maline (LC-50 = 0.20 mg/L; RF = 1.5). Intervali
poverenja za obe EC vrednosti (EC-50 i EC-90)
u potpunosti se preklapaju tako da nema statisticki
znacajne razlike u osetljivosti na vinklozolin.

Na osnovu izraunatog faktora rezistentnosti
(RF < 3) i kriterijuma po Gouot-u (1994), svi
izolati iz prirodnih populacija su osetljivi na vin-
klozolin. Od laboratorijski dobijenih rezistentnih
izolata najosetljiviji je bio izolat J 15F (EC-50 =
=844.8 mg/L; RF = 6498.5), a najmanje osetljiv S
125f (EC-50 = 3279.6 mg/L; RF = 25227.7). Za
izolat M 47f nije dobijena regresiona linija. Na
podlozi koja sadrzi 1000 mg/L vinklozolina ovaj
izolat raste brze nego u kontroli. Nakon inkubacije
od Cetiri dana, prosean pre¢nik porasta micelije
izolata M 47f na KDA podlozi u koju je dodato

1000 mg/L vinklozolina iznosio je 27.3 mm, a u

kontroli 16.2 mm. Nemoguce je ovakav odgovor
transformisati u binarni, odnosno izracunati pro-
cenat inhibicije u odnosu na kontrolu.

Promena osetljivosti na iprodin

U Tabeli 3 prikazani su parametri toksi¢nosti
iprodiona za uzastopno presejavane selekcionisane
sojeve B. cinerea. Posle deset presejavanja na podlogu
bez fungicida rezistentni izolat ] 15fje postao osetljiv
na iprodion. EC-50 vrednost za iprodion se smanjila
sa 954 mg/L (RF = 5305.0) na 0.24 mg/L (RF = 1.3)
a intervali poverenja za EC-50 1 EC-90 vrednosti su
se potpuno razdvojili. Ostali proucavani izolati su i
posle deset presejavanja bili rezistentni na iprodion.

Zabelezena je razlika izmedu faktora rezistent-
nosti izolata M 49f posle jednog (RF = 2168.5) i
posle deset (RF = 169.4) presejavanja na podlogu
bez fungicida. Medutim, razlika u osetljivosti ove
dve varijante izolata M 49f nije statisti¢ki znacajna,
zbog potpunog preklapanja intervala poverenja
za EC-90 vrednost. Za ff varijantu izolata M 47f
nismo dobili regresionu liniju zbog konstantne hete-
rogenosti podataka dobijenih u eksperimentu.
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Tabela 2. Parametri toksi¢nosti vinklozolina za izolate B. cinerea
Table 2. Toxicity parameters of vinclozolin to the isolates of B. cinerea

Izolat EC-50 (mg/L) EC-90 (mg/L) b H RF
Tsolate (CI 95%) (CI 95%) (CI 95%)
0.19 be 0.53a 2.81
J3 (0.17-0.21) (0.44-0.68) (2.58-3.04) 1.49 1.46
015 a 0.41 2 2.84
J15 (0.13-0.16) (0.35-0.51) (2.60-3.08) 0.60 1.15
0.20 abe 0.62 2 2.60
M 47 (0.11-0.42) (0.61-5.72) (2.44-2.83) 3.1 154
0132 0.51a 2.14
M49 (0.11-0.15) (0.40-0.70) (1.92-2.36) 0.11 10
0.18 abe 0.57 a 2.54
5125 (0.16-0.20) (0.46-0.76) (2.31-2.77) 0.61 138
2122.7 de 17546.2 b 140
J3t (1330.2-4691.7)  (7081.7-90149.7)  (1.19-1.61) 1.38 16328.5
844.8 62383.4 b 0.69
15t (539.7-1367.4)  (24161.6-267870)  (0.61-0.77) 1.62 6498.6
M 47F* ~1500 _ _ - -
1642.7 de 196243 b 119
M 49f (1229.1-2441.0) (10112.0-53226.8)  (1.06-1.32) 1.98 12636.2
3279.6 d 36244.8 b 123
SIBE (1828.7-10046.4) (11365.6-36559.0)  (1.02-1.44) 1.30 25227.7

J = jagoda; M = malina; S = salata; f = laboratorijski dobijeni izolati; EC-50 i EC-90 vrednosti oznalene razlicitim slovima razlikuju se
na osnovu nepreklapanja intervala poverenja na nivou verovatnoce 0.05.
CI = interval poverenja; b = koeficijent regresije; H = heterogenost; RF = faktor rezistentnosti; *EC - vrednosti nisu procenjene - izolat

na KDA podlozi sa 1000 mg/L vinklozolina raste brze nego u kontroli (KDA + sterilna destilovana voda).

J = strawberry; M = raspberry; S = lattuce; f = strain obtained in the laboratory, EC-50 and EC-90 values for the various forms of a
single f isolate designated by different letters differ on the basis of non-overlapping intervals (p = 0.05). CI = confidence interval; b =
regression coefficient; H = heterogeneity; RF = resistance factor. EC - values were not estimated - the growth of the isolate on PDA

medium containing 1000 mg/L was faster then on the control medium (PDA + sterile destiled water).
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Tabela 3. Promena parametara osetljivosti f izolata B. cinerea na iprodion u odsustvu fungicida
Table 3. Change in iprodione toxicity parameters in f isolates of B. cinerea in the absence of the fungicide

Varijanta f-izolata  EC-50 (mg/L) EC-90 (mg/L) b o "
Type of F-isolate (CI 95%) (CI 95%) (CT 95%)

] 3% (89(1).128-62;431.2) (993220.3?21188.2) (o.9¥i9e) 065 65911
J3f (106?%321.2) (11729533.822%33.8) (0.911'?13.15) 121 80844
J 310 (109156.2)23037.6) (1675712—15'1;83700) (0.7%?398) 0.74 89739
J158 (78?21137})7.1) (1451?332;510) (0.7%?3.94) 057 61217
J158 (7259.?'19321.5) (88%?—%%7%.5) (0.8%9'?10.11) L 530
J15610 (0.2292-239) (1.31'11-‘;.;9) (2.0%—1;.28) 0.56 13
M 476 5 1500 - _ 5 -
M 474 (1 82351.112—3'78720.6) (3793:?3?24%%0) (0.6%7589) 198 173267
M 47610 (107122?275481.0) (1895839‘.‘(1)?3.?):490) omo9s O 8794
M 49fF (20?28-.28;.9) (148??60—91.237232.1) (1.0151211.37) 071 16028
M49 1 (243?39-.88461.2) (2362?29-?15&8.0) (0.817'?13.19) 155 21655
M 49f10 (16;(8)54‘5.29) (233122.2?25%22.0) (0.309'?09.59) 030 1694
§ 1256 (942.2236%.4) (116%?(5—58.28%50.9) (0.8%?;9.11) 021 7157.2
S 1258 (29?914'471012).3) (1701?.727-813059600) (0.4%-53.69) 013 24522
5 125410 (412.5(;1§}2%s}17.9) (3172)?.65—29(2#%460) (0.4%—5;.62) 025 36339

J = jagoda; M = malina; S = salata; SEC-vrednosti nisu procenjene zbog konstantno visoke heterogenosti podataka; ff = za biotest
korid¢eni fragmenti micelije rezistentnog izolata sa podloge koja sadrzi 10 mg/L iprodiona; f1 = rezistentni izolat je pre biotesta jednom
presejan sa podloge za &uvanje na KDA podlogu bez fungicida; f 10 = biotest posle deset uzastopnih presejanja rezistentnog izolata na
KDA podlogu bez fungicida; EC-50 i EC-90 vrednosti za razli¢ite varijante jednog f-izolata oznagene razlicitim slovima razlikuju sc na
osnovu ncpreklapanja intervala poverenja (p = 0.05).

CI = interval poverenja; b = koeficijent regresije; H = heterogenost; RF = faktor rezistentaosti.

] = strawberry; M = raspberry; S = lattuce; YEC-values were not estimated because of continuously hight heterogencity of the data;
ff = bioassay was performed using mycelial fragment of the culture of resistent isolate grown on medium containing 10 mg/L iprodione;
f1 = prior to conducting the bioassay, the resistent isolate was transfered from the stock medium to fungicide free PDA medium;
£10 = bioassay was conducted after 10 subscquet transfers of the resistent isolate to the fungicide free PDA medium; EC-50 and
EC-90 values for the various forms of a single f-isolate designated by different letters differ on the basis of non-overlapping intervals
(p = 0.05).

CI = confidence interval; b = regression coefficient; H = heterogencity; RF = resistance factor.
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ff = za biotest korisceni fragmenti micelije
sa podloge koja sadrzi 10 mg/L iprodiona;
f1 = rezistentni izolat je pre biotesta jednom
presejan sa podloge za cuvanje na KDA
podlogu bez fungicida; f10 = biotest posle
deset uzastopnih presejanja rezistentnog
izolata na KDA podlogu bez fungicida;

J = jagoda, f = laboratorijski dobijen izolat

ff = bioassay was performed using mycelial
fragment of the culture of resistent isolate
grown on medium containing 10 mg/L
iprodione; f1 = prior to conducting the
bioassay, the resistent isolate was transfered
from the stock medium to fungicide free
PDA medium; f10 = bioassay was conducted
after 10 subsequent transfers of the resistent
isolate to the fungicide free PDA medium
J = strawberry; f = strain obtained in the
laboratory

Slika 5. Regresione linije promene osetljivosti na iprodion izolata J 15f u odsustvu fungicida u podlozi i linija normalno

osetljivog izolata J 15

Figure 5. Regression lines representing change in iprodione toxicity to the J 15f isolate in the absence of the fungicide

and sensitivity of the original isolate J 15
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ff = za biotest koris¢eni fragmenti micelije
sa podloge koja sadrzi 10 mg/L iprodiona;
f1 = rezistentni izolat je pre biotesta jednom
presejan sa podloge za Cuvanje na KDA
podlogu bez fungicida; f10 = biotest posle
deset uzastopnih presejanja rezistentnog
izolata na KDA podlogu bez fungicida;

J = jagoda, f = laboratorijski dobijen izolat

ff = bioassay was performed using mycelial
fragment of the culture of resistent isolate
grown on medium containing 10 mg/L
iprodione; f1 = prior to conducting the
bioassay, the resistent isolate was transfered
from the stock medium to fungicide free
PDA medium; f10 = bioassay was conducted
after 10 subsequent transfers of the resistent
isolate to the fungicide free PDA medium

J = strawberry; f = strain obtained in the
laboratory

Slika 6. Regresione linije promene osetljivosti na iprodion izolata J 3f u odsustvu fungicida u podlozi i linija normatno

osetljvog izolata J 3

Figure 6. Regression lines representing change in iprodione toxicity to the J 3f isolate in the absence of the fungicide

and sensitivity of the original isolate ] 3
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Na Slikama 5 i 6 su, kao ilustracija promene
osetljivosti, prikazane regresione linije osetljivosti
na iprodion razli¢itih varijanti izolata J 15fi J 3f,
kao i regresione linije osetljivosti izvornih izolata iz
prirodnih populacija (J 31] 15).

U Tabeli 4 prikazan je porast selekcionisanih
sojeva B. cinerea na podlozi koja sadrzi 10 mg/L
iprodiona i na podlozi bez fungicida. Kvalitativnim
testom je potvrdeno da svi rezistentni izolati, osim
J 15f, zadrzavaju rezistentnost na iprodion posle 10

presejavanja na podlogu bez fungicida, kao i da izolat
J 15f prestaje da raste na podlozi sa 10 mg/L iprodio-
na posle petog presejavanja na podlogu bez fungicida.

Promena osetljivosti na vinklozolin

U Tabeli 5 prikazani su parametri toksi¢nosti
vinklozolina za uzastopno presejavane selekcioni-
sane sojeve B. cinerea koji su posle deset uzastopnih
presejavanja na podlogu bez fungicida, ostali rezis-
tentni na iprodion.

Tabela 4. Promena osetljivosti visokorezistentnih izolata B. cinerea na iprodion u odsustvu fungicida
Table 4. Change in iprodione toxicity to highly resistant isolates of B. cinerea in the absence of the fungicide

Prosecan pre¢nik micelije

Izolat Varijanta f-izolata Diameter of the mycelial growth (mm) o
Isolate Type of f-isolate Iprodion Kontrola
Iprodione (10 mg/L) Control
ff 14.2 14.3 0.50
J3f f1 13.9 14.7 1.01
f10 11.9 11.2 1.85
ff 131 13.6 0.76
fi 4.1 214 24.93*
J15f
5 6.5 18.5 11.11*
f6 0 17.2 41.36*
ff 13.7 16.2 3.97*
M 49f f1 10.5 19.9 12.43*
f10 8.4 16.1 6.80*
ff 9.9 11.6 2.35*
S 125f f1 6.2 16.4 10.09*
f10 3.1 8.6 8.62*
ff 13.1 10.8 2.76*
M 47f f1 15.5 10.6 5.86*
‘ £10 6.0 5.4 0.53

J = jagoda; M = malina; S = salata; f = laboratorijski dobijen rezistentni izolat.

*Standardizovna razlika aritmeti¢kih sredina; *Statisti¢ki znacajno na nivou p = 0.05. ff = za biotest koris¢eni fragmenti micelije rezis-
tentnog izolata sa podloge koja sadrzi 10 mg/L iprodiona: 1 = rezistentni izolat je pre biotesta jednom presejan sa podloge za cuvanje
na KDA podlogu bez fungicida; {5 = biotest posle pet uzastopnih presejavanja na KDA podlogu bez fungicida; f6 = biotest posle Sest
uzastopnih presejavanja na KDA podlogu bez fungicida; f10 = biotest posle deset uzastopnih presejanja rezistentnog izolata na KDA
podlogu bez fungicida.

J = strawberry; M = raspberry; S = lattuce; f = strain obtained in the laboratory, *Standardized difference of aritmetical means; *Signifi-
cantly different at p = 0.05; ff = bioassay was performed using mycelial fragment of the culture of resistent isolate grown on medium
containing 10 mg/L iprodione; f1 = prior to conducting the bioassay, the resistent isolate was transfered from the stock medium to
fungicide free PDA medium; 5 = bioassay was conducted after 5 subsequent transfers of the resistent isolate to the fungicide free
PDA medium; {6 = bioassay was conducted after 6 subsequent transfers of the resistent isolate to the fungicide free PDA medium;
f10 = bioassay was conducted after 10 subsequent transfers of the resistent isolate to the fungicide free PDA medium.

47



Brankica Tanovic

Tabela 5. Promena parametara osetljivosti f izolata B. cinerea na vinklozolin u odsustvu fungicida
Table 5. Change in vinclozolin toxicity parameters in f isolates of B. cinerea in the absence of the fungicide

Varijjanta f-izolata EC-50 (mg/L) EC-90 (mg/L) b H FR
Type of f-isolate (CI 95%) (CI95%) (CI95%)
480638 2 8939000 a 0.57
J3ft (6369.6-4051x10%)  (156160-781x101)  (0.38-0.76) 0.65 369721
2122.6 b 17546.2 2 1.40
J31 (1330.2-4691.7)  (7081.7-90149.7)  (0.19-0.61) 1.40 16327.7
. 4347.1 ab 452382 2 126
J 310 (2211.1-17820.4)  (12533.7-720930)  (1.05-1.47) 1.50 33438.5
17249 ¢ 18364.5 ¢ 125
M 49t (1120.8-3980.2)  (6670.1-151420)  (1.01-1.46) 1.30 13268.5
1642.7 ¢ 196243 ¢ 119
M49f1 (1229.1-2441.02)  (10112.0-53226.7)  (1.06-1.32) 1.98 12636.1
3581d 5909.9 ¢ 1.05
M 4910 (263.8-5943)  (2270.8-45082.3)  (0.85-1.25) 0.09 27538
S 12568 > 1500 - - - -
32796 362448 d 1.23
5125f1 (1828.7-10046.4)  (11365.6-365590)  (1.02-1.44) 1.30 26223.1
S 125610 208f 4988114 0.54 160 16985

(124.0-365.8) (8520.6-7241700) (0.41-0.13)

J = jagoda; M = malina; S = salata; *EC-vrednosti nisu procenjene zbog konstantno visoke heterogenosti podataka; ff = za biotest
kori§¢eni fragmenti micelije rezistentnog izolata sa podloge koja sadrzi 10 mg/L iprodiona; 1 = rezistentni izolat je pre biotesta
jednom presejan sa podloge za cuvanje na KDA podlogu bez fungicida; f10 = biotest posle deset uzastopnih presejanja rezistentnog
izolata na KDA podlogu bez fungicida; EC-50 i EC-90 vrednosti za razlicite varijante jednog f-izolata oznacene razli¢itim slovima
razlikuju se na osnovu nepreklapanja intervala poverenja (p = 0.05). CI = interval poverenja; b = koeficijent regresije; H = hetero-
genost; RF = faktor rezistentnosti.

J = strawberry; M = raspberry; S = lattuce; SEC-values were not estimated because of continuously high heterogeneity of the data;

ff = bioassay was performed using mycelial fragment of the culture of resistent isolate grown on medium containing 10 mg/L
iprodione; f1 = prior to conducting the bioassay, the resistent isolate was transfered from the stock medium to fungicide free PDA
medium; f10 = bioassay was conducted after 10 subsequent transfers of the resistent isolate to the fungicide free PDA medium; EC-
-50 and EC-90 values for the various forms of a single f-isolate designated by different letters differ on the basis of non-overlapping
intervals (p = 0.05). CI = confidence interval; b = regression coefficient; H = heterogeneity; RF = resistance factor.

Svi izolati, rezistentni na iprodion posle desetog
presejavanja na podlogu bez fungicida, rezistentni
su i na vinklozolin. ZabeleZeno je smanjenje RF
vrednosti za izolate M 49f i S 125f. Medutim,
razlike u osetljivosti varijanti ovih izolata nisu sta-
tisti¢ki znacajne zbog preklapanja intervala povere-
nja za EC-90 vrednosti na nivou p = 0.05. Za ff
varijantu izolata S 125f, vrednosti EC-50 i EC-90 L
nisu procenjene zbog konstantno visoke hetero-
genosti odgovora. Sve varijante izolata M 47f rastu
brze na podlozi u koju je dodat vinklozolin nego u
kontroli (Slika 7), tako da ni za ovaj izolat nismo Figure 7. Effects of different concentration of vinclozolin in
procenili parametre osetljivosti na vinklozolin. PDA on the mycelial growth of the isolate M 47f

Slika 7. Efekti razlicitih koncentracija vinklozolina u KDA
podlozi na porast micelije izolata M 47f
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DISKUSIJA

Prouzrokovaé sive truleZi, B. cinerea, visoko je
varijabilna vrsta (Grindle, 1979; Di Lena i sar,
1981; Leone, 1990; Movahedi i Heale, 1990). Vari-
jabilnost u okviru vrste posledica je visejedarnosti
micelije koja je u prirodnim populacijama najcesce
heterokarionska. Na heterokarionskoj miceliji nas-
taju heterokarionske konidije, sa prose¢no Cetiri do
Sest jedara po Celiji, ¢ime se potencijal za varijabil-
nost povecava (Hansen i Smith, 1932; Shirane i
sar., 1988). Kasnija proucavanja Grindle-a (1979)
i Lorezn-a (1983) potvrdila su misljenje Hansen-a
i Smith-a (1932), dok su Akutsu i saradnici (1987.
i 1988) pokazali da je anastomoza hifa veoma
znadajna za varijabilnost vrste zbog ,prelaska” jedara
iz jednog talusa B. cinerea u drugi. Faretra i Pollastro
(1993) smatraju da heterokarionske vrste mogu da
sadrze jedra sa alelima osetljivosti i jedra sa alelima
rezistentnosti na dikarboksimide u istoj eliji, a na
promene uslova sredine odgovaraju prilagodavanjem
proporcije ove dve vrste jedara, odnosno prisustvo
fungicida u podlozi izaziva povecanje ucestalosti
jedara sa alelima rezistentnosti.

Posto je formiranje anastomoza izmedu hifa B.
cinerea Cesta pojava, prelazak jedara iz jednog talusa
u drugi eksperimentalno dokazan, a promena pro-
porcije jedara u ¢eliji odgovor na promenu uslova
sredine, pored ve¢ opisanih nacina za dobijanje rez-
istentnih sojeva (Pommer i Lorenz, 1982; Leroux
i Fritz, 1983; Pommer i Lorenz, 1995), pokusano
je da se promenom nacina izlaganja izolata fungi-
cidu dobiju laboratorijski rezistentni sojevi. Od 21
izolata B. cinerea, slucajno izabranog iz prikupljene
kolekcije, dobijeno je pet laboratorijskih sojeva vi-
soke rezistentnosti na iprodion, ali samo na podlozi
sa rastuéom koncentracijom fungicida. Ovi sojevi
mogu da rastu na podlozi koja sadrzi 1000 mg/L
iprodiona, §to je u skladu sa rezultatima Leroux-a
i saradnika (1977, Joc. cit. Pommer i Lorenz, 1995)
koji su prvi saopstili da je u laboratorijskim us-
iovima mogudée dobiti sojeve B. cinerea visoke rez-
istentnosti na dikarboksimide. Ovi autori su dobili
visokorezistentne laboratorijske izolate sa vrednos-
tima parametra EC-50 ve¢im od 100 i 500 mg/L.
Kasnija istrazivanja Lorenz-a i Pomer-a (1985, /oc.
cit. Pommer i Lorenz, 1995) i Yourman-a i sarad-
nika (2000) potvrduju ove rezultate. Tako, Pommer
i Lorenz (1995) navode da su promene osetljivo-
sti izolata B. cinerea na dikarboksimide u prisustvu
fungicida posledica homokariotizacije. Oni su od

stabilnih laboratorijskih izolata B. cinerea normalne
osetljivosti na dikarboksimide dobili rezistentne
laboratorijske sojeve sa EC-50 vrednoséu veéom od
500 mg/L, ali pokusaj adaptacije izolata B. cinerea
iz prirodnih populacija na povecanu koncentraciju
dikarboksimida bio je neuspesan.

Prema nasim rezultatima, od izolata B. cinerea
iz prirodnih populacija se, za Cetiri do Sest dana,
mogu dobiti rezistentni sojevi ako se koristi hran-
ljiva podloga sa rastucom koncentracijom iprodiona
(Slika 3, Tabela 1). Gajenjem izolata na podlozi sa
homogenom koncentracijom fungicida u ovom
periodu nismo dobili rezistentne sektore, $to je u
skladu sa rezultatima Gouot-a (1994). Prema ovom
autoru, za dobijanje visokorezistentnog sektora B.
cinerea na hranljivoj podlozi sa subletalnom kon-
centracijom fungicida, potrebno je nekoliko ne-
delja. Nasi rezultati su pokazali da se promenjenim
nadinom izlaganja izolata fungicidu brze dobijaju
laboratorijski sojevi B. cinerea rezistentni na dikar-
boksimide.

Na osnovu procenjenih parametara osetljivo-
sti, kao i na osnovu izratunatog faktora rezistent-
nosti, svi odabrani izolati iz prirodnih populacija
su osetljivi na iprodion (Slika 4). Sli¢ne vrednosti
parametra EC-50 za iprodion za izolate B. cinerca
iz prirodnih populacija su objavili Hayashi i sarad-
nici (2001). Raspon EC-50 vrednosti je bio od 0.05
do 0.127 mg/L iprodiona. Nesto vee vrednosti
ovog parametra (0.594 mg/L) navode Steel i Nair
(1993). LaMondia i Douglas (1997) su prikazali
samo broj izolata ¢ija je EC-50 vrednost manja od
1 mg/L. Autori ovu koncentraciju smatraju grani-
com za osetljivost na iprodion.

Faktor rezistentnosti (RF) za sve laboratorijski
dobijene sojeve B. cinerea bio je veéi od 100, te su,
na osnovu kriterijuma Gouot-a (1994), svi viso-
korezistentni na iprodion. Medutim, zabelezena je
statisticki znacajna razlika u osetljivosti ovih izola-
ta na iprodion. Intervali poverenja za EC-50 vred-
izolat (M 49f) bili su potpuno razdvojeni, dok je
preklapanje intervala poverenja za EC-90 vred-
nosti bilo delimi¢no (Slika 4). Posto je primenjen
simetri¢an raspored koncentracija radi procene
EC-50 vrednosti (Robertson i Preisler, 1992),
neznatno preklapanje Sirokih intervala poverenja
za EC-90 vrednosti sustinski ne ugroZava ocenu
o statisticki znacajnoj razlici u osetljivosti ovih
izolata.
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Parametri osetljivosti izolata na vinklozolin

Medu proucavanim izolatima B. cinerea iz
prirodnih  populacija nije zabeleZena znacajna
razlika u osetljivosti na vinklozolin jer su se inter-
vali poverenja za obe EC vrednosti za najosetljiviji i
najmanje osetljiv izolat (EC-50 i EC-90) potpuno
preklopili (Tabela 5). Na osnovu izraunatog fak-
tora rezistentnosti (RF < 3 za sve izolate) i kriteri-
juma po Gouot-u (1994), svi izolati iz prirodnih
populacija pripadaju kategoriji osetljivih na vin-
klozolin. Faretra i Polastro (1991.1 1993), medutim,
razvrstavaju izolate u kategorije osetljivosti na osno-
vu EC-50 vrednosti. Po njima su na vinklozolin
osetljivi svi izolati sa EC-50 vredno$¢u manjom od
1 mg/L. Stehmann i De Waard (1996) i LaMon-
dia i Douglas (1997) koriste isti kriterijum, s tim
§to oni ne navode dobijene vrednosti parametara
EC-50, ve¢ samo konstatuju da su one nize od
1 mg/L za osetljive izolate. Prema Choi-u i sara-
dnicima (1997) izolati &ija je EC-50 vrednost oko
0.5 mg/L su osetljivi na vinklozolin. Nai izolati,
i na osnovu ovih kriterijuma, pripadaju kategoriji
osetljivih na vinklozolin.

Promena osetljivosti izolata na iprodin

Posle deset uzastopnih presejavanja na podlogu
bez fungicida rezistentni izolat J 15f postao je os-
etljiv na iprodion. Ostali prou¢avani rezistentni izo-
lati su i posle deset presejavanja ostali rezistentni.
Zabelezeno je smanjenje faktora rezistentnosti izo-
lata M 49f posle jednog i posle deset presejavanja.
Medutim, razlika u osetljivosti ove dve varijante
izolata M 49f nije statisticki znacajna zbog potpu-
nog preklapanja intervala poverenja EC-90 vred-
nost (Tabela 3). Kvalitativnim testom je potvrdeno
da svi rezistentni izolati, osim J 15f, zadrzavaju
rezistentnost na iprodion posle deset presejavanja
na podlogu bez fungicida.

Uporedivanjem parametara osetljivosti f-izola-
ta na iprodion (Tabela 3) i rezultata kvalitativnog
ispitivanja osetljivosti (Tabela 4), zaklju¢ujemo da
je kriterijum za rezistentnost koji smo koristili u
kvalitativnom testu za masovno testiranje izolata iz
prirodnih populacija u prethodnom radu (Tanovi¢,

2003) odgovarajudi. U originalnoj metodi Locher
i Lorenz (1991) definisana je samo diskrimina-
tivna koncentracija fungicida (10 mg/L), ali ne i
vreme i nadin oditavanja rezultata. Prema nagim
rezultatima, na iprodion su rezistentni svi izolati
koji pocinju da rastu na podlozi sa diksrimina-
tivnom koncentracijom fungicida istovremeno sa
kontrolom - KDA podloga bez fungicida (drugi
dan od zasejavanja), bez obzira da li je porast
izolata delimi¢no inhibiran ili ne. Naime, postoji
statisticki znacajna razlika u porastu svih varijanti
izolata M 49f i § 125f na podlozi sa fungicidom
i u kontroli, dok su, na osnovu EC vrednosti, ovi
izolati visokorezistentni na iprodion. Znaci, porast
visokorezistentnih izolata moze biti delimi¢no
inhibiran na podlozi sa diskriminativnom kon-
centracijom iprodiona (Tabela 4).

Promena osetljivosti izolata na vinklozolin

Svi izolati B. cinerea koji su ostali rezistentni na
iprodion posle deset presejavanja na podlogu bez
fungicida (Tabela 3), rezistentni su i na vinklozolin
(Tabela 5). Yourman i saradnici (2001) su ispitivali
promenu osetljivosti izolata B. cinerea na vinklozo-
lin i tiofanat-metil tokom dvadeset presejavanja na
podlogu bez fungicida. Kriterijum za razdvajanje
osetljivih i rezistentnih fenotipova je bilo normalno
klijanje konidija izolata na podlozi koja sadrzi
5 mg/L vinklozolina. Autori su zaklju¢ili da se pre-
sejavanjem izolata na podlogu bez fungicida mogu
dobiti i rezistentni i osetljivi fenotipovi, bez obzira
da li je pocetni izolat rezistentan ili osetljiv na ovaj
fungicid. Statisticka znacajnost promena osetljivo-
sti u ovom radu, medutim, nije naznacena.

Utvrdili smo da je crossed-paper metoda po-
godna za selekciju sojeva B. cinerea rezistentnih
na dikarboksimide, jer se, u poredenju sa stan-
dardnim postupkom, brze dobijaju laboratorijski
rezistentni sojevi. Ovakvi sojevi su neophodni, kako
za proucavanje jo§ uvek nepoznatog primarnog
mehanizma delovanja dikarboksimida i mehanizma
rezistentnosti na njih, tako i za ocenu konkurentske
sposobnosti rezistentnih u odnosu na sojeve nor-
malne osetljivosti.
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Obtaining Laboratory Strains
of Botrytis cinerea Pers. Resistant
to Dicarboximides by Means of
Crossed-paper Method

SUMMARY

In order to obtain laboratory strains of Botrytis cinerea resistant to dicarboximides,
suitability of crossed-paper method was tested. Occurrence of fast-growing mycelium
sectors on media amended with iprodione in two different ways; one containing an
increasing fungicide concentration, attained by crossed-paper method, and the other
amended with homogeneous iprodione concentration. Five laboratory highly resis-
tant strains of B. cinerea were generated using crossed-paper method. No fast-growing
mycelium sectors were recorded on medium homogeneously amended with iprodi-
one. Resistance factor (RF) of all the strains obtained was higher than 2000. Four strains
out of five retained resistance even after ten subsequent transfers to fungicide free
medium.

Key words: Botrytis cinerea; Crossed-paper method; Dicarboximides; Resistance
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