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Integralna zastita paprike od baktzeriozne pegavosti
biolo$kim i hemijskim metodama

Milan M. Sevi¢

SAZETAK

Bakteriozna pegavost koju prouzrokuje  Xanthomonas euvesicatoria je
najrasprostranjenija i ekonomski najStetnija bakterioza paprike u Srbiji. Raspolozive mere
zaStite Cesto bivaju izostavljene ili nisu dovoljno efikasne, stoga zastita paprike od ovog
patogena predstavlja stalan izazov, posebno pri povoljnim uslovima za razvoj bolesti.
Kontrolu bolesti dodatno otezava pojava novih rasa bakterije i razvoj sojeva rezistentnih
prema antibioticima i jedinjenjima bakra. Stoga postoji potreba za razvojem nove odrzive
strategije u kontroli bolesti. Bioloske metode kao $to su primena bakteriofaga, virusa koji
parazitiraju bakterije, i neke novije alternativne metode primena aktivatora sistemic¢ne
opornosti  biljaka, ukazuju na mogucnost razvoja efikasne strategije za suzbijanje X,
euvesicatoria. Integralna zastita paprike upotrebom bioloskih i hemijskih metoda moze
predstavljati novi alternativan metod koji bi omogucéio efikasnu i odrzivu zastitu paprike od
ove bolesti. U ovom radu, u cilju razvoja integralnog programa zastite paprike od bakteriozne
pegavosti, proucena je efikasnost bioloskih agenasa bakteriofaga (soj K@ 1), Bacillus subtilis
(sojevi AAac i QST 713), aktivatora sistemi¢ne otpornosti (acibenzolar-S-methil - ASM),
komercijanog mikrobioloskog dubriva (Slavol), bakarnih preparata (bakar-hidroksid i bakar-
oksihlorid), primenjenih samostalno ili u kombinaciji sa mankozebom i antibiotika
(streptomicin sulfata i kasugamicina). Na osnovu efikasnosti pojedina¢nih tretmana, razlicite
kombinacije tretmana su integrisane radi proucavanja efikasnosti u tri zasebna eksperimenta u
uslovima otvorenog polja. Takode, proucen je uticaj ASM na porast i prinos biljaka paprike u
uslovima fitokomore i uslovima otvorenog polja. Koncentracija ASM od 0,0015% pokazala
se kao veoma efikasna u kontroli bolesti, pri ¢emu je ispoljila minimalan negativan uticaj na
porast i prinos biljaka paprike.

Svi pojedina¢ni tretmani su znacajno umanjili intenzitet oboljenja u poredenju sa
netretiranom inokulisanom kontrolom izuzev tretmana mikrobioloSkim dubrivom i
antagonistickim sojem B. subtilis AAac. Tretmani bakarnim preparatima, antibioticima, ASM
I bakteriofagima pokazali su visok nivo efikasnosti, dok je tretman sojem B. subtilis QST 713

bio manje efikasan.



Svi integrisani tretmani bioloSkih agenasa, ASM i bakar-hidroksida, proucavani u tri
eksperimenata u polju zna¢ajno su umanjili intenzitet oboljenja u poredenju sa netretiranom
inokulisanom kontrolom. Najefikasniji tretman predstavljala je integracija bakteriofaga, ASM
I bakar-hidroksida smanjivsi intenzitet bolesti za 96-98%. Stoga, ova kombinacija moze

predstavljati adekvatan alternativni program za kontrolu bakteriozne pegavosti paprike.

Kljuéne redi: Xanthomonas euvesicatoria, paprika, bakar-hidroksid, antibiotici,
bakeriofagi, acibenzolar-S-methil, bioloska kontrola.

Nauc¢na oblast: Biotehni¢ke nauke
UZa nauc¢na oblast: Fitopatologija
UDK broj: 632.937:635.649(043.3)



Integration of biological and chemical methods in control
of pepper bacterial spot

Milan M. Sevié
ABSTRACT

Bacterial spot caused by Xanthomonas euvesicatoria is one of the widespread and
economically most important pepper diseases in Serbia. Available management practices are
often omitted or failed to provide satisfactory disease control, especially when weather
conditions favoured spread of the pathogen. Occurence of new pathogen races, as well as
antibiotics and copper resistance development, make the disease control even more difficult.
Therefore, development of new more sustainable disease management strategies is needed.
Biological methods such as use of bacteriophages, viruses that infect bacteria, and some
recent alternative treatments like systemic acquired resistance (SAR) inducers, provided the
possibility of developing an effective strategy for X. euvesicatoria control. Integration of
classical and biological treatments could be a succesful and environmentally safe option for
reducing pepper bacterial spot severity. In order to develop an efficient integrated disease
management program for peper bacterial spot control, we studied efficacy of biocontrol
agents: bacteriophages (strain Kd1) and two strains of Bacillus subtilis (AAac and QST 713),
systemic acquired resistance (SAR) inducer (acibenzolar-S-methyl - ASM), a commercial
microbial fertilizer (Slavol), copper based compounds (copper hydroxide and copper
oxychloride) in combination with or without mancozeb, and antibiotics (streptomycin
sulphate and kasugamycin). Based on the single treatment efficacy, various combinations of
treatments were integrated for further testing in three separate field experiments. Additionally,
we evaluated potential negative effect of ASM on pepper growth and yield in the growth
chamber experiments and field. Spraying of ASM in concentration of 0.0015% effectively
controlled the disease intensity and caused minimal negative effect on pepper growth and
yield.

All the tested single treatments significantly reduced disease severity compared to the
untreated inoculated control (UTC), except microbiological fertilizer and the antagonistic
strain B. subtilis AAac. Copper compounds, antibiotics, ASM and bacteriophages treatments
showed high efficacy, while B. subtilis strain QST 713 was less effective.

All integrated treatments of biocontrol agents, ASM and copper hydroxide, tested in
three separate field experiments, significantly reduced disease severity as compared to the

UTC. Integration of bacteriophages, ASM and copper hydroxide was the most efficient



treatment, reducing the disease intensity by 96-98%. The results indicated that this

combination may be an adequate alternative program for control of pepper bacterial spot.

Key words: Xanthomonas euvesicatoria, pepper, copper-hydroxide, antibiotics,
bacteriophages, acibenzolar-S-methyl, biological control.

Scientific area: Biotechnical Sciences

Narrow scientific field: Phytopathology

UDC number: 632.937:635.649(043.3)
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1. UvOD

Paprika, po ekonomskim pokazateljima i povrS§inama koje zauzima na otovrenom
polju i u zasti¢enom prostoru, spada u najznacajnije vrste povréa u nasoj zemlji. [zuzetan
diverzitet 1 prilagodenost sortimenta doprinosi popularnosti ove biljne vrste. Plodovi paprike
se gaje za svezu potro$nju ali i za industrijsku preradu, kao i tradicionalnu preradu u
domacinstvima. Po tehnologiji proizvodnje spada u povrée koje zahteva intenzivne mere nege
i zastite. Bakteriozna pegavost paprike koju prouzrokuju bakterije Xanthomonas kompleksa
ekonomski je najznaCajnija i najrasprostranjenija bakterioza ove gajene biljne vrste. Pri
povoljnim uslovima za razvoj bolesti, zastita paprike od ovih bakterija predstavlja stalan
izazov, kako za proizvodace, tako i istrazivacée fitopatologe. Tradicionalne mere za suzbijanje
prouzrokovaca bakteriozne pegavosti paprike obuhvataju primenu plodoreda, setvu zdravog
semena poreklom iz nezarazenih plodova, kao i dezinfekciju semena, proizvodnju zdravog
rasada, odstranjivanje i uniStavanje biljnih ostataka, gajenje manje osetljivih sorti i primenu
baktericida. Gajenje otpornih genotipova kao mera zastite c¢esto ne obezbeduje
zadovoljavaju¢i efekat usled pojave novih rasa bakterije. Primena preparata na bazi
antibiotika i jedinjenja bakra u svetu ne obezbeduje efikasnu zastitu usled razvoja sojeva
rezistentnih prema ovim jedinjenjima. Upotreba antibiotika u svetu, naj¢esce streptomicina
dovela je do dominantne pojave rezistentnih sojeva ove bakterije u populaciji i tako zna¢ajno
umanjila njegovu efikasnost (Stall and Thayer, 1961; Minsavage et al., 1990; Ritchie and
Ditapongpitch, 1991; Obradovi¢ i Ivanovi¢, 2007). Neke od poteskoca kod primene
baktericida u Republici Srbiji su i nedostatak efikasnih komercijalnih baktericida, zakonska
ogranienja za primenu baktericida i antibiotika koji se koriste u svetu, kao i ekonomska
opravdanost upotrebe ovih jedinjenja.

Proizvodaci paprike u Srbiji nemaju adekvatna sredstva za borbu protiv ovog patogena
jer standardni baktericidi na bazi jona bakra ¢esto nisu dovoljno efikasni kada vremenski
uslovi pogoduju intenzivnom razvoju bolesti. U cilju razvoja efikasnog programa kontrole
prouzrokovaca bakteriozne pegavosti paprike najnovija istazivanja usmerena su na
proucavanje novih preparata i bioagenasa u suzbijanju ovog patogena.

U nedostatku efikasnih baktericida ocigledno je da za spreCavanje pojave i Sirenje
bakterioza bilja reSenje treba traziti u integralnom pristupu, odnosno sintezi znanja o biologiji
I epidemiologiji patogena, tehnologiji biljne proizvodnje, preventivnim agrotehni¢kim
merama kao i baktericidnom efektu pojedinih supstanci (Obradovi¢, 2009).

Usled ograni¢enog broja aktivnih materija za uspeSnu zaStitu od Xanthomonas vrsta
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istrazivaCi izuCavaju alternativna sredstva koja obezbeduju efekasnu zastitu paprike i
paradajza od ove bolesti (Abbasi et al., 2002a, 2002b, 2003; Al-Dahmani et al., 2003).

Nova grupa preparata, su tzv. aktivatori otpornosti biljaka (SAR — systemic aquired
resistance), koji u kontaktu sa biljkom aktiviraju biohemijske procese i dovode do povecanja
odbrambene sposobnosti 1 smanjenja mogucnosti infekcije patogenim mikroorganizmima.
Prvi komercijalno primenjivani aktivatori otpornosti, acibenzolar-S-metil i harpin su ispoljili
efikasnost u kontroli bakterioza paradajza (Qui et al., 1997; Louws et al., 2001; Obradovi¢ et
al., 2002a, 2002b, 2004a, 2005). Medutim, u nekim istrazivanjima ovi aktivatori otpornosti
nisu ispoljili zadovoljavajucu efikasnost ili su ¢ak imali negativan efekat na porast i prinos
paprike i paradajza (Louws et al., 2001; Abbasi et al., 2002a; Graves and Alexander, 2002).

Najnovija istrazivanja ukazuju i na moguénost efikasne primene u praksi nekih
bioloskih agenasa: bakterija antagonista i bakteriofaga (Flaherty et al., 2000; Balogh et al.,
2002; 2003; Obradovic¢ et al., 2004a; 2007a; 2008; Gasi¢ i sar., 2011; Gasi¢, 2011a; Gasi¢ et
al., 2012a).

Prema novijim literaturnim podacima bioloske (primena bakteriofaga) i neke novije
alternativne metode (primena aktivatora opornosti), ukazuju na mogucnost razvoja efikasne

integralne strategije za suzbijanje Xanthomonas vrsta patogena paprike i paradajza.

2. PREGLED LITERATURE

2.1 Poreklo, rasprostranjenost i biologija paprike (Capsicum spp.)

Paprika (Capsicum annuum L.) predstavlja jednu od najznacajnijih povrtarskih vrsta u
ljudskoj ishrani. Pripada familiji Solanaceae, rodu Capsicum kome pripadaju 32 vrste, od
kojih su najznacajnije: Capsicum annuum, C. frutescens, C. chinense, C. pubescens i C.
baccatum. Najvecu rasprostranjenost i znacaj ima vrsta C. annuum koja vodi poreklo iz
juznog Meksika, srednje Amerike i tropskog dela juzne Amerike (Miladinovi¢ i sar., 1997).
Kristofer Kolumbo je prvi preneo papriku u Evropu pocetkom 16. veka, gde se njeno gajenje
Sirilo veoma brzo, prvo u Portugaliji i Spaniji, a zatim u drugim evropskim zemljama. U nasu
zemlju paprika je preneta iz Turske u 17. veku. U naSe severne krajeve moguce je da je
preneta iz Madarske. NajviSe se gaji u ravnicarskim predelima Srbije i u slivu reke Morave. U

nasim klimatskim uslovima paprika je jednogodi$nja biljka. U oblasti Meksika, centralne



Afrike i juzne Amerike, do 40° juzne geografske S$irine, raste kao visegodiSnja biljka
(Miladinovi¢ i sar., 1997).

Prosecna povrsina pod povréem u Srbiji iznosi 247.000 ha, a oko 13.000 ha je pod
usevima paprike (Republi¢ki zavod za statistiku, Beograd). Od ukupnog broja hektara pod
paprikom, 75,21% se nalazi u Centralnoj i Juznoj Srbiji. U periodu od 2005 do 2015. godine
prosecan ukupan prinos paprike iznosio je oko 102.197 tona na godi$njem nivou, a 2015.
godine proizvedeno je 165.195 tona paprike, $to je rekordna proizvodnja u poslednjih deset
godina. Prose¢ni prinos paprike po hektaru u poslednjih 10 godina je 8,7 t/ha. Najveci
prosecan prinos ostvaren 2015. iznosio je 11,1 t/ha (Republicki zavod za statistiku, Beograd).
U Srbiji se po zastupljenosti povrtarskih biljaka paprika nalazi na drugom mestu, iza
paradajza. Po hranljivoj vrednosti paprika je znatno ispred paradajza. Sadrzi znatne koli¢ine
Secera, belanc¢evina, mineralnih materija i vitamina. lzuzetno je bogata vitaminom C, sadrzi
vitamine B1, B2, provitamin A i dr. Pored ovih osnovnih sastojaka, u plodovima odredenih
sorti prisutan je i kapsaicin, alkaloid koji daje ljutinu plodovima paprike. U Republici Srbiji je
zastupljen veliki broj domacih sorti i hibrida paprike u prozvodnji. Plodovi paprike se gaje za
svezu potroSnju ali 1 za industrijsku preradu, kao i tradicionalnu preradu u domacinstvima.
Najznacajnije sorte i hibridi stvorene su u Institutu za povrtarstvo, Smederevska Palanka
(sorte: morava, duga bela, zupska rana, palanacka babura, palanacka kapija, palanacko ¢udo,
srizanka, danica i lola). U poslednjoj deceniji dvadesetog veka zapocet je program selekcije
hibrida parike. Prednosti hibrida su ranostasnost, veéi broj plodova po biljci, veca debljina
perikarpa plodova, veci prinos, ujednacenost habitusa biljaka i plodova, veca otpornost prema
bolestima i dr. Kao rezultat proizvedena su tri nova hibrida: sirena F;, mona Fi, tara F;
(Cviki¢ 1 sar., 2007). U Institutu za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad stvorene su sorte:
novosadska babura, amfora, atina, anita, novosadanka, plamena i dr. U poslednje tri decenije
u nasoj zemlji selekcijom novih sorti paprike i hibrida samostalno se bave privatne kompanije

i pojedinci.

2.1.1 Najznacajniji patogeni paprike

Pojava fitopatogenih gljiva, bakterija, virusa i fitoplazmi predstavlja ograni¢avajuci

faktor savremene i intenzivne proizvodnje ove biljke jer dovodi do smanjenja prinosa i

vvvvv

uspesne proizvodnje paprike u Srbiji (Obradovi¢ i sar.,1994; 1995; 1997; Obradovic¢ et al.,
2004b; Mijatovi¢ 1 sar., 2004; Balaz i Delibasi¢, 2005). Bakteriozna pegavost paprike
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prouzrokovana Xanthomonas vrstama predstavlja najznacajnije oboljenje. Kao prouzrokovaci
bakterioza paprike i paradajza u literaturi se navode i: Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith 1910) Davis, Gillaspie, Vidaver et Harris 1984 - prouzrokovaé
bakterioznog raka i uvelosti paradajza, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Jones 1901) Bergey, Harrison, Breed, Hammer et Huntoon 1923 - prouzrokova¢ bakteriozne
vlazne trulezi, Ralstonia solanacearum (Smith 1986) Smith 1914 Yabuuchi et al. -
prouzrokova¢ bakteriozne uvelosti i mrke trulezi, Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe
1933) Young, Dye et Wilkie 1978 - prouzrokova¢ crne pegavosti (mrljavosti) lis¢a i
krastavosti plodova paradajza, Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902-
prouzrokova¢ bakteriozne pegavosti i uvelosti zeljastih biljaka (Arsenijevié, 1997; CABI,
2004). Pored bakterioza, neke od ekonomski najznacajnijin mikoza paprike kod nas su:
Verticillium albo-atrum - prouzrokova¢ zelenog uvenuca, Fusarium oxysporium -
prouzrokovaé uvenuca, Phytophthora capsici - prouzrokova¢ plamenjace, Leveillula taurica -
prouzrokovaé¢ pepelnice, Alternaria spp. - prouzrokova¢ crne pegavosti, Botrytis cinerea -
prouzrokovac¢ sive plesni, Rhizoctonia spp. i Pythium spp. - prouzrokovaci propadanja rasada
(Marinkovi¢, 1985; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001; Mijatovi¢ et al., 2007). U proizvodnji paprike
problem predstavljaju i Siroko rasprostranjeni virusi, kao S$to su virus mozaika krastavca
(CMV), virus mozaika duvana (TMV), virus mozaika paradajza (ToMV), virus crti¢astog
mozaika krompira (PVY) i virus mozaika lucerke (AMV) (Suti¢, 1995; Mijatovi¢ i sar.,
2007). Zuto uvenuée paprike prouzrokovano fitoplazmom stolbur javlja se periodi¢no i

prouzrokuje znacajne gubitke u proizvodnji paprike u Republici Srbiji (Aleksic i sar. 1989).

2.1.2 Xanthomonas euvesicatoria - patogen paprike i paradajza

Bakteriozna pegavost prouzrokovana bakterijama koje pripadaju tzv. Xanthomonas
kompleksu: X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans i X. gardneri (Jones et al., 2004),
spada u red najznacajnijih i ekonomski najstetnijih bolesti paprike i paradajza u svetu,
posebno u uslovima tropske i suptropske klime (Bashan et al., 1985; Jones. 1991; Jones et al.,
1994; Jones et al., 2004; Obradovic¢ et al., 2008). Zbog endemske prirode patogena, povoljnih
klimatskih uslova, sumnjivog kvaliteta semena i ogranicenih mera kontrole ova bakterioza je
ograniCavajuci faktor proizvodnje paprike u Republici Srbiji (Arsenijevi¢ i Balaz, 1978;
Balaz, 1994; Obradovi¢ et al., 1999; 2000; 2000a; 2001a; 2001b; 2001c; Balaz i sar., 2003).
Do ranih 90-tih godina proslog veka smatralo se da ovu bolest prouzrokuje bakterija

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, relativno homogena vrsta (Dye et al., 1964; Jones et



al., 1998). Medutim, na osnovu rezultata prouc¢avanja bakterioloskih karakteristika patogena,
doslo se do novih saznanja da populaciju bakterije ¢ine dve geneticki i fenotipski razlicite
grupe bakterija (Stall et al., 1994). Na osnovu prouCavanja genetskih karakteristika na
molekularnom nivou, Jones et al. (2004) su ustanovili heterogenost medu sojevima §to je
rezultiralo podelom na 4 taksonomski razli¢ite grupe A, B, C i D koje ¢ine tzv. Xanthomonas
kompleks, koje su Vauterin et al. (1990; 1995) diferencirali u Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (grupa A) i Xanthomonas vesicatoria (grupa B). Jones et al. (1998) su medu
patogenima paradajza identifikovali jo§ dve Xanthomonas grupe, C i D. NeSto kasnije
saopSteno je da grupe A, C 1 D medusobno imaju manje od 70% DNK sli¢nosti, kao 1 sa
tipskim sojem X. axonopodis i sa tada klasifikovanim vrstama u okviru Xanthomonas roda
(Jones et al., 2004). To je dovelo do najnovije Klasifikacije Xanthomonas spp. patogena
paprike i/ili paradajza na X. euvesicatoria (grupa A), X. vesicatoria (grupa B), X. perforans
(grupa C) i X. gardneri (grupa D). Sojevi poreklom iz paprike, pripadnici grupe A (X.
euvesicatoria), najSire su rasprostranjeni i ekonomski najznacajniji. X. vesicatoria i X.
gardneri mogu imati znacajan uticaj u regionima u kojima se nalaze. Sojevi grupe D
prvobitno su identifikovani u nasoj zemlji (Suti¢, 1957) i zajedno sa identi¢nim sojevima iz
Republike Kostarike zadrzali su status vrste X. gardneri. Sojevi bakterije X. perforans do sada
su izolovani samo iz paradajza (Ritchie et al., 1991; Jones et al., 2004).

Prema najnovijoj sistematici X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans i X. gardneri,
po svojim karakteristikama  predstavljaju  zasebne vrste. Spadaju u  klasu
Gammaproteobacteria, red Xanthomodales, familiju Xanthomodaceae i rod Xanthomonas.
Medutim, u literaturi se Cesto sreéu stari nazivi bakterije kao $to su: X. campestris pv.
vesicatoria i X. axonopodis pv. vesicatoria.

Bakterioznu pegavost paprike u svetu moze prouzrokovati vise vrsta. U nasoj zemlji do
sada je utvrdeno prisustvo tri vrste: X. euvesicatoria, X. vesicatoria i X. gardneri, medu
kojima preovladuje X. euvesicatoria, ¢iju populaciju sadinjavaju Cetiri fizioloSke rase P1, P3,
P7 i P8). Istrazivanjima populacije X. euvesicatoria poreklom iz paprike u Srbiji utvrdeno je
da su opste rasprostranjene rase P7 i P8 (Obradovi¢ et al., 2004b; Ignjatov i sar., 2010; Gasic¢
etal., 2011).

Bolest zahvata sve nadzemne delove biljaka paprike: list, stablo, cvet i plod (Slika 1).
Na nali¢ju lista paprike u pocetku se pojavljuju sitne pege, nepravilnog oblika. Ove pege su
tamnozelene, vlaznog izgleda i blago ispupcene. Kasnije se Sire i postaju poligonalne i
ograni¢ene nervima. SrediSte pega postaje svetlije i suvo, okruzeno uzanom tamnomrkom

zonom (Slika 1a).



Slika 1. Xanthomonas euvesicatoria. Nekroti¢ne pege sa oreolom na listu paprike (A i B).
Nekroti¢ne pege na drsci ploda i plodu paprike (krastavost ploda) (C i D). Prirodna infekcija
(Foto: M. Sevig).



Obolelo lis¢e zuti i opada. Jako napadnute biljke ostaju bez lis¢a. Parazit napada i
cvetnu drsku. Tada cvetovi kao i mladi plodovi zajedno s napadnutom dr§kom ploda otpadaju,
usled Gega se prinos paprike znatno smanjuje (Slika 1c) (Suti¢, 1957; Jones et al., 1986).

Na biljkama paradajza bakterije Xanthomonas kompleksa napadaju list, stablo, cvast i
plod. Na listu se pojavljuju manje, vlazne ili uljaste pege, nepravilnog oblika, oivicene
nervima. Vremenom srediSnji deo ovih pega postaje mrk, a periferni mrk do ljubicast.
Kasnije, pege se povecavaju i spajaju usled ¢ega nastaje nekroza veéeg dela liske. Nekroti¢ne
zone se lako lome i ispadaju. Najvece Stete kod paradajza nastaju usled razvoja mrkih pega na
mladim plodovima. Mladi plodovi se nepravilno razvijaju i deformisu, §to u jacem stepenu
utice na njihov spoljni izgled. Pege mogu zahvatiti veliku povrSinu ploda, obolelo tkivo u
okviru pega puca, obrazujuéi tako pukotine ili kraste razli¢itog oblika. Cesto biva zahvacena
skoro cela povrsina ploda koja dobija dosta neugledan, krastav izgled $to umnogome
umanjuje njegovu trzisnu vrednost. Ovakvi plodovi su i neupotrebljivi i za industrisku
preradu, posto se pomenute pege mogu naéi u preradevinama ostavljajuéi tako vrlo
nepovoljan utisak, podseéajué¢i ponekad na zagorele proizvode (pire na primer) (Suti¢, 1957;
Arsenijevi¢, 1997).

Stete koje nanosi ova bakterioza usled smanjenja prinosa i kvaliteta plodova paradajza u
SAD iznose 1 do 50%. U drzavi Florida koja je najvec¢i proizvodac svezeg paradajza u SAD na
povrsini od priblizno 44600 ha za period 2007-2008. gubici prinosa su iznosili su 31%.
Finansijski gubitak prera¢unat na povrsini po hektaru iznosi 7725 americkih dolara. (USDA,
2010; Vallad et al., 2010).

Vlazno i toplo vreme pogoduje Sirenju bolesti. Parazit se prenosi semenom i odrzava u
ostacima obolelih biljaka do sledec¢e vegetacije, kada nastaju zaraze prvo sejanaca, a kasnije i
odraslih biljaka. Setvom semena koje je inficirano u veoma niskom procentu, moze pri
povoljnim vremenskim uslovima prouzrokovati bolest tipa epidemije u polju (Louws et al.,
2001). Bakterija prodire kroz stome. Kisne kapi, vetar, a narocito voda prilikom zalivanja
useva, potpomazu Sirenju infekcije (Jones et al. 1985; Arsenijevic, 1997).

Glavni prouzrokova¢ bakteriozne pegavosti paprike u naSoj zemlji, vrsta X.
euvesicatoria nalazi se na A2 karantinskoj listi Stetnih organizama Evropske organizacije za
zastitu bilja (European Plant Protection Organization, EPPO, Slika 2) kao i na A2 listi
karantinski Stetnih organizama Republike Srbije (Pravilnik o listama Stetnih organizama i
listama bilja, biljnih proizvoda i propisanih objekata, glasnik Republike Srbije br. 7/10
(Obradovi¢ i sar., 2000).



Slika 2. Distributivna mapa rasprostranjenosti Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(EPPO/OEPP, 2016, https://gd.eppo.int/taxon/XANTAV/distribution ). Zuti krugovi na mapi

oznacavaju prisustvo patogena na teritoriji cele drzave.

2.2 Zastita paprike i paradajza od prouzrokovaca bakteriozne pegavosti

Tradicionalne mere zastite od prouzrokovaca bakteriozne pegavosti paprike
obuhvataju primenu plodoreda, setvu zdravog semena poreklom iz nezarazenih plodova, kao i
dezinfekciju semena, upotrebu zdravog rasada, odstranjivanje biljnih ostataka, odrzavanje
optimalnog temperaturnog i vodnog reZima u zaSti¢enom prostoru, odstranjivanje biljnih
ostataka, izbor parcele i1 sprovodenje odgovarajucih agroteni¢kih mera, gajenje manje
osetljivih sorti i primenu baktericida (Jones and Jones, 1985; Jones et al., 1986; Arsenijevic,
1997; Ivanovi¢ i sar., 1998; Mijatovic i sar., 2007).

Papriku i paradajz ne treba gajiti na istim parcelama gde su gajene predhodne godine.
Preporucuje se najmanje trogodisnji plodored. Izabrati osuncane parcele na blagim kosinama.
Za gajenje paprike i paradajza treba izbegavati parcele na senovitim mestima i parcele na
kojima je duZe zadrzavanje jutarnje rose. Pod dezinfekcijom zemljiSta podrazumeva se
izlaganje zemljiSta ili druge vrste hranljivih supstrata dejstvu fizickih ili hemijskih ¢inilaca u
cilju uniStavanja Stetnih organizama koji se u njemu nalaze. U zaSticenom prostoru najcesce
se sa uspehom primenjuje dezinfekcija zemljista vodenom parom, hemijskim sredstvima i
solarizacijom. Preporucuje se setva zdravog sertifikovanog semena poreklom iz nezaraZenih
plodova, jer zarazeno seme predstavja veoma cest izvor inokuluma za bakterioze. U nasim

klimatskim uslovima paprika i paradajz se najceS¢e gaje proizvodnjom iz rasada. Proizvodnja



zdravog i kvalitetnog rasada paprike i pradajza garantuje uspeh proizvodnje (Mijatovic i sar.,
2007; Obradovi¢ i sar., 2012).

UniStavanje biljnih ostataka, samoniklih biljaka 1 korovskih biljaka iz familije
Solanaceae moze u znacajnoj meri spreciti Sirenje inokuluma bakteriozne pegavosti paprike i
paradajza (Jones et al., 1986).

Za pojavu oboljenja prouzrokovanih bakterijama, veliki uticaj imaju faktori spoljasnje
sredine, medu kojima su temperatura i vlaznost od presudnog znacaja. Na ove faktore tesko je
ili nemoguce uticati pri gajenju biljaka na polju, ali je njihova regulacija od izuzetnog znacaja
u kontroli bakterioza u zatvorenom prostoru. U toplim lejama, plastenicima i staklenicima
odrzavati optimalni vodni i vazdus$ni rezim. Bakteriozama odgovaraju uslovi visoke vlaznosti
vazduha kada i nastaju najveci gubici. Potrebno je objekte redovno provetravati (Mijatovi¢ i
sar., 2007).

Pri dubrenju zemljista koristiti optimalne 1 preporucene doze za papriku i paradajz.
Veoma je korisno izvrsiti analizu zemljiSta na prisustvo odredenih elemenata, pre svega azota,
fosfora i kalijuma. Pri povisenim koli¢inama azota biljke paprike i paradajza su veoma bujne,
ali su istovremeno veoma osetljive na bakterioze. U periodu osetljivom za pojavu bakteriozne
pegavosti, pozeljno je izbegavati zalivanje oro$avanjem i preci na zalivanje kroz brazde, jer se
tako stvaraju manje povoljni uslovi za razvoj i Sirenje patogena. Prepurucuje se i upotreba
sistema za zalivanje kap po kap koji je sa aspekta preventivne zastite biljaka najoptimalniji
(Mijatovi€ i sar., 2007; Obradovi€ i sar., 2012).

PronalaZenje gena otpornosti i njihovo uvodenje u programe selekcije radi stvaranja
otpornih komercijalnih genotipova zadatak je na kome rade mnogi istrazivaci (Jones et al.,
2002; Mijatovi¢ i sar. 2004; Danojevi¢ i sar., 2016). Medutim, u nasoj zemlji za sada ne
postoji komercijalni genotip paradajza ili paprike koji je otporan na sve rase ovog patogena
(Ignjatov i sar., 2012). Ignjatov i sar. (2012) proucili su osetljivost najéeSée gajenih
genotipova paprike u Srbiji prema najzastupljenijoj rasi (P8) bakterije X. euvesicatoria. Ovim
istrazivanjima potvrdeno je da su svi prouc¢avani genotipovi paprike u nasim uslovima ispoljili
visok stepen osetljivosti prema ovoj rasi. U zastiti paprike kod nas dominiraju hemijske mere
borbe, odnosno koris¢enje bakarnih preparata koji ne obezbeduju zadovoljavaju¢i efekat
zastite (Obradovi¢ i sar., 2004a; 2004b, 2009). Prema literaturnim podacima bioloske i neke
novije alternativne metode kao $to su primena bakteriofaga i aktivatora otpornosti, ukazuju na
mogucnost razvoja efikasne integralne strategije za suzbijanje X. euvesicatoria (Obradovi¢ i
sar., 2002; 2005; Obradovic, 2009; Gasic i sar., 2011).



Zastita od bakterioza paprike moZze se uspeSno sprovesti samo integrisanim merama
zastite (IPM) (Jones et al., 2002; Momol et al., 2002; Balaz, 2005; Obradovic i sar., 2012).
One obuhvataju skup mera kojima se smanjenje rizik od nastanka infekcije: nabavka zdravog
sertifikovanog semena, izbor parcele i sprovodenje odgovaraju¢ih agrotenickih mera,
proizvodnja zdravog rasada. Ukoliko i pored primene navedenih mera ipak dode do infekcije

biljaka, preostaje hemijska zastita biljaka u polju.

2.2.1 Primena preparata na bazi jedinjenja bakra

Od baktericida, najcesée su u upotebi preparati na bazi bakra, sami ili u kombinaciji sa
etilen-bis-ditiokarbamatima (EBDC) kao §to su maneb i mankozeb. Kombinacija bakarnih
preparata i EBDC fungicida ima sinergistiCko delovanje u zastiti od bakterioza povrca.
Samostalna primena preparata na bazi bakra je manje efikasna od njihovih kombinacija sa
EBDC fungicidima $to potvrduju mnogi autori (Marco et al., 1983; Pernezny et al., 2008).
Kao posledica Ceste primene preparata na bazi bakra, registrovani su sojevi X. euvesicatoria
tolerantni na sve bakarne formulacije ili slabo osetljivi na kombinaciju sa EBDC fungicidima
(Marco et al.,1983; Adaskaveg and Hine, 1985; Jones et al., 1991; Mirik et al., 2007;
Pernezny et al., 2008).

Bakarni preparati se nanose na biljne organe preventivno u vidu zastitnog filma, tako
da se onemogucava prodor patogena u unutrasnjost biljnog tkiva. Zbog toga je od izuzetnog
znafaja primena prvih tretmana neposredno pre pojave bolesti, kao 1 u odgovaraju¢im
intervalima u toku osetljivog perioda vegetacije (Ritchie, 1991). U cilju zastitie od bakterioza
paprike, preporucuje se upotreba bakarnih preparata u intervalima 7-10 dana zavisno od
vremenskih uslova sve dok traje period pogodan za ostvarenje infekcije.

Najées¢e primenjivani baktericidi na bazi jona bakra su bakar-hidroksid i bakar-
oksihlorid (Tabela 1). Bakar-hidroksid je uveden u primenu 1968. godine u SAD-u. To je
Cvrsta supstanca plavo-zelene boje, slabo rastvorljiva u vodi i nerastvorljiva u organskim
rastvaracima. Bakar-hidroksid je protektivni fungicid i baktericid. Moze da bude fitotoksi¢an
ako se primenjuje po hladnom i vlaznom vremenu.

Bakar-oksihlorid kao fungicid uveden je u primenu 1900-te godine. Tehnicki proizvod
je zelen do plavicasto zelen prasak koji je prakti¢no nerastvorljiv u vodi kao i u organskim
rastvaracima. Bakar-oksihlorid je osnovni folijarni fungicid i baktericid sa protektivnim

delovanjem.
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Bakar-sulfat je u primeni od kraja 19. veka. Cista supstanca je plavi kristal koji u sebi
sadrzi pet molekula vode (pentahidrat). Medutim, poseduje izraZzeno fitotoksi¢no dejstvo na
zeljaste delove biljaka, lako je rastvorljiv u vodi, brzo se spira i ima kratkotrajnu zastitnu
ulogu. Osnova njegova primena je uglavnom vezana za spravljanje bordovske ¢orbe (Janjié,
2005).

Tabela 1. Bakarna jedinjenja razli¢itih formulacija (Tomlin, 2006; Janji¢, 2005).

Naziv Formula Istorija upotrebe Vrsta pesticida
Bakar-oksid Cu,0 od 1932 (Horsfall, 1932)  fungicid
Bakar-hidroksid  Cu(OH), od 1968 /SAD fungicid
baktericid
Bakar-oktanoat Cu[CH3(CH2)s COO], o0d 1997/ SAD fungicid
baktericid
algicid
Bakar-oksihlorid  CuClI2-3Cu(OH), od 1900 fungicid
baktericid
Bakar (Il)-sulfat  CuSO4-5H,0 od kraja 19. veka fungicid
Bakar-sulfat 3Cu(OH)2- CuSO, / fungicid
Oksin-bakra C1sH12CuN,»0, Od 1946 fungicid

Elementarni bakar toksi¢an je za sve Zive celije jer reaguje sa sulthidril (-SH) grupama
odredenih aminokiselina i izaziva denaturaciju proteina i enzima (Agrios, 2005). Izu¢avanjem
mehanizma baktericidnog delovaja bakarnih preparata prihvac¢eno je misljenje da se delovanje
zasniva na delovanju Cu~ jona koji bakterije pasivno apsorbuju. Kompleksi vezanog bakra
imaju jace baktericidno delovanje od jona bakra usled vece liposolubilnosti koja onemogucuje
bolje prodiranje bakra u ¢elije bakterija Sto dovodi do remecenja njihovog razvoja. S druge
strane, bakar ima 1 indirektnu funkciju, jer je utvrdeno da su biljke nedovoljno obezbedene
bakrom, osetljive na gljivi¢na i bakterijska oboljenja (Janji¢, 2005).

Nerastvorljiva bakarna jedinjenja (bakar-hidroksid, bakar-oksihlorid i dr.) posle
tretiranja, pod uticajem ugljendioksida iz vazduha i proizvoda metabolizma biljaka i gljiva
prelaze u jone bakra. Ovo moze biti povezano i sa fitotoksi¢nim efektom bakra na pojedine
gajene biljke. Fungicidi bakra mogu da dovedu i do oStecenja osetljivih biljaka, ukoliko je
koncentarcija rastvorljivog bakra velika, pogotovu §to su razlike izmedu fungicidnih i
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fitotoksi¢nih koncentracija male (Janji¢, 2005). Upotreba bakarnih preparata je u stalnom
porastu, najces¢e su u upotrebi kao fungicidi i1 baktericidi u vinogradarstu i vocarstvu i
povrtarstvu. PovrSine pod ovim kulturama su u stalnom porastu na svetskom nivou. Medutim
zbog nagomilavanja ostataka bakarnih preparata u zemljistu postoje inicijative za smanjenje
njihove upotrebe. Evropska unija je iz navdenih razloga ograni¢ila koli¢ina primene bakarnih
preparata u organskoj proizvodnji na 6 kg/ha u toku jedne godine. Ranija zakonska regulativa
je dozvoljavala upotrebu 8 kg/ha. Sli¢ne inicijative za smanjenje upotrebe bakarnih preparata
su pokrenute Sirom sveta (EC direktivom No. 473/2002; Quattrucci et al., 2013).

Ignjatov i saradnici proucavali su osetljivost sojeva X. euvesicatoria prema razli¢itim
koncentracijama bakar-sulfata in vitro. Rezultati ogleda ukazali su na moguéu pojavu
rezistentnosti bakterije na navedeno jedinjenje bakra. Razlog pojave rezistentnosti
proucavanih sojeva prema ovom jedinjenju lezi u Sirokoj i Cestoj upotrebi razli¢itih
formulacija (bordovska ¢orba, bakar-hidroksid, bakarni-oksihlorid i dr.) na bazi jona bakra za
kontrolu mikoza i bakterioza u nasoj zemlji (Ignjatov i sar. 2010).

Eksperimentalnih podataka o hemijskoj zastiti paprike od bakteriozne pegavosti u
uslovima otvorenog polja u domacoj literaturi ima veoma malo. MilijaSevi¢ i sar. (2006) su
proucavali efikasnost bakarnih preparata (bakar-hidroksid i bakar-oksihlorid) u zastiti paprike
od bakteriozne pegavosti u uslovima otvorenog polja. U ovim eksperimentima bakarni
preparati su ispoljili zadovoljavajucu efikasnost na svim lokalitetima primene. U
eksperimentima u toku 2005. godine, bakar-oksihlorid (Cuprozin 35 WP) je ispoljio
efikasnost od 74,3-78,7% a bakar-hidroksid (Blauvit) 74,6-78,9%. U ogledima izvedenim
tokom 2006. godine, najvecu efikasnost (86,1-89,1%) ispoljio je bakar-hidroksid (Fungohem
SC). Na osnovu ovih istrazivanja autori preporucuju navedene bakarne preparate za uspesnu
zastitiu paprike od bakteriozne pegavosti u nasim klimatskim uslovima (Milijasevi¢ i sar.,
2006).

2.2.2 Primena etilen-bis-ditiokarbamata (EBDC)

Kao fungicidi, po spektru dejstva i efikasnosti primene, ditiokarbamati su sli¢ni
bakarnim preparatima, ali zbog lakoée pripreme i primene, smanjene fitotoksi¢nosti, kao i
osobine da se mogu meSati sa mnogim drugim pesticidima, ditiokarbamati su poceli da
potiskuju bordovsku corbu. Ekspanzija upotrebe ovih fungicida nastaje otkricem bis-

ditiokarbamata, s vrlo znacajnim cinebom (1946) i manebom (1950), smatranim najve¢im
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dostignu¢em ove grupe jedinjenja. Kasnije nastaje otkrice mankozeba (1961), propineba
(1963) i drugih ditiokarbamata. Nakon pojave novih sistemi¢nih organskih jedinjenja kao
fungicida i otkri¢a odredenih toksikoloskih problema vezanih za upotrebu ditiokarbamata i
karcinogenih svojstava njihovih metabolita u nekim zemljama dolazi do redukcije njihove
upotrebe (Janji¢, 2005: Gulino et al. 2010). U zastiti od bakterioza povréa od etilen-bis-
ditiokarbamata, najcesce su u upotebi maneb i mankozeb u kombinaciji sa preparatima na
bazi bakra. Smatra se da kombinacija bakarnih preparata i etilen-bis-ditiokarbamata ima
sinergisticko delovanje u zastiti od bakterioza povréa. Potvrdeno je eksperimentima da
toksi¢nost etilen-bis-ditiokarbamata u prisustvu jona bakra raste (Hassall, 1982). U biljkama
glavni metabolit mankozeba je etilentiourea. U nekim eksperimentima, se pokazalo da
etilentiourea ima slaba karcinogena svojstva. Medunarodna agencija za prou¢avanje kancera
svetske zdravstvene organizacije (IARC — International Agency for Research on Cancer)
klasifikovala je etilentioureu u grupu 3, moguéih slabih karcinogena za ljude, jer je
eksperimentima na zivotinjama potvrdena karcinogenost ovog jedinjenja (IARC, 2017). U
povréu su, takode, Cesto nalazene velike koli¢ine ostataka ditiokarbamata posle njihove
upotrebe u zastiti povréa. Moguci karcinogeni efekti, doveli su do restrikcije primene
ditiokarbamata u Kanadi i nekim drugim zemljama i primorali istrazivace da tragaju za
alternativnim sredstvima zastite (Abbasi et al., 2002a, 2002b, 2003; Al-Dahmani et al., 2003;
Janji¢, 2005;). Da bi se smanjila upotreba EBDC fungicida, u praksi se uvode nove aktivne
supstance koje se mogu primeniti u kombinaciji sa bakarnim preparatima a toksikoloski su
prihvatljivije za upotrbu u usevu paprike i paradajza. Autori najée$¢e navode upotrebu
famoksadona (fungicid iz grupe oksazolidinona) u kombinaciji sa cimoksanilom ili
naizmeni¢nu primenu sa preparatima razli¢itog mehanizma delovanja, kao $to je hlortalonil
(Al-Dahmani et al., 2003; Balaz, 2005; Roberts et al., 2008). Oksazolidinoni ¢ine relativno
novu klasu antimikrobnih agenasa koji poseduju jedinstveni mehanizam delovanja.

Oksazolidinoni u bakterijskoj ¢eliji inhibiraju sintezu proteina (Brickner et al., 1996).

2.2.3 Primena antibiotika

Antibiotici su selektivne mikrobne supstance koje nastaju kao proizvodi bioloske
sinteze pojedinih mikroorganizama i u malim dozama inhibiraju rast i menjaju metabolizam
drugih organizama. Vise od polovine danas poznatih antibiotika su proizvodi aktinomiceta
(koncastih bakterija) iz roda Streptomyces, nekoliko antibiotika proizvode bakterije iz roda

Bacillus, dok su ostali proizvod metabolizma gljiva iz rodova Penicillium i Cephalosporium
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(Agrios, 2005; Janji¢, 2005). Pedesetih godina proslog veka, ubrzo nakon pojave antibiotika u
humanoj medicini, pocela su istrazivanja u cilju njihovog terapeutskog dejstva u kontroli
bolesti biljaka. Upotreba streptomicina, u zastiti bilja od bakterioza zapocela je pedesetih
godina proslog veka. Ubrzo nakon pocetka njihove primene pojavili su se rezistentni sojevi u
populaciji patogena (Pernezny et al., 1995). Zbog eventualnih posledica po zivotnu sredinu i
ljudsko zdravlje, primena antibiotika u zastiti bilja postala je u poslednje vreme predmet
intenzivnog preispitivanja i diskusije. Razlog su negativne strane njihove primene, kao §to su
posledice preteranog unoSenja antibiotika u zivotnu sredinu i njihov efekat na korisne
mikroorganizme, dospevanje ostataka antibiotika u lanac ishrane, efekat smanjenih doza na
pojavu otpornosti Stetnih vrsta bakterija, ne samo fitopatogenih, ve¢ i patogena ljudi, a takode
i direktan efekat na ljudsku populaciju, koja na ovaj nacin biva izloZena njihovom dejstvu.
Stoga su zemlje, koje su medu prvima pocele da primenjuju antibiotike u zastiti bilja,
prinudene da ograniavaju njihovu primenu i paznju usmeravaju na alternativna sredstva
(Obradovi¢ i1 Ivanovi¢, 2007). U nekim zemljama primena streptomicina je ograni¢ena na
primenu u paradajzu i to samo za prvi tretman nakon rasadivanja, drugi autori pominju
upotrebu antibiotika samo u proizvodnji rasada (Schwartz et al., 2005). Antibiotici su
registrovani za upotrebu u zemljama Severne i Juzne Amerike, Japanu i Tajvanu. Zakonska
regulativa Evropske unije ne dozvoljava upotrebu antibiotika u zastiti biljaka. Zakonska
regulativa Svajcarske i Madarske dozvoljava upotrebu antibiotika u poljoprivredi ali uz
odredena ogranicenja u njihovoj prodaji i primeni. Primena antibiotika u zastiti bilja takode
nije dozvoljena u Republici Srbiji.

U svetu, najce$¢e primenjivani antibiotici za zasStitu od bakteriozne pegavosti su
streptomicin, kasugamicin i oksitetraciklin (Tabela 2). Streptomicin i kasugamicin poseduju
sistemi¢na svojstva, biljka ih apsorbuje i transportuje pa se oni ponasaju kao sistemicni
fungicidi, imaju preventivno i kurativno delovanje, medutim izuzetno su fotodegradibilni.
Streptomicin je proizvod metabolizma aktinomicete Streptomyces griseus i otkriven je od
strane Waksmana 1944. godine (Agrios, 2005). Jedan je od prvih antibiotika koji su se
koristili u zastiti od biljnih bolesti. Pripada grupi aminoglikozida i u visokim koncentracijama
moze biti fitotoksican i najcesée je formulisan kao streptomicin-sulfat, streptomicin-hlorid i
streptomicin-nitrat. Streptomicin deluje tako §to se vezuje za ribozome bakterija i na taj nacin
sprecava sintezu proteina (Woodcock et al., 1991). Streptomicin se najées¢e upotrebljava u
zastiti kruSke i jabuke od bakteriozne plamenjaée koju izaziva Erwinia amylovora (McManus
and Stockwell, 2000). Ispoljava visok stepen efikasnosti u suzbijanju velikog broja

fitopatogenih bakterija, izazivaca pegavosti i plamenjaca biljaka i trulezi stabla. Tu spadaju
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paraziti iz rodova Xanthomonas, Pseudomonas, Agrobacterium i Erwinia. Primena
streptomicina u usevu paradajza i paprike za suzbijanje X. euvesicatoria bila je kratkotrajna,
jer je ve¢ pocetkom Sezdesetih godina proslog veka, otkrivena rezistentna populacija ove
bakterije (Stall and Thayer, 1962). Streptomicin-rezistentni sojevi su se brzo proSirili i postali
Siroko rasprostranjeni (Argentina, Brazil, Kalifornija, Florida, DZordzija, Ohajo, Pensilvanija,
Tajvan), primoravajuéi istrazivace da tragaju za drugim resenjima (Obradovi¢ et al., 2004a).
Pored streptomicina, kasugamicin je antibiotik takode iz grupe aminoglikozida koji se u
nekim zemljama koristi u zastiti bilja. Otkriven je 1965. godine u Japanu, nalazi se u prometu
u obliku kao kasugamicin hidroksid, ali i kao meSavina sa bakar-oksihloridom i to formulisan
u nekoliko preparata (Kasumin, Kasumin 2L, Kasumin L EC, Kasumin 8 WP), registrovan je
za primenu u pojedinim zemljama, za zastitiu od mikoza i bakterioza i ima protektivno i
kurativno delovanje (Yamaguchi, 1998). Primenjuje se jedino u poljoprivredi, nije uveden u
primenu u medicini i veterinarskoj medicini (Vallad et al., 2010). Naj¢es¢e se primenjuje u
usevima pirin¢a, Seéerne repe, pasulja, paradajza, paprike, celera, citrusa, jabuke, kruske,
muSmule i ukrasnih biljaka, protiv parazita Venturia inaequalis, V. pirina i E. amylovora.
Registrovan je za primenu u Meksiku ali u SAD postupak registracije jos uvek traje (Vallad et
al., 2010). Najvise je koriscen antibiotik u Japanu gde se najée$ce primenjuje u zastiti od
bakterioza ali i mikoza pirinca i godis$nje se trosi 20000-30000 tona (Yamaguchi, 1998; Janji¢,
2005). Od zemalja u nasem okruzenju registrovan je u Madarskoj za suzbijanje
prouzrokovaca bakteriozne pegavosti lis¢a paprike. Primenjuje se kontrolisano kada
prognozno-izvestajne sluzbe daju preporuku i ne moze se kupiti u slobodnoj prodaji.
Mehanizam delovanja se zasniva na inhibiciji ugradnje aminokiselina tokom sinteze proteina
(Yamaguchi, 1998). Postoji opasnost od pojave ukrStene rezistentnosti izmedu ova dva
antibiotika jer imaju isti mehanizam delovanja (Woodcock et al., 1991).

Vallad et al. (2010) su proucavali efikasnost kasugamicina u zastiti paradajza od
bakteriozne pegavosti. Eksperimenti su izvedeni u stakleniku i na tri lokacije u drzavi Florida.
Kasugamicin je primenjen samostalno i u kombinaciji sa standardnim bakarnim preparatima.
U eksperimentima u stakleniku kasugamicin je umanjio intenzitet oboljenja za 37,5% u
poredenju sa netretiranom kontrolom. U uslovima otvorenog polja u cetiri eksperimenta
efikasnost kasugamicina primenjenog samostalno je bila ista kao i standardni tretman bakar-
hidroksidom + mankozeb. Efikasnost kombinacije kasugamicina sa bakar-hidroksidom +
mankozeb nije se znacajno razlikovala od standardnog tretmana ili kasugamicina primenjenog

samostalno u tri od Cetiri eksperimenta. Autori navode da u uslovima otvorenog polja u drzavi
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Florida postoji opasnost od brzog razvoja rezistentosti na ovaj antiobiotik (Vallad et al.,
2010).

Jedna od poteskoca vezanih za upotrebu baktericida odnosi se na ucestalu pojavu
sojeva patogena koji su otporni na dejstvo ovih jedinjenja. Rezistentnost Stetnih organizama
prema pesticidima predstavlja pojavu otpornosti pojedinih vrsta koje su ranije bile osetljive i
predstavlja nacin prilagodavanja izmenjenim uslovima sredine, pri ¢emu se menjaju
funkcionalne osobine ¢elija i organizma u celini (Janji¢, 2005). Otporni sojevi patogena
nastaju selekcijom rezistentnih ili virulentnijih populacija kao posledica dugotrajne i
nekontrolisane primene baktericida (Ritchie and Dittapongpitch, 1991; McManus and
Stockwell, 2000). Prvi podaci o pojavi rezistentnih sojeva na antibiotike poti¢u jo$ iz 1954.
godine, dakle samo nekoliko godina nakon pocetka njihove primene (Agrios, 2005). lako su
koli¢ine antibiotika koje se koriste u zastiti bilja zanemarljive u odnosu na koli¢inu
upotrebljenih antibiotika u humanoj medicini i veterini, sve veéi broj populacija bakterija
patogena Coveka i zivotinja razvija rezistentnost. Procesom konjugacije (razmene genetickog
materijala) moguce je prenoSenje gena rezistentnosti na antibiotike izmedu bakterija (Stall et
al., 1986; Russi et al., 2008). Minsavage et al. (1990) su potvrdili da se konjugacijom moze

preneti gen otpornosti na streptomicin na sojeve X. campestris pv. vesicatoria.

Tabela 2. Antibiotici najées¢e primenjivani u poljoprivredi

Antibiotik Hemijska formula Poreklo Otkrice i
istorija
upotrebe
Streptomicin C21H39N7012 Actinomycetales, Selman
Streptomyces Abraham
griseus, Vaksman,
1943.

Kasugamicin C14H27N3019 Actinomycetales, Hamao
Streptomyces Umezawa,
kasugaensis 1965.

Oksitetraciklin C22H24N20g Actinomycetales, Finlay et al.,
Streptomyces 1950.
rimosus
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U cilju utvrdivanja praga osetljivosti sojeva bakterija prema antibioticima i
jedinjenjima bakra moguce je koristiti in vitro testove kojima se prou¢ava moguénost razvoja
sojeva na podlozi sa razli¢itim koncentracijama aktivne supstance. U ranijim istraZzivanjima
osetljivosti sojeva poreklom iz Srbije u in vitro uslovima prema bakar-sulfatu i streptomicinu,
utvrdeno je da su primenjene koncentracije streptomicina i bakar-sulfata, potpuno zaustavile
razvoj kolonija na podlozi (Obradovi¢ i sar., 2000b). Novija istrazivanja Ignjatov i saradnika
(2010) ukazuju da je populacija sojeva X. euvesicatoria poreklom iz Srbije osetljiva na
streptomicin-sulfat. Medutim, uporedivanjem rezultata iznetih u ovom radu sa prethodnim
rezultatima Obradovica i saradnika (2000b), mozZe se konstatovati da je u periodu od 2000-
2011. godine doslo do pojave rezistentosti patogena prema bakar-sulfatu i jednim delom
prema kasugamicinu, $to posebno zabrinjava. Obzirom da antibiotici u nasoj zemlji nisu
registrovani u zastiti bilja, nekontrolisana i1 nelegalna upotreba antibiotika je ekoloSki
neopravdana 1 moze dovesti do pojave rezistentnih sojeva patogena, §to je potvrdeno i ovim

rezultatima (Ignjatov i sar., 2010).

2.2.4 Novi pravci u integralnoj zastiti paprike i paradajza od bakteriozne
pegavosti

2.2.4.1 Primena aktivatora sistemi¢ne otpornosti

Prema novijim literaturnim podacima, bioloske metode (primena bakteriofaga) i neke
novije alternativne metode (aktivatori opornosti), ukazuju na moguénost razvoja efikasne
strategije za suzbijanje vrste X. euvesicatoria (Obradovic¢ et al., 2005).

Indukovana sistemi¢na otpornost biljaka (Systemic Acquired Resistance, SAR) prvi
put je opisana 1901. godine. Moze biti indukovana patogenima koji prouzrokuju nekrozu
biljnog tkiva, patogenima nekompatibilnim sa biljkom domac¢inom, bioloskim aktivatorima i
hemijskim jedinjenjima. Prvi hemijski aktivatori otpornosti bili su salicilna kiselina i 2,6-
dihlor-izonikotinska kiselina (INA) (Tabela 3). Ova jedinjenja uti¢u na aktiviranje sistemi¢ne
otpornosti mnogih biljnih vrsta, ali zbog njihove fitotoksi¢nosti za veéinu biljaka nisu
komercijalno primenjivani (Agrios, 2005; Vernooij et al., 1995; Contrath et al., 1995; Garcion
et al., 2007). Acibenzolar-S-metil (ASM) je prvi aktivator sistemi¢ne otpornosti koji je
komercijalno primenjivan i nalazi se u prometu u SAD pod komercijalnim imenom Actigard,
a u Evropi pod nazivom Bion 50 WG. U primeni je u nekim zemljama u okruzenju, medutim

jo§ uvek nije registrovan za upotrebu u nasoj zemlji. ASM Se moze primeniti u zastiti od
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fitopatogenih bakterija, fitoplazmi, virusa i gljiva. Nema direktan uticaj na patogene veé
aktivira prirodne biohemijske procese u biljkama i na taj nacin biljke postaju otporne na
kompatibilne patogene (Louws et al., 2001; Vavrina et al., 2004).

ASM poseduje odlican potencijal za zastitu paprike 1 paradajza od bakteriozne
pegavosti, medutim neka istrazivanja su pokazala da moze ispoljiti negativan efekat na ove
gajene biljke i njihov ukupan prinos (Louws et al., 2001; Abbasi et al., 2002a). ASM se ne
preporucuje za upotrebu tokom cele vegetacije u usevu paradajza usled negativnog uticaja na

prinos (Graves and Alexander, 2002).

Tabela 3. Hemijske i strukturne formule aktivatora otpornosti biljaka (Smith et al., 2007)

Aktivna supstanca Struktura molekula ~ Hemijska formula
o\ /SCH3
C
Acibenzolar-S-metil s\ CsHgN20S,
N
/
N

Salicilna kiselina Ol C7HgO3
OH
Cl N Cl
| AN
2,6-dihlor-izonikotinska kiselina = CeHsNOLClI,
O~ "OH

Harpin protein, izolovan iz bakterije Erwinia amylovora, izaziva kompleksne
metaboli¢ke reakcije kod tretiranih biljaka i aktivira prirodnu otpornost. Primenjivan je u
zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti (Obradovic et al., 2004a i 2005). Transferom DNK
fragmenta koji kodira produkciju harpin proteina u Escherichia coli soj K12, omogucena je

njegova proizvodnja i komercijalna primena u vidu preparata pod nazivom Messenger (Tabela
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4). Klasifikovan je kao biohemijski pesticid, IV grupa otrova. Harpin se ne moze primeniti sa

hlorisanom vodom zbog denaturacije proteina (Anonymous, 2002).

Tabela 4. Aktivatori otpornosti komercijalno dostupni u SAD (Agrios, 2004)

Preparat Aktivna supstanca Registrovani za Nacin
primenu u usevu primene
Actigard (Bion Benzothiadiazole Duvan, paradajz, Prskanjem,
50WG) Benzodiathiazole derivati  salata, spanaé zalivanjem
(Acibenzolar-S-methyl
(ASM))
Serenade Bacillus subtilis soj Razli¢iti usevi, Prskanjem
QST716 voéne vrste, povrée
Messenger Erwinia amylovora harpin  Ratarski usevi, Prskanje,
protein ukrasno bilje, povrée  zalivanje
Oxycom Sintetska salicilna kiselina  Vise useva Prskanje,
+ kiseonik generator zalivanje

Obradovi¢ et al. (2005) proucavali su efikasnost aktivatora otpornosti (acibenzolar-S-
metil, harpin protein), specifi¢énih baktriofaga, suspenzije bakterija sojeva antagonista
(Pseudomonas syringae Cit 7, Pseudomonas. putida B56) i potencijalnih stimulatora rasta
biljaka (Bacillus pumilus B 122, Pseudomonas. fluorescens B130 (PGPR - plant growth
promoting rhizobacteria) u zastiti od X. c. pv. vesicatoria u usevu paradajza sorte Florida 47,
u uslovima staklenika. Kao kontrola koris¢ene su biljke tretirane vodom, a kao standardni
tretman primenjen je bakar-hidroksid (Kocide 2000, Griffin Corp., 0,36%). U ovim
eksperimentima kori$éena je suspenzija 6 sojeva bakteriofaga (Agriphage, AgriPhi Inc., 1%
v/v) specifi¢nih prema rasi T3 X. c. pv. vesicatoria. Sojevi bakterija stimulatora rasta i
antagonisti nisu ispoljili znacajan efekat u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti u
uslovima vestacke inokulacije u stakleniku. Rezultati ovih autora ukazuju na ograniceni
spektar aktivnosti i malu konkurentsku sposobnost ovih sojeva u uslovima staklenika.
Primena preparata Agriphage u kombinaciji sa aktivatorima sistemi¢ne otpornosti znacajno je
umanjila intenzitet bolesti ukazuju¢i na moguénost efikasne primene u zastiti paradajza od
bakteriozne pegavosti. Harpin protein nije aktivirao sistemi¢nu otpornost paradajza prema
patogenu. Za razliku od Harpin proteina i bakterija stimulatora rasta, ASM je efikasno
aktivirao sisitemi¢nu otpornost paradajza prema X. c. pv. vesicatoria, spre¢avajuci pojavu
karakteristicnih simptoma bolesti. Integrisani tretmani ASM i Agriphage su posluzili kao
osnova za razvoj efikasne strategije zastite paradajza od prouzrokovaca bakteriozne pegavosti
u polju (Obradovi¢ et al., 2005; Obradovié, 2009).
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U eksperimentima u polju sprovedenim tokom tri uzastopne godine u centralnoj i
severnoj Floridi u uslovima suptropske klime, ASM primenjen samostalno ili u kombinaciji sa
bakteriofagima znacajno je smanjio intenzitet bakteriozne pegavosti paradajza u poredenju sa
drugim tretmanima (Obradovi¢ et al., 2004a; Obradovi¢, 2009). ASM u kombinaciji sa
bakteriofagima, ili bakteriofagi i harpin protein, znac¢ajno su redukovali bakterioznu pegavost
u odnosu na druge tretmane. Medutim, u pogledu prinosa nije postojala znacajna razlika, u
odnosu na standard ili netretiranu kontrolu. Grupisanjem tretmana gde su primenjivani
bakteriofagi utvrdeno je da se prinos znafajno pove¢ao u odnosu na tretmane bez
bakteriofaga. Sojevi bakterija stimulatora rasta (PGPR) i antagonisti nisu ispoljili znacajan
efekat u kontroli ovog patogena u uslovima otvorenog polja.

Abbasi et al. (2002a) proucavali su efekat amonijum-lignosulfonata (ALS) dobijenog
u procesu prerade drvene mase u kombinaciji sa dubrivom kalijum-fosfat (KP), dok je
acibenzolar-S-metil (ASM) kori§¢en kao standardan tretman. Svi tretmani su znacajno
smanjili bakterioznu pegavost paradajza i paprike u uslovima zastiCenog prostora i otvorenog
polja. Medutim, tri navedena tretmana nisu se statisticki znacajno razlikovala u prinosu u
odnosu ne netretiranu kontrolu. ASM je zapravo smanjio ukupan prinos. Nije bilo uocljivog
fitotoksi¢nog efekta ALS i KP na lis¢u paprike (Abbasi et al., 2002a).

Efikasnost vodenog ekstrakta komposta poreklom iz fabrike za preradu otpada u zastiti
paradajza od bakteriozne pegavosti proucavali su Abbasi et al. (2002b). Ogledi su postavljeni
u organskom i konvencionalnom sistemu proizvodnje u drzavi Ohajo. Ogledi su izvedeni
1998. godine pri uslovima povoljnim za razvoj patogena. Koris¢enjem vodenog ekstrakta
komposta u organskoj proizvodnji, za 33% je povecana koli¢ina plodova koji se mogu izneti
na trziSte u odnosu na kontrolu. U konvencionalnom sistemu proizvodnje vodeni ekstrakt
kompostirane trave umanjio je intenzitet oboljenja 1997. godine koja je bila pogodna za
razvoj patogena. ASM je u ovoj studiji koris¢en kao kontrolni tretman i uticao je na smanjenje
intenziteta bakteriozne pegavosti paradajza i povecanje prinosa plodova koji se mogu plasirati
(Abbasi et al., 2002b).

Abassi, Cuppels i Lazarovic (2003) su proucavali primenu nim ulja iz tropske biljke
Azadirachta indica i ribljeg ulja u zastiti paprike i paradajza dve uzastopne sezone u
zaSticenom prostoru i u uslovima otvorenog polja. Intenzitet bolesti bio je smanjen na
plodovima paradajza ali rezultati Cesto nisu bili statisticki znacajni (Abassi et al., 2003).

Efekat folijarne primene vodenog ekstrakta komposta u zastiti paradajza od
bakteriozne pegavosti proucavali su Al-Dahmani et al. (2003). U eksperimentima su kori§¢eni

vodeni ekstrakti komposta razli¢itog porekla, kravljeg stajnjaka, kompost borove kore,
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kompost sa organske farme i kompost pokoSene trave. Vodeni ekstrakt komposta sterilisan je
autoklaviranjem 1ili filtracijom pre primene. Svi ekstrakti komposta ispoljili su statisticki
znaCajnu efikasnost u zastiCenom prostoru u odnosu na netretiranu kontrolu. Najvecu
efikasnost ispoljio je vodeni ekstrakt komposta kravljeg stajnjaka. Stepen zaStite obezbeden
primenom najefikasnijeg vodenog ekstrakta komposta nije se razlikovao od zastite koju je
ispoljio ASM koji je koris¢en kao kontrola. Medutim, u uslovima otvorenog polja 1997.
godine, u uslovima povoljnim za razvoj patogena, vodeni ekstrakt komposta nije znacajno
umanjio bakterioznu pegavost paradajza, a ni druga oboljenja. Primenom kombinacije
hlorotalonila i bakar-hidroksida sa ili bez ASM ispoljena je veca efikasnost u kontroli bolesti
(Al-Dahmani et al., 2003).

Efikasnost fungicida famoksadona u kombinaciji sa cimoksanilom, ASM i Bacillus
subtilis u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti proucavali su Roberts et al. (2008) i
Fayette et al. (2012). U ovoj studiji korisc¢en je antagonisticki soj bakterije Bacillus subtilis,
QST 713 preparat Serenade Max. Bakar-hidroksid u kombinaciji sa mankozebom koriscen je
kao standardni tretman. Ogledi su izvedeni u uslovima otvorenog polja uz primenu razlicitih
kombinacija ovih jedinjenja u razliitim vremenskim intervalima. Svi programi zastite su
znaajno umanjili intenzitet bakteriozne pegavosti paradajza u odnosu na netretiranu kontrolu.
Takode, svi primenjeni programi bili su jednako efikasni u odnosu na standardni tretman
bakar-hidroksidom u kombinaciji sa mankozebom i nisu se znacajno razlikovali. Programi
zastite ¢ija su osnova ASM i Bacillus subtilis znac¢ajno su umanjili intenzitet bakteriozne
pegavosti u odnosu na netretiranu kontrolu i nisu se znacajno razlikovali u odnosu na
standardni tretman. U eksperimentu in vitro nije potvrdeno direktno baktericidno dejstvo
famoksadona u kombinaciji sa cimoksanilom na Xanthomonas vrste. Medutim u ogledima u
stakleniku i uslovima otvorenog polja ove aktivne supstance su umanjile intenzitet
bakteriozne pegavosti paradajza. Autori preporucuju primenu kombinacije ove dve aktivne
supstance kao alternativno reSenje u integralnoj zastiti bakteriozne pegavosti paradajza
(Roberts et al., 2008 Fayette et al., 2012).

Wen et al. (2007a; 2007b; 2009) proucavali su efikasnost soli fosforne kiseline (SFK)
u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti. Ogledi su izvedeni tri uzastopne godine u
zaSticenom prostori i uslovima otvorenog polja. Primenjene su SFK same ili u kombinaciji sa
standardnim bakarnim baktericidom ili u kombinaciji sa ASM. U uslovima otvorenog polja
efikasnost SFK primenjene sa standardnim baktericidom u punoj koncentraciji ili SFK
primenjene jedanput nedeljno u kombinaciji sa ASM primenjenog u intervalu od 14 dana je

bila ista kao i efikasnost dobijena primenom standardnog bakarnog preparata. U zaSti¢enom
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prostoru SFK su imale sli¢an nivo efikasnosti kao standardni tretman a znacajno vecu
efikasnost SFK u kombinaciji sa standardnim baktericidom od standarda primenjenog samog.
Medutim, uocena je fitotoksi¢nost SFK u zasticenom prostoru na obodu lista paradajiza u
vidu nekroze. Autori preporucuju SFK u kombinaciji sa bakarnim preparatima ili ASM za
kontrolu bakteriozne pegavosti paradajza u uslovima otvorenog polja. Mehanizam efikasnosti
SFK je i dalje nejasan, u in vitro uslovima je imao slab uticaj na porast kolonija Xanthomonas
vrsta, ali nije ispoljio efikasnost kao aktivator otpornosti u uslovima in vivo.

Efekat primene smanjene doze ASM u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti
uslovima otvorenog polja proucavali su Huang et al. (2012). Ogledi su postavljeni u drzavi
Florida i cilj je bio da se prouci i potreban broj tretmana i razmak izmedu tretmana za
efikasnu zastitu paradajza a da se pri tom umanji negativan efekat ASM na prinos. ASM je
primenjen u razmaku od dve sedmice u koncentraciji od 12,9; 64,5 i 129 uM u
eksperimentima izvedenim tkom sezona 2007-08. Bakarni preparat je koris¢en kao standardni
tretman 1 svim ogledima je ukljucena netretirana kontrola. Medutim, u eksperimentima nije
doslo do statisticki zna¢ajnog umanjenja bolesti u odnosu na standardni tretman i netretiranu
kontrolu izuzev jednog ogleda i to samo u koncentraciji od 129 uM. U drugoj seriji ogleda
izvedenih u toku sezona 2009-10. ocenjena je efikasnost folijarne primene ASM u
koncentracijama 50-200 UM i to primenjenog u intervalima od 7 ili 14 dana. U ogledima je
utvrdeno je da je ASM efikasniji ako se primenjuje u razmaku od 7 dana i to primenjen u
koncentracijijama 75 puM (1,58 g aktivne supstance/ha u koli¢ini od 100 1 vode) i 200 uM
(4,2 g a.s./ha na 100 1 vode) Navedene koncentracije su statisticki zna¢ajno umanjile intezitet
bolesti a nisu imale negativan efekat na prinos paradajza u odnosu na netretiranu kontrolu.

Primena ASM pokazala se kao izuzetno efikasna u kontroli bakteriozne pegavosti u
kontrolisanim uslovima. U literaturi se navode da je efikasnost ASM na istom nivou kao i
efikasnost nekih standardnih baktericida. Nasuprot ovim, Gasi¢ i Obradovi¢ (2012) navode da
postoje podaci koji govore o varijabilnoj efikasnosti ASM u polju. Varijabilna efikasnost
ASM je ocekivana, s obzirom da se ispoljava kao odgovor biljke na pokusaj infekcije i
uslovljena je genotipom, fizioloskim statusom biljke i uslovima spoljne sredine (Gasi¢ i
Obradovi¢, 2012).

Romero et al. (2001) su proucavali efikasnost ASM primenjenog na razliCite
genotipove paprika u tipu babura. Utvrdili su da je indukova sistemi¢na otpornost aktivirana
kod svih genotipova paprike i ispoljena 3 dana nakon primene dok se njeno dejstvo
ispoljavalo tokom dve nedelje nakon primene. Primenom ASM u intervalima od 14 dana u

uslovima otvorenog polja zastita paprike od bakteriozne pegavosti je bila iste efikasnosti kao i
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kod standardnog tretmana bakrom u kombinaciji sa mankozebom. Medutim, prinos paprike je
znacajno smanjen kod jednog genotipa od ukupno Sest proucavanih.

Louws et al. (2001) su proucavali efikasnost ASM u u zastiti paradajza od bakteriozne
pegavosti u uslovima staklenika i otvorenog polja. ASM je ispoljio efikasnost u stakleniku
medutim, biljke tretirane ASM u koncentraciji od 35 g aktivne supstance po ha su bile
vizuelno manje. Navode primer da su biljke tretirane ASM imale prose¢nu masu od 5,49 a
kontrolne biljke su imale prose¢nu masu od 10,7g. Sto iznosi priblizno 50% redukcije porasta
u odnosu na netretiranu kontrolu.

Prednost upotrebe ASM je moguénost aktiviranja sistemi¢ne otpornosti paprike i
paradajza prema viSe patogena istovremeno. Pored brojnih prednosti koje navode mnogi
autori, primena ASM mozZe negativno uticati na prinos paprike. Za maksimalnu efikasnost
treba pazljivo podesiti koncentraciju preparata i vreme izmedu tretmana jer prekomerna
eksploatacija odbrambenog mehanizma biljke moze dovesti do preoptere¢enja metabolizma,

zaostajanja u porastu i smanjenje produktivnosti (Gasi¢ i Obradovic¢, 2012).

2.2.4.2 Primena antagonisti¢kih sojeva bakterija

Bioloska kontrola bakteriozne pegavosti prouzrokovana rasom T1 se moze posti¢i
upotrebom antagonistickog soja X. €. pv. vesicatoria rase T3 (Jones et al., 1998). Sa uspehom
se mogu koristiti i druge antagonisti¢ke bakterije kao $to su Pseudomonas syringae Cit 7,
Pseudomonas putida B56, Pseudomonas flourescens, Serratia sp. i razliitim sojevima
Bacillus sp. (Ji et al., 2006; Mirik et al., 2008).

Ji et al. (2006) su proucavali integralnu bilosku kontrolu bakteriozne pegavosti
paradajza u uslovima staklenika i otvorenog polja. U ogledima su koristili bioloske agense i
PGPR- sojeve bakterija. Sojevi PGPR u ovoj studiji su kori§¢eni na osnovu njihovog
kapaciteta da indukuju otpornost prema bakterioznoj pegavosti paradajza. Folijarni tretman
sojem P. syringae Cit7 je bio najefikasniji od tri primenjena bioloska agensa, pruzajuci
zna€ajno umanjenje intenziteta bakteriozne pegavosti paradajza u dva od tri eksperimenta u
polju. Ovim rezultatima je potvrdeno da neki sojevi PGPR mogu aktivirati sistemi¢nu
otpornost paradajza u uslovima otvorenog polja (Ji et al., 2006).

Efikasnost bioloskog baktericida Serenade (Bacillus subtilis QST 713), bakar-
hidroksida i njihove kombinacije u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti proucavali su
Abbasi et al. (2015). Ogledi su izvedeni u uslovima otvorenog polja u Londonu, Ontario,

Kanada. VVodena suspenzija prepatara Serenade primenjenog samostalno umanjila je intenzitet
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oboljenja na listovima u tri od Cetiri uzastopne sezone koliko su trajala istrazivanja. Bakar-
hidroksid primenjen kao standardni tretman je bio efikasan u tri od Cetiri sezone. Smesa ova
dva baktericida umanjila je intenzitet oboljenja na listovima u sve Cetiri sezone. Medutim, nije
bilo znacajne razlike u intezitetu oboljenja na plodovima. Ovi rezultati potvrduju umerenu

efikasnost ovih baktericida u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti.

2.2.4.3 Primena bakteriofaga

Bakteriofagi su virusi koji zarazavaju bakterijsku ¢eliju. Veoma su specificni za
bakterijske 1 ne parazitiraju eukariotske celije. Specifi¢ni su prema domacinu, tj. eliminisu
samo kompatibilnu bakteriju, bez uticaja na ostale ¢lanove Zivotne sredine (Obradovic i sar.,
2006; Gasi¢ 1 sar., 2007). UmnoZavaju se samo dok postoji bakterija-domacin i brzo se
inaktiviraju kada je domacin odsutan. Netoksi¢ni su i mogu se koristiti u zastiti i kada
upotreba hemijskih jedinjenja nije dozvoljena, kao $to je sluc¢aj u organskoj proizvodnji
(Balogh et al., 2003; Gasi¢ i sar., 2007; Obradovi¢, 2009; Sadunishvili et al., 2015). Jedna od
prednosti bakteriofaga je 1 §to se mogu primeniti standardnom opremom za zaStitu bilja 1
mogu se Cuvati mesecima pri temperaturi 4°C bez znacajnog gubitka efiksanosti (Jones et al.,
2007).

Isusivanje i ultraljubicasto zra¢enje negativno uticu na opstanak faga u spoljnoj sredini
(Iriarte et al., 2007, Jones et al., 2007, Gasi¢ i sar., 2009). U dosadasnjoj primeni faga u zastiti
bilja ¢est problem predstavlja perzistentnost faga na povrsini biljnog tkiva usled isusivanja i
pogubnog dejstva suncevog zrafenja. Drastican pad populacije primenjenih faga spoljnoj
sredini usled pomenutih faktora, imao je za posledicu promenljivu efikasnost u suzbijanju
bakterija 1 nestandardne rezultate, Sto je bila glavna smetnja njihovoj masovnijoj primeni
(Jones et al., 2007; Obradovi¢, 2009). Prilagodavanjem vremena aplikacije pokazalo se da se
tretmanima biljaka u sumrak, pred zalazak sunca, moZze izbe¢i negativan uticaj dnevnog svetla
1 znaCajno produziti opstanak faga, ¢ime se povecava Sansa za ostvarenje kontakta faga sa
bakterijom domac¢inom (Jones et al., 2002; 2007).

Problemi perzistentnosti faga na povrSini biljnog tkiva su reSavani koriS¢enjem
formulacija koje omogucavaju duzu vitalnost faga na povrsini lista (Balogh, 2002; Balogh et
al., 2003; Obradovi¢ et al., 2005; Iriarte et al., 2007) kao i1 koriS¢enjem bakterija nosilaca faga,
koje omogucéavaju umnozavanje faga specifi¢nih istovremeno i za patogena (Svircev et al.,

2006). Koris¢enje faga izolovanih iz ove sredine u bioloskoj kontroli ima i prednosti, s
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obzirom da oni mogu biti bolje prilagodeni za prezivljavanje i umnoZavanje na povrsini
biljaka. Iriarte et al. (2007) saopstili su da su fagi izolovani iz filosfere bili otporni prema
isuSivanju.

Na povrsini lista, fagi mogu do¢i u kontakt sa velikim brojem pesticida. Iako vec¢ina
ovih hemijskih jedinjanja nema uticaja na vitalnost faga (Zaccardelli et al., 1992; Balogh et
al., 2005), bakarni preparati su se pokazali Stetni ukoliko se primene u periodu kracem od tri
dana pre tretmana fagima (Balogh et al., 2005; Iriarte et al., 2007).

Balogh et al. (2003) su proucavali uticaj formulisanja bakteriofaga na povecanje
njihove efikasnosti i perzistentnosti u spoljnoj sredini. Proucavanjem viSe potencijalnih
supstanci, utvrdeno je da se efikasnost faga znacajno povecava formulisanjem obranim
mlekom u prahu i saharozom neposredno pre upotrebe suspenzije faga za zastitu paradajza od
bakteriozne pegavosti (Balogh et al., 2003; Obradovic et al., 2004a)

Efekat koncentracije faga na smanjenje zaraze je takode proucavan. Balogh (2002) je
tretirao biljke paradajza meSavinom faga razliite koncentracije: 10*, 10° i 10® PFU/mI pre
inokulacije bakterijom Xanthomonas perforans. Najmanja koncentracija faga nije imala
efekta na nivo zaraze dok su poslednje dve znacajno smanjile njen intenzitet.

Usled pojave otpornosti bakterija prema fagima, Jackson (1989) je razvio nov sistem
primene faga za zastiti od bakterioza u vidu meSavine h-mutanta. H-mutanti su fagi koji
poseduju sposobnost da liziraju soj bakterije rezistentan prema materinskim fagima. Stoga oni
imaju §iri spektar domacina u odnosu na materinske fage. Primenom ovog modela postignuti
su dobri rezultati u suzbijanju prouzrokovaca bakteriozne pegavosti paradajza X. perforans,
kako u stakleniku tako i u uslovima otvorenog polja (Flaherty et al., 2000). Ideja primene h-
mutant faga iskoriS¢ena je u projektu razvoja nove strategije zaStite paradajza od
prouzrokovaca bakteriozne pegavosti. Flaherty et al. (2000) su pokazali da se ovakvom
primenom faga mogu ostvariti zadovoljavaju¢i rezultati. Medutim, ispostavilo se da
efikasnost faga umnogome zavisi od njihove osetljivosti prema uslovima spoljne sredine
(isuSivanje, UV zraenje) 1 sposobnosti da odrzavaju svoju populaciju na biljkama. Posle
istrazivanja nekoliko naCina primene faga, pokazalo se da suspenzija h-mutanata faga,
formulisana obranim mlekom u prahu i saharozom, primenjena u predvecerje, obezbeduje
znacajno manji stepen zaraze nego standardni tretman bakarnim preparatima ili netretirana
kontrola (Flaherty et al., 2000; Balogh et al., 2003)

Gasi¢ i sar. (2010; 2011) proucavali su efikasnost suspenzije faga u kontroli

bakteriozne pegavosti paprike u stakleniku. Rezultati israzivanja su pokazali da se primenom
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faga 2 sata pre i istovremeno sa inokulacijom biljaka paprike moze znacajno smanjiti
intenzitet bakteriozne pegavosti u uslovima staklenika.

U pogledu primene bakteriofaga u praksi, najdalje se otislo njihovom integracijom u
novu strategiju zaStite paradajza od bakteriozne pegavosti, i to u podru¢jima gde klima
povoljno uti¢e na nastanak i razvoj ovog oboljenja (Obradovi¢ i sar., 2007b; 2008; 2009). U
takvim uslovima zaStita paradajza od bakteriozne pegavosti predstavlja neresiv problem.
Usled pojave novih rasa bakterije X. euvesicatoria i razvoja otpornosti ovog patogena prema
baktericidima, gajenje otpornih genotipova i primena preparata na bazi streptomicina ili bakra
ne obezbeduje zadovoljavajuéi efekat zastite (Momol et al., 2002; Obradovi¢ et al., 2004a).
Stoga su zapoCeta proucavanja mogucnosti primene bioloSkih agenasa, superparazita I
antagonista navedenog patogena, bakterija stimulatora rasta biljaka i hemijskih supstanci
aktivatora sistemicne otpornosti, u cilju integracije njihovih pozitivnih efekata u jedinstvenu i
odrzivu strategiju zaStite. Na osnovu ranije ispoljene zadovoljavajuc¢e efikasnosti u
eksperimentima u stakleniku, tretmani bakteriofagima i aktivatorima otpornosti (ASM i
Harpin), kao i njihove medusobne kombinacije, odabrani su za dalja istrazivanja u polju. Jos u
ogledima u zaSticenom prostoru uocen je do tada nezabeleZen pozitivan efekat integracije
tretmana fagima i aktivatorima otpornosti (Obradovi¢ et al., 2005). Primenom acibenzolar-S-
metila, u biljkama paradajza starosti Sest nedelja doSlo je do aktiviranja otpornosti prema
patogenu do nivoa hipersenzitivnosti. U uslovima veoma povoljnim za ostvarenje infekcije i
pri visokoj koncentraciji inokuluma (10° bakterija/ml), to je imalo za posledicu vidljive
nekroze biljnog tkiva na mestima prodora bakterija, podse¢aju¢i na simptome prirodne
infekcije. Autori navode da je dalje Sirenje patogena na tretiranim biljkama bilo zaustavljeno,
medutim, nekroza tkiva je umanjila asimilativnu povrSinu li§¢a, $to se negativno odrazilo na
rast i prinos biljaka. Takva reakcija biljaka u polju, pri jaCem intenzitetu zaraze,
prouzrokovala bi dodatne negativne efekte i stoga je bilo potrebno naci nacin da se nivo
otpornosti biljaka zadrzi ali da se smanji intenzitet njenog pobudivanja i izbegne pojava
nekroze tkiva. Kombinacija tretmana aktivatora sistemi¢ne otpornosti i bakteriofaga donela je
reSenje nastalog problema. Ispostavilo se da su bakteriofagi uspesno smanjili populaciju
bakterija na povrsini liS¢a umanjujuci i broj prodora patogena kroz prirodne otvore, a samim
tim 1 intenzitet reakcije biljke Cija je otpornost pobudena preparatom acibenzolar-S-metil
(Obradovi¢, 2012). Naredni eksperimenti su izvedeni na oglednim poljima Florida
Univerziteta, u uslovima suptropske klime, izuzetno povoljnim za pojavu bakteriozne
pegavosti. Rezultati ogleda izvedenih u stakleniku (Obradovi¢ et al., 2005) i tokom tri sezone
na polju (Obradovi¢ et al., 2004a), ukazali su da primena selekcionisanih sojeva bakteriofaga,
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formulisanih obranim mlekom i saharozom, u kombinaciji sa aktivatorima sistemicne
otpornosti biljaka, pruza efikasnu zastitu paradajza Cak i u uslovima suptropske klime.
Istrazivanja Obradovica et al. (2004a) doprinela su da tretman bakteriofagima, integrisan sa
drugim merama zaStite, postane strategija integralne zaStite paradajza od bakteriozne
pegavosti koja je zazivela u praksi u SAD, §to predstavlja prvi prakti¢an primer primene
bakteriofaga u zastiti bilja u svetu (Momol et al., 2006; Jones et al., 2007; Obradovi¢ et al.,
2008), a preparat bakteriofaga je u SAD dostupan od 2005. godine za komercijalnu upotrebu
(Agriphage, OmniLytics Inc., Salt Lake City, UT, EPA Registration # 67986-1) (Jones et al.,
2007; Obradovi¢, 2009).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Ci]j istrazivanja ovog rada je da se utvrdi efekat baktericida koji su ve¢ u upotrebi, kao
i supstanci koje nisu u primeni u nasoj zemlji, na populaciju X. euvesicatoria poreklom iz
paprike. Podaci o efikasnosti bili bi od izuzetnog znacaja za dalji razvoj strategije kontrole
patogena i sprecavanje Sirenja rezistetne populacije. Prakti¢an cilj ovih proucavanja ogleda se
u mogucnosti primene novijih, savremenih metoda za suzbijanje ovog parazita koji svake
godine nanosi sve vece gubitke u proizvodnji paprike u nasoj zemlji.

Pretpostavka je da se integracijom pozitivnog efekta razli¢itih metoda moze postiéi
povoljniji efekat zaStite. BioloSke metode (primena bakteriofaga i antagonistickih sojeva
bakterija) 1 neke novije alternative (aktivatori sistemicne opornosti), ukazuju na moguénost
razvoja efikasne strategije za kontrolu X. euvesicatoria. U cilju optimizacije i integracije
razli¢itth metoda za zaStitu od ovog patogena, prouci¢e se efikasnost pojedinacne i
kombinovane primene bioloskih agenasa (bakteriofaga i sojeva Bacillus subtilis), aktivatora
sistemi¢ne otpornosti biljaka (acibenzolar-S-metil), kao potpuno novih tretmana u zastiti bilja
u nas, uz kombinaciju 1 poredenje sa klasicnim baktericidima. Proucavanje moguénosti
primene nekih bioloSkih agenasa, poreklom iz prirodnog mikrobioma, specificnih prema
patogenu i bezopasnih po Coveka i Zivotnu sredinu, imalo bi znacajnu ulogu u unapredenju
efikasnosti i odrzivosti metoda zastite, kroz integraciju sa konvencionalnim metodama, kao i
U smanjenju primene hemijskih preparata u zaStiti bilja. Poznavanje korisnih
mikroorganizama, prirodnih neprijatelja, kao 1 mogucnosti njihove primene u zastiti od
bakterioza predstavlja nau¢nu osnovu za razvoj bioloSkih metoda zaStite. Ne retko su
prouCavanja korisnih mikroorganizama, antagonista 1 superparazita, ostajala bez rezultata
upravo zbog nedovoljnog poznavanja uslova neophodnih za njihovu efikasnu primenu.
Obzirom da se radi o zivim organizmima, njihova interakcija sa drugim tretmanima i
uslovima spoljne sredine je mnogo kompleksnija nego Sto je kod klasi¢nih pesticida
sintetskog porekla. Bez proucavanja medusobnih odnosa i optimizacije uslova njihove
primene, bioloSki agensi se ne mogu adekvatno iskoristiti i njihova primena ¢e ostati bez
rezultata. To moZe dovesti u zabludu i zaustaviti napredak u razvoju bioloske zasStite bilja.
Osim nau¢nog ova istrazivanja imace 1 prakti¢an znacaj. IstraZivanja mogucnosti primene
novijih mera u suzbijanju X. euvesicatoria doprinece poboljsanju tehnologije proizvodnje
paprike i umanjiti gubitke u proizvodnji. Takode doprinece smanjenoj primeni hemijskih
preparata 1 doprinece ocCuvanju zdravlja proizvodacCa, potroSaca i zaStiti drugih Cinilaca
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zivotne sredine. Proizvedeni plodovi ¢e biti zdravstveno bezbedniji.

3.1 OSNOVNE HIPOTEZE

Da bi istrazili prednosti razli¢itih strategija za kontrolu populacije X. euvesicatoria u
Srbiji, osnovne hipoteze od kojih se polazi su: (i) da u prirodi postoje bioloski agensi:
bakterije antagonisti, bakteriofagi; kojima se moze uticati na populaciju X. euvesicatoria i koji
se stoga mogu iskoristiti u zastiti paprike od ovog patogena. (ii) Da se integracijom primene
konvencionalnih baktericida i bioloskih agenasa moze unaprediti strategija zastite paprike od
bakteriozne pegavosti. (iii) Takode, pretpostavlja se da se primenom aktivatora otpornosti
moze pojacati odbrambena reakcija biljaka paprike bez negativnog uticaja na prinos i porast
paprike. (iv) Pretpostavka je da se integracijom tretmana, bakteriofaga i aktivatora otpornosti
moze unaprediti strategija zaStite paprike od bakteriozne pegavosti i da se njihovom
primenom moze smanjiti intenzitet zaraze biljaka i1 uticati znacajno na povecanje prinosa

paprike.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Odrzavanje bakterija u kolekciji, priprema inokuluma

U istrazivanjima je koriS¢en soj KFB 13 X. euvesicatoria izolovan iz paprike, sa
lokaliteta HorgoS$. Pripada rasi P7, jednoj od dve najrasprostanjenije i najucestalije rase u
nasoj zemlji, osetljiv prema jedinjenjima bakra i streptomicinu (Obradovi¢ i sar., 2004b).
Cuvan je u kolekciji fitopatogenih bakterija (KFB) Instituta za fitomedicinu, Poljoprivrednog
fakulteta u Beogradu, pri temperaturi od —80°C, u podlozi od hranljivog bujona sa 30%
glicerola u krioepruvetama (Schaad et al., 2001), i u Institutu za povrtarstvo na temperaturi
+4°C na zakosenoj YDC podlozi (podloga od kvascevog ekstrakta, dekstroze i hranjivog
agara). Za kratkorocno c¢uvanje bakterija tokom nekoliko meseci pripremljena je radna
kolekcija tako Sto je pun zahvat kolonije starosti 24 h suspendovan u sterilnoj ¢esmenskoj
vodi u mikroepruvetama i ¢uvan pri sobnoj temperaturi (Klement et al., 1990). Za pripremu
inokuluma kori$¢ene su sveze kulture bakterija gajene 24 h na hranljivom agaru (HA) (agar
18,0 g, hranljivi bujon 23,0 g, destilovana voda 1,0 L) na temperaturi 26 - 27°C u termostatu.
Sveza kultura bakterije je zatim suspendovana u sterilnoj ¢esmenskoj vodi. Bakterijska
suspenzija je podeSena do konatne koncentracije priblizno 10° CFU ml™ upotrebom
McFarland-ove skale i potvrdena je zasevanjem serije razredenja na hranljivu podlogu i

brojanjem razvijenih kolonija (Klement et al., 1990).

4.2. Proucavani tretmani

Od klasi¢nih preparata odabrani su preparati na bazi jona bakra: bakar-hidroksid
(Kocide 2000), bakar-oksihlorid (Cuprozin 35 WP) (Tabela 5). Bakarni preparati su
primenjeni samostalno ili u kombinaciji sa mankozebom (Mankogal 80-WP). Od aktivatora
otpornosti koristicen je acibenzolar-S-metil (Bion 50 WG). Radi poredenja sa drugim
tretmanima koris¢eni su antibiotici streptomicin-sulfat (Streptomicin P) i kasugamicin
(Kasumin 2L). Antibiotici nisu registrovani za upotrebu u poljoprivredni u nasoj zemlji i u
ovom radu su korisc¢eni u eksperimentalne svrhe. U cilju razvoja bioloSke zastite primenjeni

su bakteriofagi soj K® 1, komercijalno mikrobiolosko dubrivo Slavol (Agrounik) i
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Tabela 5. Naziv preparata, proizvodaca, aktivne supstance i koncentracija aktivne supstance primenjene u kontroli bakteriozne pegavosti paprike.

Preparati

Aktivna supstanca

Koncentracija aktivne

Proizvoda¢ supstance u preparatu
1. Eﬁi\?:?iggrc\il)ve Syngenta crop protection, Svajcarska Acibenzolar-S-methyl 50%
2. Kocide 2000 DuPont, Griffin corp, Francuska Bakar-hidroksid 53,8%
3. Cuprozin35WP Galenika fitofarmacija, Srbija Bakar-oksihlorid 35%
4, Mankogal Galenika fitofarmacija, Srbija Mankozeb 80%
5. Kasumin 2L Sumitomo Chemicals Corporation, Japan Kasugamicin 2%
6. Streptomycin P NCP, Srbija Streptomycin sulfat 100%
7. Serenade AgraQuest Inc, Italija B. subtilis soj QST 713 5x10° CFU/g
8. Bakteriofagi (Gasié et al., 2011; 2018) Soj faga Kd1 10° PFU/mI
9. Antagonist AAac Iljlziftt(t:zlaj izl;i;?& a:':%%eigiirr]lubakterija (KFB) B. subtilis soj AAac 10%CFU/mI
10 Slavol Agrounik, Srbija Mikrobiolo§ko djubrivo -
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Bacillus subtilis sojevi QST 713 (Serenade) i AAac. Soj bakteriofaga K® 1 izolovan iz
zemljista u lokalitetu Druzeti¢ kod Koceljeve (Gasi¢ et al., 2011). Specifican je za X.
euvesicatoria i ne lizira druge vrste bakterija. Bacillus subtilis (AAac) je soj odabran na
osnovu ispoljenog jakog antagonistickog dejstva prema X. euvesicatoria u eksperimentima in
vitro. Ovaj soj se ¢uva u kolekciji fitopatogenih bakterija (KFB) Instituta za fitomedicinu,
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu, pri temperaturi od —80°C, u podlozi od hranljivog
bujona sa 30% glicerola u krioepruvetama (Schaad et al., 2001). U tabeli 5. je dat pregled

aktivnih supstanci, proizvodaca i koncentracija aktivih supstanci u preparatima.

4.2.1 Umnozavanje, odredivanje titra i cuvanje bakteriofaga

Za primenu bakteriofaga u eksperimentima, vrseno je njihovo umnozavanje kako bi se
dobila suspenzija visokog titra (priblizno 10*° PFU/mI). Soj faga K® 1 umnoZen je u kulturi
kompatibilne bakterije X. euvesicatoria soj KFB 189 gajene u hranljivom bujonu u kolbama.
Kolbe su postavljene na rotacionu mesalicu u termostatu (150 rpm) pri temperaturi 27°C
tokom 19h. U eksponencijalnoj fazi porasta, pri koncentraciji od 108 CFU/mI (ODggo = 0,3),
dodata je odgovarajuca koli¢ina faga tako da odnos broja Cestica faga 1 ¢elija bakterije bude
oko 1:10. Nakon umnozavanja, u cilju eliminacije preostalih zivih bakterijskih ¢elija, dodat je
hloroform (10:1 v/v) uz postepeno mesanje U trajanju od 1h. Zatim je pazljivo izdvojena
gornja faza u zatamnjenu sterilnu posudu i1 nakon provere titra ¢uvana do upotrebe pri
temperaturi +4°C u frizideru. U eksperimentima za tretiranje biljaka koris¢ena je suspenzija
bakteriofaga koncentracije 10*° PFU/mI za oglede u kontrolisanim uslovima i 10° PFU/mI za
oglede u uslovima otvorenog polja. Suspenzija bakteriofaga je po potrebi razredivana
sterilnom ¢esmenskom vodom.

Da bi se proverio titar suspenzije bakteriofaga pre upotrebe u eksperimentima,
napravljeno je deset razredenja suspenzije faga u odnosu 1:10, u sterilnoj ¢esmenskoj vodi. U
praznu Petri kutiju naneto je 100 pl suspenzije kompatibilnog soja X. euvesicatoria,
pripremljene u sterilnoj ¢esmenskoj vodi 1 100 pl suspenzije faga odredenog razredenja.
Zatim je ve¢ pripremljena podloga NYA prohladena do 48°C u vodenom kupatilu. Nakon
toga u Petri kutije je razlivena odgovarajuéa kolicina podloge tako da prekrije dno. Suspenzije
bakteriofaga i podloga izmesane su kruznim pokretima Petri kutije nekoliko puta i nakon

o¢vr$éavanja podloge, postavljene su u termostat na 27°C. Razaranje ¢elija bakterija u podlozi
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uocava se u vidu prosvetljene zone kruznog oblika u kojoj nema razvoja bakterija. Ova zona
se naziva ,,plak*. Nakon 24 h inkubacije, posmatrani su plakovi u podlozi. Na osnovu broja
formiranih plakova u odredenim razredenjima, vrSeno je izraCunavanje titra faga izrazenog u
broju formiranih plakova po ml suspenzije (plaque forming units/ml, PFU/ml) (Klement et al.,
1990).

Koncentracija faga (PFU/ml) = broj formiranih plakova x 1/razredenje x 10*

*obzirom da se pri postavljanju ogleda koristi 100 pl suspenzije faga, neophodno je rezultat
pomnoziti sa 10 kako bi se omogucilo izrazavanje koncentracije po ml.
Za dugorocno Cuvanje faga u kolekciji, 100 pl suspenzije faga i 100 ul suspenzije

bakterije domacina pomesSano je u sterilnoj mikroepruveti. Nakon 5 min, tokom kojih je doslo
do adsorpcije faga na povrSinu bakterijske ¢elije, suspenzija je pipetom preneta u krioepruvetu
sa 2 ml podloge od hranljivog bujona i 30% glicerola i postavljena na ¢uvanje u zamrzivacu

na — 80°C.

4.3 Ogledi u kontrolisanim uslovima

4.3.1 Gajenje biljaka i inokulacija

Efikasnost pojedina¢nih tretmana bioloskih agenasa, aktivatora otpornosti i
konvencionalnih baktericida, kao i eventualni fitotoksi¢an efekat, prouceni su u ogledima u
stakleniku i fitokomori Instituta za povrtarstvo, Smederevska Palanka. Setva semena paprike
(Capsicum annuum L.) sorta kalifornijsko ¢udo (Early California Wonder - ECW) je izvedena
u polistirenske kontejnere sa 104 otvora u hranljivi supstrat (Klasmann Substrat 1; Klasmann-
Deilmann GmbH, Nemacka). Nakon nicanja biljke su gajene pri vestatkom osvetljenju u
trajanju 15 Casova i mraka u trajanju 9 casova, pri temperaturi 26 — 28°C. Za oglede u
kontrolisanim uslovima nakon mesec dana od nicanja biljke paprike su presadene u saksije
pre¢nika 10 cm, zapremine 510 ml, napunjene supstratom Klasmann Substrat TS2
(Klasmann-Deilmann GmbH, Nemacka). Do vestacke inokulacije billjke su gajene u
stakleniku pri temperaturi 23 — 28°C i po potrebi prihranjivane (Murtonik NPK 19-9-27, K+N
Efthymiadis S.A., Grcka ) i zalivane (Slika 3). Vestacka inokulacija vrSena je prskanjem
ruénom prskalicom tipa Mercury 0,51 (Kwazar, Ceska), sa nali¢ja i lica lista u fazi $estog -
sedmog stalnog lista. Za inokulaciju je koriS¢ena bakterijska suspenzija soja KFB 13

pripremljena po predhodno opisanoj metodi. Nakon inokulacije biljke su odrzavane u
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uslovima visoke vlaznosti tako $to su pokrivene plasti¢nim kesama u trajanju od 24 h (Slika
4). Visoka relativna vlaznost vazduha doprinosi otvaranju stoma i intenzivnijem prodoru
bakterija u lisno tkivo. Kese su skinute nakon 24 h i biljke su rasporedene po potpuno
slu¢ajnom planu. Biljke paprike tretirane sterilnom ¢esmenskom vodom koris¢ene su kao
negativna kontrola dok su inokulisane netretirane biljke predstavljale pozitivnu kontrolu.
Tretirane i inokulisane biljke su gajene u stakleniku pri prirodnom osvetljenju i prose¢noj
temperaturi od 27+4°C. U fitokomori biljke su gajene pri vestackom osvetljenju u trajanju 16
Casova i mraku u trajanju 8 Casova, pri temperaturi 26 — 28°C i vlaznosti vazduha 85%.
Ogledi su izvedeni u vremenskom intervalu od 24 dana. Tretmani su primenjeni tretiranjem
biljaka ruénom prskalicom tipa Mercury 0,51 (Kwazar, Ceska). Ogledi u stakleniku i
fitokomori su postavljeni po potpuno slu¢ajnom planu u pet ponavljanja. Na osnovu rezultata
ogleda u stakleniku i fitokomori, najefikasniji pojedinacni tretmani su integrisani radi provere
efikasnosti njihovih kombinacija, a zatim su izabrani najpogodniji preparati Cije je

baktericidno dejstvo prouc¢eno u uslovima otvorenog polja.
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4.3.2 Efekat tretmana i statisticka obrada podataka ogleda izvedenih u
stakleniku i fitokomori

Rezultati ogleda ocenjeni su 7 i 14 dana nakon inokulacije. Intenzitet oboljenja
odreden je ocenom povrsina nekrotiranih pega na lis¢u koriS¢enjem skale po Horsfall i
Barratt-u (HB scale) (Horsfall and Barratt, 1945) (Tabela 6.). Eksperimentalni dizajn ogleda u
stakleniku 1 fitokomori je potpuno slucajan plan u pet ponavljanja sa po pet biljaka u svakom
ponavljanju. Rezultati su statisti¢ki obradeni metodom analize varijanse, a za pojedinacna
poredenja koris¢en je Duncan-ov test za viSestruke intervale u statistickom programu SPSS za

Windows program (IBM Corp. Released, 2012).

Tabela 6. Skala za ocenu nekroti¢ne povrsine na listovima paprike po Horsfall-Barratt-u

I srednje vrednosti indeksa oboljenja.

Vrednosti HB-skale Procenat infekcije Srednje
(ocena) vrednosti*

1 0 0

2 0-3 2,34

3 3-6 4,68
4 6-12 9,37

5 12 -25 18,75
6 25 - 50 37,5

7 50-75 62,5

8 75 - 87 81,25
9 87 -94 90,63
10 94 -97 95,31
11 97 - 100 97,66
12 100 100

*Srednje vrednosti iz Enlanco konverzionih tablica za Barratt-Horsfall skalu (Elanco products
CO., Indianapolis, IN) (Redman et al., 1964; 1969).
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Slika 3. Biljke paprike u fenofazi razvoja 5-6 stalnih listova kori$¢ene u eksperimentu,

rasporedene po potpuno slu¢ajnom planu u stakleniku (Foto: M. Sevi¢).

Slika 4. Inokulisane biljke pokrivene plasticnim kesama radi odrZzavanja visoke

relativne vlaznosti vazduha u stakleniku (Foto: M. Sevi¢).
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Slika 5. Biljke paprike u fenofazi razvoja 5-6 stalnih listova koris¢ene u eksperimentu,

rasporedene po potpuno slu¢ajnom planu u fitokomori (Foto: M. Sevi¢).

Slika 6. Inokulisane biljke pokrivene plasti¢énim kesama radi odrzavanja visoke

relativne vlaznosti vazduha u fitokomori (Foto: M. Sevié).
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4.3.3 Proucavanje efikasnosti ASM u zastiti paprike od bakteriozne
pegavosti

Acibenzolar-S-metil (ASM) se primenjuje preventivho u uslovima povoljnim za
pojavu infekcije, ne deluje direktno na patogena vec aktivira prirodnu sistemi¢nu otpornost
biljka povecavajuci otpornost prema bolestima. Nakon primene, ASM se brzo usvaja preko
lista ili korena, translocira se kroz biljku tako da ispoljava sistemic¢no dejstvo. Zvog
specifi¢nog nacina delovanja ASM se primenjuje pre pojave infekcije. Cilj ovog ogleda je da
se prouci potrebna koncentracija, ucestalost i nacin primene ASM za efikasnu zastitu paprike
od bakteriozne pegavosti. Ogledi za ocenu efikasnosti aktivatora sistemic¢ne otpornosti, ASM,
postavljeni su u fitokomori. Proucena je efikasnost tri koncentracije ASM (0,0012, 0,0015 i
0,0025%) (Bion 50WG) prskanjem biljaka, koris¢enjem oko 15 ml ili zalivanjem sa 50 ml
rastvora po biljci. Preparat je primenjen 91 4; 71 1; 7; 4 i 1 dan pre veStacke inokulacije. U
ovom ogledu Bakar-hidroksid (0,102% - Kocide 2000) je koris¢en kao standardni tretman i
primenjen je jedan dan pre inokulacije. Biljke paprike tretirane sterilnom ¢esmenskom vodom
kori§¢ene su kao negativna kontrola dok su inokulisane netretirane biljke predstavljale
pozitivhu kontrolu. Priprema inokuluma i inokulacija su izvedene po predhodno opisanoj

metodi.

4.3.4 Proucavanje fitotoksi¢nosti ASM u uslovima fitokomore

Fitotoksi¢nost ASM proucavana je u fitokomori. Biljke paprike gajene su saksijama
zapremine 510 ml. Biljke paprike su trtirane sa po 50 ml rastvora preparata po saksiji u tri
koncentracije aktivne supstance (0,0015; 0,0025 i 0,0035%) zalivanjem i u istim
koncentracijama primenjene prskanjem (priblizno 15 ml rastvora preparata po biljci). ASM je
primenjen dva puta pre inokulacije po modelu koji se u prethodnom ogledu pokazao kao
najefikasniji. Prvi tretman ASM primenjen je deset dana nakon presadivanja u saksije iz
polistirenskih kontejnera (kada se biljke paprike dobro ukorene i nastave sa rastom), drugi
tretman primenjen pet dana nakon prvog. Biljke paprike tretirane ¢esmenskom vodom
koris¢ene su kao kontrola. Eksperimentalni dizajn ogleda je potpuno slucajan plan u pet
ponavljanja. Ocitavanje rezultata ogleda je izvedeno 10 dana nakon drugog tretmana

merenjem visine nadzemnog dela i 7. dana kasnije merenjem visine i mase nadzemnog dela,
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kao i merenjem ukupne mase biljke sa korenom. Statisticka obrada podataka je uradena

koris¢enjem analize varijanse i Duncan-ovog testa za visestruke intervale.

4.3.5 Proucavanje efikasnosti pojedinacnih tretmana u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti u uslovima vestacke inokulacije u stakleniku i
fitokomori

Efikasnost pojedina¢nih tretmana u kontroli bakteriozne pegavosti lis¢a paprike
proucavana je tokom 2010. 1 2011. godine u uslovima vestacke inokulacije u stakleniku 1
fitokomori Instituta. Pregled tretmana i primenjene koncentracije date su u tabeli 7. Svi
preparati su primenjeni prskanjem osim preparata Slavol koji je primenjen zalivanjem. ASM
je primenjen 9. i 4. dana pre vestacke inokulacije, prskanjem u koncentraciji 0,0015% aktivne
supstance. Ova koncentracija ASM je ispoljila najmanji negativan uticaj na biljke paprike i
pokazala se kao najefikasnija u zastiti od bakteriozne pegavosti u predhodnim ogledima.
Biljke paprike tretirane sterilnom ¢esmenskom vodom koriS¢ene su kao negativna kontrola,

dok su inokulisane netretirane biljke predstavljale pozitivnu kontrolu.
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Tabela 7. Naziv, koncentracija i vreme primene razli¢itih tretmana u kontroli bakteriozne

pegavosti lis¢a paprike u stakleniku i fitokomori.

Tretmani Koncentracija Vreme, nadin primene i broj
primene aktivne  tretiranja
supstance
1. ASM 0,0015% Dve aplikacije pre inokulacije
prskanjem, 9. i 4. dana pre
inokulacije.
2. Bakar-hidroksid 0,102% Jedna aplikacija prskanjem, 1
dan pre inokulacije.
3. Bakar-oksihlorid 0,123% Jedna aplikacija prskanjem, 1

4, Bakar-hidroksid + Mankozeb  0,102% + 0,144%

5. Bakar-oksihlorid + Mankozeb  0,123% +0,144%

6. Kasugamicin 0,004%

7. Streptomicin 0,02%

8. Bacillus subtilis QST 713 2 x 10° CFU/ml
9.  Bakteriofagi Kd1 10" PFU/ml

10.  Bacillus subtilis AAac 10° CFU/ml

11.  Mikrobiolosko dubrivo 2%

12.  Negativna kontrola, -
neinokulisane i netretirane
biljke

13. Pozitivna kontrola, -
inokulisane, netretirane biljke

dan pre inokulacije

Jedna aplikacija prskanjem, 1
dan pre inokulacije

Jedna aplikacija prskanjem,
1dan pre inokulacije.

Jedna aplikacija prskanjem,
1dan pre inokulacije.

Jedna aplikacija prskanjem,
1dan pre inokulacije.

Jedna aplikacija prskanjem, 1
dan pre inokulacije.

Jedna aplikacija prskanjem, 2
h pre inokulacije.

Jedna aplikacija prskanjem,
1dan pre inokulacije.

Jedna aplikacija prskanjem i
zalivanjem 1dan pre
inokulacije
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4.3.6 Proucavanje efikasnosti integracije bioloskih i hemijskih metoda u
zastiti paprike od bakteriozne pegavosti u uslovima fitokomore

U cilju razvoja efikasnog programa kontrole prouzrokovaca bakteriozne pegavosti
paprike, postavljeni su ogledi za ocenu efikasnosti razli¢itih integracija bioloSkih i hemijskih
tretmana (Tabela 8). Ogledi su postavljeni u fitokomori. U ogledu je proucena efikasnost
integracija tretmana acibenzolar-S-metil (ASM, Bion 50WG; 0,0015%) u razli¢itim
kombinacijama sa bilogkim tretmanima: Bacillus subtilis (soj Aaac, konc. 10° CFU/mI i
preparat Bacillus subtilis QST 713) i bakteriofagima (soj K®1; konc. 10° PFU/mI). ASM je
integrisan i sa tretmanom antibiotikom kasugamicin. Integrisani su bioloski tretmani Bacillus
subtilis soj AAac i bakteriofagi. Tretman bakar-hidroksidom (Kocide 2000; 0,19%) primenjen
je samostalno kao standardni tretman i u kombinaciji sa ASM i mankozebom (Mankogal;
0,18%); antibioticima (streptomicin i kmasugamicin) i bakteriofagima. Bakar-hidroksid je
primenjen u kombinaciji sa mankozebom istovremeno. Svi preparati primenjeni su prskanjem
jedan dan pre inokulacije tako da je vreme izmedu primene prvog i drugog preparata 12h.
Izuzev tretmana ASM, koji je primenjen dva puta, 9 i 4 dana pre inokulacije. Tretman
bakteriofagima izveden je 2 h pre inokulacije. U svakoj varijanti tretirano je po pet biljaka.
Eksperimentalni dizajn ogleda je potpuno slucajajan plan u pet ponavljanja. Biljke paprike
tretirane sterilnom C¢esmenskom vodom koriS¢ene su kao negativna kontrola dok su

inokulisane netretirane biljke predstavljale pozitivnu kontrolu.
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Tabela 8. Integrisani tretmani za kontrolu bakteriozne pegavosti paprike, primenjeni u uslovima fitokomore.

Tretmani

Koncentracija primene
aktivne supstance

Vreme primene

10.

11.

12.

14.

15.

ASM + bakar-hidroksid + mankozeb

ASM + kasugamicin

ASM + Bacillus subtilis QST 713 + bakteriofagi Kd1
ASM + Bacillus subtilis QST 713

ASM + bakteriofagi Kd1

ASM + Bacillus subtilis AAac

Bacillus subtilis AAac + bakteriofagi K®1
Bakar-hidroksid + bakteriofagi K®1

Bakar- hidroksid + mankozeb

Bakar-hidroksid + kasugamicin

Bakar-hidroksid + streptomicin
Bakar-hidroksid

Negativna kontrola,
neinokulisane i netretirane biljke
Pozitivna kontrola,

inokulisane, netretirane biljke

0,0015% +0,102%+

0,144%

0,0015% + 0.004%
0,0015% +2 x 10® CFU/m

+10'° PFU/mI

0,0015% + 2 x 10°

CFU/ml

0,0015% + 10*° PFU/mI
0,0015% + 2 x 10°

CFU/ml

10® CFU/mI + 10%

PFU/mI

0,102% + 10*° PFU/mI

0,102% + 0,144%
0,102% + 0,004%
0,102% + 0,02%

0,102%

Dve aplikacije, 9 i 4 dana pre inokulacije + 1
dan pre inokulacije.

Dve aplikacije, 9 i 4 dana pre inokulacije + 1
dan pre inokulacije.

Dve aplikacije, 9 i 4 dana pre inokulacije + 1

dan pre inokulacije. + 2 ¢asa pre inokulacije.

Dve aplikacije, 9 i 4 dana pre inokulacije + 1
dan pre inokulacije

Dve aplikacije, 9 i 4 dana pre inokulacije + 2
Casa pre inokulacije.

Dve aplikacije, 9 i 4 dana pre inokulacije + 1
dan pre inokulacije

Jedna aplikacija 1 dan pre inokulacije +
2 ¢asa pre inokulacije.
Jedna aplikacija, 1dan pre inokulacije + 2

Casa pre inokulacije.

Jedna aplikacija, 1dan pre inokulacije

Jedna aplikacija, 1dan pre inokulacije + .
Jedna aplikacija, 12 h pre inokulacije
Jedna aplikacija, 1dan pre inokulacije + .
Jedna aplikacija, 12 h pre inokulacije

Jedna aplikacija, 1dan pre inokulacije
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4.4. Ogledi u uslovima otvorenog polja

U uslovima otvorenog polja, proucena je efikasnost pojedinac¢nih tretmana koji su
ispoljili najveéu efikasnost u kontrolisanim uslovima. Ogledi su izvedeni tokom tri
vegetacione sezone (2011 - 2013. godine) na oglednom polju Instituta za povrtarstvo u
Smederevskoj Palanci koje se nalazi na 102 m nadmorske visine, 44° 22’ severne geografske
Sirine i 20° 57 isto¢ne geografske duzine. U stakleniku je proizveden rasad za oglede u
uslovima otvorenog polja. Setva semena paprike Kkalifornijsko ¢udo je izvedena u
polistirenske kontejnere sa 104 otvora preénika 3,5 cm. Kontejneri su napunjeni hranljivim
supstratom (Klasmann Substrat 1; Klasmann-Deilmann GmbH, Nemacka). Proizvedeni rasad
je bio spreman za rasadivanje nakon 7-8 nedelja. Krajem maja paprika je rasadena na
oglednom polju u redove. Biljke paprike su rasadene na oglednom polju u redove, po 25
biljaka u redu sa razmakom 25 cm. Redovi su medusobno udaljeni 70 cm. Ogledi postavljani
su po slucajnom blok sistemu u ¢etiri ponavljanja 12 razli¢itih tretmana (Tabela 9). Povrsina
glavne parcele bila je 262,5 m?. Povrsina blok parcele bila je 65,625 m?. Povrina elementarne
parcele bila je 4,375 m® Zemljiste na kome su izvedeni ogledi je tipa aluvijalna smonica.
Inokulum je pripremljen istom metodom kao u ogledima u kontrolisanim uslovima. Biljke
paprike, u fazi petog — Sestog lista, su inokulisane prskanjem inokuluma koncentracije 10°
CFU/ml, ru¢nom prskalicom tipa Orion 91 (Kwazar, Ceska), predveée devet dana nakon

rasadivanja.

4.4.1 Proucavanje efikasnosti pojedinacnih tretmana u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti u uslovima otvorenog polja

U ogledu je proucavana efikasnost slede¢ih baktericida: Bacillus subtilis (sojevi AAac
I QST 713), neformulisani bakteriofagi (soj Kd1), komercijalno mikrobiolosko dubrivo
(Slavol), bakarni preparati (bakar-hidroksid (Kocide 2000), bakar-oksihlorid (Cuprozin 35
WP), bakar-hidroksid + mankozeb (Mankogal), bakar-oksihlorid + mankozeb), antibiotici
(streptomicin sulfat (Streptomicin P) i kasugamicin (Kasumin 2L) i aktivator otpornosti
acibenzolar-S-metil (Bion 50WG). Bakarni preparati, antibiotici, sojevi Bacillus subtilis i
mikrobiolosko dubrivo su primenjeni jedan dan pre inokulacije a nakon toga jedanput

nedeljno, do Sest tretmana. Tretman acibenzolar-S-metil je primenjen dva puta, 9. i 4. dana
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pre inokulacije, a nakon toga u intervalima od 14 dana, do Sest tretmana ukupno. Tretman
bakteriofagima je primenjen neposredno pre inokulacije, nakon toga primenjen je dva puta
nedeljno u sumrak, maksimalno 12 tretmana. Svi tretmani i kontrole primenjeni su ru¢nom
prskalicom tipa Orion 61 (Kwazar, Ceska) u koli¢ini 400 I/ha. Neinokulisane i inokulisane
biljke tretirane ¢esmenskom vodom KkoriS¢ene su kao kontrole. Ogledi su odrzavani u
konvencionalnim uslovima dubrenja i suzbijanja korova i S$tetoCina. Biljke su zalivane,
zavisno od vremenskih uslova, vestackom kiSom. Tako su stvoreni povoljni uslovi za razvoj
bolesti. Ogledi na otvorenom polju su izvedeni u uslovima vestacke inokulacije prema veé
opisanom postupku (Obradovi¢ et al., 2004a, 2005). Biljke paprike su obrane na kraju sezone

radi utvrdivanja ukupnog prinosa po tretmanu.
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Tabela 9. Primenjeni tretmani i koli¢ina aktivne supstance po hektaru u kontroli bakteriozne

pegavosti liS¢a paprike u uslovima otvorenog polja.

Red Tretmani Koli¢ina Vreme primene
br. primene
a.s. (hat)
9.14. dana pre inokulacije, zatim u
1. ASM 0,015 kg
intervalima od Cetrnaest dana
2. Bakar-hidroksid 1,02 kg 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
3. Bakar-oksihlorid 1,23 kg 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
Bakar-hidroksid + 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
4. 1,02 + 1,44 kg
mankozeb
Bakar-oksihlorid + 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
5. 1,23 + 1,44 kg
mankozeb
8. Kasugamicin 0,04 kg 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
. Streptomicin 0,2 kg 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
Bacillus subtilis 6 .| dan pre inokulacije, zatim sedmi¢no
6. 2x 10° CFU mI’
QST 713
] ) 9 2 h pre inokulacije, zatim 2puta
9. Bakteriofagi K® 1 10 PFU ml’! ‘
sedmicno u sumrak
Bacillus subtilis g 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
10. 10 CFU ml"
AAac
» Mikrobilosko 201 1 dan pre inokulacije, zatim sedmicno
. dubrivo
Negativna kontrola,
12. neinokulisane, - -
netretirane biljke
Pozitivna kontrola,
13. inokulisane, - -

netretirane biljke
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4.4.2 Integracija bioloskih i hemijskih tretmana u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti u uslovima otvorenog polja

U cilju razvoja integralne zastite paprike od bakteriozne pegavosti, proucene su
razli¢ite kombinacije bioloskih i hemijskih tretmana: bakteriofagi (soj Kd1), Bacillus subtilis
(Serenade), (ASM, Bion 50WG) i bakar-hidroksid (Kocide 2000) (Tabela 10). Eksperimenti
su postavljeni na ekseperimentalnom polju Instituta za povrtarstvo u Smederevskoj Palanci
tokom 2012. i 2013. godine. U ogledima je primenjena ista koli¢ine aktivne supstance po
hektaru kao u prethodnom ogledu izvedenom u uslovima otvorenog polja 2011.godine. Bakar-
hidroksid je primenjen kao standardni tretman jedan dan pre inokulacije, a nakon toga
primenjivan je jednom nedeljno. Ostali integrisani tretmani su primenjeni po istom modelu
kao u predhodnom ogledu iz 2011. godine. Kada su integrisani sa bakar-hidroksidom, bioloski
agensi su primenjeni najmanje tri dana pre ili posle primene bakarnog preparata.
Neinokulisane i inokulisane biljke tretirane ¢esmenskom vodom koris¢ene su kao kontrole.
Eksperiment je ukupno ponovljen tri puta u toku dve godine. Svaki integrisani tretman je
primenjen u Cetiri ponavljanja a eksperimentalni dizajn je potpuno slucajan blok sistem.
Inokulacija biljaka paprike je izvedena istim postupkom i istim sojem bakterije kao $to je

opisano u ogledima izvedenim na polju tokom 2011. godine.
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Tabela 10. Proucavani integrisani tretmani i koli¢ina primene u kontroli bakteriozne pegavosti

lis¢a paprike u uslovima otvorenog polja.

Red Koli¢ina primene
Tretmani .
br. a.s. (ha™)
1.  Bakar-hidroksid + ASM 1,02 kg + 0,015 kg
2. ASM + Bakteriofagi 0,015 kg + 109 PFU/ml
3.  ASM + Bacillus subtilis QST 713 0,015 kg + 2 x 10 °CFU/ml
s ASM + Bakteriofagi + Bacillus subtilis QST 0,015 kg +10° PFU/ml+ 2 x
T 713 10 °CFU/ml
9
. . . . 1,02 kg+ 0,015 kg + 10
5.  Bakar-hidroksid + ASM + Bakteriofagi 8 &
PFU/ml
¢ Bakar-hidroksid + Bakteriofagi + Bacillus 1,02 kg + 109 PFU/ml + 2 x
" subtilis QST 713 10 *CFU/ml
7.  Bakar-hidroksid + Bacillus subtilis QST 713 1,02 kg +2 x 10 °CFU/ml
8. Bakar-hidroksid + Bakteriofagi 1,02 kg + 109 PFU/ml
9.  Bakra-hidroksid 1,02 kg
1 Negativna kontrola,
" neinokulisane, netretirane biljke
Pozitivna kontrola,
11. -

inokulisane, netretirane biljke

4.4.3 Statisticka analiza rezultata ogleda izvedenih u uslovima otvorenog

polja

Rezultati ogleda izvedenih u uslovima otvorenog polja obradeni su metodom

izraCunavanja povrsine ispod progresivne funkcije bolesti — (area under disease progress

curve - AUDPC) (Shaner and Finnley, 1977). U ogledima u uslovima otvorenog polja, efekat
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tretmana je ocenjen tri puta u toku vegetacije (28. jula, 26. avgusta i 15. septembra 2011.).
Ocenjivana je povrsina nekroti¢nih pega na lis¢u paprike, vizuelnim pregledom, koris¢enjem
Horsfall-Barratt (HB) skale (Tabela 6.) (Horsfall and Barratt, 1945). Procenjene vrednosti HB
skale se konvertuju u srednje vrednosti indeksa oboljenja koris¢enjem Elanco konverzione
tablice za Horsfall-Barratt skalu za procenjene srednje vrednosti indeksa oboljenja (ELANCO
Products Co., Indianapolis, IN) (Redman et al., 1964; 1969). Prilikom ocitavanja ogleda za
jednu eksperimentalnu jedinicu (jedna biljka u ogledima u stakleniku ili jedna elementarna
jedinica u ogledima u uslovima otvorenog polja), o¢itava se tako $to se dodeljuje aritmeti¢ka
srednja vrednost u procentima od vise ocena iz HB-skale, odredena u datom trenutku, u kojem
je svaki pojedinacni procenat uzet kao srednja vrednosti u odgovarajuéem intervalu u
procentima (Tabela 6). Na primer, ako su sledece Cetiri HB ocene, 10, 7, 5 i 10, zatim srednja
vrednost procenta infekcije izracunata je po modelu (95,31 + 62,5 + 18,75 + 95,31) / 4 = 78,5.
Povrsina ispod progresivne funkcije bolesti (AUDPC) je izra¢unata numeri¢kom integracijom
(trapezna formula) koris¢enjem srednjih vrednosti tacaka za svako ocitavanje (procenat
bolesti) koris¢enjem formule po Shaner and Finnley (1977):

AUDPC =Xn [(X; + Xj1)/2] [ti-t i-1] gde je X;=ocena u procentima ; X;.;= Prethodna
ocena u procentima; ti-ti.;= Vreme izmedu dva uzastopna ocitavanja.

Za statisticku obradu rezultata svih ogleda i podataka 0 prinosu po hektaru korisé¢ena
je metoda analize varijanse, a za pojedina¢na poredenja koris¢en je Duncan-ov test za
viSestruke intervale (Obradovic et al., 2004a; 2005). Da bi se standardizovali rezultati izmedu
ogleda, efikasnost tretmana je iskazana u procentima. Efikasnost proucavanih baktericida
izraCunata je koriS¢enjem Abbott-ove jednacine: [(ocenjen procenat bolesti ili AUDPC u
kontroli — ocenjen procenat bolesti ili AUDPC u tretmanu)/ ocenjen procenat bolesti ili
AUDPC u kontroli] x 100 (Abbott, 1925). Rezultati ogleda u polju analizirani su koris¢enjem
programa SPSS statistical software version 15 IBM SPSS Statistics.

4.4.5 Proucavanje uticaja pojedinacnih tretmana i integracija na prinos
paprike u uslovima otvorenog polja

Plodovi paprike su obrani poslednje nedelje avgusta ili prve nedelje septembra. Obrani
su plodovi sa deset biljaka koje se nalaze u sredini svake elementarne parcele izbegavajuéi

biljke na pocetku i kraju redova kada su priblizno 80% plodova bili u fazi bioloske zrelosti.
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Plodovi sa svake elementarne parcele su izmereni i preracunat je ukupan prinos po tretmanu.

Dobijeni podaci prinosa su konvertovani u prinos po hektaru.
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5. REZULTATI

5.1 Proucavanje efikasnosti ASM u zastiti paprike od bakteriozne
pegavosti

U ogledu u fitokomori, koji je izveden tokom 2009. godine, sedam dana od vestacke
inokulacije, na biljkama paprike u kontroli bili su vidljivi simptomi bakteriozne pegavosti u
vidu uljastih pega na licu i nali¢ju listova (Slika 8). Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je
da je srednja vrednost indeksa oboljenja u kontroli iznosila 70,7. Pri takvim uslovima zaraze
sve tri koncentracije ASM od 0,0012, 0,0015 i 0,0025% primenjene prskanjem ili zalivanjem
dva puta 9. i 4. dana pre inokulacije aktivirale su otpornost biljka paprike do nivoa
hipersenzitivnosti i ispoljile su visok nivo efikasnosti (95,7 - 97,9%) pri ¢emu izmedu ove tri
koncentracije nije postojala znacajna razlika na nivou verovatnoce 0,05 (Tabela 11). Kod
biljaka tretiranim po ovom modelu nakon sedam dana bile su uocljive malobrojne, sitne
nekroti¢ne pege nastale na mestu prodora bakterija u lisno tkivo, ¢iji se broj i veli¢ina nisu
bitno menjali izmedu dve ocene. ASM primenjen prskanjem ili zalivanjem dva puta 7. i 1.
dana pre vestacke inokulacije ispoljio je efikasnost od 92,2 - 93,6%. Nije bilo zna¢ajne razlike
izmedu efikasnosti sve tri koncentrcije primenjene po ovom modelu. Standardni tretman
bakar-hidroksidom je ispoljio efikasnost od 85,3%. Znac¢ajno vecu efikasnost je isoljio ASM
primenjen dva puta u poredenju sa primenom jednom pre vestacke inokulacije. Slabiju ali
statistiCki znacajnu efikasnost u odnosu na netretiranu kontrolu ispoljili su tretmani ASM
primenjeni 7, 4 i 1 dan pre vesStacke inokulacije. Primena ASM u sve tri primenjene
koncentracije 1 dan pre inokulacije i 4 dana pre u sve tri koncentracije primenjene zalivanjem
ispoljila je efikasnost od 13,7-19,6%. Vremenski period od 1 ili 4 dana pokazao se kao
nedovoljan za aktiviranje otpornosti biljaka paprike, tako da je ASM primenjen ovim
modelom ispoljio nizak nivo efikasnosti. Kod biljka tretiranih ASM u koncentraciji od

0,0025% zapazeno je zaostajanje u porastu u odnosu na kontrolu.
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Tabela 11. Efikasnost ASM u uslovima fitokomore.

Tretmani i koncentracije

Vreme i nadin primene

Srednje vrednosti*

Efikasnost %

Netretirana kontrola

ASM 0,0025 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASMO0,0012 %
ASM 0,0015 %
ASM 0,0025 %
ASM 0,0025 %

Bakar-hidroksid 0,102 %

4* zalivanjem
4 zalivanjem

1 prskanjem

4 zalivanjem

1 zalivanjem

1 zalivanjem

1 zalivanjem

1 prskanjem

1 prskanjem

4 prskanjem

4 prskanjem

4 prskanjem

7 zalivanjem

7 zalivanjem

7 zalivanjem

7 prskanjem

7 prskanjem

7 prskanjem

7, 1 zalivanje
7, 1 prskanje
7,1 zalivanje
7, 1 prskanjem
7, 1 prskanjem
7, 1 zalivanjem
9, 4 zalivanjem
9, 4 prskanjem
9, 4 prskanjem
9, 4 zalivanjem
9, 4 zalivanjem
9, 4 prskanjem

1 prskanjem

70,708 a
60,969 b
60,171 b
59,341 b
59,251 b
59,088 b
58,949 b
57,892 b
57,696 b
56,828 b
17,476 ¢
17,278 ¢
17,200 ¢
16,910 ¢
16,880 ¢
16,618 ¢
15,728 cd
15,205 cd
14,716 cd
5,473 ef
5,230 ef
5,222 ef
5,075 ef
4,533 ef
4,483 ef
3,040 f
3,040 f
2,448 f
2,448 f
1,760 f
1,435 f
10,385 de

13,7
14,9
16

16,2
16,4
16,6
18,1
18,4
19,6
75,2
75,5
75,6
76

76,1
76,4
7
78,4
79,1
92,2
92,6
92,6
92,8
93,5
93,6
95,7
95,7
96,5
96,5
97,5
97,9
85,3

*Dani primene pre vestacke inokulacije
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5.2 Proucavanje fitotoksi¢nosti ASM u uslovima fitokomore

Tretman ASM primenjen u sve tri koncentracije aktivne supstance znacajno je Usporio
porast biljaka paprike u uslovima fitokomore. Drugi negativni efekati u vidu nekroze ili
hloroze nisu bili uo¢ljivi na biljkama (Slika 7). U prvom merenju visine biljaka 10 dana posle
tretmana ASM sve tri koncentarcije primenjene zalivanjem ili prskanjem su statisticki
zanacajno uticali na visinu i porast biljaka paprike u poredenju sa netretiranom kontrolom
(Tabela 12). U drugom merenju visine biljaka nakon 7 dana od prvog merenja negativan
efekat u odnosu na netretiranu kontrolu se takode ispoljio kod sve tri primenjene
koncentarcije zalivanjem i prskanjem. Najmanja redukcija porasta paprike od 24% je
zabelezena kod tretmana ASM koncentracije 0,0015% primenjenog zalivanjem i prskanjem.
Najveca redukcija porasta od 38% prouzrokovala je koncentracija ASM 0,0035 primenjenog

prskanjem.

Tabela 12. Visina biljaka paprike tretiranih ASM

Srednje vrednosti visine biljaka paprike

Tretmani Prvo merenje 10 dana posle Drugo merenje 7 dana
drugog tretmana posle prvog

kontrola 139*** g 170 a
0,0015 z* 96 b 129 b
0,0015 p** 94 b 126 bc
0,0025 p 92b 116 cd
0,0025 z 86 b 110d
0,0035 z 84b 107 d
0,0035p 82b 106 d

*z- ASM primenjen zalivanjem **p ASM primenjen prskanjem. *** srednje vrednosti visine biljaka u

milimetrima obelezene istim slovom ne razlikuju se znacajno na nivou znacajnosti 0,05.
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AS

Slika 7. Prou¢avanje uticaja ASM na porast biljaka paprike (Foto: M. Sevi¢).

Merenjem mase nadzemnog dela biljaka 17 dana posle drugog tretmana (Tabela 13)
izdvojile su se tri grupe tretmana u odnosu na netretiranu kontrolu. U prvu grupu izdvojio se
tretman 0,0015% primenjen prskanjem koji je imao po statistickoj znacajnosti najmanji
negativan uticaj na masu biljaka paprike. U drugu grupu su svrstani tretmani koncentracije
0,0015 primenjen zalivanjem, 0,0025 i 0,0035 primenjeni prskanjem. U tre¢u grupu su se
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izdvojili tretmani koncentracija 0,0025 i 0,0035 % primenjenih zalivanjem. Navedene grupe
su se medusobno razlikovale znacajno. Sve tri primenjene koncentracije ASM su znacajno
uticale na masu biljka paprike u poredenju sa netretiranom kontrolom na nivou verovatnoc¢e
od 0,05. Merenjem ukupne mase biljaka paprike (Tabela 13) je utvrdeno da su sve tri
primenjene koncentracije primenjene prskanjem i zalivanjem uticale na smanjenje porasta
biljaka paprike. Najvec¢i negativan uticaj na ukupnu masu biljaka paprike zabelezen je kod
tretmana koncentracije 0,0025 i 0,0035% primenjenih zalivanjem. Redukcija mase biljka
paprike u ovoj grupi iznosila je 42 — 43 %. U drugu grupu su svrstani tretmani koncentracije
0,0015 primenjeni zalivanjem, 0,0025 i 0,0035 primenjeni prskanjem. Najmanji negativan
uticaj na ukupnu masu paprike ispoljio je tretman 0,0015% primenjen prskanjem. Redukcija
mase biljaka paprike tretirane ovom koncentracijom iznosila je 20%. U narednim ogledima
ASM je primenjen prskanjem u koncentraciji 0,0015% jer se ta koncentracijia pokazala kao
veoma efikasna i ispoljila je minimalan negativan uticaj na biljke paprike. Biljke paprike

tretirane ovom koncentracijom su nakon drugog oc€itavanja normalno razvijale i plodonosile.
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Tabela 13. Masa biljaka paprike tretiranih ASM

Srednje vrednosti mase u gramima

Tretmani

nadzemnog dela biljaka ukupne mase biljaka

paprike paprike

kontrola 17,70 a*** 20,80 a
0,0015p** 13,66 b 16,64 b
0,0035p 12,36 ¢ 15,20 c
0,0025p 12,22 ¢ 15,18 c
0,0015z* 11,96 c 15,08 ¢
0,0025z 9,94 d 12,02d
0,0035z 9,46 d 11,74d

*z- ASM primenjen zalivanjem **p ASM primenjen prskanjem. *** srednje vrednosti mase biljaka u

gramima obeleZene istim slovom ne razlikuju se zna¢ajno na nivou znacajnosti 0,005

5.3 Efikasnosti pojedinacnih tretmana u zastiti paprike od bakteriozne
pegavosti u uslovima vestacke inokulacije u stakleniku i fitokomori

U ogledima u stakleniku i fitokomori, koji su izvedeni tokom 2009. i 2010. godine, svi
tretmani su znacajno umanjili intenzitet simptoma bakteriozne pegavosti paprike u poredenju
sa netretiranom kontrolom (Tabela 14). Izuzetak je bio tretman mikrobioloskim dubrivom koji
nije uticao na otpornost biljaka paprike prema patogenu i nije znacajno umanjio intenzitet
oboljenja u poredenju sa netretiranom kontrolom. Za ocenu efikasnosti tretmana statisticki su
obradeni rezultati o¢itavanja nakon 14 dana. Intenzitet bolesti biljaka odreden je na osnovu
HB skale odredivanjem povrsine nekroti¢nih pega na povrsini lis¢a paprike 7 i 14 dana nakon
inokulacije (Slika 9). Najvecu efikasnost ispoljio je tretman ASM, smanjivsi intenzitet
oboljenja 93-97%. Nije postojala statisticki znacajna razlika u efikasnosti ovog tretmana i
tretmana: bakar-hidroksid, bakar-hidroksid + mankozeb, bakar-oksihlorid + mankozeb,
streptomicin sulfat, kasugamicin i Bacillus subtilis QST 713 u eksperimentima 1 i 2. U
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eksperimentu 3 tretman Bacillus subtilis QST 713 je ispoljio znacajno slabiju (50.9%)
efikasnost u odnosu na efikasnost u predhodna dva eksperimenta. S obzirom da je u svim
eksperimentima koris¢en soj X. euvesicatoria KFB 13, osetljiv prema jedinjenjima bakra i
antibioticima, tretman streptomicinom, kasugamicinom, bakarnim preparatima (bakar-
hidroksidom i bakar-oksihloridom) primenjen samostalno ili u kombinaciji sa mankozebom
pokazao se veoma efikasnim. Smanjenje zaraze pri primeni ovih trtetmana iznosilo je (73,8-
94,7). Slabiju ali statisticki znacajnu efikasnost u odnosu na prvu grupu tretmana ispoljili su
tertmani: bakteriofagi soj K® 1 i antagonisticki soj bakterije AAac. Tretman bakteriofagi Kd
1 (78-85%) je bio efikasniji u uslovima fitokomore u poredenju sa efikanos$¢u u eksperimentu

u uslovima staklenika (38%).
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Tabela 14. Efikasnost tretmana u kontroli bakteriozne pegavosti lista paprike u uslovima staklenika i fitokomore.

Tretmani Koncentracija Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
staklenik fitokomora fitokomora
Srednje Efikanost Srednje Efikasnost  Srednje Efikasnost
vrednosti® % vrednosti % vrednosti %
ASM 0,0015 % 2,119 ¢ 93,0 1,435¢c 97,5 2,533 d 96,6
Bakar-hidroksid 0,102 % 3,002 c 90,1 10,196 c 82,3 13,451 cd 81,8
Bakar-oksihlorid 0,123 % 6,506 c 78,4 6,862 c 88,1 12,735 cd 82,8
Bakar-hidroksid + mankozeb 0,102% +0,144% 6,821 c 77,4 3,796 ¢ 93,4 18,947 c 74,4
Bakar-oksihlorid + mankozeb 0,123 % +0,144% 7,559 ¢ 74,9 9,484 c 83,5 19,426 ¢ 73,8
Bacillus subtilis QST 713 2x10° CFU/m 3,922 ¢ 87,0 11,905 ¢ 79,3 36,338 b 50,9
Streptomicin sulfat 0,02 % 7,174 c 76,2 3,040 c 94,7 6,657 cd 91,0
Kasugamicin 0,004 % 7,371c 75,6 3,787 ¢ 93,4 7,403 cd 90,0
Bakteriofagi K® 1 10" PFU/mI 18,584 b 38,4 12,135 ¢ 78,9 11,032cd 85,1
Bacillus subtilis AAac 10° CFU/m 18,820 b 37,6 38,299 b 33,3 36,650 b 50,5
Mikrobiolosko dubrivo 2% 30,631 a 0 56,569 a 1,5 73,905 a 0,2
Netretirana kontrola 30,173 a - 57,454 a - 74,045 a -

% Srednje vrednosti indeksa oboljenja oznacene istim slovom ne razlikuju se zna¢ajno na nivou vreovatnoée P = 0,05 na osnovu Duncan-ovog

testa viSestrukih intervala
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Slika 8. X. euvesicatoria. Tamnozelene vlazne pege na listu paprike sedam dana nakon
inokulacije. Izgled pega na licu (a) i naligju (b) lista. Vestacka infekcija (Foto: M. Sevié).
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Slika 9. X. euvesicatoria. Nekroti¢ne pege na listu paprike 14 dana nakon inokulacije. Izgled
pega na licu (a) i nali¢ju (b) lista. Vestacka infekcija (Foto: M. Sevi).




5.4 Proucavanje efikasnosti integracija bioloSkih i hemijskih metoda u
zastiti paprike od bakteriozne pegavosti u uslovima fitokomore

U ogledu u fitokomori svi integrisani tretmani znacajno su umanjili intenzitet
oboljenja u poredenju sa netretiranom kontrolom (Tabela 15). Integracija bakar-hidroksid +
streptomicin je bila najefikasniji tretman ispoljivsi efikasnost 97,1% znacajno vec¢u od bakar-
hidroksid standardnog tretmana i svih ostalih tretmana osim integracije ASM + bakar-
hidroksid + mankozeb. Integracija ASM + bakar-hidroksid + mankozeb je ispoljila efikasnost
93,9% 1 nije se znacajno razlikovala od integracija ASM + Bacillus subtilis QST 713 +
bakteriofagi K® i ASM + kasugamicin. Integracije bakar-hidroksid + kasugamicin, ASM +
Bacillus subtilis QST 713, ASM + bakteriofagi K® 1, bakar-hidroksid, ASM + Bacillus
subtilis Aaac, bakar-hidroksid + mankozeb su ispoljile efikasnost 83,9-86,6%, pripadale su
istoj grupi po znacajnostii izmedu ovih integracija nije bilo znacajne razlike. Integrisani
tretmani Bacillus subtilis AAac + bakteriofagi K® 1 i bakar-hidroksid + bakteriofagi K® 1 su
ispoljili efikasnost 80% i 81,8%.

Tabela 15. Efikasnost integracije u uslovima fitokomore.

Integrisani tretmani Srednje Efikasnost %
vrednosti*

Bakar-hidroksid + streptomicin 1,435 f 97,1
ASM + bakar-hidroksid + mankozeb 3,040 ef 93,9
ASM + Bacillus subtilis QST 713 + bakteriofagi K® 1 4,897 ed 90,1
ASM + kasugamicin 5,910 cde 88,1
Bakar-hidroksid + kasugamicin 6,657 bcd 86,6
ASM + Bacillus subtilis QST 713 6.843 bed 86,2
ASM + bakteriofagi Kd 1 7,403 bcd 85,1
Bakar-hidroksid 7,728 bed 84,5
ASM + Bacillus subtilis AAac 7,728 bcd 84,5
Bakar-hidroksid + mankozeb 8,003 bcd 83,9
Bakar-hidroksid + bakteriofagi K®d 1 9,074 bc 81,8
Bacillus subtilis AAac + bakteriofagi K® 1 9,968 b 80,0
Kontrola 49,933 a -

*Srednje vrednosti indeksa oboljenja oznafene istim slovom ne razlikuju se znacajno na

nivou vreovatnoée P = 0,05 na osnovu Duncan-ovog testa visestrukih intervala.
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5.5 Proucavanje efikasnosti pojedina¢nih tretmana u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti u uslovima otvorenog polja

U ogledima na otvorenom polju u eksperimentima 1 i 2, koji su izvedeni tokom 2011.
godine, prema rezultatima AUDPC svi tretmani izuzev antagonistickog soja AAac |
mikrobioloSkog dubriva su ispoljili statisticki znacajnu efikasnost u odnosu na netretirtanu
kontrolu (Tabela 16). U eksperimentu 1, tretmani bakar-hidroksid, bakar-hidroksid +
mankozeb, bakar-oksihlorid, bakar-oksihlorid + mankozeb i streptomicin znacajno Su
umanjili intenzitet oboljenja u poredenju sa netretiranom kontrolom i izdvojili su se kao
posebna grupa po efikasnost umanjivsi intenzitet oboljenja od 85,9 do 90,9% i izmedu ovih
tretmana nije postojala statisticki znacajna razlika. Tretman ASM, kasugamicin i bakteriofagi
K® 1 su znacajno umanjili intenzitet oboljenja ali znac¢ajno manje nego predhodna grupa
tretmana. Tretman Bacillus subtilis QST 713 je bio znacajno manje efikasan od svih
preostalih tretmana (Tabela 16). U eksperimentu 2 tretmani bakar-hidroksid, bakar-hidroksid
+ mankozeb, bakar-oksihlorid i streptomicin su pripadali istoj gupi i ispoljili su efikasnost od
83,9 do 87,7%. Nije bilo znacajne razlike izmedu tretmana bakar-ohsihloridom i bakar-
oksihlorid + mankozeb koji su ispoljili efikasnost od 79 i 83,9%. U trecu grupu po efikasnosti
su tretmani ASM (63,5), bakteriofagima (62,3) i kasugamicinom (58,1). Tretman Bacillus
subtilis QST 713 je pripadao Cetvrtoj grupi po efikasnosti ispoljivsi efikanost od 42,2%. U
eksperimentu 1 i 2 nije bilo statisticki znaCajne razlike u efikasnosti izmedu bakarnih
preparata primenjenih samostalno ili u kombinaciji sa mankozebom.

U eksperimentu 1 i 2, svi tretmani su znacajno uticali na poveéanje prinosa u poredenju sa
mikrobioloskim dubrivom (Slavol), anganistickim sojem AAac i netretiranom kontrolom
(Tabela 16). Najve¢i prinos izmeren je u elementarnim parcelama tretiranim streptomicinom
16,7 t/ha, znacajno se razlikovao u poredenju sa svim ostalim tretmanima osim prinosa u
elementarnim parcelama tretiranim bakteriofagima 16,5 t/ha. Medutim, u eksperimentu 2 nije
bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom prinosu izmedu ova dva tretmana i preostalih

nasuprot razlikama u efikasnosti.
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Slika 10. Xanthomonas euvesicatoria. Pojedina¢ne nekroticne pege sa oreolom na listu
paprike (A i B). Krupnije nekroti¢ne povrSine nastale spajanjem pega na listu paprike (C i D).
Vestacka infekcija (Foto: Petar Vuksa).
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Tabela 16. Efikasnost pojedinacnih tretmana u kontroli bakteriozne pegavosti paprike u uslovima otvorenog polja (2011. godina).

Eksperiment

Tretmani 1 2
KOhcm_? primene Vr'eme cd AUDPC?  Efikasnost % Prinos (t/ha) AUDPC Efikasnost % Prinos (t/ha)
a.s. (ha™) primene
Bakar-hidroksid + 1,02 + 1,44 kg 1 83,36 d* 90,9 14,4 cd 57,33 e 87,7 8,9 a
mankozeb
Streptomicin 0,2 kg 1 89,22 d 90,3 16,7 a 65,81¢e 85,8 10,6 a
Bakar-hidroksid 1,02 kg 1 112,03 d 87,8 15,4 bc 69,03 ¢ 85,1 10,2 a
Bakar-oksihlorid 1,23 kg 1 128,99 d 86,0 14,6 cd 97,71d 79,0 8,7a
Bakar-oksihlorid + 1,23 + 1,44 kg 1 129,58 d 85,9 15,2 cd 74,88 de 83,9 9.2a
mankozeb
ASM 0,015 kg 2 187,57 ¢ 79,6 14,9 cd 169,36 ¢ 63,5 9,3a
Kasugamicin 0,04 kg 1 195,39 ¢ 78,7 14,3 cd 194,81 ¢ 58,1 8,7a
Bakteriofagi K® 1 10° PFU/m 3 203,87 ¢c 77,8 16,5 ab 17521 ¢ 62,3 10,4 a
Bacillus subtilis QST 713 2x10° CFU/ml 1 472,03 b 48,6 14,0d 268,37 b 42,2 85a
Bacillus subtilis AAac 108 CFU/m 1 897,53 a 2,3 94e 448,58 a 3.4 53D
Mikrobiolosko dubrivo 201 1 939,72 a 0 95e 453,85 a 2,3 58b
Netretlraga inokulisan i 918,62 a i 9le 464,41 a ) 59D
kontrola

? PovrSina ispod progresivne krive bolesti(Area under the disease progress curve (AUDPC)) vrednosti su izraunate kori§¢enjem formule [([xi + xi—1]/2)(ti — ti-1)], gde je xi=ocena u procentima ; x.;= predhodna
ocena u procentima; ti-ti.;= vreme izmedu dva uzastopna oéitavanja. Vrednosti obelezene razli¢itim slovovima u koloni se znacajno razlikuju na osnovu Duncan-ovog testa za viSestruke intervale, na nivou znacajnosti:
P =0,05.

PKontrole su tretirane ¢esmenskom vodom.

®Oznacava broj tretmana i vreme primene za odredeni tretman.

4\/reme primene: 1 = jednom pre inokulacije, posle inokulacije u intervalima na 7 dana; 2 = dve aplikacije pre inokulacije, posle inokulacije u intervalu od 14 dana; i 3 = jednom pre inokulacije , posle inokulacije dva
puta nedeljno u sumrak..
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5.6 Integracija bioloSkih i hemijskih tretmana u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti u uslovima otvorenog polja

U ogledima na otvorenom polju u eksperimentima 3, 4 i 5 koji su izvedeni tokom
2012. i 2013. godine, prema rezultatima AUDPC svi integrisani tretmani znacajno su umanjili
intenzitet oboljenja u poredenju sa netretiranom kontrolom (Tabela 17). Integracija bakar-
hidroksid, ASM i bakteriofagi bila je najefikasniji tretman ispoljivsi efikasnost 96-98%,
pruzajuci bolju zastitu od bakar-hidroksid standarda u sva tri eksperimenta. Medutim, u
eksperimentu 3 integracija tretmana (bakar-hidroksid i ASM), (bakar-hidroksid i
bakteriofaga), (bakar-hidroksid, bakteriofaga i Bacillus subtilis QST 713) kao i (bakar-
hidroksid i Bacillus subtilis QST 713) i (ASM, bakteriofaga i Bacillus subtilis QST 713) su
ispoljili statistiCki isti nivo efikasnosti u poredenju sa bakar-hidroksid standardnim
tretmanom. Integracije tretmana (ASM i bakteriofaga) i (ASM i Bacillus subtilis QST 713)
znacajno su umanjili intenzitet oboljenja u poredenju sa netretiranom kontrolom, nivo
efikasnosti je bio znac¢ajno manji od bakar-hidroksid standarda. U eksperimentu 4 efikasnost
integrisanih tretmana: (bakar-hidroksid, ASM i bakteriofaga), (bakar-hidroksid i ASM) i
(bakar-hidroksid, bakteriofagi i Bacillus subtilis QST 713) je znacajno efikasnija od bakar-
hidroksid standarda. lIpak, svi ostali integrisani tretmani nisu znacajno razli¢iti od bakr-
hidroksid standarda. U eksperimentu 5 postoji samo statisti¢ki znacajna razlika u efikasnosti
integracija (bakar-hidroksid, ASM i bakteriofaga) u odnosu na bakar-hidroksid standardni
tretman. Nije bilo statisticki znacajne razlike u efikasnosti preostalih tretmana u odnosu na
standardni tretman.
Svi integrisani tretmani su imali statisticki znacajan uticaj na prinos u odnosu na netretirane
kontrolu u eksperimentu 3, 4 i 5. U ekserimentu 3 prinos izmeren na elementarnim parcelama
tretiranih integrisanim tretmanom bakar-hidroksid, ASM i bakteriofagi se znacajno razlikovao
u odonosu na prinos tretirane integrisanim tretmanom ASM + bakeriofagi i ASM + Bacillus
subtilis QST 713. Nije bilo znacajne razlike u ukupnom prinosu izmedu tretmana U
eksperimentu 4 i 5 (Tabela 17).
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Tabela 17. Efikasnost integracije bioloskih i hemijskih tratmana u kontroli bakteriozne pegavosti paprike u uslovima otvorenog polja (2012. i
2013. godina).

Eksperiment

Treatments 3 4 5

AUDPC? Efikasn Prinos AUDPC Efikasn Prinos AUDPC Efikasn  Prinos

ost%  (t/ha) ost%  (t/ha) 0st% (t/ha)
Bakar-hidroksid 237,6 de 91,1 8,9ab  180,2 bc 86,7 9,3a 256,5 bc 88,3 10,3 a
Bakar-hidroksid + ASM + Bakteriofagi 54,4 f 98,0 11,2a 49,1d 96,4 10,0 a 459d 97,9 10,8 a
Bakar-hidroksid +ASM 121,1 ef 955 10,5ab 67,3d 95,1 10,2 a 163,5 cd 92,6 10,3 a
Bakar-hidroksid + Bakteriofagi 131,6 ef 95,1 10,6 ab 87,8 cd 93,5 10,5 a 149,8 cd 93,1 9,4 a

Bakar-hidroksid + Bakteriofagi + Bacillus

subtilis QST 713 208,8 de 92,2 10,4 ab 74,9 d 94,5 9,7a 174,4 cd 92,0 95a

Bakar-hidroksid + Bacillus subtilis QST 713 330,2 cd 87,7 9,7 ab 193,1b 85,8 9,1a 316,7 bc 85,6 10,4 a
ASM + Bakteriofagi + Bacillus subtilis QST 713 3454 cd 87,2 10,2ab 93,0 cd 93,2 9,5a 299,7 bc 86,4 94a
ASM + Bakteriofagi 386,5¢ 85,6 82Db 100,6 bed 92,6 9,8 a 344.,2 bc 84,3 99a
ASM + Bacillus subtilis QST 713 7452 b 72,3 7,9b 103,0 bed 92,4 9,5a 453,3 b 79,4 9,7a
Netretirana inokulisana kontrola® 2690,6 a - 4,4 c 13594 a - 4,1b 2169,9 a - 54b

? PovrSina ispod progresivne krive bolesti(Area under the disease progress curve (AUDPC)) vrednosti su izraunate kori$¢enjem formule [([xi + xi—1]/2)(ti — ti-1)], gde je xi=ocena u procentima ; xi.1= predhodna

ocena u procentima; ti-ti.;= vreme izmedu dva uzastopna oéitavanja. Vrednosti obelezene razli¢itim slovovima u koloni se znacajno razlikuju na osnovu Duncan-ovog testa za viSestruke intervale, na nivou znacajnosti:
P =0.05.
PKontrole su tretirane Gesmenskom vodom.
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6. DISKUSIJA

Bakteriozna pegavost paprike i krastavost plodova paradajza koju prouzrokuju bakterije
Xanthomonas kompleksa, spada u red rasprostranjenih i ekonomski veoma znacajnih bolesti
paprike i paradajza u svetu. U naSoj zemlji bakteriozna pegavost paprike, koju prouzrokuje
fitopatogena bakterija X. euvesicatoria, predstavlja ograni¢avajuci faktor uspesne proizvodnje
paprike. Osim S$teta koje nastaju usled smanjenja prinosa i kvaliteta plodova, veliki gubici
nastaju u proizvodnji semena usled detekcije patogena na semenu (EPPO, 1992). Kontrola
bolesti predstavljaju veliki izazov, kako za proizvodace, tako i istrazivace fitopatologe.
Trenutna kontrola zasniva se na primeni baktericida na bazi jedinjenja bakra. Medutim, usled
ograniCene efikasnosti i pojave sojeva bakterija otpornih prema ovim jedinjenjima, kao i
povecane zabrinutosti za Zivotnu sredinu, zapoceta su istrazivanja alternativnih i odrzivih
metoda koje bi omogucéile efikasnu kontrolu ove bolesti. Kada vremenski uslovi pogoduju
razvoju bolesti, proizvodaci paprike nemaju adekvatna sredstva za borbu protiv ovog
patogena. Stoga je potreban razvoj nove strategije koja bi omogucila efikasnu kontrolu
bolesti. Usled nedostatka otpornih sorti kao i efikasnih sredstava za zastitu, istrazivaci
proucavaju alternativna reSenja, kao $to su antagonisticki sojevi bakterija, bakteriofagi i
aktivatori otpornosti biljaka (Louws et al., 2001; Romero et al., 2001; Momol et al.,2002;
Abbasi et al., 2002a; 2002b; 2003; Al-Dahmani et al., 2003; Obradovic et al., 2004a, Wen et
al., 2007; 2009).

U cilju razvoja nove integralne strategije zastite paprike, u ovom radu proucen je efekat
folijarne primene klasi¢nih baktericida i bioloskih agenasa u kontroli bakteriozne pegavosti
paprike u stakleniku, fitokomori i u uslovima otvorenog polja. Proucena je efikasnost
bakarnih preparata, njihova kombinacija sa mankozebom, antibiotici, ASM, bakteriofagi,
Bacillus subtilis sojevi i mikrobiolosko dubrivo.

Jedini registrovani baktericidi u naSoj zemlji, na bazi jona bakra, ¢esto nisu dovoljno
efikasni, posebno u vremenskim uslovima koji pogoduju intenzivnom razvoju bolesti. U
ovom radu, bakar-hidroksid je u uslovima staklenika i fitokomore ispoljio visoku efikasnost
od 81,8-90,1% a bakar-oksihlorid od 78,4-88,1%. U uslovima otvorenog polja efikasnost
bakar-hidroksida je bila 85,1-87,8% a bakar-oksihlorida 79-86%. S obzirom na to da je u
ovom radu za vestacku inokulaciju koris¢en soj X. euvesicatoria KFB 13 osetljiv na jedinjenja

bakra postignut je visok nivo efikasnosti. Eksperimentalnih podataka o hemijskoj zastiti od
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bakteriozne pegavosti paprike u domacoj literaturi ima veoma malo. Do sli¢nih rezultata dosli
su Milijasevi¢ i sar. (2006) proucavajuci efikasnost bakarnih preparata u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti u uslovima otvorenog polja. Eksperimenti za ocenu efikasnosti
bakarnih preparata (bakar-hidroksi, bakar-oksihlorid) su izvedeni na lokalitetima Dobanovci i
Kupinovo tokom 2005. godine i Zemun i Smederevskaa Palanka tokom sezone 2006. godine.
Po rezultatima ovih autora bakarni preparati su ispoljili zadovoljavajucu efikasnost na svim
lokalitetima primene. U eksperimentima u toku 2005. godine bakar-oksihlorid (Cuprozin 35
WP) je ispoljio efikasnost od 74,3-78,7% a bakar-hidroksid (Blauvit) od 74,6-78,9%. U
ogledima izvedenim tokom 2006. godine, najve¢u efikasnost 86,1-89,1% ispoljio je bakar-
hidroksid (Fungohem SC). Na osnovu ovih istrazivanja autori preporuc¢uju navedene bakarne
preparate za uspesnu zastitu od bakteriozne pegavosti paprike u nasim klimatskim uslovima
(MilijjaSevi¢ i sar., 2006).

Usled visedecenijske primene bakarnih preparata na Floridi su jo§ 1983. godine
registrovani sojevi X. euvesicatoria rezistentni prema jedinjenjima bakra (Marco and Stall,
1983). U podru¢jima gde je prisutna populacija rezistentna prema bakarnim preparatima,
utvrdena je manja efikasnost ovih jedinjenja u odnosu na njihovu primenu u kombinaciji sa
EBDC fungicidima (Adaskaveg and Hine, 1985). Mnogi autori navode da kombinovanje
mankozeba i maneba sa bakarnim preparatima povecéava njihovu efikasnost (Marco and Stall,
1983; Sherf and MacNab, 1986; Pernezny et al., 2008). U proucavanjima u ovom radu,
jedinjenja bakra primenjena u kombinaciji sa mankozebom ili samostalno, znacajno su
smanjila intenzitet bolesti u odnosu na netretiranu kontrolu. Medutim nije bilo statisticki
znacajne razlike u efikasnosti bakarnih preparata primenjenih samih ili u kombinaciji sa
mankozebom u ogledima u kontrolisanim uslovima, kao i u ogledima u uslovima otvorenog
polja. Na osnovu dobijenih rezultata moze se preporuciti izostavljanje mankozeba iz
programa zaStite, Sto bi doprinelo smanjenoj primeni hemijskih preparata 1 nakupljanju
ostataka EBDC fungicida u biljkama i plodovima paprike, kao i ocuvanju zdravlja
proizvodaca i1 potrosaca proizvodnjom zdravstveno bezbednijih plodova i zastiti drugih
Cinilaca Zivotne sredine. Proizvedeni plodovi ¢e biti zdravstveno bezbedniji.

Uspesna primena streptomicina u svetu u usevu paradajza i paprike za suzbijanje X.
euvesicatoria bila je kratkotrajna, jer je ve¢ pocetkom Sezdesetih godina proslog veka,
otkrivena rezistentna populacija ove bakterije (Stall and Thayer, 1962). Streptomicin-
rezistentni sojevi su se brzo prosirili i postali Siroko rasprostranjeni, primoravajuci istrazivace
da tragaju za drugim reSenjima (Obradovi¢ et al., 2004a). Smanjena efikasnost streptomicina

namece pitanje testiranja i koriS¢enja nekih drugih antibiotika u zaStiti od bakteriozne
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pegavosti paprike. Jedan od takvih je antibiotika je kasugamicin. Njegova prednost u odnosu
na streptomicin bi u buduénosti mogla biti u tome $to, za sada, jo§ uvek nisu izolovani sojevi
X. euvesicatoria, otporni na ovaj antibiotik u svetu. Medutim, postoji opasnost od pojave
ukrStene rezistentnosti izmedu ova dva antibiotika zbog istog mehanizma delovanja koji se
zasniva na vezivanju za ribozome bakterija i na taj nain spreCavanja sinteze proteina
(‘Yamaguchi, 1998).

U ovom radu, antibiotici su ispoljili visok nivo efikasnosti u kontrolisanim uslovima:
streptomicin-sulfat 76-94% i kasugamicin 75-93%. U ogledima u uslovima otvorenog polja
efikasnost streptomicin-sulfata iznosila je 85-90% a kasugamicina 58-78%. Antibiotici nisu
registrovani za primenu u nasoj zemlji i U ovom radu su primenjivani u eksperimentalne
svrhe, radi poredenja sa drugim tretmanima. Neracionalna i nekontrolisana upotreba
antibiotika, kao i Cesta primena bakarnih preparata doveli su do opashosti od razvoja
rezistentnosti bakterija. Ignjatov i sar. (2009) su utvrdili razli¢it stepen osetljivosti medu
proucavanim X. euvesicatoria sojevima prema baktericidima u in vitro uslovima u na$oj
zemlji. Medu proucavanim sojevima 19 je rezistentno prema CuSO4 (konc. 200 ppm), a 6
sojeva prema kasugamicinu koncentracije 50 ppm. Za razliku od bakar-sulfata i
kasugamicina, streptomicin-sulfat je u ovim ogledima delovao baktericidno i pri najnizoj
koncentraciji.

U ovom radu mikrobiolosko dubrivo (Slavol) i Bacillus subtilis soj AAac nisu ispoljili
znacajnu efikasnost u kontrolisanim uslovima i uslovima otvorenog polja u zastiti paprike od
bakteriozne pegavosti. Bacillus subtilis soj AAac ispoljio je jaku konkurentsku sposobnost u
odnosu na sojeve X. euvesicatoria u kontrolisanim uslovima in vitro. U uslovima otvorenog
polja navedeni sojevi su ispoljili ograni¢en niz aktivnosti i niske konkurentske sposobnosti u
uslovima in vivo.

U naSim istrazivanjima, tretman sojem Bacillus subtilis QST 713 je ispoljio efikasnost
od 79,31 87% u eksperimentima 1 i 2 u uslovima staklenika i fitokomore. U eksperimentu 3 u
fitokomori isti tretman ispoljio je znacajno slabiju efikasnost od 50.9% u odnosu na efikasnost
u predhodna dva eksperimenta. U eksperimentima u uslovima otvorenog polja tretman
Bacillus subtilis soj QST 713 ispoljio je efikasnost od 42,2 i 48.6% statisticki znacajno slabiju
u odnosu na druge grupe tretmana. Sli¢ne rezultate o efikasnosti razli¢itih formulacija
Bacillus subtilis soja QST 713 u zastiti paradajza od bakteriozne pegavosti izneli su Abbasi et
al. (2015). U njihovim istrazivanjima sprovedenim tokom cetiri uzastopne sezone u Kanadi,
Bacillus subtilis soj QST 713 primenjen samostalno je znacajno umanjio intenzitet

bakteriozne pegavosti paradajza u tri sezone u odnosu na netretiranu kontrolu. Medutim,
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primenjen u smesi u istom rezervoaru sa bakar-hidroksidom ispoljio je zna¢ajnu efikasnost u
sve Cetiri sezone. Idealan pristup problemu zastite paprike od bakteriozne pegavosti bila bi
integracija razli¢itih metoda, kojim bi se postigao visok stepen zastite useva, smanjila koli¢ina
ostataka pesticida u hrani, kao i toksi¢ni efekat pesticida na Zivotnu sredinu i organizme Koji
nisu cilj suzbijanja.

Ziva priroda bioloskih agenasa, kao i specifitan mehanizam dejstva aktivatora
otpornosti biljaka onemoguéavaju njihovu primenu kao da je to samo jedan tretman vise u
programu zastite, ve¢ zahtevaju pazljivu optimizaciju vremena i broja tretmana, odredivanje
koncentracije i usaglasavanje sa konvencionalnim tretmanima, kako bi se postigla
maksimalna efikasnost. Prema najnovijim literaturnim podacima, bioloske metode (upotreba
bakteriofaga) i neke novije alternativne metode (aktivatori sistemi¢ne otpornosti) ukazuju na
mogucu efikasnu primenu u suzbijanju X. euvesicatoria (Louws et al., 2001; Obradovic et al.,
20043a). Integracija biobaktericida i konvencionalnih baktericida je zna¢ajna u kontroli biljnih
bolesti sa ciljem umanjenja ostataka pesticida u hrani. Integracija bioloSkih agenasa
(bakteriofaga i sojeva Bacillus subtilis) sa konvencionalnim baktericidima na bazi jona bakra
je znacajna strategija u kontroli bakteriozne pegavosti u organskim sistemima proizvodnje.
Primena bakteriofaga kao prirodnih agenasa u zastiti od bakterioza biljaka je nov metod.
Bakteriofagi su usko specifi¢ni za ciljanog patogena i bezopasni su za eukariotsku celiju.
Ogranicavaju¢i faktor primene bakteriofaga je njihova osetljivost prema nepovoljnim
uslovima spoljne sredine. Cestice bakteriofaga se brzo dezintegrisu na povrsini lista biljaka
usled isuSivanja i UV spekra sunéevog zradenja, $to ograni¢ava njihovu efikasnu primenu.
Gasi¢ et al., (2018) navode da je preduslov za uspe$nu primenu bakteriofaga u kontroli
fitopatogenih bakterija kontakt faga 1 ciljane bakterije na lisnoj povrsini. Neefikasan kontakt
izmedu faga i bakterije domacina Cesto je ograni¢avajuci faktori pri prakti¢noj primeni faga u
bioloskoj kontroli biljnih patogena (Gasi¢ et al., 2018). Rezultati Gasi¢ i sar. (2018) su
pokazali da bakteriofagi mogu da opstanu najmanje 7 dana na povrSini lista paprike u
uslovima staklene baSte, bez prisustva bakterije domacina. Ovaj nalaz je znaajan za
definisanje vremenskog intervala buduceg tretmana bakteriofaga u kontroli bolesti. Medutim,
ovi autori navode da treba imati na umu da je postojanost faga u stakleniku verovatno vecéa od
njene postojanosti u uslovima otvorenog polja, jer staklenik Stiti fage od negativnih efekata
nekih od faktora okoline. Intenzitet UV svetla je znacajno smanjen zbog prolaska sunceve
svetlosti kroz staklenu povrsinu. Takode, uslovi staklenika stite fage od ekstremno visokih
temperatura i spiranja virusa kisom, i doprinose njihovoj postojanosti u filosferi (Gasic¢ et al.,

2018). Bakteriofagi mogu predstavljati budu¢u alternativu streptomicinu i baktericidima na
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bazi jona bakra, naro€ito u podru¢jima gde su dominantni sojevi X. euvesicatoria rezistentni
prema strepromicinu i bakarnim preparatima.

U ovom radu u istrazivanjima sprovedenim u kontrolisanim uslovima tretman
bakteriofagima K® 1 je bio efikasniji 78-85% u uslovima fitokomore u poredenju sa
efikanoS¢u u eksperimentu u uslovima staklenika 38%. Mogucée objasSnjenje za ovu
nekonzistentnost moze biti ograni¢eno prezivljavanje bakteriofaga u uslovina staklenika i
koris¢enje neformulisanih bakteriofaga. U ovom radu bakteriofagi su primenjeni dva puta
nedeljno u sumrak u uslovima otvorenog polja, i ispoljili su efikasnost od 62 do 77%. Balogh
et al. (2003) su saopstili da formulisanjem bakteriofaga sa obranim mlekom i saharozom
doprinelo je ve¢em prezivljavanju na lisnoj povrSini a samim tim i vecoj efikasnosti tretmana
u uslovima otvorenog polja. Momol et al. (2002) takode preporucuju aplikaciju bakteriofaga
uvece da bi se izbegao nepovoljni uticaj UV spektra suncevog zracenja. Ovi autori navode da
je efikasnija primena po zalasku sunca u kontroli bakteriozne pegavosti paradajza u poredenju
sa primenom rano ujutru (Momol et al., 2002). U eksperimentima u uslovima otvorenog polja
u ovom radu korisc¢en je neformulisani soj bakteriofaga primenjen u sumrak da bi se izbegao
negativan efekat UV zraCenja na postojanost faga na listu paprike i na ovaj nacin postignuta je
veca efikasnost tretmana. Na osnovu rezultata eksperimenta izvedenih u ovom radu u
uslovima staklenika i fitokomore neformulisani bakteriofagi se mogu uspe$no primeniti za
kontrolu bakteriozne pegavosti paprike. U eksperimentima u stakleniku i polju, Iriarte et al.
(2007) saopstili su rezultate istraZivanja o negativnhom uticaju koji su bakarna jedinjenja
ispoljila ukoliko se primene istovremeno sa fagima, ali ne i ukoliko se primene 7 ili 4 dana
pre tretmana fagima. Formulacija bakteriofaga obranim mlekom i saharozom imala je
pozitivan efekat na brojnost faga u poredenju sa primenom neformulisanih faga (Iriarte et al.,
2007).

Gasi¢ et al. (2018) su utvrdili na osnovu eksperimenata u uslovima in vitro da su
istrazivanjima ovih autora dokazan je negativan uticaj na smanjenje koncentracije faga u
suspenziji bakarnog preparata pri koriS¢enju koncentracija preporucenih za komercijalnu
upotrebu. U ovim istrazivanjima dokazano je da je komercijalno preporuc¢ena koncentracija
bakar-oksihlorida deset puta toksi¢nija za bakteriofage od preporucene koncentracije bakar-
hidroksida. Balogh et al.(2005) su takode dokazali negativan efekat bakarnih jedinjenja na
prezivljavanje faga u eksperimentima in vitro uslovima. Bakarni preparati su negativno uticali
na vitalnost bakteriofaga ukoliko se primene u periodu kra¢em od tri dana pre tretmana

fagima (Balogh et al., 2005; Iriarte et al., 2007). Ovi rezultati ukazuju na nemogucénost
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koris¢enja bakarnih preparata sa neformulisanim fagima u istom rezervoaru prilikom
tretiranja biljaka.

U ovom istrazivanju bakteriofagi su uspe$no integrisani sa preparatima na bazi bakra.
Kori$c¢en je bakar-hidroksid koji je u istrazivanjima Gasi¢ i sar. (2018) ispoljio manje Stetan
efekat na vitalnost bakteriofaga u odnosu na bakar-oksihlorid. Primenjena su dva tretmana
nedeljno najmanje tri dana nakon ili pre tretmana bakar-hidroksidom. Na taj nacin izbegnut je
negativan efekat bakar-hidroksida na neformulisane bakteriofage. Na ovaj nacin postignuta je
efikasna integracija bioloSkog agensa i klasi¢nog baktericida. Primenom bakteriofaga tri dana
nakon ili pre tretmana bakar-hidroksidom oni se mogu uspe$no integrisati u program zastite
Sto je potvrdeno ovim eksperimentima.

U ovom radu ASM primenjen 9. i 4. dana pre inokulacije biljaka paprike u
kontrolisanim uslovima aktivirao je otpornost biljaka do nivoa hipersenzitivnosti. Ovaj model
primene se pokazao kao najefikasniji. U eksperimentima u fitokomori najmanji negativni
uticaj na porast i masu biljka paprike ispoljila je koncentracija ASM od 0,0015% primenjena
prskanjem. Redukcija mase biljaka paprike iznosila je 20%. Po ovom modelu i u navedenoj
koncentraciji primenjen je ASM u narednim ogledima u fitokomori i staklari i u uslovima
otvorenog polja. Sli¢ne rezultate o negativhom uticaju ASM na porast biljaka paradajza
saopstili su Louws et al., (2001). Autori su proucavali efikasnost ASM u zastiti paradajza od
bakteriozne pegavosti u uslovima staklenika i otvorenog polja. lako je ASM ispoljio
efikasnost u stakleniku, biljke tretirane ovim preparatom u koncentraciji od 35g aktivne
supstance po ha su bile vizuelno manje. Tako su na primer biljke tretirane ASM bile u
proseku mase 5,4g a kontrolne biljke su imale prose¢nu masu od 10,79, Sto iznosi priblizno
50% redukcije porasta u odnosu na netretiranu kontrolu.

Aktivatori sistemi¢ne otpornosti biljaka kao i ASM nemaju direktan uticaj na patogena
(Agrios, 2005). Prednost primene ASM ogleda se u tome $to se istovremeno moze aktivirati
otpornost prema viSe patogena paprike. U ovom radu u ogledima izvedenim u kontrolisanim
uslovima staklenika i fitokomore ASM je ispoljio najvecu efikasnost 93-97%. ASM
primenjen samostalno u uslovima otvorenog polja nije ispoljio efikasnost kao u §to je bio
slu¢aj u eksperimentima u kontrolisanim uslovima. Sli¢ne rezultate saopstili su Obradovic¢ et
al. (2004a) u proucavanju kontrole bakteriozne pegavosti paradajza. Aplikacija ASM u
intervalu od 14 dana integrisana sa primenom bakteriofaga dva puta nedeljno u sumrak
znacajno je umanjila intenzitet pojave bakteriozne pegavosti paprike 84-92%. Pored brojnih
prednosti koje navodi vise autora (Obradovic¢ et al., 2004a; 2005; Jones et al., 2007; Huang et

al., 2012), upotreba ASM moze negativno uticati na prinos paprike u uslovima otvorenog
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polja (Louws et al., 2001; Romero et al.,, 2001; Abbasi et al., 2002a,b). Stoga, u cilju
postizanja maksimalne efikasnosti, potrebno je koristiti odgovaraju¢u koncentraciju aktivne
supstance kao i odrediti vreme primene izmedu dva tretmana. Kao posledica prekomerne
eksploatacije mehanizama sistemi¢ne otpornosti biljke, moze dovesti do metabolic¢kih
preopterecenja, ka$njenje u porastu i smanjene produktivnosti (Gasi¢ et al., 2012b). U ovom
radu, u eksperimentima izvedenim u polju nije zabeleZen fitotoksic¢an efekat ASM tretmana.
ASM primenjen u koncentraciji od 0,0015% u intervalu od 14 dana u uslovima otvorenog
polja nije uticao na smanjenje prinosa paprike u odnosu na kontolu i sandardni tretman bakar-
hidroksidom (tabela 16 i 17).

U ovom radu dokazano je da se bakteriofagi i ASM mogu integrisati kao nova strategija
u kontroli bakteriozne pegavosti paprike u stakleniku i u uslovima otvorenog polja. Na
osnovu rezultata ogleda izvedenih u uslovima otvorenog polja integracija neformulisanih
bakteriofaga i ASM se pokazala kao veoma efikasna 84-92%. Ova integracija se moze
primeniti kao uspes$na strategija u zastiti od bakteriozne pegavosti paprike sa ciljem smanjenja
upotrebe bakarnih preparata.

Koris¢enjem soja X. euvesicatoria KFB 13 za vesStacku inokulaciju, koji je osetljiv
prema bakarnim preparatima i antibioticima, favorizovana je kontrola bolesti ovim
jedinjenjima. Uvodenje bioloskih tretmana i ASM u program zastite smanjio bi se salekcioni
pritisak na populaciju patogena i rizik od razvoja rezistentnosti na pomenute baktericide.

Rezultati istrazivanja sprovedenih tokom cetiri godine, pokazali su da se najbolja
kontrola bolesti 96 - 98% moze posti¢i integracijom bakteriofaga, ASM i bakar-hidroksida,
tretmana sa razlic¢itim mehanizmom delovanja (tabela 17). UspeSna zasStita paprike od
bakteriozne pegavosti sa pozitivnim efektom na prinos moze se posti¢i integracijom razlic¢itih
metoda $to je potvrdeno ovim rezultatima. Svi integrisani tretmani su znacajno uticali na
povecanje prinosa paprike u poredenju sa netretiranom inokulisanom kontrolom. Aplikacijom
novih i alternativin metoda u kontroli X. euvesicatoria moze se unaprediti tehnologija
proizvodnje i umanjiti gubici u prinosu. U ovom radu je potvrdeno da se alternativne metode,
kao $to su primena bakteriofaga i aktivatora otpornosti biljaka, mogu preporuciti kao nova
strategija proizvodac¢ima paprike u kontroli bakteriozne pegavosti. Sli¢an model je koris¢en
na Floridi tokom cetvorogodisnjeg proucavanja metoda zaStite bakteriozne pegavosti
paradajza (Obradovi¢ et al., 2004a). Primena specificnih sojeva faga u vidu komercijalno
dostupnog preparata Agriphage, koris¢enog u kombinaciji sa drugim alternativnim ili
standardnim tretmanima rezultirala je povecanom efikasnoséu u kontroli bolesti. Ova

strategija uspesno se koristi u praksi na poljima Floride (Obradovic et al., 2004a). Integracija
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aplikacije faga sa standardnim bakarnim preparatima, primena otpornih sorti ili upotreba
aktivatora sistemi¢ne otpornosti biljaka kod tolerantnih sorti, uticali su na zna¢ajno smanjenje
Sirenja bolesti u uslovima u kojima je vestatkom inokulacijom favorizovan patogen. Podaci o
mogucoj pojavi rezistentnih sojeva patogena u populaciji bilo od velikog znacaja za dalji
razvoj strategija i spreavanja Sirenja rezistentne populacije patogena. Moguca upotreba
prirodnih neprijatelja ima znacajnu ulogu u poboljsanju efikasnosti i odrzivosti metoda
zastite, kroz integraciju sa konvencionalnim metodama, kao i u smanjenju primene hemijskih
supstanci za zastitu bilja. Za odrzivu strategiju bioloska kontrola bakterijskih bolesti mora se
proceniti na lokalnom nivou u kontekstu integrisanih strategija za upravljanje biljnim
bolestima. U ovom radu je proucena mogucnost efikasne kontrole bakteriozne pegavosti
paprike, ¢ak i u uslovima visokog pritiska vestackog inokuluma. Strategija se zashiva na
blagovremenoj i integrisanoj primeni kombinacije prirodnih agenasa kao Sto su bakteriofagi,
aktivatora otpornosti biljaka (ASM) i konvencionalnih baktericida na bazi bakra. Kori§¢enjem
prirodnih neprijatelja i mehanizama sistemi¢ne otpornosti biljaka moze se smanjiti primena
hemijskih supstanci, $to ovaj integrisani pristup ¢ini efikasnijom alternativom, isplativom i

bezbednom za useve 1 Zivotnu sredinu.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih tokom ovih istrazivanja, moze se zakljuciti sledece:

Aktivator otpornosti biljaka, ASM primenjen 9 i 4 dana pre inokulacije, u koncentraciji
0,0015% prskanjem ispoljio je visok nivo efikasnoti (96,5%) u zastiti biljaka paprike u
uslovima fitokomore. Primenom ove koncentracije aktivne materije ispoljen je najmanji

negativan uticaj na visinu i masu biljaka.

Primenom ASM kao aktivatora otpornosti, moze Se pojacati odbrambena reakcija
biljaka paprike prema prouzrokovacu bakteriozne pegavosti bez negativnog uticaja na prinos i
porast biljaka. ASM se moze uspe$no primeniti u koncentraciji od 0,0015% u uslovima

otvorenog polja.

Konvencionalni baktericidi na bazi jona bakra su u ovom radu ispoljili visok nivo
efikasnosti, ali zbog ceste upotrebe postoji rizik od razvoja rezistentnosti prema ovim

jedinjenjima.

Na osnovu rezultata eksperimenata izvedenih u ovom radu u kontrolisanim uslovima
staklenika i fitokomore i u uslovima otvorenog polja, bakteriofagi se mogu uspesno primeniti

za kontrolu bakteriozne pegavosti paprike.

Integracija ASM 1 bakteriofaga moZe biti od znacaja u eliminisanju ili znacajnom

smanjenju upotrebe jedinjenja bakra u zastiti paprike.

Primena mankozeba u kombinaciji sa bakarnim preparatima nije znacajno uticala na
povecanje efikasnosti. Isklju¢ivanjem EBDC fungicida iz programa zaStite smanjila bi se
upotreba hemijskih preparata, a samim tim dobili bi se zdravstveno bezbedniji plodovi
paprike.
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Kombinacija bioloskih preparata (bakteriofaga K® 1 i soja Bacillus subtilis i bakarnog
preparata (bakar-hidroksid) moze biti efikasna strategija kontrole bakteriozne pegavosti u

organskim sistemima proizvodnje.

Integracijom pozitivnog efekta razli¢itih metoda moze se posti¢i odgovarajuéi efekat
zaStite. Integracijom tretmana bakteriofaga, soja Bacillus subtilis i aktivatora otpornosti
mogucée je unaprediti strategiju zastite paprike od bakteriozne pegavosti, Smanjenjem

intenziteta zaraze biljaka i uticati zna¢ajno na povecanje prinosa paprike.
Na osnovu ovih istrazivanja, kombinacija tri agensa razli¢itog mehanizma delovanja,

bakteriofaga, ASM i bakar-hidroksida moze biti efikasna strategija za proizvodace paprike U

kontroli bakteriozne pegavosti.
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9. PRILOZI
PREGLED SLIKA:

1. Xanthomonas euvesicatoria. Nekrotiéne pege sa oreolom na listu paprike (A i B).
Nekroti¢ne pege na drSci ploda i plodu paprike (krastavost ploda) (C i D). Prirodna infekcija
(Foto: M. Sevi¢).

2. Distributivna mapa rasprostranjenosti Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (lzvor:
EPPO/OEPP, 2016, https://gd.eppo.int/taxon/XANTAV/distribution ). Zuti krugovi na mapi

oznacavaju prisustvo patogena na teritoriji cele drzave.

3. Biljke paprike u fenofazi razvoja 5-6 stalnih listova koriS¢ene u eksperimentui,
rasporedene po potpuno slu¢ajnom planu u stakleniku (Foto: M. Sevié).

4. Inokulisane biljke pokrivene plastiénim kesama radi odrzavanja visoke relativne vlaznosti
vazduha u stakleniku (Foto: M. Sevi¢).

5. Biljke paprike u fenofazi razvoja 5-6 stalnih listova kori$¢ene u eksperimentu, rasporedene
po potpuno sludajnom planu u fitokomori (Foto: M. Sevi¢).

6. Inokulisane biljke pokrivene plastiénim kesama radi odrzavanja visoke relativne vlaznosti
vazduha u fitokomori (Foto: M. Sevi¢).

7. Proudavanje uticaja ASM na porast paprike (Foto: M. Sevi¢).

8. X. euvesicatoria. Tamnozelene vlazne pege na listu paprike sedam dana nakon inokulacije.
Izgled pega na licu (a) i nali¢ju (b) lista. Vestacka infekcija (Foto: M. Sevié).

9. X. euvesicatoria. Nekroti¢ne pege na listu paprike 14 dana nakon inokulacije. Izgled pega
na licu (a) i nali¢ju (b) lista. Vestacka infekcija (Foto: M. Sevi¢).

10. Xanthomonas euvesicatoria. Pojedinacne nekroti¢ne pege sa oreolom na listu paprike (Ai

B). Krupnije nekroti¢ne povrsSine nastale spajanjem pega na listu paprike (C i D). Vestacka
infekcija (Foto: Petar Vuksa).
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PREGLED TABELA:

1. Bakarna jedinjenja razli¢itih formulacija (Tomlin, 2006; Janji¢, 2005).

2. Antibiotici naj¢esc¢e primenjivani u poljoprivredi.

3. Hemijske i strukturne formule aktivatora otpornosti biljaka (Smith i sar., 2007).

4. Aktivatori otpornosti komercijalno dostupni u SAD (Agrios, 2004).

5. Naziv preparata, proizvodaca, aktivne supstance i koncentracija aktivne supstance
primenjene u kontroli bakteriozne pegavosti paprike.

6. Skala za ocenu nekroti¢ne povrSine na listovima paprike po Horsfall-Barratt-u

i srednje vrednosti indeksa oboljenja.

7. Naziv, koncentracija i vreme primene razli¢itih tretmana u kontroli bakteriozne pegavosti

lis¢a paprike u stakleniku i fitokomori.

8. Integrisani tretmani za kontrolu bakteriozne pegavosti paprike, primenjeni u uslovima
fitokomore.
9. Primenjeni tretmani i koli¢ina aktivne supstance po hektaru u kontroli bakteriozne

pegavosti liS¢a paprike u uslovima otvorenog polja.

10. Proucavani integrisani tretmani i koli¢ina primene u kontroli bakteriozne pegavosti liS¢a

paprike u uslovima otvorenog polja.

11. Efikasnost ASM u uslovima fitokomore.

12. Visina biljaka paprike tretiranih ASM.

13. Masa biljaka paprike tretiranih ASM.

14. Efikasnost tretmana u kontroli bakteriozne pegavosti lista paprike u uslovima staklenika i
fitokomore.

15. Efikasnost integracije u uslovima fitokomore.

16. Efikasnost pojedina¢nih tretmana u kontroli bakteriozne pegavosti paprike u uslovima

otvorenog polja (2011. godina).

17. Efikasnost integracije bioloskih i hemijskih tratmana u kontroli bakteriozne pegavosti
paprike u uslovima otvorenog polja (2012. i 2013. godina).
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