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Cercospora beticola, prouzokoval pegavosti liS¢a SeCerne repe je ekonomski
najznacajnije oboljenje lista, koje se primarno suzbija primenom fungicida. U Srbiji je
za suzbijanje ovog parazita registrovan i Siroko primenjivan veci broj preparata iz
grupa MBC fungicida (benzimidazoli), DMI fungicida (triazoli i imidazoli), kao i Qol
fungicida (metoksi-akrilati). Fungicidi iz navedenih grupa imaju specifi€an mehanizam
delovanja, te kod njih postoji visok rizik od pojave rezistentnosti kod fitopatogenih
gljiva, Sto predstavlja najvazniji ograni€avajuci faktor u suzbijanju pegavosti liS¢a
Secéerne repe koju prouzrokuje C. beticola.

Ukupno 103 monosporijalnih izolata su prikupljeni sa 60 lokaliteta iz vodecih regiona
gajenja Secerne repe u Srbiji. Za utvrdivanje nivoa osetljivosti referentne populacije C.
beticola koriS¢eno je 5 izolata sa cvekle i blitve, koji su izolovani s lokaliteta na kojima
nikad nisu primenjivani fungicidi. Na osnovu ECs, vrednosti referentne populacije C.
beticola, utrdena je diskriminativna koncentracija za svaki ispitivani fungicid:
karbendazim 5 pg/ml, flutriafol 1.25 pg/ml, tetrakonazol 0.6 pg/ml i azoksistrobin 0.1
pg/ml. Rezistentost prema karbendazimu je detektovana kod 96% izolata, dok je udeo
izolata koji su rezistentni prema triazolima iznosio 9.2% za tetrakonazol i 16.3% za
flutriafol. Svi izolati koji su razvili rezistetnost prema triazolima su bili rezistetni i na
karbendazim, Sto je prvi nalaz dvostruke rezistetnosti na ove fungicide kod C.
beticola. Osetljivost prema azoksistrobinu je ostala nepromenjena s obzirom da se ni
jedan od ispitivanih izolata nije razvijao na podlozi sa dodatim fungicidom. Rezultati
primene CAPS markera u detekciji izolata koji su rezistentni prema flutriafolu i
karbendazimu podudarala se nalazima in vitro testova. Efikasnost karbendazima,




flutriafola, azoksistrobina i tetrakonazola u preporu¢enim dozama je ispitana u
poljskim ogledima sa vestackim inokulacijama izolatima C. beticola koji su osetljivi ili
rezistentni prema karbendazimu i flutriafolu. Karbendazim i flutriafol su bili nedovoljno
efikasni u suzbijanju pegavosti liS¢a koja je prouzrokovana izolatima koji su razvili
rezistentnost prema ovim fungicidima, dok su pokazali dobru efikasnost u kontroli
pegavosti koja je prouzrokovana osetljivim izolatima C. beticola. S druge strane,
azoksistrobin i tetrakonazol su pokazali dobru efikasnost u suzbijanju oboljenja bez
obzira na nivo osetljivosti izolata koriS¢enih u veStackim inokulacijama.

Prikazani rezultati daju doprinos razvoju strategije za monitoring osetljivosti populacije
C. beticola, koji predstavlja odlucujuci faktor za efikasno suzbijanje pegavosti lis¢a
Secerne repe. Identifikacija smanjene osetljivosti prema fungicidima je od sustinskog
znaCaja za uspostavljanje novih strategija u reSavanju problema pojave rezistentosti
C. beticola, kao i za odabir fungicida koji ¢e se primenjivati na lokalitetima na kojima je
doSlo do pojave smanjene osetljivosti ili rezistentnosti parazita.
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Abstract:
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Cercospora beticola, causal agent of sugar beet leaf spot, is economically the most
significant sugar beet leaf pathogen, primarily controlled by fungicides. In Serbia,
fungicides from groups of benzimidazoles, DMIs and strobilurins have been widely
used. Since these fungicide groups have a site-specific mode of action, there is a high
risk for resistance development in target organisms, which is the most important
limiting factor of CLS chemical control.

One hundred and three single-conidia isolates were collected from 60 representative
localities in leading sugar beet production region in Serbia. Five isolates causing leaf
spot on chard and beetroot from localities on which fungicides were never applied,
were tested as a referent population for baseline sensitivity. Based on ECs, values of
referent isolates, discriminatory concentrations for each tested fungicide were
established: carbendazim 5 pg/ml, flutriafol 1.25 pg/ml, tetraconazole 0.6 pg/ml and
azoxystrobin 0.1 pg/ml. Resistance to carbendazim was detected in 96% of isolates,
whereas frequency of resistant isolates to triazole fungicides varied from 9.2 % to 16.3
% for tetraconazole and flutriafol, respectively. All isolates resistant to triazoles were
resistant to carbendazim as well which, to our knowledge, is the first report of double
resistance to fungicides in C. beticola. Sensitivity to azoxystrobin remained
unchanged since none of tested isolates developed on fungicide amended medium.
Detection of resistant isolates to flutriafol and carbendazim using CAPS markers
confirmed the results of the in vitro tests. The efficacy of carbendazim, flutriafol,
azoxystrobin and tetraconazole at commercially recommended dose was evaluated in
field trials where sugar beet plants were inoculated with isolates sensitive and
resistant to flutriafol and carbendazim. Carbendazim and flutriafol efficacy was very
low in plots inoculated with isolates resistant to these fungicides, while they were
efficient control of disease caused by sensitive isolates. Azoxystrobin and
tetraconazole showed good efficacy in disease control regardless of the isolate




sensitivity.

Presented results will contribute to the development of pathogen population sensitivity
monitoring strategy which could be used for effective CLS management in the region.
Also, identification of decreased sensitivity of C. beticola to benzimidazoles and
triazoles can help researchers in examining the potential of different fungicide
resistance management practices, as well as in selection of fungicides to be used in
areas where decreased sensitivity or resistance occurred.
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UvoD

Secerna repa (Beta vulgaris L.) je dvogodidnja biljka iz familije Chenopodiaceae. Prema
podacima FAO (2013) Secerna repa ima 20% udela u ukupnoj proizvodnji Secera na
svetskom nivou. Cetvorogodisnji prosek (2008-2011) povrSina i prinosa u svetu iznosi 4.6
miliona ha i 45.2 t/ha (FAO, 2013). Kada je u pitanju Srbija, u periodu od 2009 do 2011
Secerna repa se gajila u proseku na 61.157 ha sa prinosom od 48,8 t/ha. Vodeci proizvodni

region u Srbiji je Vojvodina sa 97% povrSina (Stat. God. Srb., 2012).

Pegavost liS¢a, koju prouzrokuje fitopatogena gljiva Cercospora beticola Sacc., je ekonomski
najznacajnije i najdestruktivnije oboljenje Seéerne repe. C. beticola se javlja u regionima sa
toplom i vlaZnom klimom, gde su proseéne meseéne temperature najmanje 20 °C u
kombinaciji sa sumom mesecnih padavina od najmanje 80 mm tokom vegetacione sezone
(Holtschulte, 2000). Ukoliko u povolinim uslovima za pojavu oboljenja odsustvuju mere
zastite, visok intenzitet pojave pegavosti lista Secerne repe dovodi do zna€ajnog smanjenja
prinosa korena i sadrzaja Secera. Pored navedenog, u korenu se poveCava sadrzaj
necistoc¢a, Sto povecava troSkove prerade korena (Windels i sar., 1998; Jacobsen i Franc,
2009). Stete u uslovima visokog intenziteta oboljenja mogu iznositi preko 40% u prinosu

korena i preko 10% u kristalnom Seceru (Holtschulte, 2000; Jacobsen i Franc, 2009).

Mere zastite od pegavosti lista Secerne repe na prvom mestu obuhvataju primenu fungicida,
a pored njih se preporucuje gajenje tolerantnih genotipova Secerne repe, plodored i optimalna

obrada zemljista (Weiland i Koch, 2004). U agroekoloSkim uslovima u kojima je infektivni
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pritisak visok, fungicidi se Cesto primenjuju viSe puta tokom vegetacije. Ovakvi uslovi
pogoduju selekciji populacije patogena i stvaranju rezistentnosti prema fungicidima, Sto je
jedan od najvaznijih ograniCavaju¢ih faktora u hemijskoj kontroli ovog oboljenja
(Karaoglanidis i loannidis, 2010). Za zastitu Secerne repe protiv C. beticola registrovani su
protektivni i sistemiCni fungicidi iz nekoliko klasa, s razliCitim mehanizmom delovanja
(loannidis i Karaoglanidis, 2000), a od velikog znacaja je dostupnost i primena fungicida
koji spadaju u grupe sa razli€itim mehanizmom delovanja radi odlaganja pojave rezistentnosti
(Weiland i Koch, 2004). Kod fungicida, kao Sto su benzimidazoli, triazoli (DMI) i strobilurini
(Qol), koji se odlikuju specificnim mehanizmom delovanja (site-specific), postoji visok rizik od
pojave rezistentnosti (Brent i Hollomon, 2007a), a u pojedinim regionima gajenja Secerne
repe registrovana je rezistentnost na fungicide iz pomenutih grupa (Georgopoulos i Dovas,
1973; Ruppel i Scott, 1974; Mari¢ i sar., 1976; Weiland i Halloin, 2001; Karaoglanidis i

sar., 2000; Kirk i sar., 2012).
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CILJ ISTRAZIVANJA

S obzirom na specificne mehanizme delovanja koje poseduju fungicidi koji se primenjuju za
suzbijanje C. beticola i na visok rizik od pojave rezistentnosti kod ovog parazita, postavljeni

su slededi ciljevi istraZivanja:

Formiranje kolekcije izolata iz vodecih regiona gajenja Secerne repe u Vojvodini.

- Ispitivanje odgajivackih i morfoloSkih karakteristika izolata C. beticola.

- Utvrdivanje nivoa osetljivosti populacije C. beticola na fungicide iz grupa
benzimidazola (MBC), triazola (DMI) i metoksi-akrilata (Qol) primenom in vitro metoda
i uz pomo¢ DNK markera.

- Ispitivanje bioloSke efikasnosti fungicida u suzbijanju prouzrokovaca pegavosti lis¢a
SecCerne repe poznate osetljivosti prema benzimidazolima (MBC), triazolima (DMI) i
metoksi-akrilatima (Qol).

- Utvrdivanje korelacije izmedu rezistentnosti C. beticola odredene in vitro i smanjenja

poljske efikasnosti fungicida.
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RADNA HIPOTEZA

Hemijske mere zastite su klju¢ne u suzbijanju prouzrokovaca pegavosti liS¢a Secerne repe C.
beticola. Nakon viSe godina primene fungicida iz grupa benzimidazola (MBC), triazola (DMI) i
metoksi-akrilata (Qol), polazec¢i od osnovnih ciljeva istrazivanja, postavljena je hipoteza da
postoji smanjena osetljivost ili pak rezistentnost izolata C. beticola prema fungicidima iz grupa

benzimidazola i triazola.

S obzirom na relativno kratku istoriju primene fungicida iz grupe strobilurina (Qol),
pretpostavka je da nema promene u osetljivosti populacije C. beticola prema ovim

fungicidima.

Pretpostavlja se da se izolati koji su ispoljili rezistentnost prema jednoj grupi fungicida mogu
uspesSno suzbijati u poljskim uslovima primenom fungicida koji imaju drugaciji mehanizam

delovanja od onih prema kojima je razvijena rezistentnost.
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PREGLED LITERATURE

Cercospora beticola -prouzrokova€ pegavosti liS¢a Secerne repe

Istorijat

Cercospora beticola Sacc. je prouzrokova¢ pegavosti lista Secerne repe i drugih gajenih i
divljih vrsta roda Beta. Ova vrsta, poreklom iz centralne Evrope i sa Mediterana (Groenewald
i sar., 2005), je prva opisana u okviru roda Cercospora (Saccardo, 1876). Ranije se smatralo
da je krug domacina vrsta iz roda Cercospora specifican za vrste, rodove ili familije biljaka
(Chupp, 1954). Medutim, istrazivanja autora Crous i Braun (2003) i Groenewald i sar.
(2006) pokazuju da krug domacina vrsta iz roda Cercospora nije obavezno vezan za familiju
biljaka koje parazitira. Krug domacina C. beticola Cine biljne vrste iz rodova Chenopodium,
Atriplex, Amaranthus, Polygonum, Lactuca, Medicago, Glycine, Taraxacum, Malva, Spinacia,
Limonium i Apium, koje pripadaju razli¢itim familijama (Ruppel, 1986; Weiland i Koch, 2004;

Lartey i sar., 2010).

Jedan od prvih detaljnijih opisa vrste je dao von Thimen (1886), koji je opisao simptome,
patogenezu, Sirenje i odrZzavanje vrste, a potom i Halsted (1895) koiji je prvi objavio fotografiju
lista Secerne repe sa tipicnim simptoma oboljenja. Pool i McKay (1916 a, b, 1918) su utvrdili
kako temperatura i relativna vlaznost vazduha utiCu na obrazovanje konidija, a zatim objasnili

nacin prezimljavanja, izvore inokuluma i prosirili krug domacina na druge vrsta roda Beta, kao
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i na neke dominantne korovske vrste. Zaklju€ili su da se parazit Siri lokalno, sporama koje su
noSene vazduSnim strujama, insektima i vodom za navodnjavanje. Takode su ispitali kako
pegavost lista SeCerne repe utiCe na prinos i sadrZzaj $ecera u korenu. Prve preporuke za
suzbijanje C. beticola: plodored i uniStavanje ostataka zaraZenih biljaka je dao von Thimen
(1886). Halsted (1899) je za zastitu SeCerne repe preporucivao primenu Bordovske Corbe i
objavio da medu velikim brojem sorti S3ecerne repe nema razlika u osetljivosti prema ovom

parazitu.

Taksonomija vrste

Cercospora beticola Sacc. pripada carstvu Fungi, zbirnoj grupi Deuteromycetes, klasi
Hyphomycetes, redu Hyphales i rodu Cercospora. Ovaj rod je jedan od najvecih rodova klase
Hyphomycetes, Ciji se teleomorf nalazi u okviru roda Mycosphaerella Johanson (Corlett,
1991; Stewart i sar., 1999; Crous i sar., 2006). Trenutno je polni stadijum dokazan za svega
nekoliko vrsta iz roda Cercospora (Crous i Brown, 2003), dok je za ostale vrste, medu
kojima je i Cercospora beticola, joS uvek nepoznat ili nepotvrden (Chupp, 1954; Duffus i
Ruppel, 1993; Goodwin i sar., 2003). Za vrstu C. beticola je utvrdeno da je fenotipski veoma
divergentna i varijabilna u morfologiji i produkciji konidija, odgajivackim karakteristikama,
patogenosti i osetljivosti prema fungicidima (Rossi, 1995; Moretti i sar., 2004). Takode je i u
nekoliko studija dokazana visoka genotipska divergentnost (Moretti i sar., 2004, 2006,
2010), Sto u kombinaciji sa jednakim rasporedom polnih tipova (mating types) u okviru
populacije ukazuje na postojanje polne reprodukcije (Milgroom, 1996; Zhan i sar., 2002).

Prema detaljnim istraZivanjima izvora genetske varijacije u okviru populacija C. beticola,
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postoje indicije da je varijabilnost posledica rekombinacije gena i da C. beticola pored
bespolnog, poseduje i polni sistem razmnoZavanja (Groenwald i sar., 2006, 2007; Moretti i

sar., 2010).

Simptomi oboljenja

KarakteristiCan simptom C. beticola na Se¢ernoj repi su nasumi¢no raporedene pojedinacne
pege, skoro potpuno okruglog oblika, pre¢nika 2-5 mm (Slika 1 a i b), koje se prvo javljaju na
starijem liS¢u, a nakon toga se oboljenje progresivno Siri na mlade (Duffus i Ruppel, 1993;

Jacobsen i Franc, 2009; Franc, 2010).

Slika 1a i b: Simptomi Cercospora beticola na listovima Se¢erne repe (Orig.)
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Lezije nastaju tako Sto se skoro istovremeno vrSi kolaps cCelija u precCniku od nekoliko
milimetara, nakon ¢&ega dolazi do obrazovanja karakteristithog mrko crvenog oreola
(Weiland i Koch, 2004). Centralni deo pege je sive do svetlo mrke boje sa crnim stromama.
Strome ¢ini masa hifa koja prozima tkivo domacina u vidu strukture koja je sli¢na sklerociji i
sluzi za prezimljavanje. U uslovima visoke vlaznosti, u centru lezije se obrazuje sivo
pepeljasta somotasta navlaka konidiofora i konidija (Balaz i sar., 2010). lako se lezije mogu
povecavati u precniku, Sirenje pegama zahvaéene lisne povrSine nastaje putem nastanka
novih lezija. Na samom kraju, formiranjem velikog broja lezija i akumulacijom fitotoksina
dolazi do potpunog propadanja lista (Weiland i Koch, 2004). Stepen hloroze i nekroze, kao i
intenzitet propadanja listova zavise od prisustva fitotoksina (Franc, 2010). Tkivo u okviru
pega Cesto ispada pa se javlja Supljikavost lista kao sekundarni simptom (Balaz i sar., 2010).

Na lisnim drSkama i cvetonosnom stablu se javljaju izduZene i ugnute pege.

Zivotni ciklus i epidemiologija

Zivotni ciklus C. beticola se sastoji iz veéeg boja ponovljenih perioda klijanja konidija,
infekcije, sporulacije, oslobadanja i rasejavanja konidija do osetljivog domacina koji se

odvijaju tokom vegetacije.

Parazit prezimljava u vidu konidija i stroma na ostacima zarazenih listova i lisnih drski (Franc,
2010). Pri stabilnim umerenim temperaturama i niskoj relativnoj vlaznosti konidije mogu ostati

vitalne i do 8 meseci (Pool i McKay, 1916b; Khan i sar., 2008). Strome imaju najveci
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epidemioloski znac¢aj u odrzavanju vrste (Pool i McKay, 1916b)-Slika 2. One mogu opstati i

do 2 godine, sve dok se u zemljiStu nalaze ostaci obolelih biljaka.

Slika 2. Stromati¢ne tvorevine Cercospora beticola u vidu crnih telaSaca u okviru pege na

listu (Orig.)

Nakon prezimljavanja i po nastupanju povoljnih meteoroloSkih uslova dolazi do sporulacije
direktno iz strome prezimele u okviru zaraZzenih ostataka, ili se konidije obrazuju na miceliji

koja prorasta iz strome (Weiland i Koch, 2004)-Slika 3.
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Slika 3. Sporulacija Cercospora beticola (Orig.)

Nakon sporulacije, konidije se prenose kiSnim kapima, insektima i vetrom do nali¢ja listova
osetljivog domacina (Pool i McKay, 1916b; Meredith, 1967; Lawrence i Meredith, 1970). S
obzirom da se na nali¢ju nalazi najveci broj stoma, mogucénost naseljavanja parenhima lista
kroz otvorene stome putem hifa C. beticola je najve¢a (Weiland i Koch, 2004). U literaturi su
opisani i drugi nacini prezimljavanja: zaraZzenim semenom i putem alternativnih domacina iz
rodova Amaranthus, Atriplex, Chenopodium, Cycloloma i Plantago (Jacobsen i Franc,

2009).
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Nakon prodiranja, parazit se Siri intercelularno u parenhimskom tkivu stoma (Rathaiah, 1977;
Steinkamp i sar., 1979). Gljiva obrazuje toksine u blizini mesta grananja hifa, $to dovodi do
nekroze celija domacina (Weiland i Koch, 2004). Na taj nacin gljiva obezbeduje hranljive
materije, dok nekrotirano tkivo postaje mesto formiranja svetlo mrkih konidiofora i hijalinskih,

septiranih konidija (Slika 4).

Slika 4. Konidije Cercospora beticola (Orig.)
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Konidiofore se obrazuju na stromama i prorastaju kroz stomine otvore noseci konidije koje
izbijaju sa povrSine pege sa lica i nali¢ja lista (Pool i McKay, 1916b). Usled povoljne
vlaznosti, konidije su brojnije na nali¢ju lista, osim u slu¢ajevima kada je lice lista u senci od
listova viSe spratnosti. Tada odlucujuéi efekat na obrazovanje konidija ima vlaznost, dok
svetlost generalno nema uticaja na intenzitet sporulacije (Pool i McKay, 1916a). Parazit ima
veliki potencijal razmnoZavanja, jer na jednoj zarazenoj biljci moZze da se obrazuje 250
miliona spora (Pool i McKay, 1916b). Periodi smanjene relativne vlaZznosti vazduha pomazu
rasejavanje konidija (Meredith. 1967), kada konidije i konidiofore podlezu naglim
higroskopnim pokretima koji pomazZu oslobadanje spora. Povec¢an broj konidija je zabelezen
u periodima povecanja brzine vetra i temperature i istovremenog smanjenja relativhe
vlaznosti vazduha (Lawrence i Meredith. 1970). Pool i McKay (1916 a, b) su zakljucili da
vetar i kiSa doprinose oslobadanju spora na razdaljinama do 100m. Nakon klijanja, dolazi do
izduzivanja infektivne hife, koja u tkivo domacina dospeva putem otvorenih ili zatvorenih
stoma, a istovremeno micelija gljive raste po lisnoj povrSini vodena hidrotropizmima do
otvorenih stoma (Rathaiah, 1977). Infekcija putem stoma se odvija na temperaturama
izmedu 12 i 40 °C kada je relativha vlaznost vazduha preko 90% u trajanju od 1-22 sata. U
slu¢aju da su stome zatvorene, micelija moze izvrsiti infekciju pomoc¢u apresorije. Optimalni
uslovi za klijanje konidija i infekciju su temperature od 25-27 °C i relativna vlaznost vazduha

98-100% (Mari¢, 1969; Mari¢, 1974; Balaz i sar., 2010).

Simptomi na listovima su uodljivi najranije 5 dana po infekciji, dok nakon 10-13 dana imaju

pre€nik oko 1mm i karakteristiCan izgled (Steinkamp i sar., 1979). Konidije iz primarnih
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infekcija se produkuju nakon 7-21 dan zavisno od temperature, svetlosti, starosti lista i

osetljivosti domacina (Franc, 2010).

Alternativni put infekcije Se¢erne repe od C. beticola opisali su Vereijssen i sar. (2004), koji
su utvrdili da su sejanci 3ecCerne repe, Ciji je koren uronjen u suspenziju konidija,
manifestovali simptome pegavosti na kotiledonima nekoliko dana nakon inokulacije. Ovo
ukazuje na to da prisustvo SecCerne repe potpomaze endofitni i epifitni vegetativni porast

gljive, pre nego $to otpocCne parazitna faza.

Mere zasStite

S obzirom da zarazeni ostaci Secerne repe i/ili alternativnih domacina predstavljaju
najznacajni izvor inokuluma, njihovo uniStavanje prekida Zivotni ciklus parazita i smanjuje
nivo zaraze narednog osetljivog useva (Jacobsen i Franc, 2009). Zaoravanjem zaraZenih
Zetvenih ostataka se ubrzava njihova razgradnja pod dejstvom vlage i zemljiSnih
mikroorganizama. Sli¢no tome, plodored u trajanju 2-3 godine obezbeduje dovoljno vremena

da se uniSte zarazeni ostaci biljaka sa povrSine zemljiSta u bilo kojim klimatskim uslovima.

Prostorna udaljenost od parcela na kojima je ranije gajena Secerna repa od najmanje 100m
se smatra dovoljnom jer konidije C. beticola nisu aerodinamicne i njihovo raznoSenje pomocu

vetra nije dovoljno efikasno (Pool i McKay, 1916b).
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Sve mere koje doprinose podizanju vitalnosti biljaka tokom vegetacije, kao Sto su optimalno
dubrenje i snabdevenost useva vodom, smanjuju stres i negativan uticaj bolesti (Franc,

2010).

Gajenje genotipova Secerne repe visokog stepena otpornosti je veoma efikasna mera za
smanjenje Sirenja bolesti medu populacijom biljaka domaéina (Rossi, 1995). Seéerna repa i
drugi domacini manifestuju otpornost prema ovom parazitu putem smanjenja veliCine
formiranih lezija, redukcije broja pega po listu i smanjenoj produkciji konidija po jedinici
povrSine lezije (Weiland i Koch, 2004). U prisustvu otpornih biljaka domacina, infektivni
potencijal konidija je redukovan za 44-79%, period inkubacije od infekcije do obrazovanja
pega je produzen na 12 dana, povrSina nekrotiranih povrSina je smanjena za 45%, dok je
intenzitet formiranja konidija redukovan za 65%. Ipak, osetljivost domacina ne utiCe na
momenat ispoljavanja simpotoma i vreme koje je potrebno da se u okviru lezija obrazuju

konidije (Rossi i sar., 2000).

Primena fungicida je odluCujuca za uspesSnu kontrolu pegavosti lista Secerne repe. U nasim
agroekoloskim uslovima se izvodi redovno prose¢no 2-4 tretiranja u zavisnosti od klimatskih
uslova (Stojsin i sar., 2008; Balaz i sar., 2010). Najvazniji momenat za aplikaciju fungicida
je neposredno pre nego Sto se pojave simptomi oboljenja (Agrios, 2005), odnosno u
momentu kada se simptomi pojave na oko 5% biljaka (Wolf i Verreet, 2002). Ukoliko se
zakasni sa prvim tretiranjem dolazi do nagomilavanja velike koliCine inokuluma, Sto kasnije
tokom vegetacije mozZe dovesti do epifitocije (Balaz i StojSin, 1996)-Slika 5. Naredno
tretiranje se sprovodi u skladu sa pracenjem Sirenja bolesti na novo liS¢e, kao i na osnovu

meteoroloskih uslova (Balaz i sar., 2010).
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Slika 5. Epifitocija Cercospora beticola i retrovegetacija Se¢erne repe (Orig.)

Prognoza pojave pegavosti liS¢a Secerne repe se koristi u cilju utvrdivanja povoljnog
momenta za pojavu oboljenja, na osnovu ¢ega se proizvodacima pruza dovoljno vremena da
izvrSe pravovremeno tretiranje fungicidima (Windels i sar., 1998). Postoji vec¢i broj modela
koji na osnovu meteoroloSkih faktora utvrduju povoljan momenat za sporulaciju, klijanje
spora, infekciju i Sirenje bolesti, a samim tim procenjuju intenzitet oboljenja i daju preporuke
za momenat primene fungicida (Shane i Teng, 1984; Windels i sar., 1998; Wolf i Verreet,

2005; Khan i sar., 2007; Vereijssen i sar., 2007). Ovi modeli prognoze su rezultirali u
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sveukupnom smanjenju broja aplikacije primene fungicida, istovremeno smanjujuci rizik od
nastanka rezistentnosti parazita prema fungicidima i povecéavajuci troskove proizvodnje

Secerne repe (Weiland i Koch, 2004).

U novije vreme je ispitano nekoliko novih nacina za kontrolu C. beticola (Franc, 2010).
BioloSka kontrola nanoSenjem preparata na bazi bakterija na povrSinu lista pre nastupanja
povoljnih uslova za infekciju doprinosi smanjenju intenziteta oboljenja (Bargabus i sar.,
2003). Ove mere se mogu lako integrisati sa standardnim merama nege useva i u kombinaciji
sa otpornim genotipovima mogu znacajno smanijiti potrebu za primenom fungicida (Jacobsen
i sar., 2004). Takode je dokazano da enzim lakaza, koji sadrzi bakar i koji je izolovan iz

bazidiomiceta, ima sposobnost da izvrsi detoksikaciju cerkosporina (Caesar-TonThat, 2002).

Fungicidi za suzbijanje pegavosti lista Se¢erne repe

U Sirokom spektru mera koje se proporucuju za zastitu Secerne repe od C. beticola jedino
fungicidi obezbeduju efikasnu i sigurnu zastitu i osiguravaju visok prinos i kvalitet korena
(Wolf i Verreet, 2010). Princip integralne zastite Secerne repe eksplicitno uklju€uje i primenu
fungicida. Primena svih ostalih navedenih mera ne zamenjuje primenu fungicida u slucaju
kada su visina i kvalitet prinosa ugroZeni epidemijom bolesti (Hoffmann, 1997). Ve¢ duzi niz
godina unazad, za suzbijanje C.beticola se koriste protektivni i sistemi¢ni fungicidi (loannidis

i Karaoglanidis, 2000) — Tabela 1.

Prvi preparati za suzbijanje C. beticola su bili neorganski preparati na bazi bakra, koji su

uvedeni poCetkom XX veka (Marié, 1974). PoCetkom ’'60-tih godina su ih zamenili preparati
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na bazi organskih jedinjenja kalaja, a nakon njih su uvedeni i benzimidazoli: benomil,
tiabendazol, tiofanat metil i karbendazim (Meriggi i sar., 2000). Fungicidi iz hemijske grupe
benzimidazola su imali odli¢no protektivno i kurativho delovanje prema ovom parazitu, sve do

pojave rezistentnosti tokom 70-tih godina XX veka (Karaoglanidis i loannidis, 2010).

DMI fungicidi (Sterol Demethylation Inhibitors) su najbrojnija i najvaznija klasa fungicida u
svetu (Karaoglanidis i loannidis, 2010). Oni su najzastupljeniji u programima zastite od
pegavosti lista Seéerne repe, a imaju odlicno protektivno i kurativho delovanje protiv C.
beticola (Brown i sar., 1986; Dahmen i Staub, 1992). U programima zaStite od pegavosti
lista SeCerne repe su prisutni od kasnih "70-tih godina XX veka (Byford, 1996; Meriggi i sar.,
2000). NajcesSc¢e se primenjuju u kombinaciji sa drugim triazolima, protektivnim fungicidima ili

fungicidima iz hemijskih grupa benzimidazola i strobilurina (Anonimus, 2013).

Strobilurini su u programe zastite uvedeni 1996. godine i pokazali su se kao veoma efikasni i
sa povoljnim ekotoksikoloSkim svojstvima (Bartlett i sar., 2002). Svi fungicidi u okviru ove
grupe imaju jedinstven mehanizam delovanja, zbog ¢ega su prema FRAC-u (Fungicide
Resistance Action Committee) u grupi visokorizicnih za pojavu rezistentnosti kod
fitopatogenih gljiva (Brent i Hollomon, 2007b). U naSoj zemlji se primenjuju samostalno, ili u

kombinaciji sa triazolima (Anonimus, 2013).
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Tabela 1. Fungicidi koji su registrovani u Srbiji za suzbijanje C. beticola (Anonimus, 2013)

Hemijska grupa

Nitrili izoftalne
kiseline

Benzimidazoli

DMI fungicidi:
Triazoli i
imidazoli

Amini: Morfolini

Strobilurini

Aktivhe materije

Hlorotalonil

Karbendazim
Tiofanat metil

Ciprokonazol,
Flusilazol
Epoksikonazol
Difenokonazol
Propikonazol
Tetrakonazol
Flukvinkonazol
Flutriafol
Tebukonazol
Prohloraz
(Imidazoli)
Fenpropimorf

Trifloksistrobin
Azoksistrobin
Pikoksistrobin
Piraklostrobin

Delovanje

Nesistemicna, protektivho
delovanje.

Sistemicna, protektivno i
kurativno delovanje.

Sistemicna, protektivno,
kurativno i eradikativho
delovanje.

Sistemi¢na, protektivno,
kurativno delovanje.
Akropetalno se translocira
u ksilemu.

Sistemicna, protektivno,
kurativno i eradikativho
delovanje.

Mehanizam
delovanja

Sprecava glikolizu i
produkciju energije

Inhibira sintezu [3-
tubulina.

Inhibiraju sintezu
ergosterola
(demetilaciju u C-
14).

Inhibicija sinteze
ergosterola (razli¢ito
od DMI).

Inhibira transport
elektrona u
respiratornom lancu.

Dostupnost i primena fungicida koji spadaju u razli¢ite hemijske grupe predstavljaju veoma
vazan faktor u kontroli ovog oboljenja. Razli¢iti autori (Georgopoulos i Dovas, 1973; Ruppel
i Scott, 1974; Weiland i Halloin, 2001) su objavili rezultate ispitivanja pojave rezistentnosti
C.beticola na fungicide iz klase benzimidazola. Takode je u viSe navrata zableZzena smanjena
osetljivost i rezistentnost populacije patogena prema fungicidima iz grupa organskih

jedinjenja kalaja (Cerato i Grassi, 1983; Bugbee, 1995) i triazola (Karaoglanidis i sar.,
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2000). Ovakva istraZivanja su navela proizvodace Secerne repe da otpocnu sa hemijskom
zaStitom Secerne repe, koja se zasniva na rotaciji fungicida u cilju spre€avanja pojave

rezistentnosti kod C. beticola prema fungicidima uopste (Weiland i Koch, 2004).

Pojava rezistentnosti C. beticola prema fungicidima

Pre uvodenja sistemi¢nih fungicida, u hemijskoj borbi protiv fitopatogenih gljiva,
prouzrokovaca oboljenja gajenih biljaka, korid¢eni su fungicidi koji su imali preventivno
delovanje, odnosno S&titili su biljku pre nego Sto se ostvari infekcija. Kada su 60-tih godina
proSlog veka uvedeni sistemi¢ni fungicidi, u svetu je doSlo do ekspanzije u njihovoj primeni
zbog mogucnosti da inhibiraju rast gljive i nakon infekcije. Medutim, sve ¢eS¢a primena
sistemic¢nih fungicida u sve Sirim razmerama je dovela do pojave rezistentnosti fitopatogenih

gliiva (Briere et al., 2001).

Rezistentnost prema fungicidima mozZe da se definiSe kao stabilna, nasledna adaptacija
patogena koja rezultira u smanjenoj osetljivosti prema fungicidu (Gallian i sar., 2001),
odnosno, koja omogucava individui u okviru populacije da prezivi aplikaciju sredstava za
zastitu bilja, koji u normalnim uslovima treba da rezultira suzbijanjem Stetnog organizma
(Brent i Holloomon, 2007a). Smanjena osetljivost, odnosno rezistentnost C. beticola je
registrovana kod nekoliko grupa fungicida uklju€ujuci: benzimidazole (Georgopoulos i
Dovas, 1973; Mari¢ i sar., 1976), fungicide na bazi organokalajnih jedinjena (Giannopolitis,
1978; Bugbee, 1996; Campbell i sar., 1998), DMI fungicide (Balaz i sar., 1999;

Karaoglanidis i sar., 2000) i strobilurine (Kirk i sar., 2012). Rezistentnost prema

28



benzimidazolima i fungicidima na bazi organokalajnih jedinjenja je zabeleZzena u vedini
regiona gde se gaji SeCerna repa (Hanson, 2010), dok su rezistentnost prema DMI
fungicidima i strobilurinima zabeleZene u pojedinim podrudjima gajenja Secerne repe (Kirk i

sar., 2012).

Pojava rezistentnosti je uslovljena mutacijama koje patogenom mikroorganizmu omogucavaju
da izbegnu dejstvo fungicida. Takve mutacije ne povecavaju sposobnost patogena da prezivi
u prirodnim uslovima, ali omoguéavaju njegov opstanak u uslovima visokog selekcionog
pritiska koji se stvara prilikom hemijske zaStite useva. Smatra se da je u prirodnim uslovima
sredine uvek prisutan odredeni deo populacije patogena koji poseduje prirodnu otpornost na
odredene fungicide. S intenzivnom i ulestalom primenom istog fungicida, osetljivi deo
populacije biva uniSten, dok otporni predstavnici preZivljavaju i u odsustvu konkurencije,

postaju dominantni (Brent i Hollomon, 2007a).

Mehanizam rezistentnosti na fungicide je fenomen koji je najéeS¢i predmet ispitivanja. Do
danas je u potpunosti ispitan mehanizam rezistentnosti kod fungicida iz grupe benzimidazola,
karboksamida, fosforotiolata, dikarboksimida i strobilurina. Kod fungicida koji inhibiraju
sintezu ergosterola, odnosno, demetilaciju u C-14 (DMI), postoji saznanje o 4 osnovna
mehanizma rezistetnosti gljive (Karaoglanidis i loannidis, 2010). Ipak, velike nepoznanice
jo$ uvek postoje na ovom polju kada su u pitanju grupe fungicida koje se odavno primenjuju,
ali i u slu€aju novijih fungicida kod kojih dolazi do pojave ukrstene rezistentnosti (cross-
resistance). Mehanizmi rezistentnosti koji su do danas poznati su: promena u biohemijskoj
strukturi mesta delovanja fungicida, poveéanje produkcije ciljanog proteina, razvoj

alternativnog metabolickog puta koji obilazi mesto delovanja fungicida, metabolicka

29



razgradnja fungicida, kao i izbacivanje fungicida putem transporta proteina koji pokre¢e ATP-
aza (Brent i Hollomon, 2007a). Najrasprostranjeniji mehanizam rezistentnosti je promena
biohemijske strukture mesta delovanja. Ova pojava moZe objasniti zasto kod ranije
koriS¢enih, nespecificnih preparata nema problema sa pojavom rezistentnosti. Naime, kada
ovi preparati prodru u celiju gljive inhibiraju aktivhost enzima i imaju veci broj mesta
delovanja. Da bi se razvila rezistentnost kod ovih preparata moralo bi doéi do simultanih
promena na svim mestima delovanja, a Sanse za tako neSto su veoma male. Pojedini
slu¢ajevi pojave rezistentnosti kod ovih preparata posledica su delovanja nekih drugih
mehanizama koji ne obuhvataju promene na mestima delovanja. Kao suprotnost ovim
preparatima su danasnji moderni fungicidi koji deluju na samo jedno mesto i nazivaju se i
specificnim fungicidima. Stoga, kod njih, mutacija samo jednog gena moze prouzrokovati
promenu na mestu delovanja tako da postane otporan na dejstvo fungicida. Razvojem
metoda molekularne genetike na bazi lan¢ane reakcije polimeraze (PCR, polymerase chain
reaction) omogucena je detekcija i analiza gena koji uslovljavaju rezistentost. Generalno
posmatrano, nakon primene sistemicnih fungicida ¢eS¢e dolazi do pojave rezistentnosti, nego

Sto je slucaj kod kontaktnih, odnosno preventivnih (Brent i Hollomon, 2007b).

Razvojem rezistentnosti se ozbiljno ugrozava mogucnost uspednog suzbijanja fitopatogenih
gliiva. Problem se pogorSava ukoliko je rezistentnost nepovratnog karaktera, viSestruka i
ukrstena. Osim nemogucnosti dalje primene takvih fungicida, dolazi i do povecanja troSkova
sinteze novih preparata, pa samim tim i do povecanja troSkova suzbijanja ciljanog organizma

(Ishii, 2006; Hanson, 2010).
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Rezistentnost prema benzimidazolima

Fungicidi na bazi benzimidazola ispoljavaju sistemi¢nu aktivnhost u suzbijanju gljiva iz razdela
Ascomycetes i Basidiomycetes (Karaoglanidis i loannidis, 2010). U naSoj zemlji su za
suzbijanje C. beticola registrovane aktivne materije karbendazim i tiofanat metil (Tabela 1),
dok je prva primena ovih fungicida u naSoj zemlji podrazumevala aktivhu materiju benomil
(Mari¢ i sar., 1976). Benzimidazoli su bili prvi sistemi¢ni preparati koriS¢eni u zastiti SeCerne
repe od C. beticola uvedeni u primenu '70-tih godina proSlog veka (Dovas i sar., 1976).
Nakon Sto su pokazali odlicno protektivno i kurativnho delovanje kako u polju, tako i u
zasticenom prostoru (Solel, 1970), s njihovim uvodenjem upotreba ostalih preparata je
prekinuta (Karaoglanidis i loannidis, 2010). Nakon dve godine iskljuCive primene benomila
u zastiti od C. beticola u Gr&koj, registrovana je pojava visokog intenziteta oboljenja uprkos
redovnoj primeni ovog fungicida (Georgopoulos, 1982). Nakon prvog slu€aja pojave
rezistentnosti prema benzimidazolima u Gr&koj (Georgopoulos i Dovas, 1973), rezistetnost
je detektovana i u drugim zemljama: Italiji (D’Ambra i sar., 1974), SAD (Ruppel i Scott,
1974), teritoriji bivSe Jugoslavije (Mari¢ i sar., 1976; Gavran, 1991), Japanu (Uesugi, 1979) i

Indiji (Pal i Mukhopadhyay, 1984).

Preparati na bazi benzimidazola ispoljavaju svoju fungicidnu aktivnost tako Sto se vezuju za
B-tubulin kod gljiva, ometaju mitozu i formiranje citoskeleta (Davidse, 1986). Mehanizam
rezistentnosti prema fungicidima na bazi benzimidazola kod C. beticola je uslovljen
mutacijom B-tubulin gena, $to umanjuje ili onemogucava vezivanje benzimidazola za B-

tubulin (Davidson i sar., 2006). U molekularnim analizama izolata rezistentnih prema
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benzimidazolima je utvrdeno postojanje mutacije na kodonu 198 B-tubulin gena (sekvenca
GAG kod osetljivih izolata je zamenjena sa GCG kod rezistentnih). Pored navedene, kod C.
beticola su utvrdene i druge mutacije koje uti€u na nivo osetljivosti gljive prema fungicidima.
Trkulja i sar. (2013) su detektovali mutacije na kodonu 167 kod izolata koji su slabo ili
umereno rezistentni prema ovoj grupi fungicida. Sposobnost zadrzavanja svojstava (fitnes)
izolata koji ispoljavaju rezistentnost prema benzimidazolima se smatra vrlo stabilnom
osobinom, odnosno udeo rezistentnih izolata se veoma sporo smanjuje, ¢ak i u potpunom

odsustvu selekcionog pritiska fungicida (Karaoganidis i loannidis, 2010).

Rezistetnost prema DMI fungicidima

DMI fungicidi, koji ihnibiraju sintezu ergosterola, odnosno, demetilaciju u C-14 predstavljaju
najvec¢u i najznacajniju grupu fungicida na svetu u zastiti SeCerne repe od pegavosti lista koju
prouzrokuje C. beticola (Siegel, 1981; Karaoganidis i loannidis, 2010). Primenjuju se od
'70-tih godina proSlog veka (Meriggi i sar., 2000) i imaju odlicno protektivno i kurativho
dejstvo protiv C. beticola (Dahmen i Staub, 1992). Trenutno je u Srbiji registrovano 10

aktivnih materija iz grupe DMI fungicida, odnosno hemijskih grupa triazola i imidazola (Tabela

1).

Prva pojava smanjene osetljivosti C. beticola prema DMI fungicidima registrovana je u Gr¢koj
krajem "90-tih godina proslog veka (Karaoglanidis i sar., 2000). Ispitivane populacije gljive iz

tri regiona gajenja Secerne repe su pokazale kontinuiranu promenu osetljivosti prema DMI
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fungicidima, od veoma osetljivih do onih sa zna€ajno smanjenom osetljivoS¢u, Sto je ukazalo

na poligensko kontrolisanu rezistentnost (Karaoglanidis i sar., 2002).

lako su DMI fungicidi specificni po mestu delovanja, $to ukazuje na postojanje visokog rizika
od pojave rezistentnosti, oni se nalaze u grupi fungicida sa umerenim rizikom od pojave
rezistentnosti (Georgopoulos i Skylakakis, 1986; FRAC, 2013). Poznata su dva do sada
opisana mehanizma pojave rezistentnosti prema DMI kod C. beticola: a) mutacije u C-14 a-
demetilaza genu (CYP51) i b) prekomerna ekspresija CYP51 gena (Ma i Michailides, 2005).
Nikou i sar. (2009) su ukazali da je prekomerna ekspresija C-14 a-demetilaza gena (CYP51)

mogu¢ mehanizam rezistentnosti C. beticola prema DMI fungicidima.

Smatra se da je fitnes izolata C. beticola koji su rezistentni prema DMI fungicidima manji u

odnosu na osetljivu populaciju gljive (Karaoganidis i loannidis, 2010).

Rezistentost prema strobilurinima

Strobilurini (Qol fungicidi) su relativno nova grupa fungicida, koji imaju mehanizam delovanja
da inhibiraju mitohondrijalno disanje vezujuci se za ubikvinol oksidazu (Qo) na citohromu b
(Bartlett i sar., 2002). U nasoj zemlji je za suzbijanje C. beticola registrovano ukupno Cetiri

aktivne materije koje se primenjuju samostalno ili u kombinaciji sa triazolima (Tabela 1).

Strobilurini predstavljaju grupu fungicida kod koje postoji visok rizik od pojave rezistentnosti
(Ma i sar., 2003; FRAC, 2013). Prvi slu€aj rezistentnosti kod poljske populacije C. beticola je

zabeleZzen 2011. godine u SAD (Kirk i sar., 2012) nakon propusta u kontroli pegavosti lista
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Secerne repe na poljima tretiranim strobilurinima tokom niza godina. Rezistentost prema Qol
fungicidima je vestacki indukovana ranije, kada je potvrdeno da mutacije koje se javljaju kod
rezistentnih izolata podrazumevaju zamenu glicina s alaninom na poziciju 143 u
aminokiselinskom lancu (Malandrakis i sar., 2011), Sto je slucaj i kod drugih fitopatogenih

gliiva (Ma i Michailides, 2005).

Kada su u pitanju in vitro ispitivanja osetljivosti izolata C. beticola prema strobilurinima,
primenjuju se metode koje se zasnivaju na merenju inhibicije klijanja spora (Secor i sar.,
2010) ili odredivanju redukcije porasta micelije (Malandrakis i sar., 2011). S obzirom na
Cinjenicu da gljive u prisustvu strobilurina u podlozi imaju sposobnost korisecenja alternativne
oksidaze (AOX), $to omogucava i osetljivim izolatima da ostvaruju porast micelije na podlozi
sa dodatim fungicodom, u in vitro ispitivanjima se u podlogu dodaje rastvor
salicilhidroksami¢ne kiseline (salicylhydroxamic acid - SHAM). Ova kiselina inhibira aktivnost
AOX tokom ispitivanja rezistentnosti prema strobilurinima (Avila-Adame i Kdoller, 2002;
Avila-Adame i Kdller, 2003), inhibirajuci porast micelije osetljivih izolata, te se na taj nacin

otkriva samo ona rezistentnost koja je uzrokovana mutacijom u citohromu b (Larson, 2004).

UkrStena rezistentnost

UkrStena rezistentnost predstavlja rezistentnost koja se kod fitopatogenih gljiva javlja prema
dva ili viSe fungicida i uslovljena je istim genetskim faktorima (Georgopoulos, 1977). Pojava
ukrstene rezistetnosti jednog fitopatogena prema nizu razli€itih fungicida je u korelaciji sa
postojanjem zajedniCkog mehanizma delovanja koji ispitivani fungicidi imaju (Brent i

Hollomon, 2007b). UkrSena rezistentnost prema pojedinim DMI fungicidima je dobro
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prou¢ena osobina i javlja se izmedu svih predstavnika ove hemijske grupe fungicida (Gisi i
sar., 2005). Ipak, uprkos opSteprihvacenom stavu da se ukrdtena rezistentnost javlja izmedu
predstavnika DMI fungicida, dobro je poznato da postoji varijabilnost u obrascima ukrstene
rezistentnosti izmedu pojedinih parova fungicida (Kéller i Wubben, 1989; Kendall i sar.,

1993).
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MATERIJAL | METOD RADA

Uzorkovanje listova Secerne repe

Listovi Secerne repe sa simptomima pegavosti su prikupljeni tokom 2007. godine sa ukupno
60 lokaliteta u Vojvodini (Slika 6) sa poznatom istorijom primene fungicida iz grupa
benzimidazola, DMI fungicida i strobilurina u prethodne 3 godine (Tabela 2). Za svaku

uzorkovanu parcelu odabran je po jedan izolat za dalja ispitivanja.

Slika 6. Lokaliteti sa kojih su prikupljeni uzorci listova Secerne repe
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Pored izolata sa Seéerne repe, uzorkovani su i listovi cvekle i blitve sa simptomima pegavosti
lista, u cilju prikupljanja referentnih izolata sa lokaliteta u kojima nikada nisu primenjivani

fungicidi.

Tabela 2. Spisak izolata sa lokalitetima i istorijom primene triazola, strobilurina i

benzimidazola u prethodne 3 godine

Redni  Lokalitet Istorija primene fungicida
broj Triazoli  Strobilurini Benzimidazoli
1 Kac¢ + + +
2 Temerin + + +
3 Becej + + +
4 Curug + + +
5 Glozan + + +
6 Backi Magli¢ + + +
7 Zmajevo + + +
8 Zabalj + + +
9 Sirig + + +
10 Srbobran + + +
11 Turija + + +
12 Cenej + + +
13 Dunavac + - +
14 Dunavac + + +
15 Vrbas + + +
16 Omoljica + - +
17 Vrsac + - +
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

Vrsac

Kovin

Banatski Karlovac

IzbiSte
Kovacica
Besni Fok
Opovo
Despotovo
Kucura
Backi Grac¢ac
Sivac
Sombor
Apatin
Kupusina
Vajska
Celarevo
Ratkovo
KisaC
Obrovac
Karavukovo
Kraljevci
Beska
Indija
Lacarak
Golubinci
Popinci
Zarkovac

Subotiste
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46 Veliki Radinci o R

47 Surcin + +
48 Sremska Mitrovica + +
49 Prhovo + +
50 Kikinda + -
51 Mokrin + -
52 Banatsko Veliko Selo + -
53 Aleksa Santi¢ + -
54 Backo Dobro Polje + +
55 Gornji Breg + +
56 Senta + +
57 Senta + -
58 Feketi¢ + +
59 Pacir + +
60 Zrenjanin + +
61 Blitva,SremskaKamenica - -
62 Cvekla, Futog - -

'+' - fungicidi primenjivani u poslednje 3 godine

'-' - fungicidi nisu primenjivani u poslednje 3 godine
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Kolekcija izolata i dobijanje Cistih kultura

Izolacija patogena je uradena po modifikovanoj metodi koju su opisali Geogopoulos i Dovas
(1973). Prikupljeni listovi Seéerne repe su isprani vodom i celi ili njihovi fragmenti, sa
karakteristicnim pegama su postavljeni na navlazenu filter hartiju u Petri kutije i inkubirani na
25-26 °C u trajanju od 24-36 Casova u cilju izazivanja sporulacije patogena u okviru pega.
Monosporijalne izolacije su uradene prihvatanjem pojedina¢nih konidija pomocu sterilne
entomoloske igle pod stereo mikroskopom i prebacivanjem na Krompir dekstrozni agar-KDA
(PDA, Carl Roth GmbH) sa dodatkom streptomicin sulfata (1,5 mg/L). Nakon 10 dana, izolati
su presejavani na zakoSeni KDA u epruvete i Cuvani u frizideru na 4 °C. lIzolati su
obeleZzavani kombinacijom slova i brojeva, gde su slova inicijali vrste C. beticola, brojevi

oznacavaju izolate prema hronoloSkom redosledu po kojem su izolovani.

MorfoloSke i odgajivacke karakteristike

Praéenje brzine porasta i odgajivackih karakteristika izolata je vrSeno na tri vrste podloge:
krompir dekstrozni agar-KDA (Potato Dextrose Agar-PDA, Carl Roth GmbH), sladni agar-SA
(Malt Extract Agar-MEA, Lab M Ltd.), Capekovoj podlozi-CZ (Czapek Dox Agar) (Smith,
1954). Fragmenti podloge pre¢nika 5mm sa micelijom gljive starom 7 dana su postavljani na
navedene podloge i okretani su micelijom ka podlozi. Inkubirani su tokom 10 dana na 25 °C
kada je izmeren precnik micelije i opisane morfoloSke karakteristike kolonija primenom

modifiovane skale Moretti i sar (2003) — Tabela 3. Pre€nik kolonija je racunat kao prosek dve
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ose pod pravim uglom. Za svaki izolat su opisane kolonije u 6 ponavljanja (tri fragmenta u po

dve Petri kutije preCnika 90mm).

Tabela 3. Ocene morfoloskih karakteristika kolonija Cercospora beticola.

Tekstura Ostale osobine
Boja micelije Oznaka Oznaka Oznaka
micelije kolonije
Tamno siva do A Granulozna a Radijalna *
crna zoniranost
Svetlo siva B Vatasta b Talasast obod *x
kolonije
Svetlo siva sa C PrasSkasta c
tamno sivim
obodom
Bela D KoZasta d
Svetlo maslinasto E Pahuljasta, e
siva vunasta
Crna F Izbrazdana f
Tamno maslinasto G Somotasta g

siva
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In vitro testiranja osetljivosti prema fungicidima

Odredivanje kvalitativne osetljivosti izolata C. beticola se zasnivalo na testiranju porasta
izolata na podlogama sa diskriminativnom koncentracijom fungicida po metodi Karaoglanidis
i sar., 2003. Diskriminativha koncentracija za sve testirane fungicide je predstavljala onu
koncentraciju na kojoj su testirani izolati bili jasno podeljeni u dve grupe: one &iji je porast
ihibiran i one koje nisu inhibirane prisustvom fungicida u podlozi (Jo i sar., 2006). U cilju
odredivanja diskriminativne koncentracije koriS¢eno je 5 referentnih izolata C. beticola
izolovanih sa cvekle iz okuénica u Futogu (CB 581 i CB 582) i blitve iz Sremske Kamenice

(CB 586, CB 587 i CB 588). Ovi izolati su prikupljeni sa lokaliteta na kojima nikad nije

primenjivan ni jedan od ispitivanih fungicida.

Testiranje osetljivosti izolata prema svim ispitivanim fungicidima je vrSeno na isti nacin.
Rastvor fungicida je dodavan u sterilisanu i prohladenu podlogu u sterilnim uslovima.
Fragmenti podloge sa micelijom izolata starim 7-10 dana su postavljani na KDA podlogu
micelijom okrenutom ka podlozi radi uspostavljanja direktnog kontakta micelije sa fungicidom.
Svaka kombinacija fungicid-izolat je ponovljena 3 puta u Petri kutijama pre¢nika 90mm u koje
su postavljana po 3 fragmenta podloge sa micelijom (pre¢nika 5mm) okrenutom ka podlozi.
Za kontrolu je koriS¢ena KDA bez dodatih fungicida. ProseCan prec¢nik kolonije je meren
nakon 4 dana inkubacije na 25-26 °C, a izveden je na bazi proseka dva precnika kolonije pod
pravim uglom. Od proseka je oduzet pre¢nik fragmenta podloge sa micelijom. Rastvori
fungicida su pripremani u sterilnoj vodi, dok je tehnicki Cist azoksistrobin dispergovan u

metanolu. Autoklavirana KDA podloga je prohladena do 40 °C, nakon ¢ega su dodati rastvori
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fungicida odgovarajucih koncentracija u zavisnosti od preparata (Tabela 3) (Weiland i

Halloin, 2001; Karaoglanidis i sar., 2003).

Osetljivost izolata prema karbendazimu iz grupe benzimidazola je ispitana na seriji
koncentracija od 1, 2, 4, 5, 8, 10, 16, 20, 32 i 50 pg/mL. U sterilisanu i prohladenu hranljivu
podlogu je dodavana je odgovarajuca koli€ina rastvora preparata Galofungin (500g/L

karbendazima, Galenika Fitofarmacija) koncentracije 5 mg/ml.

Za testiranje osetljivosti izolata prema fungicidima iz grupe triazola (flutriafola i tetrakonazola)
primenjene su koncentracije od: 0.3, 0.6, 1.25, 2, 4, 8 i 16 pg/mL. Hranljivoj podlozi je
dodavan radni rastvor komercijalnih formulacija: Takt (125g/L flutriafola, Herbos, Hrvatska) i

Eminent 125 ME (125 g/L tetrakonazola, MAGAN Agrochemicals).

Azoksistrobin iz grupe strobilurina je testiran na 3 koncentracije: 0.01, 0.1 i 1 yg/mL. Svaka
koncentracija fungicida je testirana uz dodatak 1mM salicilhidroksamicne kiseline (SHAM). U
podlogu je dodavan rastvor tehni¢kog azoksistrobina i SHAM u metanolu. Za negativnu
kontrolu u podlogu nije dodavan fungicid, ve¢ samo salicilhidroksami¢na kiselina u

koncentraciji 1mM.
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Dobijeni podaci su koriS¢eni za raCunanje relativnog porasta micelije (RP) za svaku

kombinaciju fungicida i izolata primenom formule:
A
RP [%] = 5 X 100,

gde je RP relativan porast micelije, A je prosek porasta micelije na podlozi sa dodatkom

fungicida, dok je B prosek porasta micelije na podlozi bez fungicida (negativna kontrola).

Dobijeni relativni porast micelije (RP) je koriS¢en za racunanje koncentracije koja inhibira
50% porasta micelije za svaki fungicid u odnosu na kontrolu. Vrednost ECs, je dobijena
regresiranjem RP vrednosti u odnosu na Log;o testiranih koncentracija fungicida za svaki
izolat posebno (Karaoglanidis i Thanassoulopoulos, 2003). ProseCna ECs, referentnih
izolata je koriS¢ena kao diskriminativna koncentracija u cilju ispitivanja kvalitativhe osetljivosti
ostalih izolata C. beticola (Tabela 4). Faktor rezistentnosti (FR) je racunat za svaki od izolata
iz grupe referentnih kao odnos ECs, posmatranog i najosetljivijeg izolata (Karaoglanidis i

sar., 2002).

Na osnovu vrednosti relativnog porasta micelije, svi izolati su podeljeni u Cetiri grupe: i)
osetljivi (RP < 20%); ii) sa smanjenom osetljivoS¢u (RP = 20-39.9%); iii) umereno rezistentni

(RP = 40-69.9%) i iv) visoko rezistentni (RP = 70%).

UkrStena rezistentnost izolata prema fungicidima iz grupe triazola (flutriafol i tetrakonazol) je
merena stavljanjem u korelaciju Log ECs, vrednosti parova za navedene fungicide kod izolata

referentne populacije (Karaoglanidis i Thanassoulopoulos, 2003).
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Tabela 4. Spisak fungicida i aktivnih materija koje su koriS¢ene za odredivanje kvalitativhe

osetljivosti izolata C. beticola

Diskriminativna
Aktivha materija Fungicid(sadrzaj a.m.) Proizvodac¢
koncentracija u podlozi

Flutriafol Takt (125 g/L) Herbos, Hrvatska 1.25 pg/mL
Karbendazim Galofungin (500 g/L) Galenika 5 pg/mL

Fitofarmacija, Srbija

Tetrakonazol Eminent (125 g/L) Magan 0.6 pg/mL
Azoksistrobin Tehnicki ¢ista aktivna  Nufarm GmbH&Co 0,01 pg/mL*
materija

*U cilju inhibicije alternativne oksidaze, u podlogu je pored fungicida dodato 1mM SHAM.
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Molekularne analize

PosSto je osetljivost fungicida utvrdena u in vitro testovima odredivanja kvalitativne i
kvantitativne osetljivosti, odabrano je 19 izolata sa razliitim nivoom osetljivosti prema
flutriafolu u cilju analize C-14 alfa demetilaza gena, dok je 16 izolata odabrano za analizu 3-
tubulin gena, u cilju identifikacije mutacija koje prouzrokuju rezistentnost prema

karbendazimu.

Ekstrakcija DNK

Za ekstrakciju DNK su koriS¢eni izolati koji su rasli na KDA podlozi u trajanju od 10 dana na
temperaturi od 25-26°C. Micelija je sastrugana sa povrSine Cvrste hranljive podloge i za

ekstrakciju je koris¢eno po 300-900mg micelije od svakog ispitivanog izolata.

DNK je ekstrahovana prateci 3 protokola: A) Saghai-Maroof i sar (1984), B) Weiland (1997)

i C) Cenis (1992) sa odredenim modifikacijama (Tabela 5).

Tabela 5. Protokoli za izolaciju DNK iz micelije Cercospora beticola: A) Saghai-Maroof i sar

(1984), B) Weiland (1997) i C) Cenis (1992).

Koraci Protokol za izolaciju A Protokol za izolaciju B Protokol za izolaciju C
1 0,5-0,7g micelije je 0,3-0,6g micelije je 0,5-0,99 micelije je
homogenizovano u homogenizovano u homogenizovano u
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Koraci

Protokol za izolaciju A

te€nom azotu.

Dodato je 600ul CTAB
ekstrakcionog pufera po
0,59 micelije, koji je
prethodno zagrejan na 65
°C.

MeSavina je inkubirana na
65 °C u trajanju od 30
minuta.

Nakon hladenja, dodat je 1
vol hloroform : 1AA (24:1).

Vorteks i centrifugiranje 10

min na sobnoj temperaturi.

Supernatant je prebacen u
Ciste ependorf tube i dodat
je 1 vol izopropanola.

MeSavina je lagano
promeSana i centrifugirana
10 min

na  sobnoj

temperaturi.

Protokol za izolaciju B

te€nom azotu.

Dodato je 600ul

ekstrakcionog pufera po

0,59 micelije i lagano
promesano.
Dodat e Iml

fenol:hloroform:1AA
(25:24:1) po 0,5g micelije.
Vorteks i centrifugiranje 15
min na sobnoj temperaturi.
Supernatant je prebacen u
Ciste ependorf tube i dodat
je 0,6 vol izopropanola.
MeSavina je lagano
promeSana i inkubirana 5
min na sobnoj temperaturi.

Centrifugiranje 15 min na

4 °C.
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Protokol za izolaciju C

ekstrakcionom puferu.

Dodato je 20ul proteinaze
(20mg/ml) i inkubirano 30

min na 65 °C.

Dodato je 20yl RNaze

(20mg/ml)

MeSavina je inkubirana 10
min na 65 °C.
Dodato je 400-450ul 3M

Na acetata (pH 5,2).

MeSavina je inkubirana 10

min na -20 °C.

Centrifugiranje 20 min na

sobnoj temperaturi.



Koraci

8

10

11

12

Protokol za izolaciju A
Dobijen pelet je ispran sa

800ul 70% etanola.

Pelet je osuSen i dodato je
40ul TE pufera sa 20ug/mi
RNaze.

Pelet je ostavljen da se

rastvori 10 min na 65 °C.

Protokol za izolaciju B

Pelet je ispran sa 800yl

95% etanola.

Pelet je osusSen i rastvoren
u 30-50ul TE pufera sa

20pg/ml RNaze.

Protokol za izolaciju C
Supernatant je prebacen u
Ciste ependorf tube i dodat
je 1 vol izopropanola.
Rastvor je inkubiran 5 min

na sobnoj temperaturi.

Centrifugiranje 20 min na
sobnoj temperaturi.

Pelet je ispran sa 500yl
70% etanola.

Pelet je osuSen i rastvoren

u 50ul TE pufera.

U protokolima A i B, micelija sa povrSine Cvrste hranljive podloge je homogenizovana u

teCnom azotu. Prva modifikacija je izvrSena na drugom koraku, gde je dodato 600l

ekstrakcionog pufera (Tabela 6) po 0,59 micelije. Dalje su oba protokola pracena bez

modifikacija. Ekstrahovana DNK je rastvorena u 30-50 pyl TE pufera. Prema protokolu C

(Cenis, 1992), homogenizacija micelije je uradena u ekstrakcionom puferu (Tabela 6) na

sobnoj temperaturi. Da bi se poboljSalo preciS¢avanje izolovane DNK, prilikom koraka od 2

do 5 dodate su proteinaza i RNaza.
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Tabela 6. Ekstrakcioni puferi za izolaciju DNK iz micelije Cercospora beticola: A) Saghai-

Maroof i sar (1984), B) Weiland (1997) i C) Cenis (1992).

Pufer za ekstraciju A Pufer za ekstraciju B Pufer za ekstraciju C
0,1 M TRIS (pH 7,5) 0,1 M TRIS (pH 8) 0,2 M TRIS (pH 8,5)
10 mM EDTA 20 mM EDTA 25 mM EDTA
0,7 M NacCl 0,5 M NacCl 0,25 M NacCl
1% CTAB (10%) 1% SDS (10%) 1% SDS (10%)
0,1 mg/ml proteinaze K 0,075mg/ml proteinaza K

(20mg/ml)*

1% 2-merkaptoetanola*

* Dodato neposredno pre upotrebe.

Koncentracija izolovane DNK je odredena vizuelizacijom na 1% agaroznom gelu u 0,5xTBE
puferu sa dodatkom etidijum bromida. Kao standard je koriS¢ena DNK A faga u

koncentracijama od 25, 50, 100 i 250 ng. Vizuelizacija gela je uradena pod UV svetlom.

Cistoca i koncentracija DNK je odredena spekrtofotometrijski (Ultraspec 2000 Parmacia
Biotech). Vrednosti opticke gustine (optical density-OD) su ocitane na talasnim duzinama od
230, 260 i 280 nm. Kvalitet izolovane DNK je takode potvrdena putem PCR reakcije sa
univerzalnim prajmerima U (5-TCTGCCCTATCAACTTTCGATGCTA-3) i U2 (5-AATTTGC

GCGCCTGCTGCCTTCCTT-3’), koji su specifitcni za 18S rRNK, deo male ribozomalne
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subjedinice. Pracen je sledeéi protokol: denaturacija 2 min na 95 °C, zatim 35 ciklusa
denaturacije na 95 °C — 25 sek, vezivanje prajmera na 60 °C - 30 sek i ekstenzija na 68 °C u
trajanju od 45 sek. Krajnja ekstenzija odvijala se 10 min na 68 °C. PCR produkti su razdvojeni
na 1% agaroznom gelu, dok je duzina fragmenta utvrdena poredenjem sa 100 bp DNK

markerom (Fermentas).

CAPS markeri

U cilju pronalaZzenja mutacije koja ukazuje na pojavu rezistentnosti izolata C. beticola prema
DMI fungicidima, koriSceni Su specificni prajmeri CYP51RT-F (5'-
AACTCCAAATTGATGGAGCA-3) i CYP51RT-R (5-CGGCTAGCAGTGTAAATGGT-3) u
cilju umnozavanja fragmenta gena za C-14 alfa demetilazu (Nikou i sar., 2009).
Umnozavanje ciljanog fragmenta je zapocelo denaturacijom na 94 °C u trajanju od 4 min,
nako Cega je usledilo 38 ciklusa: denaturacija 40 sek na 94 °C, vezivanje prajmera 35 sek na

52 °C iizduZivanje 45 sek na 72 °C. Finalna ekstenzija na 72 °C je trajala 10 min.

Prajmeri Bt512F (5'-CCAGCTTTTCCGCCCAGACAAC-3") i Bt922R (5'-ACGGCACCATGTTC
ACGGCAAGC-3') su primenjeni u cilju umnozavanja fragmenta B-tubulin gena u kojem je
lokalizovana mutacija koja se javlja kao posledica rezistentnosti prema benzimidazolima
(Davidson i sar., 2006). UmnoZavanje cillanog fragmenta se sastojalo od: inicijalne
denaturacije na 94 °C u trajanju od 4 min, zatim 38 ciklusa denaturacije na 94 °C u trajanju
od 40 sek, anilacije 40 sek na 62 °C i ekstenzije u trajanju od 1 min na 72 °C. Finalna

ekstenzija na 72 °C je trajala 10 min.
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PCR reakcije su izvedene u ukupnoj zapremini od 25 pl koja je sadrzala: 30 ng uzorka DNK
ispitivanih izolata, 2.5 ul pufera, 0.2 mM svakog dNTP-a, 2.5 mM MgCl,, 2 jedinice Taq
polimeraze (Fermentas) i 0.25 uyM svakog prajmera (Metabion) u TPersonal i T1 termalnom
PCR amplifikatoru (Biometra). PCR produkti su razdvojeni na 1% agaroznom gelu sa
dodatkom 0.005% etidijum bromida, dok je vizuelizacija umnozZenih fragmenata uradena pod

UV svetlom.

Restrikcioni enzim Alw261 (BsmAl, Fermentas) je koriS¢en u otkrivanju mutacije na C-14 alfa
demetilaza genu (Nikou i sar., 2009). Sekvence gena za B-tubulin osetljivog (GenBank
access.no. AY856373) i rezistentnog izolata (GenBank access.no. AY856374) su mapirane
pomocu on-line aplikacije Webcutter 2.0. Dobijena analiza (u Prilogu) je ukazala da se razlika
u sekvenci 198 kodona osetljivih i rezistentnih (Davidson i sar., 2006) izolata moze
detektovati restrikcijom sa enzimom Bsh1236l (CG|CG) (BSTUI, Fermentas) — Slika 7a.
Digestija PCR produkata je izvrSena prema uputstvu proizvodaca , a nakon toga su produkti
razdvojeni putem elektrofreze na 1.7% agaroznom gelu, sa 50% agaroze visoke rezolucije

(Carl Roth GmbH).
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a)

Cfol Csp6l
CviJl Bsal HspAl BstH21
Hphl TthHB8I BsmAl TthHB8I HinP1l Bspl143l11

.. -gttcaccagctcgtcgagaactccgacgagaccttctgtatcgacaacgaggcgctgtacgacatttgca base pairs

.. -caagtggtcgagcagctcttgaggctgctctggaagacatagctgttgctccgcgacatgctgtaaacgt 826 to 900

Alul Taql Alw261 Taql MnIl Hhal Rsal MsllI
Eco31l Hin6l Haell
AspLEI Afal
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
Bsh12361 8 45 56 65 147 413 496 631 1342 cg/cg
b)
Bsh12361 Hhal Csp6l
Alul Tagl BstUl Hin6l Haell
Hphl TthHB8I1 Thal TthHB8I1 HinP1l BstH2I Msl1

- . -cgttcaccagctcgtcgagaactccgacgcgaccttectgtatcgacaacgaggcgctgtacgacatttgc base pairs
---gcaagtggtcgagcagctcttgaggctgcgctggaagacatagctgttgctccgcgacatgctgtaaacg 826 to 900
CviJl

Accll Taql HspAl Bspl43l11
Mvnli Mnll Cfol Afal
Hoal AspLElI Rsal
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
Bsh1236l 8 455665147 413 496 631859 1342 cglcg

Slika 7. Restrikciona mapa fragmenta B-tubulin gena osetljivog (a) i rezistentnog (b) izolata
Cercospora beticola
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Poljski ogledi

Poljski ogledi u uslovima vestackih inokulacija su postavljeni u cilju provere efikasnosti
fungicida u suzbijanju odabranih izolata C. beticola i sprovedeni su tokom 3 godine

istraZivanja: 2009, 2010 i 2011. godine.

U prvoj godini ispitivana je efikasnost fungicida na bazi flutriafola (DeMethylation Inhibitors —

DMI fungicidi) u suzbijanju izolata C. beticola koji su razli€ite osetljivosti prema flutriafolu.

U drugoj i trecoj godini ispitivanja je proverena efikasnost fungicida na bazi azoksistrobina
(Quinine outside Inhibitors-Qol fungicidi), karbendazima (Methyl Benzimidazole Carbamates-
MBC fungicidi), kao i flutriafola i tetrakonazola (DMI fungicidi), dok su za pripremu inokuluma
za vestacCke inokulacije korisceni izolati poznate osetljivosti prema flutriafolu i karbendazimu i

tetrakonazolu.

Svi izolati za veStacke inokulacije su odabrani nakon in vitro testiranja osetljivosti izolata

prema flutriafolu, karbendazimu i tetrakonazolu.

Priprema i aplikacija inokuluma

Inokulum je pripremljen u obliku suspenzije konidija koje su proizvedene na podlozi od listova
Secerne repe (Sugar Beet Leaf extract Agar -SBLA) po sledecoj recepturi: 150-200 g svezih
listova Secerne repe se prokuva u 1L destilovane vode; nakon ostranjivanja listova se dodaje

20 g agara. Koncentracija suspenzije je podeSena na 500 spora/ml, $to je utvrdeno brojanjem

53



spora pomoc¢u hemocitometra. NanoSenje inokuluma na biljke izvrSeno je kada su vremenski
uslovi pogodovali razvoju bolesti prskanjem biljaka suspenzijom koristeéi lednu prskalicu uz

utroSak 300 L vode/ha.

Dizajn ogleda

U prvoj godini ispitivanja, ogled je izveden na lokalitetu Turija na sorti Se¢erne repe Laetitia

(KWS, Nemacka), koja je osetljiva prema C. beticola.

Eksperiment je dizajniran prema slu¢ajnom blok sistemu sa 4 tretmana u 4 ponavljanja (Slika
8), sa elementarnom parcelom veli¢ine 7,5 m? koja je bila prekrivena “Agril” folijom u cilju
oCuvanja vlage. Inokulacija je izvedena 2. jula 2009. godine, kada su vremenski uslovi
pogodovali razvoju bolesti, sa izolatima koji su bili: a) osetljivi prema flutriafolu; b) rezistentni

prema flutriafolu.
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Slika 8. Plan poljskog ogleda ispitivanja bioloSke efikasnosti flutriafola u suzbijanju izolata C.

beticola koji su osetljivi i rezistentni prema flutriafolu u Turiji 2009. godine.

Legenda: 1-inokulacija izolatima rezistentnim prema flutriafolu i tretiranje flutriafolom; 2-
inokulacija izolatima osetljivim prema flutriafolu i tretiranje flutriafolom; 3- inokulacija izolatima
rezistentnim prema flutriafolu bez tretiranja flutriafolom; 4- inokulacija izolatima osetljivim

prema flutriafolu bez tretiranja flutriafolom.

Prva aplikacija fungicida na bazi flutriafola (Takt, 125 g/L, Herbos, Hrvatska) je izvrSena Sest
dana nakon inokulacije (8. jula 2009. godine). Ukupno su izvedene 4 aplikacije, svakih 14-20

dana do momenta vadenja Secerne repe sredinom septembra 2009. godine. Meteoroloski
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podaci i vrednosti dnevnih infektivnih vrednosti (DIV) za C. beticola u Turiji su prikazani u

Grafikonima 1-4.

15 15

10 I 10 -

NI - e o g . h .
N &

& N g ® ® & & ® ) ) o
N 3 o OO O
v A -{V ’0. q'}' ’iv LS, & N ,\q; 'i:\ q"b ,b\
35 4 35

= Padavine [mm)]

30 4 3 0|4
I 25 — Temperatura vazduha [*C]
20 /-\_/-—\/\_/\/\/J\’ 20 | —— DIV Result
15 15 1
10 10

Grafikon 1-4: Suma padavina, srednja dnevna temperatura i vrednosti DIV-a tokom: 1-juna,

2-jula, 3-avgusta i 4-septembra 2009. godine u Turiji.
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U drugoj i trecoj godini ispitivanja, ogledi su sprovedeni na sorti Se¢erne repe Lara na
oglednim poljima Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad. Poljski ogledi su postavljeni u
8 kolona (8m x 31,5m) — Slika 9. Veliina elementarne parcele je iznosila 24m? (6 redova

Secerne repe duzine 8m).

a|lbs|lw N
Ol |lw Nk
|l |lw DN
Ol |lw Nk

a | b [w | N | P ]w ||
a | b [w [N | P ]w ||
a | b [w | N | P ]w ||
a | b [w [N | P ]w ||

Slika 9. Plan ogleda ispitivanja bioloSke efikasnosti flutriafola, karbendazima, tetrakonazola i
azoksistrobina u suzbijanju izolata C. beticola razli¢ite osetljivosti prema ispitivanim
fungicidima na Rimskim Sangevima 2010 i 2011. godine
Legenda: Tretiranja fungicidima na bazi: 1-karbendazima, 2-flutriafola, 3-tetrakonazola, 4-
azoksistrobina, 5-netretirana kontrola. Kombinacije izolata: I:IFSBS - osetljivi prema
flutriafolu i karbendazimu, - FSBR - umereno osetljivi prema flutriafolu i osetljivi prema

karbendazimu, I:I FRBR - rezistentni prema flutriafolu i karbendazimu, I:I FRBS -

osetljivi prema flutriafolu i rezistentni prema karbendazimu
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Inokulacija biljaka je izvrSena u momentu kada su vremenski uslovi bili stabilni i povoljni za
infekciju i razvoj bolesti: 8. jula 2010 i 4. jula 2011. godine. Suspenzija konidija sa dodatkom
okvasSivata Tween 20 je naneta na bilke pomocéu ledne prskalice “Solo”. Svaka od
inokulisanih parcela, osim netretirane kontrole, je tretirana sa jednim od navedenih fungicida:
Galofungin (karbendazim 500 g/L, Galenika, Srbija), Takt (flutriafol 125 g/L, Herbos,
Hrvatska), Eminent (tetrakonazol 125 g/L, Isagro) i Quadris (azoxistrobin 125 g/L, Syngenta).
Prvi aplikacija fungicida je u obe godine uradena 7 dana nakon inokulacije, dok su ostale
sprovedene u sledec¢im terminima: 30. jul, 20. avgust i 4. septembar 2010. godine, kao i 20.

jul, 3. avgust, 16. avgust i 6. septembar 2011. godine.

Intenzitet oboljenja je ocenjen 4 puta u 2010. godini, odnosno 5 puta u 2011. godini, u istim
terminima kad su obavljene aplikacije fungicidima, dok je poslednja ocena uradena 7 dana po
poslednjoj aplikaciji. Ocena po 100 listova iz svake elementarne parcele je izvrSena
primenom skale od 0-9, gde je 0 zdrav list, a 9 potpuno nekrotiran list (Slika 10). Na bazi ovih
ocena izraCunat je indeks oboljenja (Mc Kinney, 1923), a na bazi njega su izvedene
vrednosti AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) (Wolf i Veerret, 2002). Zetva
korena radi odredivanja prinosa i sadrzaja Secera (automatska laboratorija za Se¢ernu repu -
Venema automation b.v., Holland) u korenu je uradena 15. septembra 2010, odnosno 23.

septembra 2011. godine.
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Slika 10. Skala za ocenu intenziteta pegavosti lis¢a Seéerne repe

MeteoroloSki pokazatelji i vrednosti dnevnih infektivnih vrednosti (DIV) za C. beticola na

Rimskim Sangevima za period od juna do septembra 2010 i 2011. godine su prikazani u

Grafikonima 5-11.
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Grafikon 5-8: Suma padavina, srednja dnevna temperatura i vrednosti DIV-a tokom: 5-juna,

6-jula, 7-avgusta i 8-septembra 2010. godine na Rimskim Sandéevima.
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Grafikon 9-11: Suma padavina, srednja dnevna temperatura i vrednosti DIV-a (Daily infective

values) tokom: 9-juna, 10-jula i 11-avgusta 2011. godine na Rimskim San&evima.

Efikasnost fungicida je izraCunata na osnovu poslednje ocene intenziteta oboljenja pre pojave

retrovegetqacije putem formule:

100 — (Io(t) X 100)

EF (%) =

Io (K)

gde je EF efikasnost fungicida, lo(t) prose€an intenzitet oboljenja u parcelama tretiranim

fungicidima i lo(k) prose€an intenzitet oboljenja u netretiranoj kontroli.
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Analiza podataka

Svi rezultati su prikazani kao prosek * standardna devijacija. Statisticka analiza je izvrSena
putem analize varijanse (ANOVA) primenom softvera Statistica 12 (StatSoft, Tulsa, OK).
Poredenja izmedu parova proseka su uradena pomocu Duncan-ovog ili Fisher-ovog testa na
nivou znacajnosti od 5%. Korelacija porasta micelije na razli€itim podlogama je izrazena

Pearsonovim koeficijentom.
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REZULTATI RADA

Formiranje kolekcije izolata

Nakon inkubacije listova Secerne repe sa tipicnim simptomima pegavosti lista, koju
prouzrokuje Cercospora beticola, doSlo je do sporulacije patogena i formiranja tipi¢nih
konidija u okviru pega na listovima (Slika 11). Dobijeno je ukupno 609 monolsporijalnih
izolata, od kojih je za dalja ispitivanja odabrano 103. Podaci o lokalitetima i Siframa izolata

koji su koriSceni u istrazivanju su dati u Tabeli 7.

Slika 11. List Se¢erne repe sa karakteristicnim simptomima i sporulacija patogena
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Tabela 7. Lokaliteti sa kojih su prikupljeni listovi Secerne repe i Sifre prihvacenih izolata

Redni broj Lokalitet Sifra izolata
1 Kaé CB1,CB3,CB 10, CB 300
2 Temerin CB 72, CB 80, CB 82, CB 84, CB 107, CB
112, CB 236, CB 600

3 Becej CB 74, CB 115, CB 118, CB 191, CB 194,
CB 196, CB 198

4 Curug CB 78, CB 206, CB 207, CB 209

5 Glozan CB 128, CB 186, CB 188

6 Backi Magli¢ CB 133

7 Zmajevo CB 135

8 Zabalj CB7,CB?211

9 Sirig CB 204, CB 535, CB 596

10 Srbobran CB 292

11 Turija CB 310

12 Cenej CB 591

13 Dunavac CB 75, CB 609

14 Vrbas CB 257, CB 306, CB 316

15 Omoljica CB 23

16 Vrsac CB 20, CB 25, CB 551

17 Kovin CB 33

18 Banatski Karlovac CB 39, CB 40

19 Izbiste CB 43, CB 44

20 Kovacica CB 50

21 Besni Fok CB 94

22 Opovo CB 603

23 Despotovo CB 106

24 Kucura CB 322

25 Backi Gracac CB 382

26 Sivac CB 388

27 Sombor CB 425

28 Apatin CB 504, CB 515

29 Kupusina CB 605

30 Vajska CB 253, CB 254

31 Celarevo CB 299

32 Ratkovo CB 313

33 Kisad CB 317

34 Obrovac CB 319

35 Karavukovo CB 412
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Redni broj Lokalitet Sifra izolata
36 Kraljevci CB 125
37 Beska CB 152
38 Indija CB 157, CB 179, CB 184, CB 185
39 Lacarak CB 165
40 Golubinci CB 170
41 Popinci CcB 171
42 Zarkovac CB 173
43 SubotiSte CB 174, CB 175
44 Veliki Radinci CB 183
45 Suréin CB 346
46 Sremska Mitrovica CB 369
47 Prhovo CB 440
48 Kikinda CB 508
49 Mokrin CB 522, CB 523
50 Banatsko Veliko Selo CB 526
51 Aleksa Santi¢ CB 538
52 Backo Dobro Polje CB 543
53 Gornji Breg CB 546
54 Senta CB 547, CB 577, CB 579
55 Feketi¢ CB 561, CB 567
56 Pacir CB 575
57 Zrenjanin CB 564
58 Blitva, Sremska Kamenica CB 581, CB 582
59 Cvekla, Futog CB 586, CB 587, CB 588
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MorfoloSke | odgajivacke karakteristike Cercospora beticola

Porast izolata C. beticola je pra¢en tokom desetodnevnog perioda na tri ispitivane podloge:
KDA-Krompir dekstrozni agar, MA-Malc agar i CZ-Czapekova podloga. Opisana je boja i

tekstura micelije (Tabela 8-10) i meren je pre¢nik kolonija (Tabela 12).

Svi testirani izolati su na ispitivanim podlogama pokazali veliku varijabilnost. Najveca

varijabilnost je uo€ena na KDA i SA podlogama, a najmanja na CZ podlozi.

Tabela 8. Boja i tekstura kolonija na krompir dekstroznom agaru-KDA (broj i % izolata)

Boja Broj % Tekstura Broj izolata %
izolata

A 9 8.8 ala* 36/4 35.3/3.9

B 48 47.1 b 3 2.9

C 23 225 ® 7 6.9

D 2 2.0 d 7 6.9

E 11 10.8 e 1 1.0

F 0 0.0 f 0 0.0

G 9 8.8 g/g*/g* 34/71/3 333769/
2.9

Ukupno 102 100 102 100

Najveéi broj izolata na KDA obrazovao je svetlo sive kolonije sa ili bez tamno sivog oboda
(Tabela 8). Tekstura kolonija je u vecini slu€ajeva bila granulozna (35.3%) sa 3.9% izolata
koji su u okviru ove kategorije imali radijalno zoniranu koloniju, ili somotasta (33.3%) sa 6.9%

izolata koji su bili radijalno zonirani i 2.9% sa talasastim obodom kolonije.
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Tabela 9. Boja i tekstura kolonija na sladnom agaru-SA (broj i % izolata)

Boja Brojizolata % Tekstura Broj izolata %

A 27 26.5 ala* 39/4 38.2/3.9

B 42 41.2 b/ b* 1/1 1.0/1.0

C 17 16.7 C 7 6.9

D 0 0.0 D 3 2.9

E 9 8.8 E 2 2.0

F 3 2.9 F 0 0.0

G 4 3.9 g/g*/g* 39/5/1 38.2/49/1.0
Ukupno 102 100 102 100

Na sladnom agaru (SA) izolati su formirali u najve¢em procentu svetlo sivu miceliju (41,2%)

dok je vecina ostalih izolata obrazovala tamno sivo crne kolonije (26.5%) i svetlo sivu miceliju

sa tamno sivim obodom (16.7%) — Tabela 9. Tekstura micelije kod najveéeg broja izolata

granulozna (38.2%) sa 3.9% izolata sa radijalno zoniranom micelijom, ili somotasta (38.2%)

sa 4.9% izolata koji su bili radijalno zonirani i 1.0% sa talasastim obodom kolonije.

Tabela 10. Boja i tekstura kolonija na Capekovom agaru-CZ (broj i % izolata)

Boja Brojizolata % Tekstura Broj izolata %

A 5 4.9 ala*/a** 69/1/3 67.7/1.0/2.9
B 9 8.8 b 0 0.0

C 0 0.0 c 8 7.8

D 0 0.0 d 0 0.0

E 18 17.7 e 0 0.0

F 0 0.0 f 0 0.0

G 70 68.6 g 21 20.6

Ukupno 102 100 102 100

Na Czapek-ovoj podlozi (CZ) izolati su obrazovali tamno (68.6%) ili svetlo (17.7%) maslinasto

zelenu miceliju sa granuloznom (67.7%) ili somotastom teksturom (20.6)-Tabela 10.

67



Slika 12. Porast izolata Cercospora beticola na Krompir dekstroznom agaru, Sladnom agaru

(gornji red) i Capekovoj podlozi (doniji red): a) CB 7, b) CB 23, ¢) CB 39, d) CB 82
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Slika 12-nastavak. Porast izolata Cercospora beticola na Krompir dekstroznom agaru,

Sladnom agaru (gorniji red) i Capekovoj podlozi (donji red): a) CB 112, b) CB 575, ¢) CB 567,

d) CB 581
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Kada je u pitanju porast izolata, najbrzi porast kod svih izolata u proseku je registrovan na
KDA podlozi, a najmanji na CZ. Analizom varijanse je utvrdeno da postoje znacajne razlike
izmedu izolata (Tabela 11) jer su su P vrednosti F testa za sve tri ispitivane podloge bile

ispod 0,05. Znacajnost razlika izmedu porasta testiranih izolata je prikazana u Tabeli 12.

Tabela 11. Analiza varijanse proseka prec¢nika micelije na tri ispitivane podloge.

lzvor Suma Sredina
varijacije kvadrata SS kvadrata F-odnos P-vrednost
Izolati na KDA 67.3397 101 0.66673 39.75 0*
Izolati na SA 66.9747 101 0.663115 61.14 o*
Izolati na CZ 92.6968 101 0.91779 69.34 o*

Najmaniji porast micelije na KDA podlozi imao je izolat CB 133 (1.4 cm) koji je imao znacajno
nizi pre¢nik u odnosu na sve ostale izolate (Tabela 12). Znagajno najveci porast imali su

izolati CB 551 (3.80 cm) i CB 561 (3.76 cm).

Na SA podlozi najmanji porast je registrovan kod izolata CB 600 (2.00 cm), a u istom rangu
znacajnosti bili su i izolati CB 3 (2.06 cm), CB 412 (2.06 cm), CB 173 (2.1 cm), CB 257 (2.1
cm) i CB 118 (2.1 cm)-Tabela 12. Najveci porast na SA imali su izolati CB 561 (3.65 cm), CB

319 (3.65 cm), CB 547 (3.70 cm) i CB 211 (3.70 cm).

Na CZ podlozi, znacajno najnizi porast je registrovan kod izolata CB 322 (0.48 cm) i CB 382

(0.38 cm), dok je najviSi porast registrovan kod CB 211 (3.06 cm) -Tabela 12.

Testirana je i korelacija porasta izolata izmedu po dve ispitivane podloge i utvrdena je

statistiCki zna€ajna pozivna korelacija (P<0.05). Pearsonovi koeficijenti za vrednosti pre¢nika
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micelije izmedu parova podloga su iznosile: KDA i MA 0.5106, KDA i CZ 0.337, SAi Cz

0.3048.

Tabela 12. Uticaj vrste hranljive podloge i izolata na porast micelije C. beticola (cm)

KDA
Izolat Precnik Rang Precnik Rang Precnik Rang
CB1 2.85 XXX 2.85 XXX 1.43 XXXXXX
CB 10 230 XX 230  XXOOXXXX 1.70 XXXXXX
CB 106 2.47 XXXXXXX 2.42 XXXX 1.23 XXXX
CB 107 2.53 XXRHXXX 2.53 XXXX 1.42 XRXRX
CB 112 2.75 XX 2.28  XO0XXX 1.42 XRXRX
CB 115 2.48 XXXXXXX 208  XXXXXXX 1.98 XXX
CB 118 2.32 ROX 2.10 X 1.63 XXXXXXX
CB 125 2.45 RELEE 255 XXX 052 XXXXXXXX
CB 128 252 XXXXXX 208  XXXXXXX 1.63 XXXXXXX
CB 133 1.40 * 2.28  XO0XX 1.20 XX
CB 135 212 XX 2.28 XXX 1.50 XXXXXXX
CB 152 2.12 XX 2.37 PERX 1.45 XXXXXX
CB 157 2.78 XXX 2.90 XX 1.87 XXX
CB 165 210 XX 2.43 XXXX 1.50 XXXXXXX
CB 170 228 XX 2.50 XXXX 1.57 XXXXXXX
CB 171 230  XXXX 253 XXXX 1.58 XXXXXXX
CB 173 2.38 KRHXXRXK 2.10 X 1.42 XRXRX
CB 174 228 XXX 2.40 XXXX 1.50 XXXXXXX
CB 175 230 XX 2.37 XXXX 1.52 XXXXXXXX
CB 179 230 - WX 2.35 XXXXX 1.50 XXXXXXX
CB 183 2.32 ROX 2.30 KRXRXRX 1.48 XXXXXXX
CB 184 2.57 XXXX 228  XXXXXXX 1.70 XXXXXX
CB 185 230 XX 2.35 XXXXX 1.50 XXXXXXX
CB 186 230 - WX 2.35 XXXXX 1.50 XXXXXXX
CB 188 2.32 XXX 2.35 XXXXX 1.50 XXXXXXX
CB 191 230  XXXX 2.35 XXXXX 1.50 XXXXXXX
CB 194 230 XX 2.35 XXXXX 1.50 XXXXXXX
CB 196 2.48 XRHXXRXX 2.30  XXXXXXX 1.67 XXXXXX
CB 198 2.35 XXX 2.32 XXXXKXX 1.53 XXXXXXXX
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CB 20
CB 204
CB 206
CB 207
CB 209
CB 211
CB 23
CB 236
CB 25
CB 253
CB 254
CB 257
CB 292
CB 299
CB 3
CB 300
CB 306
CB 310
CB 313
CB 316
CB 317
CB 319
CB 322
CB 33
CB 346
CB 369
CB 382
CB 388
CB 39
CB 40
CB 412
CB 425
CB 43
CB 44
CB 440
CB 50
CB 504
CB 508

2.40
2.35
2.38
2.38
2.40
3.60
3.32
2.35
2.47
2.35
2.37
2.10
2.40
2.72
2.08
2.30
2.30
2.25
2.30
2.30
2.30
3.40
2.67
2.65
2.40
2.40
2.45
2.47
2.98
2.38
2.45
2.43
2.48
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2.65
2.47
2.47
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XXXX

XXXXXXX

XXXXXXX

2.40
2.32
2.32
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2.28
3.70
3.15
2.30
2.43
2.28
2.30
2.10
2.33
2.72
2.07
2.25
2.22
2.22
2.23
2.23
2.23
3.65
2.58
2.55
2.32
2.33
2.57
2.42
2.75
2.28
2.07
2.35
2.42
2.40
2.52
2.93
2.33
2.30
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3.07
2.52
1.52
1.98
1.52
1.50
1.32
1.72
2.03
1.40
1.47
1.48
1.50
1.55
1.50
1.50
2.60
0.48
1.62
1.27
1.20
0.38
0.80
1.93
1.08
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1.00
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1.17
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1.15
1.23
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XXXXX

XXXX

XXX
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XXXXXXX

XXXXXXXX

XXXXX

XXX
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XX
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CB 515 2.38 YLLK 2.65 XXX 1.70 XXXXXX

CB 522 240  000RxX 2.13 XX 1.73 XXXXX
CB 523 2.42 KOORRKARX 2.35 XXXXX 1.43 XXXXXX

CB 526 2.42 KXXXXXXX 2.35 KXXXX 1.52 XXXXXXXX
CB 535 2.40  ooooxx 2.33 XXXXXX 1.60 XXXXXXX
CB 538 2.37  0OORXXX 2.20 00X 0.98 X

CB 543 2.38 XXXXXXX 2.32 XXXXXXX 1.37 XXXXX

CB 546 2.38 XXXXXXX 2.32 XXXXXXX 1.37 XXXXX

CB 547 3.48 xx 3.70 % 2.70 %
CB 551 3.80 X 3.27 X 2.27 x
CB 561 3.77 % 3.65 % 2.87

CB 564 2.37 XXXXXXX 2.32 XXXXXXX 1.33 XXXXX

CB 567 2.85 XXX 2.70 XXX 1.28  XXXxx

CB 575 2.45 KXXRXXX 2.35 XXXXX 1.67 XXXXXX
CB 577 2.40 XXXXXXX 2.32 XXXXXXX 1.42 XXXXX

CB 579 2.42 XXXXXXXX 2.30 XXXXXXX 1.42 XXXXX

CB 581 2.53 OO 2.80 xxx 1.83 xxx
CB 582 2.43 KXXRXXXX 2.22 000X 1.77 XXXX
CB 586 2.42 KXXXXXXX 2.17 XX 1.83 XXX
CB 587 240 000X 2.30 00X 1.45 XXXXXX

CB 588 245 000X 2.20 oo 1.70 XXXXXX
CB 591 2.43 KXXRXXXX 2.30 00X 1.50 XXXXXXX
CB 596 2.42 KOORRKARX 2.30  XXXXXXX 1.45 XXXXXX

CB 600 2.43 KXXRXXXX 2.00 * 2.00 xx
CB 603 2.42 KXXXXXXX 2.22 000X 1.58 XXXXXXX
CB 605 2.42 KXXXXXXX 2.18 XXX 1.65 XXXXXXX
CB 609 2.50 HOXXXX 2.33 oKX 2.07 X
CB7 2.77 xX 2.93 X 1.87 XXX
CB 72 2.52 XXXXXX 258 XXX LGS XXXXXXX
CB 74 2.92 xx 2.85 XXX 1.75 XXXXX
CB 75 2.23 XX DE e 1.15 XX

CB 78 2.55 KAXXX 2.53 XXXX 1.52 XXXXXXXX
CB 80 2.55 KAXXX 2.53 xXXX 1.47 HXRXXX

CB 82 2.67 xXX 2.42 XXX 1.82 XXXX
CB 84 2.60 XXXX 2.70 XXX 1.47 XXXXXX

CB 94 2.57 xXXX 2.55 XXX 1.58 XXXXXXX
PROSEK 2.49 2.45 1.57
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In vitro testiranja osetljivosti prema fungicidima

Utvrdivanje diskriminativhe koncentracije prema karbendazimu

Kvantitativna osetljivost prema karbendazimu je kod pet referentnih izolata testirana na
ukupno 10 koncentracija: 1, 2, 4, 5, 8, 10, 16, 20, 32 i 50 yg/mL (Slika 13). lako prema naSim
podacima, ovi izolati nisu ranije bili tretirani fungicidima, ECs, za karbendazim je kod svih
izolata iznosio preko 50 ug/mL. Stoga je za diskriminativhu koncentraciju koris¢éeno 5 pg/mL
prema Weiland i Halloin (2001) i Karaoglanidis i loannidis (2010), Sto je opravdano zbog

kvalitativhe prirode otpornosti prema benzimidazolima.

Slika 13. Porast izolata CB 587 na podlozi bez i sa 5 pg/mL karbendazima (gornji red) i sa 10,

20 i 50 pg/mL karbendazima.
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Utvrdivanje diskriminativne koncentracije prema flutriafolu

Osetljivost referentne populacije prema flutriafolu je prikazana u Tabeli 13. Prosecna
vrednost ECs, iznosila je 0,8 ug/mL, te je za diskriminativhu koncentraciju za kvalitativno
testiranje osetljivost ostalih C. beticola izolata prema flutriafolu uzeta prva sledeca viSa
testirana koncentracija- 1.25 pg/mL. Faktor rezistentnosti kod najmanje osetljivog izolata je

iznosio 3.37.

Tabela 13. Parametri osetljivosti referentne populacije na flutriafol

Izolat ECso (g/mL) b RF*
CB 581 0.87 2.90
CB 582 0.91 3.03
CB 586 0.90 3.00
CB 587 0.30 1.00
CB 588 1.01 3.37
PROSEK 0.80 -

*Faktor rezistentnosti

Utvrdivanje diskriminativne koncentracije prema tetrakonazolu

Testiranje osetljivosti referentnih izolata na tetrakonazol je pokazala da je prose¢na ECsg
iznosila 0.48 yg/mL, te je za diskriminativhu koncentraciju uzeto 0.6 yg/mL. Najmanje osetljiv

izolat bio je CB 586, Ciji je faktor rezistentnosti iznosio 2.60.
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Tabela 14. Parametri osetljivosti referentne populacije na tetrakonazol

Izolat ECso (g/mL) RF*
CB 581 0.63 2.52
CB 582 0.59 2.36
CB 586 0.65 2.60
CB 587 0.25 1.00
CB 588 0.30 1.20
PROSEK 0.48 -

*Faktor rezistentnosti

Utvrdivanje diskriminativhe koncentracije prema azoksistrobinu

S obzirom da C. beticola u prisustvu fungicida iz grupe strobilurina u hranljivoj podlozi ima
sposobnost koriSec¢enja alternativne oksidaze (AOX), $to omogucava i osetljivim izolatima da
rastu na podlozi sa fungicidom, porast micelije je testiran na podlozi sa dodatkom 1mM
salicilhidroksamicne kiseline (SHAM). Kod referentne populacije su uocCene razlike u
osetljivosti prema azoksistrobinu (Tabela 15), a za diskriminativhu koncentraciju je uzeto 0.1

pg/mL.

Tabela 15. Parametri osetljivosti referentne populacije na azoksistrobin

Izolat ECso (Mg/mL) RF*
CB 581 <0.01 1
CB 582 <0.01 1
CB 586 0.01 1
CB 587 0.02 2
CB 588 <0.01 1
PROSEK 0.012 -

*Faktor rezistentnosti. Za racunanje RF kod izolata CB 581, CB 582 i CB 588 je za ECx
uzeta vrednost od 0.01 pg/mL.
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Testiranje kvalitativne osetljivosti izolata prema karbendazimu

S obzirom da su svi referentni izolati rasli na koncentracijama koje su primenjivane za
utvrdivanje diskriminativne koncentracije, u cilju utvrdivanja kvalitativne osetljivosti izolata
prema karbendazimu primenjena je koncentracija od 5 yg karbendazima /mL koju su opisali
Weiland i Halloin (2001). Primena navedene koncentracije je opravdana zbog kvalitativhe
prirode rezistentnosti prema fungicidima iz grupe benzimidazola. Rezultati su prikazani u

Tabeli 8.

Tabela 8. Relativni porast micelije (%) testiranih izolata na podlozi sa diskriminativnim

koncentracijama karbendazima, flutriafola, tetrakonazola i azoksistrobina.

R. br. Lokalitet Izolat Karbendazim Flutriafol Tetrakonazol Azoksistrobin
1 Kac CB1 113.56 2.26 0.00 0.00
2 Kac¢ CB 10 103.26 69.22 33.33 -
3 Despotovo  CB 106 102.91 26.67 22.00 0.00
4 Temerin CB 107 97.98 21.85 2.22 -
5 Temerin CB 112 149.21 16.51 0.00 0.00
6 Becej CB 115 97.65 10.98 0.00 0.00
7 Becej CB 118 105.16 34.13 0.00 -
8 Kraljevci CB 125 0.00 9.87 0.00 0.00
9 Glozan CB 128 99.61 20.97 2.78 -
10 Backi CB 133 98.92 23.30 0.00 -

Magli¢
11 Zmajevo CB 135 99.30 13.79 0.00 0.00
12 Beska CB 152 112.38 50.00 21.62 -
13 Indija CB 157 94.02 8.33 0.00 0.00
14 Lacarak CB 165 91.27 11.67 0.00 -
15 Golubinci CB 170 100.22 31.73 13.64 -
16 Popinci CB 171 99.81 0.00 0.00 -
17 Zarkovac CB 173 93.43 0.00 0.00 -
18 Subotiste CB 174 108.05 23.08 6.98 -
19 Subotiste CB 175 99.42 19.80 17.02 -
20 Indija CB 179 99.31 92.86 35.71 -
21 Veliki CB 183 94.24 19.10 13.89 -

Radinci
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R. br.  Lokalitet Izolat Karbendazim Flutriafol Tetrakonazol Azoksistrobin
22 Indija CB 184 96.42 20.51 3.70 0.00
23 Indija CB 185 91.74 20.81 3.33 -
24 Glozan CB 186 100.85 23.35 4.00 -
25 Glozan CB 188 102.74 18.75 4.35 -
26 Becej CB 191 100.78 17.54 0.00 -
27 Becej CB 194 96.13 22.01 2.44 -
28 Becej CB 196 108.42 21.55 18.18 -
29 Becej CB 198 100.81 20.37 6.38 -
30 Bogic CB 20 77.42 15.48 0.00 -
31 Sirig CB 204 104.65 0.00 0.00 -
32 Curug CB 206 100.02 16.27 0.00 -
33 Curug CB 207 100.33 11.30 0.00 0.00
34 Curug CB 209 96.03 19.91 0.00 -
35 Zabalj CB 211 102.05 26.20 0.00 -
36 Omoljica CB 23 99.76 24.00 4.40 0.00
37 Temerin CB 236 123.88 44.90 29.41 -
38 VrSac CB 25 104.39 20.00 7.32 -
39 Vajska CB 253 102.72 101.81 57.14 -
40 Vajska CB 254 102.98 112.30 41.67 -
41 Vrbas CB 257 100.00 53.54 0.00 0.00
42 Srbobran CB 292 102.81 14.33 0.00 -
43 Celarevo CB 299 144.64 30.36 0.00 -
44 Ka¢ CB3 96.14 63.25 50.00 -
45 Kac CB 300 113.26 14.97 0.00 -
46 Vrbas CB 306 97.27 22.95 11.30 -
47 Turija CB 310 91.46 21.68 8.33 -
48 Ratkovo CB 313 103.17 25.40 2.66 -
49 Vrbas CB 316 2.86 17.14 2.13 -
50 Kisac CB 317 97.82 20.10 0.00 0.00
51 Obrovac CB 319 127.27 19.05 0.00 0.00
52 Kucura CB 322 94.08 46.75 0.00 0.00
53 Kovin CB 33 99.01 9.50 0.00 -
54 Surdéin CB 346 99.52 0.00 0.00 -
55 Sremska CB 369 95.27 0.00 0.00 -

Mitrovica
56 Backi CB 382 93.02 24.42 0.00 0.00
Gracac
57 Sivac CB 388 98.99 0.00 0.00 -
58 Banatski CB 39 97.82 21.10 0.00 0.00
Karlovac
59 Banatski CB 40 128.51 22.00 0.00 -
Karlovac
60 Karavukov  CB 412 99.43 89.66 75.00 0.00
0]
61 Sombor CB 425 97.05 0.00 0.00 -
62 Izbiste CB 43 94.08 24.06 6.06 -
63 IzbiSte CB 44 104.66 16.67 0.00 -
64 Prhovo CB 440 98.78 0.00 0.00 0.00
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R. br. Lokalitet Izolat Karbendazim Flutriafol Tetrakonazol Azoksistrobin

65 Kovacica CB 50 102.83 32.00 10.00 -
66 Apatin CB 504 98.92 75.27 55.10 -
67 Kikinda CB 508 124.80 30.93 7.32 -
68 Apatin CB 515 10.86 47.90 0.00 0.00
69 Mokrin CB 522 102.42 32.03 21.70 0.00
70 Mokrin CB 523 91.62 87.86 25.58 -
71 Banatsko CB 526 95.96 19.87 0.00 -
Veliko
Selo
72 Sirig CB 535 137.32 23.93 0.00 -
73 Aleksa CB 538 97.59 95.74 70.60 0.00
Santié
74 Backo CB 543 105.07 99.03 85.11 -
Dobro
Polje
75 Gornji CB 546 104.83 106.62 78.00 -
Breg
76 Senta CB 547 115.08 28.57 0.00 -
77 VrSac CB 551 106.81 96.77 68.01 0.00
78 Feketi¢ CB 561 104.56 24.11 0.00 0.00
79 Zrenjanin CB 564 98.78 24.57 0.00 -
80 Feketi¢ CB 567 102.07 13.89 0.00 -
81 Pacir CB 575 106.22 24.00 15.90 0.00
82 Senta CB 577 92.63 16.84 0.00 -
83 Senta CB 579 131.69 36.35 0.00 0.00
84 Cenej CB 591 106.03 90.16 82.20 -
85 Sirig CB 596 128.67 12.59 0.00 -
86 Temerin CB 600 98.60 82.48 66.00 -
87 Opovo CB 603 2.80 68.53 78.57 -
88 Kupusina CB 605 86.00 86.00 84.78 -
89 Dunavac CB 609 101.53 18.39 0.00 -
90 Zabalj CB7 98.23 27.42 0.00 0.00
91 Temerin CB 72 98.58 101.82 79.07 -
92 Becej CB 74 97.99 19.74 74.42 0.00
93 Dunavac CB 75 102.78 17.06 8.57 0.00
94 Curug CB 78 97.28 20.54 0.00 -
95 Temerin CB 80 121.90 113.33 82.22 -
96 Temerin CB 82 105.24 69.35 51.30 0.00
97 Temerin CB 84 101.00 106.74 65.31 -
98 Besni Fok CB 94 137.14 48.57 5.60 0.00

Prilikom testiranja osetljivosti izolata C. beticola prema karbendazimu, uoCeno je jasno
razdvajanje osetljivih (RP < 20%) i visoko rezistentnih (RP = 70%) — Grafikon 12. Na podlozi

sa 5 pg/ml karbendazima, svega Cetiri izolata (CB125, CB316, CB515 i CB603) su pokazala
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osetljivost prema ovom fungicidu i njihov relativni porast micelije je varirao od 0 do 10,99%.

Svi ostali izolati su jednako dobro rasli na podlozi sa i bez karbendazima (RP=77.4-149.2%).

Testiranje kvalitativne osetljivosti izolata prema flutriafolu

Relativni porast micelije (RP) na podlozi sa 1.25 pg flutriafola/ml je varirao od 0% do 113.3%.
Na osnovu prosecnog RP, izolati su podeljeni u Cetiri grupe (Grafikon 12). Najveci broj izolata
je imao RP ispod 40%, te su svrstani u grupe osetljivih (35,7%) i izolati smanjene osetljivosti
(37,8%). Ostatak su Cinile preostale dve grupe: umereno rezistentni (10,2% izolata) i visoko

rezistentni (16,3%).

Testiranje kvalitativne osetljivosti izolata prema tetrakonazolu

Relativni porast micelije na podlozi sa 0.6 pg tetrakonazola/ml pokazao je da su izolati C.

porast micelije se kretao u rasponu od 0-85,11% (Tabela 7), s tim da je frekvencija osetljivih
izolata (RP<20%) iznosila 75,5% izolata. Ostale grupe izolata su bile: umanjeno osetljivi

7,1%, umereno rezistentni 8,2% i visoko rezistentni 9,2% (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Zastupljenost izolata razli€itog nivoa osetljivosti prema karbendazimu, flutriafolu i

tetrakonazolu

Testiranje kvalitativne osetljivosti izolata prema azoksistrobinu

Za testiranje kvalitativne osetljivosti prema azoksistrobinu je odabrano 30 izolata koji su

testirani na koncentraciji od 0.1 pg/ml sa dodatkom 1 mM salicilhidroksami¢ne kiseline u cilju

inhibicije puta alternativne okisdaze. Ni kod jednog od testiranih izolata nije registrovan porast

na podlozi sa dodatkom fungicida.
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Molekularne analize

Tokom testiranja efikasnosti protokola za ekstrakciju DNK Cercospora beticola, rezultati su
pokazali da se prinos i Cisto¢a izolovane DNK razlikovala medu protokolima. Vizuelna
evaluacija prisustva DNK nakon ekstrakcije, kao i produkti amplifikacije sa univerzalnim

prajmerima nakon elektroforeze na agaroznom gelu su prikazani na Slikama 14, 15 i 16.

150150501 2 3 4 56 7 8 91011 12131415 - 3456 TE9101N11213141516

e - — -

a)

Slika 14. Izolacija DNK iz Cercospora beticola prema protokolu A: a) lzolovana DNK, b)
Produkti amplifikacije sa univerzalnim prajmerima (250 - 250 ng A DNA, 100 - 100 ng A DNA,

50 - 50 ng A DNA, L - 100 bp lestvica, 1-15 — izolati C. beticola, 16 - voda)
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a) b)

Slika 15. lIzolacija DNK iz Cercospora beticola prema protokolu B: a) lzolovana DNK, b)
Produkti amplifikacije sa univerzalnim prajmerima (50 - 50 ng A DNA, 100 - 100 ng A DNA,

250 - 250 ng A DNA, L - 100 bp lestvica, 1-15 — izolati C. beticola, 16 - voda)

L12345678910111213141516

a)

Slika 16. lzolacija DNK iz Cercospora beticola prema protokolu C: a) lzolovana DNK, b)
Produkti amplifikacije sa univrezalnim prajmerima (25 - 25 ng A DNA, L - 100 bp lestvica, 1-15

—izolati C. beticola, 16 - voda)

Koncentracija DNK je proverena i spektrofotometrijski (Tabela 9). UoCeno je da kolicina DNK

nije u potpunosti odgovarala rezultatima na agaroznom gelu, Sto je posledica prisustva RNK.
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Prema Somma (2004), RNK se mozZe uoditi na agaroznom gelu, dok to nije moguce
primenom spektrofotometrije. U DNK koja je izolovana primenom protokola B, ove necistoce
nisu uoCene (Slika 16a), te su koncentracije DNK bile pribliznije vrednostima koje su

odredene spektrofotometrijski (Tabela 9).

Tabela 9. Koncentracija i Cistoéa DNK uzoraka izolovanih prema protokolima za DNK

izolaciju iz Cercospora beticola: A) Saghai-Maroof i sar. (1984), B) Weiland (1997) i C) Cenis

(1992)
Broj Protokol za izolaciju A Protokol za izolaciju B Protokol za izolaciju C
uzorka  conc. conc. conc.
(Mg/ul)  260/280  260/230 (Mg/pl) 260/280  260/230 (Mg/ul)  260/280  260/230

1 1.70 1.6 1.1 1.42 1.6 1.3 0.88 1.8 1.3

2 0.77 1.7 1.3 0.30 15 0.1 0.29 1.7 1.1

3 0.71 1.6 1.1 0.57 1.7 0.2 0.44 1.9 15

4 0.78 1.7 1.2 0.55 15 1.1 0.56 1.8 1.3

5 0.87 15 1.0 0.78 15 1.3 0.53 1.9 15

6 0.88 1.7 1.3 1.53 1.8 1.6 0.86 1.8 1.6

7 1.18 1.8 1.2 0.96 1.8 15 0.94 1.7 1.2

8 0.81 14 1.0 0.47 1.6 1.3 1.29 1.8 15

9 0.65 15 0.6 0.34 1.3 0.9 0.71 1.8 15
10 0.25 14 0.9 0.38 1.6 1.3 0.18 1.6 0.9
11 1.78 1.6 1.1 0.26 15 1.1 0.17 1.7 1.0
12 1.05 1.6 1.1 1.62 1.8 14 0.90 15 0.9
13 1.81 1.6 1.2 2.58 15 1.2 0.21 14 0.8
14 2.09 1.7 1.2 1.21 1.7 14 0.18 1.3 0.8
15 0.27 14 0.9 0.34 1.6 0.1 0.18 1.3 0.7
Prosek 1.04 1.6 1.1 0.88 1.6 1.0 0.55 1.7 1.2
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CAPS markeri

Osam rezistentnih izolata C. beticola (CB80, CB254, CB538, CB543, CB546, CB591, CB605
i CB82), jedan umereno rezistentan (CB 603) i deset izolata osetljivih prema flutriafolu (CB94,
CB257, CB322, CB33, CB157, CB369, CB152, CB587, CB270 i CB388) su odabrani za dalje

analize C-14 alfa demetilaza gena (C-14 alpha demethylase gene) primenom CAPS markera.

Nakon PCR reakcija sa specificnim prajmerima za ovaj gen, kod svih izolata je dobijen

produkt veli¢ine 200 bp (Slika 17).

M12 34 567 8 91011121314 1516 171819

Slika 17. Amplifikacija produkata specifi¢nih prajmera za C-14 alfa demetilaza gen. Testirani
izolati su: (1) CB80, (2) CB254, (3) CB538, (4) CB543, (5) CB546, (6) CB591, (7) CB605, (8)

CB82, (9) CB587, (10) CB603, (11) CB94, (12) CB152, (13) CB257, (14) CB207, (15) CB322,
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(16) CB33, (17) CB157, (18) CB369, (19) CB388. M = 100 bp GeneRulerTM447 |

Fermenatas.

Nakon restrikcije sa enzimom Alw26l, kod izolata rezistentnih prema flutriafolu sa RP preko
70%, uoCena je pojava samo jednog produkta duzine 200 bp. S druge strane kod osetljivih i
umereno rezistentnih, restrikcija je rezultirala u dve vrste produkata duzine 80bp i 100 bp

(Slika 18).

M 80 254 546 543 538 591 605 504 82 10 603 3 257270152 94 515 322236 382 133 317,316 125 587 157 369

—
- Lol Bl Bl L K A K K _J R

Slika 18. Detekcija rezistentnosti prema flutriafolu kod C. beticola primenom CAPS markera.
Restrikcija C-14 alfa demetilaza gena sa Alw26I restrikcionim enzimom. Brojevi oznacavaju

Sifre izolata, M = DNA Ladder, Low Range, GeneRulerTM, Fermenatas;

Za molekularnu detekciju rezistentnosti prema karbendazimu odabrano je c&etnaest
rezistentnih (CB254, CB538, CB543, CB546, CB591, CB605, CB82, CB94, CB257, CB322,

CB33, CB504, CB157 i CB587) i Cetiri osetljiva izolata (CB125, CB 316, CB 515 i CB603) u
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cilju analize B-tubulin gena. Kao rezultat amplifikacije produkata pomocu prajmera koji su
specifi¢ni za B-tubulin gen, dobijeni su produkti koji su bili dugi 570 bp kod svih ispitivanih

izolata (Slika 19).

758 910 1L 12 <13 14 15116

—_—eetadteted I I T LT T T L

Slika 19. Amplifikacija produkata specifi¢nih prajmera za -tubulin gen. Testirani izolati su: (1)
CB504, (2) CB538, (3) CB543, (4) CB546, (5) CB605, (6) CB94, (7) CB33, (8) CB254, (9)
CB591, (10) CB82, (11) CB257, (12) CB322, (13) CB157, (14) CB587, (15) CB603, (16)
CB125. M = 100 bp GeneRulerTM454 | Fermenatas. M = 100 bp GeneRulerTM447

Fermenatas.

Digestijom umnozZenog produkta primenom restriktivnog enzima Bsh1236l, dobijena su tri
produkta razli€itih duzina kod rezistentnih izolata (250 bp, 200 bp i 120 bp), dok su kod

osetljivih dobijena dva produkta duzine 450 bp i 120 bp (Slika 20).
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Slika 20. Detekcija rezistentnosti prema benzimidazolu kod C. beticola primenom CAPS
markera. Restrikcija fragmenta B-tubulin gena putem Bsh1236I restrikcionog enzima. Brojevi

oznacavaju Sifre izolata, M = DNA Ladder, Low Range, GeneRulerTM, Fermenatas;

Poljski ogledi

Na osnovu rezultata in vitro ispitivanja osetljivosti C. beticola i na osnovu rezultata
molekularnih analiza, izolati poznate osetljivosti prema flutriafolu su koriS¢eni u poljskim
ogledima sa ciliem utvrdivanja efikasnosti fungicida. U svim ogledima tokom tri godine
ispitivanja, nakon inokulacije bolest je napredovala veoma brzo zahvaljujuéi povoljnim
agroekoloskim uslovima, tacnije, visokim temperaturama i visokoj vlaznosti tokom jula,
avgusta i poCetkom septembra. U trogodinjim poljskim ogledima, prvi simptomi su se pojavili
sedam dana nakon inokulacije, u momentu prvog fungicidnog tretiranja. Razvoj simptoma je
bio uniforman u svim elementarnim parcelama, a pege su obrazovane dominantno na

srediSnjem liS¢u u okviru rozete. U momentu druge ocene intenziteta oboljenja, crne strome
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su se formirale u okviru pega. Bolest je tokom perioda ispitivanja najbrze napredovala u
netretiranim kontrolnim varijantama, kao i na parcelama koje su inokulisane rezistentnim

izolatima i tretirane fungicidima na koje je rezistentnost utvrdena.

Tokom 2009. godine, ispitana je efikasnost fungicida na bazi flutriafola u suzbijanju pegavosti
lis¢a u uslovima vestacke inokulacije. Secerna repa je inokulisana izolatima koji su osetljivi
(CB 112, CB 115, CB 125, CB 135, CB 157, CB 171, CB 173, CB 346, CB 388 i CB 440) i
rezistentni (CB 179, CB 253, CB 254, CB 538, CB 546, CB 551, CB 591, CB 605) prema

flutriafolu i ocenjen je efekat hemijske zaStite ovim fungicidom.

78,33 a 79,17 a
mmDigestija (%)
61,67 b 62,50 b
C3aPrinos (t/ha)
—--AUDPC (x100)*
15,67 b~ 16,23a 15, 15,38 b
**RF SF R S

Grafikon 13. Uticaj primene flutriafola na intenzitet oboljenja (AUDPC), prinos korena i
digestiju u suzbijanju pegavosti lista SeCerne repe prouzrokovane izolatima poznate

osetljivosti (RF-rezistentni izolati tretirani flutriafolom, SF-osetljivi izolati tretirani flutriafolom,
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R-inokulacija rezistentnim izolatima bez fungicida, S- inokulacija osetljivim izolatima bez

fungicida).

NajviSi intenzitet oboljenja je uoCen u varijantama inokulisanim rezistentnim i osetljivim
izolatima bez primene fungicida. Na istom nivou znacajnosti bio je AUDPC kod tretmana sa
inokulacijom rezistentnim izolatom sa primenom fungicida (Grafikon 13). Jedino je kod
inokulacije osetljivim izolatom u kombinaciji sa aplikacijom flutriafola doslo do znacajnog
smanjenja intenziteta oboljenja. Znacajno nizi prinos je izmeren u inokulisanim tremanima
bez primene fungicida (kontrola). Ostala dva tretmana, u kojim su osetljivi, odnosno,
rezistentni izolati suzbijani flutriafolom je doSlo do zna&ajnog povecanja prinosa u odnosu na
netretirane varijante. SadrZaj Secera je bio statistiCki zna€ajno viSi u varijanti inokulisanoj
osetljivim izolatom tretiranoj flutriafolom, dok je u ostalim tretmanima registrovan znacajno

niZi sadrzaj Secera.

Rezultati poljskih ogleda koji su izvodeni tokom 2010 i 2011. godine su prikazani u
Grafikonima 14 i 15. Odabir izolata C. beticola koji su koriS¢eni za inokulaciju izvrSen je na
oshovu rezultata in vitro testiranja osetljivosti prema fungicidima i molekularnih analiza

primenom CAPS markera (Tabela 10).
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Tabela 10. Izolati Cercospora beticola koji su koris¢eni za inokulacije u poljskim ogledima u

2010 2011. godini

Osetljivost izolata Cercospora beticola

Sifre izolata

Rezistentni prema flutriafolu [

karbendazimu (FRBR)

Umereno rezistentni prema flutriafolu i
osetljivi prema karbendazimu (FRBS)
rezistentni

Osetljivi prema flutriafolu i

prema karbendazimu (FSBR)

CB 72,CB 80,CB 84,CB 179, CB 253, CB
254, CB 412, CB 504, CB 523, CB 538, CB
543, CB 546, CB 551, CB 591, CB 600, CB
605

CB 603

CB 1, CB 20, CB 33, CB 44, CB 50, CB 56,
CB 74, CB 75, CB 112, CB 115, CB 135, CB
157, CB 165, CB 171, CB 173, CB 175, CB
183, CB 188, CB 191, CB 204, CB 206, CB
207, CB 292, CB 300, CB 316, CB 319, CB
369, CB 388, CB 425, CB 440, CB 526, CB

567, CB 577, CB 587, CB 596, CB 609

Osetljivi prema flutriafolu i karbendazimu CB 125, CB 515

(FSBS)
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U obe godine ispitivanja, intenzitet oboljenja (AUDPC) je bio najviSi u netretiranoj kontroli, dok
je najnizi AUDPC registrovan u varijantama s azoksistrobinom bez obzira na osetljivost
izolata (Grafikon 14a i 15a). Tetrakonazol je u obe godine ispoljio bolju efikasnost od
flutriafola, dok je karbendazim bio najmanje efikasan. U obe godine ispitivanja, intenzitet
oboljenja je bio viSi u tretmanima koji su inokulisani rezistentnim izolatima prema flutriafolu i

karbendazimu i tretirani fungicidima koji odgovaraju rezistentnosti.

a)

OFRBR BFRBS OFSBR BFSBS

bc ab

Karbendazim Flutriafol Azoksistrobin Tetrakonazol Kontrola

b)

OFRBR BFRBS OFSBR BFSBS

b
80 - ab ¢ 2 a a alb

b a aab

Karbendazim Flutriafol Azoksistrobin Tetrakonazol Kontrola
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Grafikon 14. Efekat karbendazima, flutriafola, azoksistrobina i tetrakonazola u suzbijanju
izolata C. beticola poznate osetljivosti u 2010. godini. Testirani parameteri su: a) AUDPC, b)
prinos korena, c¢) sadrzaj Sec¢era i d) efikasnost testiranih fungicida. 1zolati: FRBR- Rezistentni

prema flutriafolu i karbendazimu; FRBS- Umereno rezistentni prema flutriafolu i osetljivi
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prema karbendazimu; FSBR- Osetljivi prema flutriafolu i rezistentni prema karbendazimu;
FSBS- Osetljivi prema flutriafolu i karbendazimu. Iznad stubi¢a na grafikonima a)-c)

prikazana je standardna devijacija.

a)
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Grafikon 15. Efekat karbendazima, flutriafola, azoksistrobina i tetrakonazola u suzbijanju
izolata C. beticola poznate osetljivosti u 2011. godini. Testirani parameteri su: a) AUDPC, b)
prinos korena, c) sadrzaj Secera i d) efikasnost testiranih fungicida. 1zolati: FRBR- Rezistentni
prema flutriafolu i karbendazimu; FRBS- Umereno rezistentni prema flutriafolu i osetljivi
prema karbendazimu; FSBR- Osetljivi prema flutriafolu i rezistentni prema karbendazimu;
FSBS- Osetljivi prema flutriafolu i karbendazimu. lznad stubiéa na grafikonima a)-c)

prikazana je standardna devijacija.
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Prinos korena je u obe godine bio najnizi u tretmanima bez hemijske zastite, bez obzira na
osetljivost izolata (Grafikon 14b i 15b). U 2010 godini, kod primene karbendazima, nizi prinos
je izmeren u tretmanima sa rezistentnim izolatima prema ovom fungicidu. Isti princip je

registrovan i u 2011. godini, ali bez znac€ajnih razlika.

Pored netretirane kontrole, sadrzaj SeCera je bio najnizi u tretmanima karbendazimom i
flutriafolom, koji su inokulisani izolatima rezistentnim prema oba fungicida (FRBR) (Grafikon
14c i 15c). Isti sluCaj zabelezen je u 2010. godini kod parcela inokulisanim izolatima
rezistentnim prema flutriafolu, a osetljivim prema karbendazimu (FRBS) koje su tretirane
flutriafolom. U 2010. godini, nisu postojale razlike u sadrzaju SecCera u varijantama sa
primenom azoksistrobina i tetrakonazola nezavisno od osetljivosti izolata kojima su

inokulisani.

Kod tretmanima sa aplikacijom karbendazimom i flutriafolom, efikasnost je bila veoma niska
kod parcela koje su inokulisane izolatima rezistentnim prema ova dva fungicida (Grafikon 14d
i 15d). Zastita azoksistrobinom je bila podjednako uspeSna kod svih inokulisanih parcela s
obzirom da efikasnost nije padala ispod 70% kod svih inokulisanih parcela bez obzira na

osetljivost izolata.
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DISKUSIJA

Pojava rezsitentnosti prema fungicidima kod prouzrokovaca pegavosti liSCa Secerne repe,
Cercospora beticola, predstavlja najvazniji ograni€avajuci faktor u suzbijanju ove bolesti u
svim zemljama s povoljnim agroekoloskim uslovima — toplim i vlaznim mesecima tokom druge
polovine vegetacije Secerne repe. U ovakvim uslovima dolazi do pojave oboljenja u visokom
intenzitetu, do intenzivne sporulacije patogena, Sto u kombinaciji sa policiklicnom prirodom
oboljenja i primenom veceg broja tretiranja fungicidima tokom vegetacije, Cine najvaznije

faktore za pojavu rezistentnosti prema fungicidima (Karaoglanidis i sar., 2003).

Rezultati prouavanja odgajivackih karakteristika 102 izolata Cercospora beticola koji su
prikupljeni sa 59 lokaliteta u Vojvodini su pokazali da su izolati veoma varijabilni u brzini
porasta, kao i u boji i teksturi kolonija na sve tri testirane podloge: krompir dekstroznom
agaru, sladnom agaru i czapek-ovoj podlozi. Sli¢ne rezultate objavili su Moretti i sar. (2004)
koji su ispitivali malu populaciju od 10 izolata, ali nisu uspeli da grupiSu izolate na osnovu
poredenja morfoloskih, odgajivackih karakteristika, patogenosti, produkcije fitotoksina, RAPD
i DAMD analiza genoma. Postojanje fizioloSkih i morfoloskih razlika izmedu izolata C. beticola
koji potiCu iz udaljenih geografskih regiona su ranije opisali Ruppel (1972), D'Ambra i sar.
(1974) i Pal i Mukhopadhyay (1984). Rezultati Canova (1959) i Moretti i sar. (2004) su
utvrdili veliku varijabilnost u morfoloskim i odgajivackim osobina izmedu malog broja izolata
koji potiCu iz iste pege. Odsustvo korelacije izmedu porasta micelije na KDA i geografskog

porekla izolata su konstatovali Moretti i sar. (2006). Postojanje negativne korelacije izmedu
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porasta i rezistetnosti izolata prema tetrakonazolu nije uo€eno u ovom istrazivanju, iako je

ranije opisano od strane drugih autora (Moretti i sar., 2004).

Utvrdivanje nivoa osetljivosti fitopatogenih gljiva prema fungicidima i detekcija rezistentnosti u
populaciji gljiva predstavlja jedan od najvaznijih Cinilaca antirezistentne strategije
(Karaoglanidis i sar., 2003). Povecanje broja rezistentnih jedinki u okviru jedne populacije
ima za posledicu smanjenje efikasnosti fungicida primenjenih u preporuc¢enim dozama, ili u
krajnjem slu¢aju do potpunog gubitka efikasnosti, kao Sto se desilo kod fungicida iz grupe
benzimidazola (Karaoglanidis i loannidis, 2010). Generalno posmatrano, pojava
rezistentnosti prema fungicidima je ograni¢avajuci faktor u efikasnoj i odrzivoj kontroli C.
beticola u svim regionima gajenja Secerne repe. S obzirom da je pravovremena kontrola
osnova za uspesno suzbijanje oboljenja, za efikasnu primenu fungicida u programima zastite,
neophodno je utvrditi da li se rezistentnost pojavila i u kojoj meri (Hanson, 2010). Brza
identifikacija rezistentnosti prema fungicidima doprinosi ispitivanju i uvodenju novih metoda u
suzbijanju oboljenja, kao i odabiru drugih fungicida za suzbijanje oboljenja u regionima sa

registrovanom smanjenom osetljivoScu.

Prvi sistemicni fungicidi koji su primenjivani u suzbijanju C. beticola bili su na bazi benomila iz
grupe benzimidazola. Nakon pojave rezistentnosti, udeo rezistentnih izolata u populaciji gljive
kretao se od 80 do 90% (Georgopoulos i Dovas, 1973) i ovi fungicidi su povuceni iz
primene (Karaogladnidis i sar., 2003). S obzirom da su u ovom istraZivanju svi testirani
referentni izolati rasli na podlozi sa karbendazimom u koncentracijama od 1, 2, 4, 5, 8, 10, 16,
20, 32 i 50 pg/mL, za testiranje kvalitativne osetljivosti primenom diskriminativne

koncentracije je uzeto 5 pyg/mL (Davidson i sar., 2006). Ovo je opravdano zbog kvalitativhe
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prirode rezistentnosti C. beticola prema fungicidima iz grupe benzimidazola kod kojih se na
ovoj koncentraciji javlja jasna razlika izmedu rezistentnih i osetljivih izolata, koji uopste ne
rastu na podlozi s 5 pg/mL, €ak ni posle duzeg perioda inkubacije (Weiland i Halloin, 2001;
Karaoglanidis i loannidis, 2010). Rezultati ispitivanja kvalitativne osetljivosti izolata iz
Vojvodine su pokazali da su skoro svi testirani izolati (95.9%) bili rezistentni prema
karbendazimu. Ovo je u skladu sa predvidanjima Ruppel (1975) i Dovas i sar. (1976) da ¢e
zastupljenost rezistentnih izolata biti stabilna karakteristika s obzirom na jednake
konkurentske sposobnosti rezistentnih i osetljivih izolata. Dodatno, u naSoj zemlji,
benzimidazoli nikad nisu u potpunosti izbaceni iz upotrebe, iako je njihova upotreba znac¢ajno
smanjena od detekcije rezistentnosti u nasoj zemlji i regionu (Mari¢ i sar., 1976). NaSi
rezultati ukazuju na to da je, kao posledica takve prakse u zastiti Se¢erne repe, zastupljenost
izolata koji su rezistentni prema benzimidazolima porasla tokom vremena i da su danas oni
predominantni u populaciji C. beticola u regionu gajenja Secerne repe u nasoj zemlji. Visoka
zastupljenost ovih izolata je takode posledica izraZzene sposobnosti ovih izolata da prezive
dejstvo fungicida i temperaturne uslove (Trkulja i sar., 2013). Prema FRAC-u, kada jednom
populacija izolata rezistentnih prema benzimidazolima dostigne visok nivo ostaje stabilna
duze vreme, tako da ni uvodenje kombinacija fungicida na bazi benzimidazola s aktivnim
materijama drugog mehanizma delovanja nema efekta (Brent i Hollomon, 2007a). Upotreba
fungicida na bazi benzimidazola u svetu je i dalje na visokom nivou, iako se rezistentnost
pojavila joS tokom 1970-tih. U odsustvu podataka za vecinu fitopatogenih gljiva, veoma je
teSko proceniti koliko su fungicidi na bazi benzimidazola i dalje efikasni i da li je i opravdana
primena u ovom obimu. Kada je u pitanju C. beticola, veci broj studija sprovedenih u nasoj

zemlji su utvrdile da je zastupljenost izolata koji su rezistenti prema benzimidazolima u

99



pojedinim lokalitetima veoma visoka (Gavran, 1991, 1992). Trkulja i sar. (2012) registrovali
su preko 90% rezistentnih izolata u ispitivanoj populaciji, ¢ak i na lokalitetima gde
benzimidazoli nikad nisu primenjivani. S druge strane Karaoglanidis i sar. (2003) su objavili
rezultate istraZivanja u kojem je nakon prekidanja primene benzimidazola u periodu od preko
25 godina zastupljenost populacije rezistentnih izolata smanjena 3-4 puta. Ipak, ve¢ nakon
nekoliko godina primene benzimidazola pri samo jednom tretiranju godiSnje, doSlo je do
selekcije rezistetnih izolata i dostizanja prvobithnog nivoa koji se javio po detekciji

rezistentnosti 1970-tih.

Pored primene diskriminativne koncentracije od 5 pg/mL hranljive podloge u in vitro
istrazivanjima, rezistentnost izolata se moZe detektovati i primenom CAPS markera.
Davidson i sar. (2006) su detektovali da svi osetljivi izolati imaju sekvencu GAG (Glu) na
kodonu 198 (3 tubulin gena, dok su rezistentni izolati imali GCG (Ala) na ovoj poziciji. Svi
izolati koji sa ovom mutacijom su imali efektivnhu dozu za smanjenje 50% porasta (EDs)
preko 60 pug/mL. Ova mutacija se najéesc¢e vezuje za rezistentnost prema benzimidazolima
(Qiu i sar., 2011), je pronadena i kod drugih vrsta Ascomycota (Fujimura i sar., 1992;
Cooley i Caten, 1993; Koenraadt i sar., 1992; Yarden i Katan, 1993; Luck i Gillings,
1995; Butters i Hollomon, 1999; Albertini i sar., 1999; Ma i sar., 2003; Cannas-Gutierrez
i sar., 2006; Maymon i sar., 2006; Chung i sar., 2010). Pored ove mutacije, rezistentnost
prema benzimidazolima se vezuje i za promene na kodonu 200 { tubulin gena (Koenraadt i
Jones,1993; Butters i Hollomon, 1999). Smatra se da je veci broj mutacija § tubulin gena
karakteristiCan za populaciju C. beticola koja je evropskog porekla, dok je kod populacije

gliive sa ameri¢kog kontinenta utvrdeno postojanje samo jedne mutacije (izolati su prikupljani
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u nekoliko drzava tokom viSegodiSnjeg perioda) — Karaoglanidis i loannidis (2010). Trkulja
i sar. (2013) su kod populacije C. beticola iz Srbije detektovali izolate koji su slabo i umereno
osetljivi prema benzimidazolima. Obe ove grupe izolata su imale mutaciju na kodonu 167 3

tubulin gena (Phe—Tyr).

DMI fungicidi se u naSoj zemlji intenzivno primenjuju u suzbijanju C. beticola samostalno, ili u
kombinaciji sa protektivnim fungicidima, benzimidazolima, strobilurinima, ili drugim triazolima.
Smanjena osetljivost i rezistentnost izolata C. beticola iz Srbije prema flutriafolu je i ranije
registrovana u Srbiji (Balaz i sar., 1995). Diskriminativna koncentracija od 1.25 pg/mL, koja je
koriS¢ena u ovom istraZivanju, je priblizna srednjoj ECs, vrednosti osetljivih izolata koju su
utvrdili Karaoglanidis i sar. (2003). Za tetrakonazol je diskriminativha koncentracija bila niza
i iznosila je 0.6 pg/mL. Zastupljenost izolata kod kojih je detektovana rezistentnost na
flutriafol je iznosila 16.3%, a na tetrakonazol 9.2%. Ovo ukazuje na postojanje ukrStene
rezistentnosti prema DMI fungicidima, koja u perspektivi moze postati jedan od najznacajnijih
problema u suzbijanju pegavosti lista Se¢erne repe koju prouzrokuje C. beticola. Kako se C.
beticola prenosi lokalno, odnosno, inokulum se ne prenosi na veée udaljenosti (Bolton i sar.,
2013), moze se zakljuciti da je do pojave rezistentnosti doSlo na svakom lokalitetu posebno.
Svi izolati koji su bili rezistentni prema flutriafolu bili su umereno, ili visoko rezistentni i prema
tetrakonazolu i rezistentni prema karbendazimu, $to je prema naSim saznanjima prvi slucaj

trostruke rezistentnosti kod C. beticola.

U cilju ocene osetljivosti ve€eg broja izolata prema flutriafolu, bez izvodenja in vitro testova za
ocenu osetljivosti, primenjeni su CAPS markeri da bi se razdvojili osetljivi od rezistentnih

izolata. Rezultati za flutriafol su potvrdili pretpostavke Nikou i sar. (2009) da se mutacija na
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poziciji 169 C14 alfa demetilaza gena, moze detektovati putem CAPS i koristiti kao marker za
identifikaciju izolata C. beticola koji su pokazali rezistentnost putem testova na hranljivim
podlogama kojima je dodat flutriafol. Sirok spektar nivoa osetljivosti koji se ispoljava
relativnim porastom micelije koji varira od potpune inhibicije do porasta koji prevazilazi
kontrolu bez fungicida, ukazuje da je ova osobina kvantitativha, odnosno kontrolisana velikim

brojem razli€itih gena.

Prema Nikou i sar. (2009), mutacija na C-14 alfa demetilasa genu se moZe primenjivati za
detekciju izolata C. beticola koji su visoko rezistentni prema flutriafolu. Za razliku od ovih
autora, Bolton i sar. (2012) smatraju da polimorfizam kod CbCyp51 gena nije povezan sa
povecanjem rezistentnosti C. beticola prema DMI fungicidima. Kod naSih istraZivanja,
primena CAPS markera za detekciju opisane mutacije se pokazala uspeSnom za izdvajanje
izolata koji su visoko rezistentni prema flutriafolu. lako CAPS marker za rezistentnost prema
flutriafolu nije funkcionalno povezan sa ispoljavanjem rezistentnosti, rezultati naSeg
istraZzivanja pokazuju da se ova metoda moZze uspesSno primenjivati za detekciju rezistentnosti

prema flutriafolu kod izolata C. beticola u Srbiji.

Rezultati poljskih ogleda u sve tri godine ispitivanja ukazuju na postojanje znacCajne pozitivne
korelacije izmedu nivoa osetljivosti izolata C. beticola prema svim ispitivanim fungicidima
(karbendazimu, flutriafolu, tetrakonazolu i azoksistrobinu) i efikasnosti fungicida u poljskim
ogledima. Odsustvo efikasne kontrole izolata rezistentnih prema karbendazimu i/ili flutriafolu
je uslovilo smanjenje prinosa korena, kao i sadrZaja Secera. U slu€aju karbendazima i

flutriafola, sadrzaj SeCera na elementarnim parcelama koje su inokulisane rezistentnim
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izolatima i tretirane fungicidima koji odgovaraju rezistentnosti bio je na istom nivou

znacajnosti kao sadrzaj SecCera u netretiranim varijantama.

Tokom poljskih ogleda 2010 i 2011. godine, efikasnost fungicida je u svim tretmanima bila
niska, Sto se moZe objasniti ekstremno povoljnim uslovima za razvoj pegavosti lis¢a (C.
beticola) tokom jula i avgusta, kao i visokim infektivhim pritiskom parazita u uslovima
vestackih inokulacija. Maksimum efikasnosti je registrovan u tretmanima azoksistrobinom u
parcelama sa inokulacijom FSBR i FSBS (redom 82.2 i 81.5%). Azoksistrobin je pokazao
visoku efikasnost u suzbijanju C. beticola, $to je i oekivano s obzirom na viSestruki efekat
koji fungicidi iz ove grupe imaju na prouzrokovaCa pegavosti liSCa Secerne repe, a to su
inhibicija klijanja spora i eradikativan i kurativni efekat (Anesiadis i sar., 2003). Rezultati
ispitivanja Karaoglanidis-a i Bardas-a (2006) su pokazala da trifloksistrobin i piraklostrobin
uspedno suzbijaju isolate koji su rezistentni prema benzimidazolima i DMI fungicidima. U
uslovima vestackih inokulacija sa rezistentim izolatima prema benzimidazolima i DMI,
utvrdeno je da je i najniza koncentracija oba testirana strobilurina obezbedila uspeSnu
kontrolu pegavosti liS¢a, dok primenom benomila (benzimidazol) i difenokonazola (DMI) nije
efikasno suzbijeno oboljenje prouzrokovano izolatima odgovarajuce rezistentnosti. Treba
napomenuti da je u pomenutom istrazivanju dobra efikasnost u suzbijanju pegavosti liS¢a
Seéerne repe ostvarena primenom strobilurinskih preparata u kombinaciji sa benomilom ili
difenokonazolom. UspeSno suzbijanje pegavosti liS¢a primenom azoksistrobina u ovom
istrazivanju je opravdano zbog odsustva ukrStene rezistentnosti izmedu strobilurina i DMI
fungicida, Sto je potvrdeno i kod drugih parazita (Ma i sar., 2003; Karaoglanidis i Bardas,

2006).
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Fungicidi na bazi aktivnih materija koje spadaju u hemijsku grupu triazola su u nasoj zemlji
Siroko primenjivani u suzbijanju pegavosti lis¢a Secerne repe, koju prouzrokuje C. beticola.
Fungicidi koji pripadaju istoj hemijskoj grupi i imaju isti mehanizam delovanja mogu razviti
ukrstenu rezistentnost, koja je ve¢ poznata kod nekih triazolskih fungicida (Karaoglanidis i
Thanassoulopoulos, 2003). U in vitro ogledima testiranja osetljivosti izolata prema
tetrakonazolu je registrovana veca osetljivost izolata. Kod referentne populacije, prosetan
ECso iznosio 0.48 pg/mL tetrakonazola, odnosno 0.80 pg/mL flutriafola. U ovim
eksperimentima je registrovana viSa efikasnost tetrakonazola u suzbijanju izolata koji su
rezistentni prema flutriafolu u poljskim ogledima. lako ukrStena rezistentnost postoji izmedu
fungicida koji spadaju u grupu DMI fungicida, takode je poznato da razliCiti DMI fungicide
mogu imati razli¢it nacin delovanja, Sto rezultira razli€itim mehanizmom rezistentnosti kod
ciljanog organizma (Karaoglanidis i loannidis, 2010). Razlike u efikasnosti se takode mogu
objasniti poligenskom kontrolom rezistentnosti prema DMI fungicidima, kao i relativho
stabilnom osetljivoS¢u C. beticola prema tetrakonazolu (Secor i sar., 2010). Efikasnost
flutriafola je bila izuzetno niska u tretmanima koji su inokulisani rezistentnim, ili umereno
rezistentnim izolatima (FRBR ili FRBS). Tetrakonazol je obezbedio dobru zastitu useva od C.
beticola koja je rezultirala u visokom prinosu i sadrzaju Secera, Sto je registrovano i kod

drugih autora (Khan i Smith, 2005).

Efikasnost karbendazima je bila vrlo niska na parcelama koje su bile inokulisane izolatima
koji su bili rezistentni prema ovom fungicidu, 5to je u skladu sa kvalitativnom prirodom

rezistentosti prema benzimidazolima. Rezultati detekcije rezistentnosti prema karbendazimu
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primenom CAPS markera su bili u skladu sa rezultatima in vitro testova, koji su takode

potvrdeni u poljskim ogledima.

Detekcija i utvrdivanje nivoa rezistentosti populacije C. beticola prema fungicidima doprinosi
signaliziranju promene osetljivosti i pre nego Sto dode do smanjenja efikasnosti fungicida u
praksi. Ovakva istrazivanja bi trebala pomoc¢i uspostavljanju i uvodenju novih strategija za
prevenciju pojave rezistentnosti u cilju uspesne kontrole pegavosti liS¢a koju prouzrokuje C.
beticola. Ispitivanja nivoa osetljivosti populacije nekog patogena prema fungicidima koji se
koriste za njegovo suzbijanje predstavijaju najvazniji faktor u antirezistentnoj strategiji
(Karaoglanidis i sar., 2003). Povecanje dela populacije parazita koji je rezistentan prema
fungicidima uslovliava nemoguénost primene datog fungicida zbog gubitka njegove
osetljivosti, kao Sto se desilo sa fungicidima iz grupe benzimidazola (Karaoglanidis i

loannidis, 2010).

Da bi se $to duze oCuvala efikasnost postojecih fungicida, neophodno je strogo primenjivati
mere antirezistentne strategije, narocito kod parazita kod kojih je utvrdena pojava smanjene
osetljivosti i povecane rezistentnosti prema svim sistemi¢nim fungicidima koji se primenjuju
za suzbijanje (FRAC, 2013). U cilju reSavanja problema rezistentnosti predlaze se
izbegavanje samostalne upotrebe fungicida, primena fungicida sa razli€itim mehanizmom
delovanja, primena fungicida u preporu¢enim dozama, integralna zastita bilja i druge mere
antirezistentne strategije (Brent i Hollomon, 2007b). U slu€aju da do pojave rezistentnosti
dode, bi¢e neophodno uvoditi nove aktivhe materije sa razli€itim mehanizmom delovanja od

postoje¢ih, a smatra se da ¢e ovo biti tezak posao zbog velikih troSkova vezanih za
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istraZivanja i uvodenja u primenu, kao i zbog nedostatka novih struktura molekula koji bi

mogli postati pesticidi sa novim mehanizmom delovanja (Ishii, 2006).
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ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istraZivanja, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Ispitivani izolati Cercospora beticola iz Vojvodine u pogledu morfoloskih i odgajivackih
osobina ispoljavaju visok stepen heterogenosti. Najveca varijabilnost u pogledu boje i
teksture kolonije je uo€ena na Krompir dektroznom i sladnom agaru, a najmanja na Czapek-

ovoj podlozi.

Kada je u pitanju boja kolonije, na krompir dekstroznom i sladnom agaru najveci broj izolata
je formirao svetlo sive kolonije sa ili bez tamno sivog oboda sa granuloznom ili somotastom
teksturom. Na Czapek-ovoj podlozi izolati su obrazovali tamno ili svetlo maslinasto zelenu

miceliju sa granuloznom ili somotastom teksturom.

Najbrzi porast izolata ostvaren je na KDA, a najmanji na Czapek-ovoj podlozi. Zna¢ajno
najsporiji porast imali su izolati CB 133 (KDA), CB 600 (SA) i CB 322, CB 382 (CZ), dok je

najbrzi porast na svim testiranim podlogama imao izolat CB 561.

Na bazi laboratorijskih istrazivanja, prosecne vrednosti ECs, referentne populacije
Cercospora beticola iznosile su za: karbendazim preko 50 pg/mL, flutriafol 0.8 pg/mL,
tetrakonazol 0.48 pg/mL i za azoksistrobin 0.012 pg/mL. Za diskriminativne koncentracije ovih
fungicida su na osnovu vrednosti ECsy odredene sledece koncentracije: flutriafol 1.25 pug/mL,

tetrakonazol 0.6 pg/mL i azoksistrobin 0.1 pg/mL. Jedino je za karbendazim odredena
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diskriminativha koncentracija od 5 pg/mL, Sto je opravdano zbog kvalitativne prirode

otpornosti prema ovom fungicidu.

In vitro testiranjem kvalitativne osetljivosti 98 izolata prema karbendazimu, utvrdeno je da
95.90% izolata ispoljava rezistentnost, a 4.10% izolata osetljivost prema ovom fungicidu.
Kada je u pitanju flutriafol, osetljivo je bilo 35.70% izolata, umereno osetljivo 37.80%, a
rezistentno je bilo 26.50% izolata (10.20% umereno i 16.30% visoko rezistentnih). Osetljivost
prema tetrakonazolu je bila vec¢a nego prema flutriafolu, te je osetljivo bilo 75.50% izolata,
7.10% je imalo smanjenu osetljivost, dok je 9.20% bilo visoko rezistentno. U testiranju

osetljivosti prema azoksistrobinu, 30 odabranih izolata je bilo osetljivo prema ovom fungicidu.

Najvisi prinos DNK je dobijen primenom protokola prema Saghai-Maroof i sar. (1984). Dobar
potencijal je pokazao i protokol za izolaciju DNK prema Cenis (1992) kod kojeg je uspeSno
amplifikovano 87% uzoraka i koji ne zahteva ekstrakciju hloroformom ili te€nim azotom.
Analiza CAPS markerima u cilju detektovanja rezistentnosti prema flutriafolu i karbendazimu

je u potpunosti odgovarala rezultatima in vitro ispitivanja osetljivosti izolata.

Izolati koji su pokazali rezistentnost prema flutriafolu i karbendazimu in vitro, su u poljskim
ogledima uspesno suzbijani fungicidima na bazi tetrakonazola i azoksistrobina, koji su
obezbedili visok prinos i sadrzaj Se¢era. Karbendazim i flutriafol su bili nedovoljno efikasni u
suzbijanju izolata sa odgovaraju¢om rezistentnosti. Izolati koji su bili osetljivi prema

karbendazimu i flutriafolu su se podjednako uspesno kontrolisali svim ispitivanim fungicidima.

Prinos korena i sadrZzaj Seéera je u sve tri godine ispitivanja bio znacajno visi u varijantama

koje su bile inokulisane osetljivim izolatima i tretirane odgovaraju¢im fungicidima. Tokom
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poljskih ogleda u 2010 i 2011. godini, najvidi prinos korena i sadrZaj SecCera je ostvaren sa

primenom azoksistrobina.

Ovo istrazivanje ukazuje na znacaj pracenja promena u osetljivosti populacije Cercospora
beticola prema dominantno koriS¢enim aktivnim materijama na naSem proizvodnom podrucju.
S obzirom da su sistemi¢ni fungicidi koji se primenjuju za suzbijanje na FRAC-ovoj listi
srednje, ili visoko rizi€nih za pojavu rezistentnosti, moze se ocCekivati da i u buducnosti dode
do promene u sastavu populacije parazita, odnosno do povecéanja udela rezistentnih izolata.
Njihova predominacija u poljskoj populaciji ovog parazita moze dovesti do znac¢ajnih gubitaka
u prinosu korena Secerne repe, kao i sadrzaju Secera, ali i do veéih ekonomskih gubitaka

usled aplikacije fungicida kod kojih izostaje potrebna bioloSka efikasnost.

109



PRILOZI

Prilog 1.
Restrikciona mapa gena za B-tubulin osetljivog izolataC. beticola

GenBank: B-tubulin gen Izolat C-3 (AY856373)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=61678002

Graphic map | Table by enzyme name

Mvnl BsiYl Sdul Cac81 Bsh1236l
Bsc4l PFIMI AFI111 Thal Accll
Hinfl Mnll Acil Mwol Accll Espl3961 Bsp12861 Mwol BstUI
atgcgtgaaatcgtgagtcctcaccgcccctgatgcccaccaccgcgtggggcacgecgtttatcgecgacaacaaa base
pairs
tacgcactttagcactcaggagtggcggggactacgggtggtggcgcaccccgtgecgcaaatagecgetgttgttt 1 to 75
Plel Hphl SfaNl Thal Acil Dralll MIul Mvnl Thal
BstUl Bsll AccB71 Accll Bsp68l
Bsh12361 Van9l1ll Bmyl BstUl Nrul

Fsp4HI Alw261 Mspl Cfrl BsuRl Afal Ecol
Mvnl TthHB8I Bsel1181 CviJl Bsell Maell
Acil TspRI Hinfl BsmAl BsrFl BsiSIl Pall TspRl BstSNI

tggcggcggcagtgtgctaacagagtctcgacgacaggttcatctccaaaccggccagtgtgtacgtaaacgcge base
pairs

accgccgccgtcacacgattgtctcagagctgctgtccaagtagaggtttggccggtcacacatgcatttgegeg 76 to
150

Ital Plel BssAl Hpall Bsrl Csp6l SnaBl
Bsh12361 Taql Cfr10l1 Eael BseNl Rsal Accll
BsoFI Hapll Haelll BsrSl BsaAl

051 Mvnl TthHB8I Bcol BseDlI Bbvl
HinP1l Cfol Hinfl Plel BssT1l BsoFl Mval269l
Hin6l Tagl BsoBl Sse9l Eco1301 1tal BsaMl
tgtatcgacacgactcgggcaggaattgacatcgccaagggcaatcaaataggtgctgcattctggcagaccatc base
pairs

acatagctgtgctgagcccgtccttaactgtagcggttcccgttagtttatccacgacgtaagaccgtctggtag 151 to
225
Thal AspLEl Ama871 TspEl Styl EcoT14l1 Fsp4HI Bsml
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BstUl Hhal Aval Tsp5091 Erhl Bst71l1

HspAl Bsh12361 Eco88l BsaJl

CviJl Taql Bbvl
BsiSI Hspo2l1 CviJl BsoFI
Mspl Mwol Pall Bgll Bsgl BsrDI Ital AlwNI

tccggegaacatggectcgacggctctggegtgtatgtgcagaatatcgcaatggataagtggagcagcgactga base
pairs

aggccgcttgtaccggagctgccgagaccgcacatacacgtcttatagcgttacctattcacctcgtecgctgact 226 to
300

Hapl 1 Nlalll TthHB8I Fsp4Hl PshAl
Hpall Hael 1l Bst711
BsuRl Mnll
Mspl71 Rsal Bpml Sfr2741 Hin6l Maell
Hinll Aatll Afal Gsul PaeR71 Taql AspLEIl Afal
Hsp92l Bsgl Maell Mnll BsoBl Bcol HinP1ll Accl Csp61 Cacs8l
cgtcgtgcaggtacaatggcacgtctgacctccagctcgagcgcatgaacgtctacttcaacgaggtacgeccecge base
pairs

gcagcacgtccatgttaccgtgcagactggaggtcgagctcgegtacttgcagatgaagttgctccatgegggeg 301 to
375

Bbill Csp6l Alul Xhol TthHB81 Hhal Mnll
Mael l BspMI CviJl Ama871 HspAl Hsp92ll Rsal
Acyl BsaHlI Aval Eco881 Cfol Nlalll
Bmy I Sfr2741 CviJl Hgal BsiSI
Faul Bsp12861 Xhol Bcol Accll Mspl
Sdul AspHI Aval Eco881 Thal CviJl Maelll BsmFI1
attgagcagagcaccaaactgctcaactcgagctgacgcgaactccacaggcttccggtaacaagtatgtcccac base
pairs

taactcgtctcgtggtttgacgagttgagctcgactgcgettgaggtgtccgaaggeccattgttcatacagggtg 376 to
450

Acil Alw21l BsoBl TthHB81 Bsh12361 BsaWl Maell
Bbvi12l PaeR71 Taql BstUl Hapll
BsiHKAI Ama871 Alul Mvnl Hpall
Eco721 ScrF1 Banl Bspl9l BseDI Hsp92I1 HspAl Acil Eco47l
PmaCl Taql EcoRIl BstOl NlalV BssT1l Nlalll Mwol Hin6l Hhal Sinl
BbrP1 Mnll NlalV BstNl AccBl1ll Ncol BsaJl Fokl HinP1l Cfol Sau96l

gtgccgtcctcgtcgatttggagecctggcaccatggatgeccgteccgegetggtectytecggecagetttteccgee base
pairs

cacggcaggagcagctaaacctcggaccgtggtacctacggcaggcgcgaccaggaragccggtcgaaaaggcgg 451 to
525

TthHB81 PspN4l MspR9I BshNI Styl BstDSI SfaNl BstUl AspLEl Cfri3l
BsaAl CviJl Bst2Ul PspN4l Erhl EcoT141 Accll Mvnl Bmel81 AspS9l
Pml1 Mval Eco641 Ecol301 Dsal BstF51 Thal Bsh12361 Asul

Avall CviJl Acil Eael Haelll Hapll Banl HinP1l Hsp92l Hhal Bbel Sau961 BsrSi
Cfrl Cacs8l Bbv1611 Bsrl Mwol Eco64l HspAl BsaHl AspLEl BsiSl AspS91 BsuRl
HgiEl Pall CviJl Bbsl CviJl BsrSl Kasl BshNl Acyl NlalV Mspl Bspl4311 Bsell
cagacaacttcgtcttcggccagtccggcgccggaaacaactgggccaagggtcactatactgaaggtgccgage base
pairs
gtctgttgaagcagaagccggtcaggcecgcggcectttgttgacccggttcccagtgatatgacttccacggcteg 526 to
600
Eael Alul Mboll BsuRI Mspl BsiSI Hinll Hin6l PspN4l Haell Cfri31 Haelll
Hael Il Cfrl Bpil BseNl Bgll AccBll Narl Ehel BstH2l Hpall Bsrl CviJl
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MnI1 BsuRIl Drdl BpuAl Pall Bsell Hpall Mspl71 Bbill Cfol Hapll Asul BseNI

Styl EcoT141 AccBll Sdul Bspl12861 Sall Accl Mval TthHB81 Thal Bsll Pall Ital
BseDl Banl BshNI Alul Eco241 BsiHKAI Hincll Bst2Ul Acil BstUl Haelll CviJl
Ecol1301 Tsp451 PspN4l Alw21l Sacl AspHI Hindll MspR9l Fsp4HI Mvnl CviJl Mnll
tcgtcgaccaggttctcgatgtcgtccgecgecgaggecgagggctgecgactgecteccaaggtttccagatcacce base
pairs
agcagctggtccaagagctacagcaggcggcgctccggctcccgacgctgacggaggttccaaaggtctagtggg 601 to
675
BssT1l Eco641 EcolCRI Banll Bmyl TthHB8I EcoRIl Tagl BsoFl Bsh12361 BsaJl
Erhl Maelll NlalV CviJl Bbv12l Sstl Taql ScrFl BstOl Accll BsiYl BsuRl
Pall BsaJl Eco571 Ecl13611 FriOl Pspl124Bl SexAl BstNI Ital Bsc4l Mnll BseDI

Mwol Erhl Mbol Dpnl Mnll Banl Bsell Bsell81 Eco641 NlalV Mbol Dpnll BseRl
Ecol1301 Kzo9l Dpnll Csp6l Bsrl BsrSl1 Cfr10l1 Banl Csp6l Bstx2l MFIl1 Mnll

Bbvl BssT1l Bspl431 BsaJdl AccB1ll BsrFl Hapll Asp7181 PspN4l Sau3Al Aclwl
actccctcggtggtggtactggtgccggtatgggtacccttctcatcagcaagatccgtgaggagttcccagacc base
pairs
tgagggagccaccaccatgaccacggccatacccatgggaagagtagtcgttctaggcactcctcaagggtctgg 676 to
750

Bst711 BseDIl Sau3Al BseDI Rsal BseNl BssAl Hpall BshNI Kpnl Xholl BstYl
Fsp4HI Mnll BsaJl Ndell Xcml Eco641 NlalV Mspl Acc651 Afal Kzo9l1 Ndell Alwl

BsoFl Styl EcoT141 Hphl Afal BshNI PspN4l BsiSIl AccBll Rsal Bspl431 Dpnl

BsiYl Mscl Pall

Nlalll CviJl Aspl
Acil Cfrl Haelll Nlalll Atsl CviJl
atgatggccacattctccgtcatgccatctccaaaggtgtccgacaccgtcgttgagccatacaacgccactc base pairs
tactaccggtgtaagaggcagtacggtagaggtttccacaggctgtggcagcaactcggtatgttgecggtgag 751 to 825

Bsc4l Eael Ball Hsp92l1 Tth111l
Hsp9211 BsuRl
Bsll MIuNI
Cfol Csp6l
CviJl Bsal HspAl BstH2I
Hphl TthHB8I BsmAl TthHB8I HinP1l Bspl143l11

tccgttcaccagctcgtcgagaactccgacgagaccttctgtatcgacaacgaggcgctgtacgacatttgca base pairs
aggcaagtggtcgagcagctcttgaggctgctctggaagacatagctgttgctccgecgacatgctgtaaacgt 826 to 900

Alul Taqgl Alw261 Taql MnIl Hhal Rsal MslI
Eco31l Hin61 Haell
AspLEI Afal
Pael Nspl AspLEI Acil Hapl 1
HinP1l Accl6l Alul Bsll BsmBI BsaWl Maelll
Cac81 HspAl Avill Bsc4l MnI1 Esp3l Nlalll Hpall

tgcgcactctgaagctcaacaacccatcttacggcgacttgaaccacctcgtctccgecgtcatgteccggtgtga base
pairs

acgcgtgagacttcgagttgttgggtagaatgccgctgaacttggtggagcagaggcggcagtacaggccacact 901 to
975

Nlalll Hin6l Hhal BsiYl BsmAl Hspo92l1
Sphl Bbul Cfol CviJl Alw261 Mspl Tsp45I1
Hsp92I11 Fspl Eco571 BsiSl
Mval CviJl Ndell HinP1l Hhal AccBl1l1
Ahdl BsaJl Bst2Ul Bsp1431 Accl6l Hindlll Eco641
AspEl EcoRIl BstOl Kzo9l Mwol Avill Alul Nlalll Maell
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caacctgtctgcgtttcccaggtcagctcaacagcgatctgcgcaagcttgeccgtgaacatggtgeccgttcccac base
pairs
gttggacagacgcaaagggtccagtcgagttgtcgctagacgcgttcgaacggcacttgtaccacggcaagggtg 976 to

1050
EcIHKI BseDIl MspR9lI Mbol Dpnl Fspl Cac8l Hsp9211
Eam11051 ScrF1  Alul Sau3Al Hin6l1 AspLEI Banl NlalVv
BstNI Dpnll HspAl Cfol CviJl BshNI PspN4l
Dsal Hin6l
BsmBI Hspo2l1 CviJl HspAl Hphl
Esp3l1 Mbol 1 Bfal BstDSI Hhal Mael 1l

gtctccacttcttcatggttggtttcgcaccactcactagccgtggcgcacactccttccgtgctgtcaccgttc base
pairs

cagaggtgaagaagtaccaaccaaagcgtggtgagtgatcggcaccgcgtgtgaggaaggcacgacagtggcaag 1051 to
1125

BsmAl Nlalll Mael HinP1l1 Tsp451
Alw261 BseDl Cfol
BsaJdl AspLEI
Sdul Bsp12861 Mwol Mboll Haelll Acil Eael CviJl Bsh1285I
Alul Banll Bmyl Hphl Taql Hsp92I11 Fsp4Hl Eagl Haelll Maelll
EcolICRI FriOl BsiHKAI Xeml Cfrl BsuRl Mwol Cfrl Eco521 BstMCI

cagagctcacccagcaaatcttcgaccccaagaacatgatggccgccagcgacttccgcaacggeccgttacctca base
pairs

gtctcgagtgggtcgtttagaagctggggttcttgtactaccggcggtcgctgaaggcgttgeccggcaatggagt 1126 to
1200

Ecl13611 Bbv12l AspHI Nlalll Pall Cac8l Acil Xmalll BsiEl
CviJl Eco241 Pspl24Bl Eael Ital BstZl BsuRIl Mnll
Alw21l Sacl Sstl TthHBS8I CviJl BsoFl EcIX1 Pall BsaOl
Nlalll Sinl Avall Mbol MFIl Maell
BsaJl BsllI Alw261 Sau961 Kzo9l Ndell Dpnl Bsgl
CviJl BseDI BsiYl Bsal Bmel81 HgiEl Sau3Al AclWI

cttgctcggctatctaccgtggcaaggtctccatgaaggaagttgaggaccagatccgcaacgtgcagaacaaga base
pairs

gaacgagccgatagatggcaccgttccagaggtacttccttcaactcctggtctaggcgttgcacgtcttgttct 1201 to
1275

Dsal Bsc4l BsmAl Eco471 Mnll Bspl431 Alwl
BstDSI Eco311 Asul AspS9l Xholl BstYl
Hspo2l1 Cfri131 BstX2l Dpnll Acil
Bbvi12l1 Thal Fsp4Hl
HinFl Alw211 Bsll Bsh12361
TspRI TthHB8I Mael l Acil Sdul AspHI Bsc4l Mvnl

acactgcctacttcgtcgagtggattccaaacaacgtccagaccgcactgtgctctatcccaccacgcggcctca base
pairs

tgtgacggatgaagcagctcacctaaggtttgttgcaggtctggcgtgacacgagatagggtggtgcgecggagt 1276 to
1350

Taql TFil TspR1 BsiHKAI BsiYl Ital

Bsp12861 Accll BsoFl

Bmy I BstUl Acil

MnIl Bpil Bsp1431 AclIWl BstOl CviJl Bbvi2l Mboll Sapl
BpuAl Kzo91 Dpnl Alwl Ecl13611 Bspl2861 Eam11041
Haelll Mbol 1 TthHB8I EcoRIl Bst2Ul Alw21ll Sacl Sstl Mwol

agatgtcttctaccttcgttggaaacagcacttcgatccaggagctcttcaagecgtgtcggtgaccagttcactg base
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pairs
tctacagaagatggaagcaacctttgtcgtgaagctaggtcctcgagaagttcgcacagccactggtcaagtgac 1351 to
1425

CviJl Bbvi16l11 Taql Ndell Mval EcolCRI Eco24l Pspl24Bl1 Ksp6321
Pall Bbsl Mbol Dpnll BstNl Alul Banll Bmyl AspHI Earl
BsuRI Sau3Al ScrFl MspR9l1 Sdul FriOl BsiHKAI PspEl
BstEIl Bsell Bsc4l Hin6l Pme551 TspRl Afal BsrSi Ddel

Eco0651 BseNl Hsp92I11 Hhal Haelll Csp6l TspRI TspRI1
Mael 1l Hphl Msll Bsll AspLEl CviJl Bsrl Rsal Mnll Ddel Mnll

ccatgttcaggcgcaaggccttcttgcactggtacactggcgagggtatggacgagatggagttcactgaggectg base
pairs

ggtacaagtccgcgttccggaagaacgtgaccatgtgaccgctcccatacctgctctacctcaagtgactccgac 1426 to
1500

Tsp451 TspRl HinPll Aatl BsuRl BseNl Bsrl BstDEI
BstPIl Bsrl Nlalll HspAl Stul Ecol471 BsrSl Bsell CviJl
Eco911 BsrSl BsiYl Cfol SseBl Pall Bsell BseNI BstDEI
ScrF1 Aatl CviJl BsmAl
Ahdl Rsal Rsal Bst2Ul SseBl Pall BsaJl
Plel Nlalll AspEl Csp6l Csp61 BstNIl Mnll Ecol471 Mnll Mnll Cspé6l
agtccaacatgaacgacttggtgtccgagtaccagcagtaccaggaggcctctgtctccgagggagaggaggagt base

pairs
tcaggttgtacttgctgaaccacaggctcatggtcgtcatggtcctccggagacagaggctecectctectectca 1501 to
1575
Hinfl Hsp9211 EclHKI Afal Afal MspR9I Pme551 Mnll BseRlI
Eam11051 EcoRll BstOl Haelll BseDI
Mval Stul BsuRIl Alw261

Banl HinP1l Hsp92l BstH2I Mnll
Afal Kasl Hinll Hin6l PspN4l Bsc4l
MnIl BshNI Acyl NlalVv Haell BsllI
acgacgaggaggcgccacttgaaggcgaggagtag base pairs
tgctgctcctccgeggtgaacttccgectectcate 1576 to 1610
BseRIl Mspl71 BsaHIl Hhal Bspl14311
Rsal Eco641 HspAl Ehel Cfol Bbel BseRI
AccB1l Narl Bbill AspLEIl BsiYl

Table by Enzyme Name

Enzyme No. Positions Recognition

name cuts of sites sequence

Aatl 2 1443 1548 agg/cct More info
AatllI 1 303 gacgt/c More info
Accl6l 2 903 1017 tgc/gca More info
Acc651 1 708 g/gtacc More info
AccB1l 7 477 552 591 696 708 1037 1586 g/gyrcc More info
AccB71 1 46 ccannnn/ntgg More info
Accl 2 352 604 gt/mkac More info
Accll 8 45 56 65 147 413 496 631 1342 cg/cg More info
Acil 14 27 46 81 375 497 524 629 752 958 ccgc More info

1171 1184 1259 1321 1345

Aclwi 3 732 1257 1389 ggatc More info
Acyl 3 300 553 1587 gr/cgyc More info
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Afal

AFLILI
Ahdl
Alul

Alw21l
Alw261
Alwl
AlwNI
Ama871
Asp718l1
AspEl
AspHI
Aspl
AspLEI

AspS9l
Asul
Atsl
Aval
Avall
Avill
Ball
Banl
Banll
Bbel
Bbill
BbrPl
Bbsl
Bbul
Bbvi12l
Bbvi6l 1
Bbvl
Bcol
Bfal
Bgll
Bmel8l
Bmyl
Bpil
Bpml
BpuAl
BsaAl
BsaHlI
Bsal
BsaJl

BsaMl
BsaOl
Bsawl
Bsc4l

Bsell8l
Bsell
BseDlI
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138 312 367 692 710 888 1458
1530 1539 1575

54

979 1520

335 407 515 599 839 914 1001
1022 1130 1394

388 601 1132 1329 1396

104 862 955 1055 1231 1558
732 1257 1389

296

164 336 402

708

979 1520

388 601 1132 1329 1396

798

149 343 498 555 884 904 1018
1098 1438 1589

501 568 1247

501 568 1247

798

164 336 402

501 1247

903 1017

759

477 552 591 696 708 1037 1586
601 1132 1396

556 1590

300 553 1587

450

542 1360

902

388 601 1132 1329 1396

542 1360

209 294 647

164 336 402

1087

245 550

501 1247

54 388 601 1132 1329 1396
542 1360

335

542 1360

140 450

300 553 1587

863 1231

185 481 571 637 656 680 992 1091

1217 1558

213

1190

429 966

45 631 754 929 1222 1340 1431
1595

125 699

134 549 569 697 1419 1457 1465

gt/ac

a/crygt
gacnnn/nngtc
ag/ct

gwgcw/c
gtctc

ggatc
cagnnn/ctg
c/ycgrg
g/gtacc
gacnnn/nngtc
gwgcw/c
gacn/nngtc
gcg/c

g/gncc
g/gncc
gacn/nngtc
c/ycgrg
g/gwcc
tgc/gca
tgg/cca
g/gyrcc
grgcy/c
ggcgce/c
gr/cgyc
cac/gtg
gaagac
gcatg/c
gwgcw/c
gaagac
gcagc
c/ycgrg
c/tag
gccnnnn/nggc
g/gwcc
gdgch/c
gaagac
ctggag
gaagac
yac/gtr
gr/cgyc
ggtctc
c/cnngg

gaatgc
cgry/cg
w/ccggw
ccnnnn/nnngg

r/ccggy
actgg

185 481 571 637 656 680 992 1091 c/cnngg

1217 1558
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BseNI
BseRI
Bsgl
Bsh12361
Bsh12851
BshNI1
BsiEl
BsiHKAI
BsiSlI
BsiYl

Bsll

BsmAl
BsmBI
BsmFI1
Bsml
BsoBI
BsoFI
Bsp12861
Bsp143l1
Bsp14311
Bspl19l
Bsp681
BspMI
BsrDI
BsrFlI
Bsrl
BsrSi
BssAl
BssT11
Bst2Ul
Bst711
BstDEI
BstDSI
BstElIl
BstF51
BstH21
BstMCI
BstNI
BstOl
BstPlI
BstSNI
BstUl
BstX21
BstYI
BstZIl
BsuRlI

Cacsl
Cfol

Cfriol
Cfri3l
Cfri
Cspé6l
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134 549 569 697 1419 1457 1465
740 1571 1586 1607

267 310 1268

45 56 65 147 413 496 631 1342
1190

477 552 591 696 708 1037 1586
1190

388 601 1132 1329 1396

126 227 430 550 556 700 967
46 632 755 930 1223 1341 1432
1596

46 632 755 930 1223 1341 1432
1596

104 862 955 1055 1231 1558
955 1055

448

213

164 336 402

79 206 291 629 644 1168 1343
54 388 601 1132 1329 1396

667 727 1010 1252 1384

556 885 1590

481

65

312

279

125 699

134 549 569 697 1419 1457 1465
134 549 569 697 1419 1457 1465
125 699

185 481 571 656

475 609 994 1389 1542

209 294 647

1492 1498

481 1091 1217

1410

489

556 885 1590

1190

475 609 994 1389 1542

475 609 994 1389 1542

1410

140

45 56 65 147 413 496 631 1342
727 1252

727 1252

1187

129 239 511 544 570 636 759 1167

1189 1345 1443 1548

54 372 513 900 1020 1172

149 343 498 555 884 904 1018
1098 1438 1589

125 699

501 568 1247

127 509 542 757 1165 1187
137 311 366 691 709 887 1457
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actgg
gaggag
gtgcag
cg/cg
cgry/cg
g/gyrcc
cgry/cg
gwgcw/c
c/cgg

ccnnnnn/nngg

ccnnnnn/nngg

gtctc
cgtctc
gggac
gaatgc
c/ycgrg
gc/ngc
gdgch/c
/gatc
rgcgc/y
c/catgg
tcg/cga
acctgc
gcaatg
r/ccggy
actgg
actgg
r/ccggy
c/cwwgg
cc/wgg
gcagc
c/tnag
c/crygg
g/gtnacc
ggatg
rgcgc/y
cgry/cg
cc/wgg
cc/wgg
g/gtnacc
tac/gta
cg/cg
r/gatcy
r/gatcy
c/ggccg
gg/cc

gcn/ngc
gcg/c

r/ccggy
g/gncc
y/ggccr
g/tac
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1529 1538 1574

CviJl 30 129 239 248 335 407 426 473 511 rg/cy More info
515 544 570 599 636 643 759 809
839 914 1001 1022 1090 1130 1167

1189 1209 1345 1394 1443 1497
1548

Ddel 2 1492 1498 c/tnag More info
Dpnl 5 669 729 1012 1254 1386 ga/tc More info
Dpnll 5 667 727 1010 1252 1384 /gatc More info
Dralll 1 46 cacnnn/gtg More info
Drdl 1 534 gacnnnn/nngtc More info
Dsal 3 481 1091 1217 c/crygg More info
Eael 6 127 509 542 757 1165 1187 y/ggccr More info
Eagl 1 1187 c/ggccg More info
Eam11041 1 1400 ctcttc More info
Eam11051 2 979 1520 gacnnn/nngtc More info
Earl 1 1400 ctcttc More info
Ecl13611 3 599 1130 1394 gag/ctc More info
EcIHKI 2 979 1520 gacnnn/nngtc More info
EclIXI1 1 1187 c/ggccg More info
Ecol051 1 140 tac/gta More info
Ecol1301 4 185 481 571 656 c/cwwgg More info
Eco1471 2 1443 1548 agg/cct More info
Eco241 3 601 1132 1396 grgcy/c More info
Eco311 2 863 1231 ggtctc More info
Eco471 2 501 1247 g/gwcc More info
Eco521 1 1187 c/ggccg More info
Eco571 2 591 914 ctgaag More info
Eco641 7 477 552 591 696 708 1037 1586 g/gyrcc More info
Eco721 1 450 cac/gtg More info
Eco88l1 3 164 336 402 c/ycgrg More info
Eco91l 1 1410 g/gtnacc More info
EcolCRI 3 599 1130 1394 gag/ctc More info
Eco0651 1 1410 g/gtnacc More info
EcoRl11 5 473 607 992 1387 1540 /ccwgg More info
EcoT141 4 185 481 571 656 c/cwwgg More info
Ehel 2 554 1588 ggc/gcc More info
Erhl 4 185 481 571 656 c/cwwgg More info
Espl13961 1 46 ccannnn/ntgg More info
Esp31 2 955 1055 cgtctc More info
Faul 1 375 ccecge More info
Fokl 1 489 ggatg More info
Friol 3 601 1132 1396 grgcy/c More info
Fsp4Hl 7 79 206 291 629 644 1168 1343 gc/ngc More info
Fspl 2 903 1017 tgc/gca More info
Gsul 1 335 ctggag More info
Haell 3 556 885 1590 rgcgc/y More info
Haelll 12 129 239 511 544 570 636 759 1167 gg/cc More info
1189 1345 1443 1548
Hapll 7 126 227 430 550 556 700 967 c/cgg More info
Hgal 1 414 gacgc More info
HgiEl 2 501 1247 g/gwcc More info
Hhal 10 149 343 498 555 884 904 1018 gcg/c More info
1098 1438 1589
Hinll 3 300 553 1587 gr/cgyc More info
Hin6l 10 147 341 496 553 882 902 1016 g/cgc More info
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HinP1l

Hincll
Hindll
Hindll1
HinFl
Hpal |
Hphl
Hsp921
Hsp92l1

HspAl

Ital
Kasl
Kpnl
Ksp6321
Kzo9l
Mael
Maell

Mael 1l
Mbol
Mbol I
MFII
MlIul
MIuNI
Mnll

Mscl
MslI
Mspl71
Mspl
MspR9I
Mval269l
Mval
Mvnl
Mwol

Narl
Ncol
Ndel |
Nlalll

NlalVv

Nrul
Nspl
Pael
PaeR71
Pall
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1096 1436 1587

147 341 496 553 882 902 1016
1096 1436 1587

605

605

1020

15 98 162 1298 1500

126 227 430 550 556 700 967
25 674 837 1121 1136 1414
300 553 1587

238 347 485 755 776 902 965 1037

1067 1163 1235 1430 1511

147 341 496 553 882 902 1016
1096 1436 1587

79 206 291 629 644 1168 1343
552 1586

712

1400

667 727 1010 1252 1384

1087

139 300 321 349 449 1049 1261
1309

432 576 971 1115 1191 1410
667 727 1010 1252 1384

542 1064 1148 1360 1400

727 1252

54

759

22 243 332 366 461 507 636 642
656 683 738 882 950 1199 1248
1349 1470 1497 1548 1552 1563
1569 1584 1605

759

897 1425

300 553 1587

126 227 430 550 556 700 967
475 609 994 1389 1542

213

475 609 994 1389 1542

45 56 65 147 413 496 631 1342
32 62 236 495 550 649 1015 1136
1180 1400

553 1587

481

667 727 1010 1252 1384

238 347 485 755 776 902 965 1037

1067 1163 1235 1430 1511

472 479 554 593 698 710 1039
1588

65

902

902

336 402

129 239 511 544 570 636 759 1167

1189 1345 1443 1548
46
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gty/rac
gty/rac
a/agctt
g/antc
c/cgg
ggtga
gr/cgyc
catg/

g/cgc

gc/ngc
g/gcgcc
ggtac/c
ctcttc
/gatc
c/tag
a/cgt

/gtnac
/gatc
gaaga
r/gatcy
a/cgcgt
tgg/cca
cctc

tgg/cca
caynn/nnrtg
gr/cgyc
c/cgg

cc/ngg
gaatgc
cc/wgg

cg/cg
gcnnnnn/nngc

gg/cgcc
c/catgg
/gatc
catg/

ggn/ncc

tcg/cga
rcatg/y
gcatg/c
c/tcgag
gg/cc

ccannnn/ntgg
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Plel
PmaCl
Pme551
Pmll
PshAl
Pspl124Bl
PspEI
PspN4l

Rsal

Sacl
Sall
Sapl
Sau3Al
Sau96l
ScrFl
Sdul
SexAl
SfaNI
STr2741
Sinl
SnaBlI
Sphl
Sse9l
SseBlI
Sstl
Stul
Styl
Taqgl

TFil
Thal
Tsp45l1
Tsp5091
TspEI
TspRI

Tthl11l
TthHB8I

Van9ll
Xcml
Xhol
Xholl
Xmalll

The following endonucleases were selected but don"t cut this sequence:

Accl1131, AccBSl, Acclll, AcINl, Acsl, Afel, AflIIIl, Agel, Alw44l, Aocl,

ORWRENREA

=
o

EPANWONRPERPERPNNNRPOOWOREW

PR ORRPAOR

PNNNBE

19 102 166 1504

450

1443 1548

450

299

601 1132 1396

1410

472 479 554 593 698 710 1039
1588

138 312 367 692 710 888 1458
1530 1539 1575

601 1132 1396

603

1400

667 727 1010 1252 1384
501 568 1247

475 609 994 1389 1542

54 388 601 1132 1329 1396
607

36 490

336 402

501 1247

140

902

173

1443 1548

601 1132 1396

1443 1548

185 481 571 656

103 155 242 337 403 463 604 616

844 871 1147 1291 1383

1298

45 56 65 147 413 496 631 1342
576 971 1115 1410

173

173

89 135 1281 1325 1425 1456 1464

1494
798

103 155 242 337 403 463 604 616

844 871 1147 1291 1383
46

681 1160

336 402

727 1252
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gagtc
cac/gtg
agg/cct
cac/gtg
gacnn/nngtc
gagct/c
g/gtnacc
ggn/ncc

gt/ac

gagct/c
g/tcgac
gctcttc
/gatc
g/gncc
cc/ngg
gdgch/c
a/ccwggt
gcatc
c/tcgag
g/gwcc
tac/gta
gcatg/c
/aatt
agg/cct
gagct/c
agg/cct
c/cwwgg
t/cga

g/awtc
cg/cg
/gtsac
/aatt
/aatt
cagtg

gacn/nngtc
t/cga

ccannnn/ntgg
ccannnnn/nnnntgg
c/tcgag

r/gatcy

c/ggccg
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info

Aor51HI1, Apal, ApaLl, Apol, Ascl, Asel, Asnl, Asp700l1, Avrll, BamHl, Banlll,

Bcgl, Bcll, Bcnl, Bfrl, Bglll, BiInl, Blpl, BpullO2l, Bpul4l, Bsa29l, BsaBl,

Bscl, Bse21l, Bse8l1, BseAl, BseCl, BsePl, Bsh13651, Bsil, BsiMl, BsiWl,

Bspl1061, Bspl19l, Bspl201, Bspl3l, Bspl14071, Bspl7201, BspCl, BspDl, BspEl,

BspHI, BspLU11ll, BspTl, BspXl, BsrBl, BsrBRl, BsrGl, BssHIl, BssSI, Bst11071,

Bst981, BstBl, BstD1021, Bstl, BstSFI, BstXl, Bsul5l, Bsu36l, CciNl, Celll,
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Cfr421, Cfr9l, Clal, Cpol, Csp451, Cspl, Cvnl, Dral, Drall, Eco2551, Eco32l,
Eco47111, Eco811, EcoNl, Eco01091, EcoRl, EcoRV, EcoT221, FauNDIl, Fbal,
Fsel, Hpal, Kpn2l, Ksp22l, Kspl, Lspl, Maml, Mfel, Mph11031, Mrol, MroNI,
Msel, MspAll, MspCl, Munl, Nael, Ncil, Ndel, NgoAlV, NgoMIl, Nhel, Notl,
Nsil, NspBIl, NspV, Pacl, PFI2311, PinAl, Plel9l, Pmel, PpulOl, PpuMIl,
PshBIl, Pspl14061, Psp511, PspAl, PspALl, PspLl, PspOMI, Pstl, PstNHI, Pvul,
Pvull, Rcal, Rsrll, Sacll, Sbfl, Scal, Sfcl, Sfil, Sfr3031, Sful, Sgfl,
SgrAl, Smal, Smil, Spel, Spll, Srfl, Sse83871, SspBIl, Sspl, Sstll, Sunl,
Swal, Trull, Tru9l, Vha4641, Vnel, Vspl, Xbal, Xmal, Xmnl, Zsp2l
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Prilog 2.
Restrikciona mapa gena za B-tubulin rezistentnog izolata C.

beticola

GenBank: B-tubulin gen, izolat AD-762 (AY856374)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=61678004#sequence 616

78004

Graphic map | Table by enzyme name

Mvnl Bsll Acil Cac81 Mvnl Bsp68l
Accll Dralll Bmyl MIul Bsh12361
Hinfl Mnll Acil Mwol Bsc4l PFIMI Van91l Accll Accll
atgcgtgaaatcgtgagtcctcaccgcccctgatgcccaccaccgcgtggggcacgecgtttatcgecgacaacaaa base
pairs
tacgcactttagcactcaggagtggcggggactacgggtggtggcgcaccccgtgecgcaaatagegetgttgttt 1 to 75
Plel Hphl SfaNl Thal AccB71 Sdul AfIII1 Thal Nrul
BstUl BsiYl Bspl12861 BstUl BstUl
Bsh12361 Espl13961 Thal Mwol Mvnl

Acil BsmAl BsiSl Cfrl BseNl Afal SnaBl
Fsp4HI TthHB8I1 Bsel181 CviJl Bsell Ecol05l
Bsh12361 TspRI Hinfl Alw261 BssAl Mspl Pall TspRI BsaAl

tggcggcggcagtgtgctaacagagtctcgacgacaggttcatctccaaaccggceccagtgtgtacgtaaacgcge base
pairs

accgccgccgtcacacgattgtctcagagctgctgtccaagtagaggtttggeccggtcacacatgcatttgegeg 76 to
150

BsoFI Plel BsrFIl Hapll BsuRl Csp6l1 HinPll
Ital Taql Cfr10l1 Eael BsrSl Rsal BstSNI
Hpall Haelll Bsrl Maell
Hin6l Cfol Ama871 Tsp5091 BsaJl Bst71l1
Accll AspLEl Eco881 Sse9l Styl 1tal BsaMl
Thal Hhal Hinfl BsoBI Eco1301 BsoFl Bsml

tgtatcgacacgactcgggcaggaattgacatcgccaagggcaatcaaataggtgctgcattctggcagaccatc base
pairs

acatagctgtgctgagcccgtccttaactgtagcggttcccgttagtttatccacgacgtaagaccgtctggtag 151 to
225

Mvnl TthHB8I Plel Erhl BseDI Fsp4HI Mval269l
BstUl Tagl Aval TspEIl BssT1I Bbvl
HspAl Bsh12361 Bcol EcoT141
CviJl Mnll Bst711
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Mspl Hsp9211 Bgll Ital AIwNI

BsiSI Mwol BsuRl CviJl Bsgl BsrDI BsoFI PshAl
tccggcgaacatggectcgacggctctggegtgtatgtgcagaatatcgcaatggataagtggagcagcgactga base
pairs
aggccgcttgtaccggagctgccgagaccgcacatacacgtcttatagcgttacctattcacctcgtcgctgact 226 to
300

Hpall Nlalll Taql Fsp4H1
Hapl |1 Hael Il Bbvl
Pall TthHB8I
Hsp921 BspMI Bpml Eco881 HspAl Hsp92ll
Mael l Bsgl Alul Xhol TthHB81 Nlalll Rsal
BsaHl Csp6l Mael l MnIl Ama871 PaeR71 AspLEI Csp6l Cac8l
cgtcgtgcaggtacaatggcacgtctgacctccagctcgagcgcatgaacgtctacttcaacgaggtacgecccge base
pairs

gcagcacgtccatgttaccgtgcagactggaggtcgagctcgegtacttgcagatgaagttgctccatgecgggeg 301 to
375

Hinll Acyl Rsal CviJl Aval HinP1l Cfol Mnll
Mspl71 Afal Gsul Bcol Taql Hin6l Accl Afal
Bbill Aatll Sfr2741 BsoBl Hhal Maell

Bbvi12l Bcol BsoBI Thal Mspl
Acil AspHI Taql Ama871 TthHB81 Hgal BsiSI

Sdul BsiHKAI Sfr2741 CviJl Bsh12361 CviJl Maelll BsmF1
attgagcagagcaccaaactgctcgaactcgagctgacgcgaactccacaggcttccggtaacaagtatgtccca base
pairs

taactcgtctcgtggtttgacgagcttgagctcgactgcgettgaggtgtccgaaggecattgttcatacagggt 376 to
450

Faul Bsp12861 TthHB81 Aval Alul Mvnl BsaWwl
Bmyl Xhol PaeR71 Accll Hpall
Alw211 Eco881 Taql BstUl Hapll
Pml1 BstNl Eco641 Erhl EcoT141 BstF51 Thal Acil Sinl Avall
Eco721 Taql CviJl ScrFl AccBll Ncol Dsal Fokl HspAl Bsh12361 Asul
BbrPI Mnll NlalV MspR9Il BshNI Styl BstDSI SfaNl Hin6l AspLEl HgiEl

cgtgccgtcctegtcgatttggagecctggcaccatggatgccgteccgecgetggtectytecggecagettttecge base
pairs

gcacggcaggagcagctaaacctcggaccgtggtacctacggcaggcgcgaccaggaragccggtcgaaaaggeg 451 to
525

Maell TthHB81 PspN4l Bst2Ul PspN4l BsaJl Nlalll HinP1l Mvnl Cfri3l
BsaAl EcoRIl Mval NlalV BssT1ll Bspl9l Mwol BstUl Cfol Sau96l
PmacCl BstOl Banl Ecol301 BseDI Hsp9211 Accll Hhal Bmel8l

Haelll Alul Bbv1611 BsrSI Mspl Kasl Bbill Hin6l AspLEl Mspl Asul Bsell
MnIl Pall Acil Eael Mboll Bsell Mwol AccBl1ll BsaHl Ehel Bsp14311 AspS9l CviJl

Eael BsuRlI BpuAl Pall BseNl Bgll BshNI Hsp921 PspN4l BsiSIl Cfri31 Bsrl
ccagacaacttcgtcttcggccagtccggcgccggaaacaactgggccaagggtcactatactgaaggtgccgag base
pairs

ggtctgttgaagcagaagccggtcaggecgcggectttgttgacccggttcccagtgatatgacttccacggctec 526 to
600
Eco471 CviJl Drdl Bpil BsuRl BsiSI Eco64l HinP1ll Acyl Cfol Hpall Sau961 Haelll
Cfrl Cacs8l Cfrl Haelll Hpall Banl Mspl71 Narl Hhal Haell Hapll BsrSlI
AspS9l CviJl Bbsl CviJl Bsrl Hapll Hinll HspAl NlalV BstH21 Bbel BseNI

Ecol1301 Maelll PspN4l Bspl12861 Banll TthHB81 BstOl Taql Bsc4l Bsll Mnll CviJl
BssT1l Eco641 Ecl13611 Bbvl2l Alw211 Hincll MspR9l BsoFl BstUl Pall BseDI
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Erhl BseDl Eco571 CviJl Bmyl Sacl BsiHKAI SexAl ScrFl Fsp4Hl Bsh12361 BsaJl
ctcgtcgaccaggttctcgatgtcgtccgccgcgaggccgagggctgcgactgectccaaggtttccagatcace base
pairs
gagcagctggtccaagagctacagcaggcggcgctceccggctcccgacgctgacggaggttccaaaggtctagtgg 601 to
675

Styl Tsp451 AccBll Sdul Eco241 Sstl Taql BstNI Mval Acil Accll CviJl Mnll
Pall BsaJl Banl NlalV EcolCRI Pspl124Bl1 Accl EcoRIll TthHB81 Thal BsiYl BsuRI
BsuRl EcoT141 BshNI Alul AspHl FriOl Sall Hindll Bst2Ul Ital Mvnl Haelll BsoFl

Mwol BsaJdl Sau3Al BseDl Eco64l Bsrl Bsell8l Asp7181 Afal Ndell Xholl

Bst711 Mnll Ndell BsaJl Afal BseNl BssAl Hpall BshNl Rsal BstX2l Dpnl Mnll

Ital Erhl BseDIl Bspl431 Rsal BsrSl PspN4l Hapll AccBll Kpnl Mbol Kzo9l
cactccctcggtggtggtactggtgccggtatgggtacccttctcatcagcaagatccgtgaggagttcccagac base
pairs
gtgagggagccaccaccatgaccacggccatacccatgggaagagtagtcgttctaggcactcctcaagggtctg 676 to
750

Bbvl Styl Dpnll Kzo91 Xcml Banl Bsell Cfrl101 Eco641 NlalV Dpnll MFfII Alwl

Fsp4Hl BssT1l Mbol Dpnl Mnll BshNI NlalV BsiSl Banl Csp6l BstYl Bspl431 BseRI
Ecol1301 EcoT141 Hphl Csp6l AccBll BsrFl Mspl Acc651 PspN4l Sau3Al Aclwl

Hsp92l11 Mscl
Bsll Haelll Atsl
Acil Eael Pall Ball Nlalll Tth1illl CviJl

cgcatgatggccacattctccgtcatgccatctccaaaggtgtccgacaccgtcgttgagccatacaacgccact base
pairs

gcgtactaccggtgtaagaggcagtacggtagaggtttccacaggctgtggcagcaactcggtatgttgeggtga 751 to
825

Bsc4l Cfrl MIuNI Hsp92ll Aspl
Nlalll BsuRl
BsiYl CviJl
Bsh12361 Hhal Csp6l
Alul Taqgl BstUI Hin6l Haell
Hphl TthHB8I Thal TthHB8I HinP1l BstH21 MslI

gtccgttcaccagctcgtcgagaactccgacgecgaccttctgtatcgacaacgaggcgctgtacgacatttge base pairs
caggcaagtggtcgagcagctcttgaggctgcgctggaagacatagctgttgctccgcgacatgctgtaaacg 826 to 900

CviJl Accll Taql HspAl Bspl143li1
Mvnl Mnll Cfol Afal
Hoal AspLEl Rsal
HspAl Nspl AspLEI Acil Hpall
Nlalll Sphl Cfol BsiYl BsmBI BsaWl Tsp45I1
Pael Bbul Accl6l Bsc4l MnIT Alw261 Nlalll Hapll

atgcgcactctgaagctcaacaacccatcttacggcgacttgaaccacctcgtctccgecgtcatgteccggtgtg base
pairs

tacgcgtgagacttcgagttgttgggtagaatgccgctgaacttggtggagcagaggcggcagtacaggeccacac 901 to
975

Cac81 Hin6l Hhal Alul BsllI BsmAl Hsp9211
HinP1l Fspl Eco571 Esp31 BsiSI
Hsp9211 Avill CviJl Mspl Maelll

BstOl Alul Bsp1431 Fspl Cac8l BshNI PspN41
Eam11051 EcoRIl Mval Mbol Dpnl Avill Hindlll Nlalll
Ahdl BsaJl Bst2Ul Dpnll Mwol Accl6l Alul Eco641

acaacctgtctgcgtttcccaggtcagctcaacagcgatctgcgcaagcttgccgtgaacatggtgeccgttecca base
pairs
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tgttggacagacgcaaagggtccagtcgagttgtcgctagacgcgttcgaacggcacttgtaccacggcaagggt 976 to

1050
EcIHKI BseDI ScrFl Ndell HinP1l AspLEI Banl NlalV
AspEl BstNI CviJl Sau3Al Hin6l Cfol Hsp92l 1
MspRII Kzo91 HspAl Hhal CviJl AccB1l
BseDl AspLEI
BsmBI Hsp92l 1 CviJl HspAl Hphl
Maell Alw261 Mboll Mael Dsal Hin6l Tsp451

cgtctccacttcttcatggttggtttcgcaccactcactagccgtggcgcacactcctteccgtgctgtcaccgtt base
pairs

gcagaggtgaagaagtaccaaccaaagcgtggtgagtgatcggcaccgcgtgtgaggaaggcacgacagtggcaa 1051 to
1125

BsmAl Nlalll Bfal HinP1l Maelll
Esp31 BsaJl Hhal
BstDS1 Cfol
Sdul Bbvi2l Alw21l Mboll Haelll Acil Eagl CviJl BstMCI
Alul AspHI FriOl Hphl Hsp9211 Fsp4Hl BstZl Pall Bsh12851
Ecl113611 Pspl24B1 TthHB8I Xcml Eael Pall Cac8l Acil EclIXl BsiEl

ccagagctcacccagcaaatcttcgaccccaagaacatgatggccgccagcgacttccgcaacggeccgttaccte base
pairs

ggtctcgagtgggtcgtttagaagctggggttcttgtactaccggcggtcgctgaaggecgttgeccggcaatggag 1126 to
1200

CviJl Bmyl Sacl BsiHKAI Nlalll BsuRI Mwol Eael Eco521
EcolCRI Eco24l Sstl Taqgl Cfrl BsoFI Cfrl Haelll
Bsp12861 Banll Mwol CviJl Ital Xmalll BsuRI

Nlalll HgiEl AspS9l1 MFI1 Aclwl

BstDSI Bsal Bmel81 BstYl Sau3Al Alwl

CviJl BsaJl BsllI Alw261 Cfr131 Mnll Ndell Kzo9l

acttgctcggctatctaccgtggcaaggtctccatgaaggaagttgaggaccagatccgcaacgtgcagaacaag base
pairs

tgaacgagccgatagatggcaccgttccagaggtacttccttcaactcctggtctaggcgttgcacgtecttgttc 1201 to
1275

BsaOl BseDI BsiYl Eco31l Sinl Avall BstX2l Dpnl Maell
Maelll Dsal Bsc4l BsmAl Sau961 Dpnll Bspl431 Acil
Mnll Hspo92l 1 Asul Eco471 Mbol Xholl Bsgl
Bmyl Accll Ital
TFil Bsp12861 Bsll Bsh12361
TspRI TthHBS8I Maell Acil Sdul BsiHKAI Thal BsoFlI

aacactgcctacttcgtcgagtggattccaaacaacgtccagaccgcactgtgctctatcccaccacgcggcctc base
pairs

ttgtgacggatgaagcagctcacctaaggtttgttgcaggtctggcgtgacacgagatagggtggtgcgecggag 1276 to
1350

Taql Hinfl TspR1 Alw21l Bsc4l Mvnl
AspHI BsiYIl Fsp4HI
Bbv12l BstUl Haelll
BsuRl Mboll Mbol Kzo9l MspR9I Alul AspHl Banll Sapl
MnIl Bbsl Dpnll Dpnl AclWl Ecl13611 Eco24l BsiHKAI
Pall BpuAl TthHB81 BstNl ScrFl Sdul Bmyl FriOl Eamll

aagatgtcttctaccttcgttggaaacagcacttcgatccaggagctcttcaagcgtgtcggtgaccagttcact base
pairs
ttctacagaagatggaagcaacctttgtcgtgaagctaggtcctcgagaagttcgcacagccactggtcaagtga 1351 to
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1425

CviJl Bbv1611 Taql Bspl431 Bst2Ul Bspl2861 Sacl Sstl Ea
Acil Bpil Ndell EcoRIl Alwl CviJl Bbv12l Alw21ll Mboll
Sau3Al BstOl Mval EcolCRI Pspl24Bl Ksp6321
Mwol Tsp451 Bsrl Bsc4l Hhal Stul Ecol471 Bsrl BseNIl Ddel
Eco911 Maelll TspRI HinP1l Pme551 SseBl Bsell Bsrl TspRI
041 Eco0651 Bsell Bsll HspAl Aatl BsuRl Csp6l BsrSi Ddel CviJl

gccatgttcaggcgcaaggccttcttgcactggtacactggcgagggtatggacgagatggagttcactgaggct base
pairs

cggtacaagtccgcgttccggaagaacgtgaccatgtgaccgctcccatacctgctctacctcaagtgactccga 1426 to
1500

rl BstEll BsrSI Nlalll Hin6l Haelll TspRI Rsal Bsell BstDEI
PspEl BseNl Hsp9211 AspLEI Pall BsrSl1 Afal Mnll Mnll
BstPIl Hphl Msll BsiYl Cfol CviJl BseNl TspRI BstDEI
BstNIl Pme551 BsuRIl BsaJdl
Eam11051 Afal Afal ScrFl Aatl Ecol471
Plel Nlalll Ahdl Csp61 Csp61 MspR9l Haelll Alw26l1 Mnll
gagtccaacatgaacgacttggtgtccgagtaccagcagtaccaggaggcctctgtctccgagggagaggaggag base

pairs
ctcaggttgtacttgctgaaccacaggctcatggtcgtcatggtcctccggagacagaggctccctctectecte 1501 to
1575
Hinfl Hsp921l EclHKI Rsal Rsal Bst2Ul CviJl SseBl Mnll BseRI
AspEl EcoRIl Mval Pall Mnll BseDI
BstOl Stul Mnll BsmAl

BseRIl Bbill Hin6l AspLEl BsllI
Rsal Banl Hinll BsaHl Ehel Haell Mnll
Csp6l MnIl AccBll HspAl PspN4l Bbel BsiYl
tacgacgaggaggcgccacttgaaggcgaggagtag base pairs
atgctgctcctccgcggtgaacttccgctecctcatec 1576 to 1611
Eco641 Hsp92l NlalV Bspl43I11 BseRIl
Afal Kasl Mspl71 Narl Hhal BstH2lI
BshNI HinP1l Acyl Cfol Bsc4l

Table by Enzyme Name

Enzyme No. Positions Recognition

name cuts of sites sequence

Aatl 2 1444 1549 agg/cct More info

AatllI 1 303 gacgt/c More info

Accl6l 2 904 1018 tgc/gca More info

Acc651 1 709 g/gtacc More info

AccB1l 7 478 553 592 697 709 1038 1587 g/gyrcc More info

AccB71 1 46 ccannnn/ntgg More info

Accl 2 352 605 gt/mkac More info

Accll 9 45 56 65 147 414 497 632 859 cg/cg More info
1343

Acil 14 27 46 81 375 498 525 630 753 959 ccgc More info
1172 1185 1260 1322 1346

Aclwi 3 733 1258 1390 ggatc More info

Acyl 3 300 554 1588 gr/cgyc More info

Afal 10 138 312 367 693 711 889 1459 gt/ac More info
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AFLILI
Ahdl
Alul

Alw21l
Alw261
Alwl
AlwNI
Ama871
Asp718l1
AspEl
AspHI
Aspl
AspLEI

AspS9l
Asul
Atsl
Aval
Avall
Avill
Ball
Banl
Banll
Bbel
Bbill
BbrPlI
Bbsl
Bbul
Bbvi12l
Bbvi6l 1
Bbvl
Bcol
Bfal
Bgll
Bmel8l
Bmyl
Bpil
Bpml
BpuAl
BsaAl
BsaHlI
Bsal
BsaJl

BsaMl
BsaOl
Bsawl
Bsc4l

Bsell8l
Bsell
BseDI

BseNI

NP

PRPONRFPWOWEL WO O

PR WONNENONNRERPWOWWNOORNEPWONOWSNEPENNWRWOW®

ONPEF P

BN

1531 1540 1576

54

980 1521

335 408 516 600 840 915 1002
1023 1131 1395

388 602 1133 1330 1397
104 956 1056 1232 1559
733 1258 1390

296

164 336 403

709

980 1521

388 602 1133 1330 1397
799

149 343 499 556 885 905 1019
1099 1439 1590

502 569 1248

502 569 1248

799

164 336 403

502 1248

904 1018

760

478 553 592 697 709 1038 1587
602 1133 1397

557 1591

300 554 1588

451

543 1361

903

388 602 1133 1330 1397
543 1361

209 294 648

164 336 403

1088

245 551

502 1248

54 388 602 1133 1330 1397
543 1361

335

543 1361

140 451

300 554 1588

1232

185 482 572 638 657 681 993 1092

1218 1559

213

1191

430 967

45 632 755 930 1223 1341 1432
1596

125 700

134 550 570 698 1420 1458 1466

185 482 572 638 657 681 993 1092

1218 1559
134 550 570 698 1420 1458 1466

126

a/crygt
gacnnn/nngtc
ag/ct

gwgcw/c
gtctc

ggatc
cagnnn/ctg
c/ycgrg
g/gtacc
gacnnn/nngtc
gwgcw/c
gacn/nngtc
gcg/c

g/gncc
g/gncc
gacn/nngtc
c/ycgrg
g/gwcc
tgc/gca
tgg/cca
g/gyrcc
grgcy/c
ggcgce/c
gr/cgyc
cac/gtg
gaagac
gcatg/c
gwgcw/c
gaagac
gcagc
c/ycgrg
c/tag
gcennnn/nggc
g/gwcc
gdgch/c
gaagac
ctggag
gaagac
yac/gtr
gr/cgyc
ggtctc
c/cnngg

gaatgc
cgry/cg
w/ccggw
ccnnnn/nnngg

r/ccggy
actgg
c/cnngg

actgg
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More
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BseRlI
Bsgl
Bsh12361

Bsh12851
BshNI1
BsiEl
BsiHKAI
BsiSlI
BsiYl

Bsll

BsmAl
BsmBI
BsmFI1
Bsml
BsoBI
BsoFI
Bsp12861
Bsp143l1
Bsp14311
Bspl19l
Bsp681
BspMI
BsrDI
BsrFlI
Bsrl
BsrSi
BssAl
BssT11
Bst2Ul
Bst711
BstDEI
BstDSI
BstElIl
BstF51
BstH21
BstMCI
BstNI
BstOl
BstPlI
BstSNI
BstUl

BstX21
BstYI
BstZIl
BsuRlI

Cacsl
Cfol

Cfriol
Cfri3l
Cfri
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741 1572 1587 1608

267 310 1269

45 56 65 147 414 497 632 859
1343

1191

478 553 592 697 709 1038 1587
1191

388 602 1133 1330 1397

126 227 431 551 557 701 968
46 633 756 931 1224 1342 1433
1597

46 633 756 931 1224 1342 1433
1597

104 956 1056 1232 1559

956 1056

449

213

164 336 403

79 206 291 630 645 1169 1344
54 388 602 1133 1330 1397

668 728 1011 1253 1385

557 886 1591

482

65

312

279

125 700

134 550 570 698 1420 1458 1466
134 550 570 698 1420 1458 1466
125 700

185 482 572 657

476 610 995 1390 1543

209 294 648

1493 1499

482 1092 1218

1411

490

557 886 1591

1191

476 610 995 1390 1543

476 610 995 1390 1543

1411

140

45 56 65 147 414 497 632 859
1343

728 1253

728 1253

1188

129 239 512 545 571 637 760 1168

1190 1346 1444 1549

54 372 514 901 1021 1173

149 343 499 556 885 905 1019
1099 1439 1590

125 700

502 569 1248

127 510 543 758 1166 1188
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gaggag
gtgcag
cg/cg

cgry/cg
g/gyrcc
cgry/cg
gwgcw/c
c/cgg
ccnnnnn/nngg

ccnnnnn/nngg

gtctc
cgtctc
gggac
gaatgc
c/ycgrg
gc/ngc
gdgch/c
/gatc
rgcgc/y
c/catgg
tcg/cga
acctgc
gcaatg
r/ccggy
actgg
actgg
r/ccggy
c/cwwgg
cc/wgg
gcagc
c/tnag
c/crygg
g/gtnacc
ggatg
rgcgc/y
cgry/cg
cc/wgg
cc/wgg
g/gtnacc
tac/gta
cg/cg

r/gatcy
r/gatcy
c/ggccg
gg/cc

gcn/ngc
gcg/c

r/ccggy
g/gncc
y/ggccr
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More

More
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More
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Ddel
Dpnl
Dpnll
Dralll
Drdl
Dsal
Eael
Eagl
Eam11041
Eam11051
Earl
Ecl13611
EcIHKI
EclIXI
Ecol051
Eco130l1
Ecol471
Eco241
Eco31l
Eco471
Eco521
Eco571
Eco641
Eco721
Eco88l1
Eco91l
EcolCRI
Eco0651
EcoRl11
EcoT141
Ehel
Erhl
Espl13961
Esp31
Faul
Fokl
Friol
Fsp4HI
Fspl
Gsul
Haell
Haelll

Hapl 1
Hoal
HgiEl
Hhal

Hinll
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137 311 366 692 710 888 1458
1530 1539 1575

129 239 248 335 408 427 474 512
516 545 571 600 637 644 760 810
840 915 1002 1023 1091 1131 1168

1190 1210 1346 1395 1444 1498
1549

1493 1499

670 730 1013 1255 1387
668 728 1011 1253 1385
46

535

482 1092 1218

127 510 543 758 1166 1188
1188

1401

980 1521

1401

600 1131 1395

980 1521

1188

140

185 482 572 657

1444 1549

602 1133 1397

1232

502 1248

1188

592 915

478 553 592 697 709 1038 1587
451

164 336 403

1411

600 1131 1395

1411

474 608 993 1388 1541
185 482 572 657

555 1589

185 482 572 657

46

956 1056

375

490

602 1133 1397

79 206 291 630 645 1169 1344
904 1018

335

557 886 1591

129 239 512 545 571 637 760 1168

1190 1346 1444 1549

126 227 431 551 557 701 968
415 860

502 1248

149 343 499 556 885 905 1019
1099 1439 1590

300 554 1588
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g/tac

rg/cy

c/tnag
ga/tc
/gatc
cacnnn/gtg
gacnnnn/nngtc
c/crygg
y/ggccr
c/ggccg
ctcttc
gacnnn/nngtc
ctcttc
gag/ctc
gacnnn/nngtc
c/ggccg
tac/gta
c/cwwgg
agg/cct
grgcy/c
ggtctc
g/gwcc
c/ggccg
ctgaag
g/gyrcc
cac/gtg
c/ycgrg
g/gtnacc
gag/ctc
g/gtnacc
/ccwgg
c/cwwgg
ggc/gcc
c/cwwgg
ccannnn/ntgg
cgtctc
cccgce
ggatg
grgcy/c
gc/ngc
tgc/gca
ctggag
rgcgc/y
gg/cc

c/cgg
gacgc
g/gwcc
gcg/c

gr/cgyc
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More
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Hin6l
HinP1lI

Hincll
Hindll
Hindll1
HinFl
Hpal l
Hphl
Hsp921
Hsp92l1

HspAl

Ital
Kasl
Kpnl
Ksp6321
Kzo9l
Mael
Maell

Mael 1l
Mbol
Mbol I
MFII
MlIul
MIuNI
Mnll

Mscl
MslI
Mspl71
Mspl
MspR9I
Mval269l
Mval
Mvnl

Mwol

Narl
Ncol
Ndel |
Nlalll

NlalVv

Nrul
Nspl
Pael
PaeR71
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147 341 497 554 883 903 1017
1097 1437 1588

147 341 497 554 883 903 1017
1097 1437 1588

606

606

1021

15 98 162 1299 1501

126 227 431 551 557 701 968
25 675 838 1122 1137 1415
300 554 1588

238 347 486 756 777 903 966 1038

1068 1164 1236 1431 1512

147 341 497 554 883 903 1017
1097 1437 1588

79 206 291 630 645 1169 1344
553 1587

713

1401

668 728 1011 1253 1385

1088

139 300 321 349 450 1050 1262
1310

433 577 972 1116 1192 1411
668 728 1011 1253 1385

543 1065 1149 1361 1401

728 1253

54

760

22 243 332 366 462 508 637 643
657 684 739 883 951 1200 1249
1350 1471 1498 1549 1553 1564
1570 1585 1606

760

898 1426

300 554 1588

126 227 431 551 557 701 968
476 610 995 1390 1543

213

476 610 995 1390 1543

45 56 65 147 414 497 632 859
1343

32 62 236 496 551 650 1016 1137
1181 1401

554 1588

482

668 728 1011 1253 1385

238 347 486 756 777 903 966 1038

1068 1164 1236 1431 1512

473 480 555 594 699 711 1040
1589

65

903

903

336 403

g/cgc
g/cgc

gty/rac
gty/rac
a/agctt
g/antc
c/cgg
ggtga
gr/cgyc
catg/

g/cgc

gc/ngc
g/gcgcc
ggtac/c
ctcttc
/gatc
c/tag
a/cgt

/gtnac
/gatc
gaaga
r/gatcy
a/cgcgt
tgg/cca
cctc

tgg/cca
caynn/nnrtg
gr/cgyc
c/cgg
cc/ngg
gaatgc
cc/wgg
cg/cg

gcnnnnn/nngc

gg/cgcc
c/catgg
/gatc
catg/

ggn/ncc

tcg/cga
rcatg/y
gcatg/c
c/tcgag

129 239 512 545 571 637 760 1168 gg/cc
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PFIMI
Plel
PmaCl
Pme551
Pmll
PshAl
Pspl124Bl
PspEI
PspN4l

Rsal

Sacl
Sall
Sapl
Sau3Al
Sau96l
ScrFl
Sdul
SexAl
SfaNI
STr2741
Sinl
SnaBl
Sphl
Sse9l
SseBlI
Sstl
Stul
Styl
Taqgl

TFil
Thal

Tsp45l1
Tsp5091
TspEI
TspRI

Tthl11l
TthHB8I

Van9ll
Xcml
Xhol
Xholl
Xmalll

The following endonucleases were selected but don"t cut this sequence:

Accl1131, AccBSl, Acclll, AcINl, Acsl, Afel, AflIIIl, Agel, Alw44l, Aocl,
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1190 1346 1444 1549

46

19 102 166 1505

451

1444 1549

451

299

602 1133 1397

1411

473 480 555 594 699 711 1040
1589

138 312 367 693 711 889 1459
1531 1540 1576

602 1133 1397

604

1401

668 728 1011 1253 1385
502 569 1248

476 610 995 1390 1543
54 388 602 1133 1330 1397
608

36 491

336 403

502 1248

140

903

173

1444 1549

602 1133 1397

1444 1549

185 482 572 657

103 155 242 337 398 404 464 605

617 845 872 1148 1292 1384
1299

45 56 65 147 414 497 632 859
1343

577 972 1116 1411

173

173

89 135 1282 1326 1426 1457 1465

1495
799

103 155 242 337 398 404 464 605

617 845 872 1148 1292 1384
46

682 1161

336 403

728 1253

1188

ccannnn/ntgg
gagtc
cac/gtg
agg/cct
cac/gtg
gacnn/nngtc
gagct/c
g/gtnacc
ggn/ncc

gt/ac

gagct/c
g/tcgac
gctcttc
/gatc
g/gncc
cc/ngg
gdgch/c
a/ccwggt
gcatc
c/tcgag
g/gwcc
tac/gta
gcatg/c
/aatt
agg/cct
gagct/c
agg/cct
c/cwwgg
t/cga

g/awtc
cg/cg

/gtsac
/aatt
/aatt
cagtg

gacn/nngtc
t/cga

ccannnn/ntgg
ccannnnn/nnnntgg
c/tcgag

r/gatcy

c/ggccg
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Aor51HI, Apal, ApaLl, Apol, Ascl, Asel, Asnl, Asp700l1, Avrll, BamHI, Banlll,

Bcgl, Bcll, Bcnl, Bfrl, Bglll, BiInl, Blpl, BpullO2l, Bpul4l, Bsa29l, BsaBlI,

Bscl, Bse21l, Bse8l1, BseAl, BseCl, BsePl, Bsh13651, Bsil, BsiMl, BsiWl,
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Bspl1061, Bspl19l, Bspl201, Bspl3l, Bspl4071, Bspl7201, BspCl, BspDl, BspEl,
BspHI, BspLU11ll, BspTl, BspXl, BsrBl, BsrBRl, BsrGl, BssHIl, BssSI, Bst11071,
Bst981, BstBl, BstD1021, Bstl, BstSFI, BstXl, Bsul5l, Bsu36l, CciNl, Celll,
Cfr421, Cfr9l, Clal, Cpol, Csp451, Cspl, Cvnl, Dral, Drall, Eco2551, Eco32l,
Eco47111, Eco811, EcoNl, Eco01091, EcoRl, EcoRV, EcoT221, FauNDIl, Fbal,
Fsel, Hpal, Kpn2l, Ksp22l, Kspl, Lspl, Maml, Mfel, Mph11031, Mrol, MroNI,
Msel, MspAll, MspCl, Munl, Nael, Ncil, Ndel, NgoAlV, NgoMIl, Nhel, Notl,
Nsil, NspBIl, NspV, Pacl, PFI2311, PinAl, Plel9l, Pmel, PpulOl, PpuMIl,
PshBIl, Pspl14061, Psp511, PspAl, PspALl, PspLl, PspOMI, Pstl, PstNHI, Pvul,
Pvull, Rcal, Rsrll, Sacll, Sbfl, Scal, Sfcl, Sfil, Sfr3031, Sful, Sgfl,
SgrAl, , Smil, Spel, Spll, Srfl, Sse83871, SspBl, Sspl, Sstll, Sunl,
Swal, Trull, Tru9l, Vha4641, Vnel, Vspl, Xbal, Xmal, Xmnl, Zsp2l
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