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IDENTIFIKACIJA PROUZROKOVACA TRULEZI PLODOVA JABUKE IZ FAMILIJE
Botryosphaeriaceae I OSETLjIVOST NA KOMBINACIJU FLUOPIRAM + TEBUKONAZOL IN
VITRO

Milica Milosevic¢*, Milos Stepanovi¢, Emil Rekanovi¢, Jelena Stepanovic¢

Institut za pesticide i zastitu Zivotne sredine, Banatska 31b, Beograd-Zemun
*E-mail: milica.milosevic@pesting.org.rs

Vrste iz familije Botryosphaeriaceae su oportunisticki patogeni jabucastih vocaka u
kojima egzistiraju kao endofiti, obi¢no u obliku latentnih zaraza, Sto u velikoj meri oteZava
njihovo suzbijanje. Mogu izazivati simptome trulezi i nanositi velike gubitke u prinosu i
kvalitetu plodova jabuke, narocito u toplim i vlaZznim regionima njenog gajenja.

Iz plodova jabuke sa simptomima truleZi uzorkovanih iz nekomercijalnog zasada u
kome nisu primenjivani fungicidi, standardnim fitopatoloSkim metodama uradena je izolacija
na KDA podlogu. Nakon inkubacije pri temperaturi od 252C, u mraku, u trajanju od sedam
dana, na osnovu makroskopskih karakteristika kolonija izvrSena je morfoloSka identifikacija
patogena. PCR reakcijom umnoZeni su delovi ITS regiona i dva gena (f-tubulin i faktor
elongacije) koriS¢enjem parova prajmera ITS1/ITS4, BT2a/BT2b i EF728F/EF986R, redom.
Dobijeni amplikoni su sekvencirani, sekvence analizirane i spojene, a zatim poredene BLAST
analizom sa sekvencama javno dostupnim u NCBI bazi podataka. Odabrani izolati koriS¢eni su
za ispitivanje osetljivosti na kombinaciju a.s. fluopiram + tebukonazol metodom inkorporacije
fungicida u hranljivu KDA podlogu. KoriS¢ena je serija Stok rastvora sledecih koncentracija u
hranljivoj podlozi: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 i 1000 pl a.s./ml. Izolati su inkubirani pet dana, pri
temperaturi od 252C, nakon Cega je vrSeno merenje precnika porasta micelije i izraCunavanje
ECso vrednosti metodom probit analize. Ispitivanje je obavljeno u tri ponavljanja. Fungicidno
odnosno fungistaticno delovanje koncentracija na kojima nije zabeleZen porast micelije
utvrdeno je presejavanjem izolata na cistu KDA podlogu i inkubacijom sedam dana pri
temperaturi od 252C.

Na osnovu makroskopskih karakteristika kolonija (izleda i boje micelije) koje je
patogen formirao na podlozi, izolati su razvrstani u dve grupe. Izolati obe grupe formirali su
vazdusSastu miceliju najpre belicate, a potom svetlosive do tamnosive boje, pri ¢emu su izolati
prve grupe formirali gustu miceliju sa jasno vidljivim grupisanim hifama koje se izdiZzu od
podloge pod pravim uglom, dok su izolati druge grupe formirali neSto redu miceliju. Analizom
dobijenih DNK sekvenci tri genska regiona utvrdeno je prisustvo dve vrste iz fam.
Botryosphaeriaceae - Botryosphaeria dothidea i Diplodia seriata. Za ispitivanje osetljivosti na
kombinaciju fluopiram + tebukonazol odabran je po jedan izolat obe vrste. Rezultati
ispitivanja pokazali su vecu osetljivost D. seriata (ECs0=0,00023 pl/ml) u poredenju sa
osetljivos¢u B. dothidea (ECs50=0,00108 pl/ml) na ispitivanu kombinaciju fungicida. Na
koncentracijama 100 i 1000 ul a.s./ml nije zabeleZen porast micelije izolata. Kombinacija
fluopiram + tebukonazol je pri koncentracijama 100 i 1000 pl a.s./ml ispoljila fungicidno
delovanje na izolat D. seriata, dok su iste koncentracije delovale fungistaticno na izolat B.
dothidea.
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