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1. UvOoD

Vinova loza pripada rodu Vitis, najvaznijem rodu iz porodice Vitaceae.

U svijetu se proizvodnja vina prvenstveno temelji na uzgoju sorata vinove loze Vitis vinifera.
Pratitelj Covjeka ve¢ tisuclje¢ima i jedna je od najstarijin kulturnih biljaka.
Zbog vrijednosti njezinih proizvoda danas je zastupljena i gospodarski vrlo vazna u gotovo

svim zemljama svijeta gdje klimatski ¢imbenici omogucavaju njezin uzgoj.

Mozemo reéi i da je vino, najvazniji proizvod vinove loze, ostavilo velik utisak razvoju
mnogih civilizacija i kultura, kako onih anti¢kih, tako i danasnjih. Osim $§to je proizvodnja
grozda i vina ekonomski znacajna za mnoge zemlje, Cesto je sluzila kao motiv slikarima i
Kiparima, pjesnicima te bila tema brojnih radova i knjiga. To samo potvrduje ¢injenicu da za
¢ovjeka ima vecu vaznost od biljne vrste, a njezini produkti vise od hrane (Maleti¢ i sur.,
2008.).

U arheoloskim nalazima starijih civilizacija pronadeni Se brojni dokazi o razvijenom
vinogradarstvu i vinarstvu. Poznavatelje vina oduvijek je intrigiralo pitanje kada su ljudi
poceli uzgajati vinovu lozu te od nje proizvoditi vino (Mirosevi¢ i Karlogan-Konti¢, 2008.).
Duga povijest, Siroka rasprostranjenost, velika gospodarska i kulturna vaznost razlog su zbog

kojeg joj se od svih voénih vrsta u obrazovanju posvecéuje najveca pozornost (Maletic i sur.,
2008.).

Rasprostranjena je na svim kontinentima osim Antartike a pretpostavlja se da potjece iz Male
Azije. Vinova loza je vrlo vazna kultura za poljoprivrednu proizvodnju u Hrvatskoj. Zbog
povoljnih klimatskih uvjeta i pogodnosti polozaja i tla od vinove loze se dobivaju dobri

prinosi stolnih 1 desertnih sorti ¢ije je grozde trazeno za konzumaciju (Trajcevski, 2008.).

Sirenje vinove loze na prostorima Hrvatske se odvija u dva pravca: jedan pravac obuhvaéa
primorje, dok je drugi pravac Sirenja obuhvaca podrucje kontinentalne Hrvatske. Navedene
regije se dalje dijele na dvanaest podregija. U ovom radu, obuhvaéen je najisto¢niji dio
kontinentalne Hrvatske u kojem se nalazi podregija Podunavlje, unutar koje su vinogorje

Srijem i vinogorje Erdut.

Vinova loza takoder je podloZzna i nekim bolestima koje stvaraju probleme vinogradarima

jer narusavaju kvalitetu uroda te smanjuju prinos. Botrytis cinerea je bolest koja izaziva sivu



trulez pojedinih bobica, ali i ¢itavih grozdova a najéesce se pojavljuje pred berbu. Uzro¢nik
sive plijesni je gljiva poznata po brzom razvoju rezistentnosti na fungicide koji se koriste za
njeno suzbijanje. Problematika rezistentnosti B. cinerea je posebno izrazena u zastiti
vinograda jer je siva plijesan jedna od ekonomski znac¢ajnih bolesti vinove loze (Topolovec

- Pintari¢, 2000.).



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Botrytis cinerea (siva plijesan)

Botrytis cinerea (botrytis dolazi od gréke rijeci botrys, §to znaci grozde i sufiksa - itis, koji
oznacava bolest), uzrokuje trulez grozda, odnosno sivu plijesan. Izraziti je polifag §to znaci
da ima veci broj domacina (jagode, vinova loza, maline, duhan, soja itd.). Nalazimo ga i kao
znaCajnog patogena u manje povoljnim stanistima, gdje postoji veci ili manji krug biljaka

domacina, Sto ukazuje i na ubikvisti¢ni i polifagni karakter patogena (Yunis i Elad, 1989.).

B. cinerea je jedna od najstetnijih bolesti vinove loze u kontinentalnom dijelu Hrvatske, ali
i u jadranskom dijelu Hrvatske, nastale $tete u pojedinim godinama mogu biti znacajne. U
Hrvatskoj, izravne Stete u smanjenju uroda kreéu se od 3 do 15%, ovisno o godini, a

prosjecne godisnje Stete su oko 4,1% (Maceljski i sur., 2006.).

Relativno visoka vlaznost zraka (90%), povoljne temperature za razvoj (1-30°C, optimalno
15-20°C) i vlaznost biljnih dijelova smatraju se najvaznijim vanjskim uvjetima koji utjecu
na infekciju gljivom B. cinerea (Jurkovi¢ i suradnici, 2010.). Razvija se kao saprofit na
ostacima cvjetova, uglavnom oste¢enih od bolesti, Stetnika ili tu¢e (Licul i Premuzié, 1979.).
Redovito se moZe ustanoviti i u tlu, ali taj izvor inokuluma nema veliku vaznost u

ostvarivanju infekcije (Dorado i sur. 2001.).

2.2. Morfologija B. cinerea

Sklerociji se razvijaju unutar umiru¢ih tkiva domaéina i predstavljaju vazan mehanizam
prezivljavanja B. cinerea, vrlo su razlicitih veli¢ina i nisu lako vidljivi na svim osjetljivim
kulturama (Backhouse i Willets, 1984). Sklerociji zapocinje rast u rano prolje¢e kako bi se
proizveli konidiofori i konidiji, koji sluze kao primarni izvor inokuuluma unutar usjeva.
Smatra se da su sklerocije najvaznije tvorevine za odrzavanje Vvrsta jer mogu prezivjeti
nepovoljne vremenske uvjete, stvarati apotecije nakon seksualnog procesa, a kod mnogih
vrsta na njima moze nastati nekoliko uzastopnih generacija konidija (Coley-Smith, 1980.).

Osim sklerocija, vrste roda Botrytis formiraju: konidiofore i konidije (slika 1.), apotecije i

askospore koje omogucavaju Sirenje patogena (Jarvis, 1980.).



Konidije nastale na izvorima primarnog inokuluma slijede dobro definirani dnevni ciklus
inicijacije, proizvodnje i Sirenja koji je reguliran izmjenama temperature i vlaznosti; nagli
pad vlage s porastom temperature u rano jutro uzrokuje uvijanje 1 suSenje konidiofora kako
bi izbacili konidije u zraéne struje. Kapljice vode takoder mogu rasprsiti konidije, ali to
vjerojatno nije glavna metoda rasprsivanja (Jarvis, 1977.).

Konidije se mogu kretati zracnim strujama iz susjednih kultura, no veéina se konidija
generira iz primarnih izvora unutar usjeva. Kao i kod mnogih gljiva, konidije sadrze
samoinhibitor te ih je potrebno oprati da bi se in vitro izazvala visoka stopa klijanja.

Ako se cuvaju na sobnoj temperaturi, u suhom stanju, konidije B. cinerea mogu prezivjeti

do 14 mjeseci (Salinas i sur., 1989.).

Slika 1. Konidije sa konidioforama

(Izvor:
http://www.pisvojvodina.com/RegionNS/Lists/Photos/2016/VINOVA%20L0ZA/10.08.20
16.%20Konidije%20sa%20konidioforama%20sive%20trule%C5%BEi%20gro%C5%BE%

C4%91a.jpq)

Klijanje konidija pri visokoj relativnoj vlazi zraka je mogucée zbog kondenzacije vode na
okolnim povr§inama pri vlazi vidoj od 95%. Cimbenici koji uz visoku relativnu vlagu zraka

utjeCu na razvoj bolesti su svjetlost, kiselost sredine i starost konidija. Gljiva B. cinerea moze
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Kklijati u tami, ali je klijavost u tim uvjetima vrlo slaba. Crveno svjetlo i spektar blizu
ultraljubicastog svjetla (280-380 nm) inhibiraju klijanje konidija, dok kontinuirano
ultraljubicasto svjetlo inhibira sporulaciju (Jarvis, 1977.). Za klijanje konidija optimalni pH
sredine je izmedu 3,0 i 7,0, dok micelij moze rasti na pH od 2,0 do 8,5 (Webb, 1919.).
Postotak klijanja ovisi o starosti kolonija, a najbolje klijaju konidije koje su stare 16 dana
(Singh, 1940.).

Konidije pocinju Klijati kada dospiju na osjetljivo biljno tkivo. Kli¢na cijev se izduzuje po
biljnoj povrsini, gljiva formira apresorij i prodire u biljno tkivo pomocu infekcijske hife.
Brown i Harvey (1927.) tvrde da se penetracija odvija mehanickim putem, dok McKeen
(1974.) tvrdi da se penetracija odvija enzimatskim putem, na nacin da se razgradi kutikula
pomocu pektolitickin enzima. Micelij takoder prezivljava unutar zarazenih mrtvih tkiva
domacina ostavljenih kao krhotina usjeva i unutar sjemenki da bi sluzio kao primarni
inokulum. U viSegodis$njim usjevima mrtvo lis¢e, cvijece i mumificirani plodovi sadrze masu
micelija koji se ¢esto mogu idealno smjestiti u usjevima kako bi se stvorile konidije i
pokrenule infekcije. Ciklus bolesti zapo¢inje formiranjem konidija na kolonizitranom tkivu.

Sve dok ne nastanu ekstremni uvjeti gljiva stvara sklerocije ili savrSeni stadij.

Seksualni ciklus ukljucuje spermatizaciju sklerotija, Sto dovodi do stvaranja apotecije i ascija
s osam binukleatnih askospora. Stani¢ni detalji plazmogamije i pokretanje apotecije jo§
uvijek nisu opisani. Nadalje, apotecija nije zabiljezena ili je rijetka kod vecine usjeva
napadnutih B. cinerea, a bilo kakvi zakljucci o ulozi seksualnog ciklusa u vrstama temelje
se uglavnom na molekularnoj analizi genetickih varijacija (Beever i Weeds, 2004).

Spolni stadij je prvi puta opisao 1866. Anton De Bary (Lorenz i Eichhorn, 1983.) pod
imenom Peziza fuckeliana, a 1869. ga je preimenovao u Sclerotinia fuckeliana. Whetzel je
1945. godine telemorfni stadij prebacio u rod Botryotinia i od tada nosi naziv Botryotinia
fuckeliana. Uspjesnim in vitro krizanjima 1939. Groves i Drayton su potvrdili da je B.
fuckeliana telemorfni stadij anamorfs B. cinerea (Jarvis, 1977.).

Nespolni (anamorfni) stadij Botrytis cinerea Pers. i spolni (telemorfni) stadij Botryotinia

fuckeliana su stadiji u zivotnom ciklusu iste fitopatogene gljivice.

Rodu Botrytis pripadaju i neke vrste koje su specijalizirane na odredenog biljnog domacina,
dok patogena gljiva B. cinerea ima Siroki spektar domacina. Tako ova gljiva ima vise od 200
biljnih domacina (Javris, 1977.)



Morfoloske osobine kao $to su micelij, konidije, struktura konidiofora, veli¢ina i oblik
sklerocija korisni su u Klasifikaciji nekih vrsta Botrytisa. Potrebno je puno vremena i znanja,
za potpunu identifikaciju patogena. Ipak, poznato je da uvjeti uzgoja znacajno utjecu na

varijacije (Beever i Weeds, 2004.).

2.3. Simptomi sive plijesni

Kada se grozdi¢i zatvore, gljiva postaje parazit i prodire u peteljcice, peteljke i bobice. Prvo
dolazi parazitska faza ili faza ,,zelene plijesni* kada dolazi do zaraze bobica i peteljcica. Ova
faza Cesto nije jako uocljiva, gljiva se moze pritaji 1-2 mjeseca, moze prodrijeti u tkivo
direktno, §to dovodi do razaranja i nekroze ili kroz ranice. Dovodi do prekida kolanja sokova
zbog Cega se bobe smezuraju i osuse, te stvara konidije za daljnji razvoj. Faza ,,sive plijesni‘
dolazi pred zriobu, ¢iji je pocetak vezan uz naseljavanje gljive na cvjetove nakon cvatnje
(Kispati¢ i Maceljski, 1991.).

Gljiva od mjesta infekcije napreduje u zarazenoj bobi oko 3-4 mm dnevno, a na pokozici se
mijenja boja u segmentima, sve dok na kraju ¢itava boba ne poprimi svijetlosmedu boju
(Maceljski i1 sur., 2006.). Nakon duljeg ili kra¢eg vremena na bobama se pojavljuje
paucinasta prevlaka sive boje. Protresanjem zaraZzenog grozda, odvajaju se brojne konidije

u obliku sivkaste prasine (Maceljski i sur., 2006.).

lako su simptomi najuocljiviji na bobicama, Botrytis cinerea moze napasti sve zelene
dijelove loze, posebno u vlaznim i kiSovitim sezonama i uzrokovati pojavu zuto-zelenih
mrlja, koje kasnije postaju smede (Mari¢-lvandija i lvandija, 2013.). Simptomi na listovima
se javljaju u proljece u obliku smedih pjega, obi¢no manjih od 1 mm, okruzene Zutim
prstenom. U vecini sluc¢ajeva se infekcija pojavljuje u pazuscu lista i na mjestima gdje se
cvjetovi spajaju sa stabljikom. Ukoliko je vrijeme vlazno, na listovima se javljaju sivkaste

prevlake. U sluéaju jace zaraze dolazi do opadanja listova sa peteljkama.

U godinama sa toplom i suhom jeseni B. cinerea se u obliku micelija stvara na grozdovima
tzv. plemenita plijesan. Prodiruci kroz koricu u meso bobica, gljivica dovodi do gubitaka

vode i smanjenja kiselina (Licul i Premuzi¢, 1979.).



Most koje je dobiven iz grozda zarazenog sa sivom plijesni ima redovito manji sadrzaj
amonijskog dusika, piridoksina i tiamina, pa se javljaju poteskoce prilikom vrenja koje su
uzrokovane nedostatkom navedenih vitalnih spojeva potrebnih kako bi se odvio normalan
metabolizam kvasaca. Ve¢ u procesu vrenja Cesto dolazi do pojave sumporovodika zbog

spore i nepravilne fermentacije takvih mostova (Zoecklein, 2008.).

Slika 2. Simptomi sive plijesni

(izvor: http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/vinogradarstvo/zastita-vinograda/bolesti-

vinove-loze/siva-plijesan-vinove-loze )

2.4. Suzbijanje bolesti

zbog toga Sto razne prognozne metode razvijene za suzbijanje sive plijesni, ili su vrlo

komplicirane, ili ne daju pouzdane rezultate (Topolovec-Pintari¢, 2000.).

Ukoliko se siva plijesan Zeli suzbiti, zastita mora poceti vrlo rano, odmah nakon cvatnje,
iako u toj fazi gljiva ne ¢ini Stete. Vazno je pravovremeno izvesti sve agrotehni¢ke zahvate

i suzbiti Stetnike. Skidanje suvisnih listova iz zone grozda je vrlo korisna metoda. Uvjeti za


http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/vinogradarstvo/zastita-vinograda/bolesti-vinove-loze/siva-plijesan-vinove-loze
http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/vinogradarstvo/zastita-vinograda/bolesti-vinove-loze/siva-plijesan-vinove-loze

Sirenje sive plijesni su manji jer je grozde na taj nacin izlozenije suncu i vlaga se manje
zadrzava. Najdjelotvornija zastita postize se uporabom specificnog fungicida (botricida) u
Cetiri roka i to: prvo prskanje — neposredno nakon cvatnje, drugo prskanje — kad se bobe
po¢nu dodirivati, tre¢e prskanje — kada bobe po¢nu mijenjati boju tj omeksavati, ¢etvrto
prskanje - dvadesetak dana prije planirane berbe (Maceljski 1 sur., 2006.).
Uz neizostavnu primjenu fungicida potrebno je provoditi i druge preventivne
ampelotehnicke i agrotehnicke zahvate sa svrhom suzbijanja uzrocnika sive plijesni.
Pravovremeno provedeni zahvati zelene rezidbe u znatnoj mjeri doprinosi smanjenom

napadu bolesti kao i postizanju bolje kvalitete grozda i vina (Svitlica i sur., 2015.).

Unatoc¢ Sirokoj primjeni kemijskih sredstava u zastiti bilja, kao sintetski spojevi, pesticidi su
razli¢itog kemijskog sastava, trajnosti ostataka i toksikoloskih osobina te su potencijalni
zagadivaci zivotne sredine. Meduprodukti degradacije Cesto su perzistentniji od polaznog
spoja, zadrzavaju se duze vrijeme u zemljistu ili vodi (podzemne vode), Sto moze ostaviti

posljedice 1 za biljke u budu¢em plodoredu (Pordevi¢, 2008.).

Fungicidi djeluju fungicidno (ubijajanjem uzro¢nika bolesti), ili fungistati¢no (onemoguéuju
pseudogljivama i gljivama razvoj i/ili rast), dok neki fungicidi imaju i odredeni baktericidni
ucinak (Cosi¢ i Vrandegi¢, 2014.).

Kombiniranjem 74 aktivne tvari u Upisnik sredstava za zastitu bilja nalazi su ukupno 254
fungicida, 39 razli¢itih proizvodac¢a SZB. Od ukupno upisanih sredstava za zastitu bilja 35
% su fungicidi (Matkovi¢, 2016.).

Za dobru ucinkovitost fungicida vazno je postivati koncentraciju, dozu po hektaru i kolic¢inu
vode po hektaru. Neophodno je znati pravo vrijeme primjene, mijeSanje preparata i
redoslijed mijeSanja, duzinu djelovanja, temperature za djelovanje i ispiranje. Uz sve
navedeno, od iznimne je vaznosti voditi rauna o mehanizmu djelovanja fungicida i izmjeni
fungicida s razli¢itim mehanizmima djelovanja kako bismo usporili pojavu rezistentnosti
(Matkovié, 2016.).

Zastita protiv sive plijesni odrzava Se prije svega preventivnim tretiranjem. Obicno se
provodi nekoliko razina zastite za vinovu lozu kroz godinu. Prvi nivo je nakon cvatnje gdje
se koriste sredstva na bazi folpeta ili boskalida, koja se onda ura¢unavaju u preventivu. Drugi
nivo je pred zatvaranje grozda, kada se koriste specijalizirana sredstva tj. botriticidi. Treca
razina zastite je kod Sare s istim sredstvima, a kod kasnijih sorata je moguce i dodatno

tretiranje ovisno o pritisku bolesti i vremenskim uvjetima. Za drugo i trece prskanje se U
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novije vrijeme koriste sredstva na osnovi pirimetanila, fludioksonila, ciprodinila, boskalida
te fenheksamida. Starija sredstva na bazi dikarboksimida se napustaju, posebice zbog
problema s rezistentnosti na sivu plijesan. Pirimetanil te ciprodinil i fludioksonil djeluje
sistemi¢no, dakle imaju i kurativne mogucénosti, dok je fenheksamid dobro preventivno

sredstvo a boskalid lokal sistemik (Prvi hrvatski vinogradarski portal).

Najveci broj upisanih fungicida, njih 61 %, sadrzi samo jednu aktivnu tvar, na drugom
mjestu po brojnosti su fungicidi koji sadrze dvije, a na tre¢em fungicidi koji sadrze tri aktivne
tvari.

Najbrojniju skupinu ¢ine fungicidi koji u sebi sadrze bakar (njih 13 %), zatim slijede
fungicidi koji u sebi sadrze aktivnu tvar mankozeb (8 %) te fungicidi koji u sebi sadrze folpet
(7 %) ili sumpor (7 %). Upisani fungicidi formulirani su u obliku 19 razli¢itih formulacija,
pri ¢emu je 49 % u krutom obliku a 51 % fungicida u teku¢em obliku.

Najveci broj fungicida, ¢ak 50% njih, dolazi u obliku koncentrata za suspenziju (SC) ili
mocivog prasiva (WP). Fungicidi iz Upisnika registrirani su za primjenu na vise od 100
razli¢itih kultura, suzbijanju vise od 100 razli¢itih patogena, odnosno za vise od 2 000
razli¢itih namjena. Promatrajuci spektar djelovanja fungicida, najvise ih je registrirano za
suzbijanje plamenjace/peronospore (43 %) i pepelnice (36 %). Neki od fungicida registrirani
su za primjenu u samo jednoj kulturi, dok se drugi primjenjuju i u vise od 10 poljoprivrednih
kultura. Najveci broj fungicida registriran je za primjenu na vinovoj lozi (57 %), na jabuci
(33 %), pSenici i krumpiru (27 %) te rajcici (26 %). Najmanji broj fungicida upotrebljava se
za primjenu u nekim povrtnim kulturama kao Sto su kelj, blitva, cikla, korabica i dr.

(www.zastitabilja.info).

Boscalid je relativno novi fungicid Sirokog spektra djelovanja. Bioloski je aktivan protiv
razli¢itih gljivica ali prije svega inhibira klijanje spora (Veloukas i sur., 2011.).

Svrstava se u sukcinatne inhibitore dehidrogenaze (SDHI), novu klasu fungicida
registriranih za kontrolu sive plijesni (Fernandez-Ortuno i sur., 2017.). Razlikuje se od
veéine fungicida pa na¢inu i mjestu djelovanja. Kemijski naziv prema IUPAC-u: 2-klor-N-
(4'-klorbifenil-2-il)nikotinamid. Stupa na snagu 1.8.2008.


http://www.zastitabilja.info/

\
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Slika 3. Kemijska formula Boscalida
(Izvor:https://www.wikidata.org/wiki/Q894358#/media/File:Boscalid_Structural_Formula
_V.1l.svg)

Rezistentnost fitopatogenih gljiva na fungicide jedan je od znacajnijih problema u
poljoprivredi. S obzirom da ¢e primjena fungicida ostati vaZzan dio programa zastite u
integriranoj poljoprivredi, prouc¢avanje ¢imbenika koji utjeCu na pojavu rezistentnosti ima
veliki znacaj. Brza pojava rezistentnosti najceS¢e nastaje upotrebom visokotoksi¢nog
perzistentnog fungicida, specificnog mehanizma djelovanja u suzbijanju patogena visokog

infekcijskog potencijala na osjetljivom domacinu.

Tijekom proteklih godina intenzivna uporaba kemijskih sredstava za zastitu bilja dovela je
do pojave neocekivanih problema od kojih svakako treba izdvojiti poremecaje u bioloskoj
ravnotezi, opterecenje okoliSa ostacima sredstava za zastitu bilja te pojavu rezistentnosti
Stetnih organizama na sredstva koja se koriste za njihovo suzbijanje (BaliCevi¢ 1 Ravli¢,

2013.).

Gotovo svi mikroorganizmi odlikuju se izrazenom sposobnos¢u prilagodbe na vanjske
uvjete i brzom reprodukcijom. Sposobnost prilagodbe na kemijske spojeve koji ometaju ili
zaustavljaju njihov razvoj dovodi do pojave rezistentnosti ili smanjene osjetljivosti.
Posljedica pojave rezistentnosti dovodi do smanjene ucinkovitosti sredstava za zastitu bilja,
Sto moze dovesti do Steta u proizvodnji, ali 1 do gubitaka za proizvodaca sredstva koje je
izgubilo u¢inkovitosti. Pad uéinkovitosti nekog sredstva moze dugoro¢no otezati zastitu od

biljnih patogena na nekom podruc¢ju zbog nepostojanja u¢inkovitog sredstva.
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U Hrvatskoj, na nacionalnoj razini ne postoji sustavno pracenje rezistentnosti biljnih
patogena na fungicide. Velika je vjerojatnost da u Hrvatskoj ostaju nezabiljezeni brojni
slu¢ajevi smanjene osjetljivosti uzro¢nika biljnih bolesti na fungicide. S druge strane, veliki
proizvodaci sredstava za zaStitu bilja prate rezistentnosti i promjene u osjetljivosti na
fungicide unutar populacija najvaznijih biljnih patogena. Takva pracenja provode se
u citavoj Europi, no velik dio prikupljenih podataka takoder se ne objavljuje. Ipak, problem
rezistentnosti biljnih patogena na fungicide u praksi se pojavio nakon izlaska na trziste i
masovne uporabe sistemi¢nih fungicida s jednostrukim djelovanjem u metabolizmu gljiva i

pseudogljiva (Ivi¢ i Cvjetkovi¢, 2017.).

Izlaganjem izolata gljiva ili pseudogljiva razli¢itim koncentracijama odredene aktivne tvari
te pracenjem njihove reakcije moze se tocno izracunati koliko je aktivne tvari potrebno da u
nekoj mjeri uspori, onemogudi ili znacajno utjeCe na zivotne procese poput rasta micelija,
klijanja spora ili izduzivanja kli¢ne cijevi. Prva takva potvrda rezistentnosti u Hrvatskoj bila
je rezistentnost gljive E. necator, uzroénika pepelnice vinove loze, na fungicid triadimefon

iz skupine inhibitora biosinteze ergosterola (Cvjetkovi¢ i Isakovi¢, 1992).

2.5. Lokalitet vinograda

Regionalizacija se temelji na zemljisnim, klimatskim i drugim uvjetima o kojima ovisi uzgoj
vinove loze. Provodi se radi kontrole podrijetla mosta, vina i drugih proizvoda od grozda i
vina. Vinogradarska se podruc¢ja u RH dijele na regije, podregije, vinogorja i polozaje
(Sokoli¢, 2012.).
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Slika 4. Lokacija Podunavskih vinogorja
(Izvor: http://vinarija-dragun.hr/img/podneblje/0.jpq)

Podunavlje (slika 3.) je podrucje koje obuhvaca tri vinogorja, koja iako raznolika, posjeduju
nekoliko zajednickih obiljeZja. Rijeka Dunav je glavna poveznica ovoga podrucja. Na ovom
podrucju vinogradi se nalaze na blago nagnutim i povisenim platoima. Zbog plodnog tla i
velikih parcela koje pruzaju moguc¢nost intenzivne mehanizacije, moguca je kvalitetna, ali

jeftina proizvodnja (Krstulovié¢, 2008.).

Podruéje Erduta okruzeno je s tri strane rijekom pa se moze promatrati kao poluotok na

Dunavu.

Na podrucju Srijema nalaze se neka od najplodnijih tala u Republici Hrvatskoj, kao $to su
¢ernozem, rigolano tlo na lesu i eutricno smede tlo (MiroSevi¢ i sur., 2009.). Klima je
povoljna za vinogradarstvo, srednja godi$nja temperatura tijekom vegetacije je 18,6 °C,
sijanje sunca godis$nje iznosi 1988 sati, godiSnje padne 686 mm oborina, dok za vrijeme
vegetacije padne 371 mm oborina. Prilikom odabira sorti na pojedinom podruéju treba uzeti
u obzir preporucene sorte kojima odgovaraju uvjeti klime i tla pojedinog vinogorja

(Mirosevi¢ i Karlogan-Konti¢, 2008.).
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Podrucje Srijema povezuje se prvenstveno s podrucjem lloka. Vinogradi se na ovim
prostorima najées$ce nalaze na obroncima Fruske gore. Pocetak vinogradarstva na ovom
podrucju se veze uz vladavinu rimskoga cara Proba iz trecega stolje¢a. U ovom je vinogorju

0Sobito uvazena sorta traminac, a najrasprostranjenija je grasevina (Krstulovi¢, 2008.).

Slika 5. Tlocki vinogradi

(Izvor: http://www.formulafilm.hr/portfolio/ilok/ )

2.6. Klimatski uvjeti

Podruc¢ja umjerenog toplinskog pojasa, gdje se pravilno izmjenjuju godisnja doba, klimatski
odgovaraju vinovoj lozi (Mirosevi¢ i Konti¢, 2008.). Klima je temeljni ¢imbenik uzgoja
vinove loze u nekom kraju, a njeni glavni ¢imbenici su svjetlost, toplina, oborine i vjetrovi.
Klima nam je takoder vazna jer uz nju dolaze odredene nepogode koje nam mogu loSe
utjecati na proizvodnju, kao $to su mraz, tuca, magla, jaki vjetrovi, velike hladnoce ili

vrucine itd. (Licul i Premuzi¢, 1979.).

Toplina je takoder jedna od bitnih ¢imbenika pri uzgoju vinove loze, s obzirom da na nju

utjeCe nadmorska visina, geografska Sirina, Sume, kamena, planina, blizina vode, ekspozicija
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I inklinacija. Najpogodnija temperatura za uzgoj vinove loze je minimalna srednja godisnja
temperatura zraka koja mora biti 8 °C, no veca kvaliteta se postize na sjevernim podrucjima
gdje je temperatura 10-12 °C. U juznim dijelovima Europe povoljna godis$nja temperatura je
12-15 °C dok je u juznim dijelovima umjerenog pojasa 15-20 °C (Licul i Premuzi¢, 1979.).

Vinova loza trazi dobro propusna ocjedita tla po moguénosti ilovaste ili pjeskovite strukture,

bogata hranjivim, anorganskim i organskim tvarima.

2.7. Rezistentnost

Rezistentnost predstavlja nasljednu steCenu sposobnost jedinke u populaciji da prezive
djelovanje pesticida u koncentraciji u kojoj bi, pod normalnim uslovima, pesticid bio
efikasan. Mada rezistentnost ¢esto moze biti dokazana laboratorijski, to jo$ uvijek ne znaci
da je efikasnost pesticida u polju smanjena. Za izostanak efikasnosti u praksi zbog promjene
osjetljivosti populacije koristi se termin prakticna rezistentnost (OEPP/EPPO, 1988).
lako poznate od davnina, infekcije B. cinerea na vinovoj lozi pocele su negativno utjecati na
prinos i kakvocu. Takoder, sve vece znanje o gnojidbi i zastiti usjeva dovode do ogromnog
poveéanja produktivnosti (Claus, 1985. Trend ka sve vecoj intenzivnoj proizvodnji grozda
s kasnijom berbom, stvorili su se idealni uvjeti za razvoj B. cinerea (Rosslenbroich i
Stuebler, 2000.).

Uvodenje specificnih fungicida prije gotovo 50 godina revolucioniralo je kemijsku zastitu
biljaka, pruzaju¢i visoko ucinkovite, spojeve niske toksi¢nosti za suzbijanje gljivicnih
bolesti. Medutim, ubrzo je otkriveno da se biljne patogene gljive mogu prilagoditi
tretmanima fungicidima mutacijama koje dovode do otpornosti i gubitka ucinkovitosti
fungicida. Uvodenjem novih klasa fungicida za suzbijanje sive plijesni uvijek je praceno
pojavom otpornosti u poljskim populacijama. Pored otpornosti na ciljno mjesto, B. cinerea
je razvila i mehanizam otpornosti koji se temelji na transportu lijeka izlu¢ivanja. Prekomjerni
programi prskanja rezultirali su odabirom viSerezistentnih sojeva u nekoliko zemalja. Brza
erozija fungicidne aktivnosti protiv ovih sojeva predstavlja glavni izazov za buduénost
fungicida protiv Botrytisa. Nemoguce je unaprijed znati da li ¢e i kada uCestalost rezistentnih
sojeva prijeci prag tolerancije, pa je pracenje pojave rezistentnosti za sada, jedini pouzdan

nacin prikupljanja informacija neophodnih za pravilan izbor fungicida (Lorenz, 1994).
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Pra¢enje pojave rezistentnosti podrazumijeva laboratorijsko ispitivanje osjetljivosti
patogenog organizma iz prirodnih populacija, pri ¢emu ni obujam ni duzina ispitivanja nisu
strogo definirani (Brent, 1994.).

Ako se ima u vidu da ¢e primjena fungicida vjerovatno ostati vazan dio programa integralne
zastite bilja u buduénosti, proucavanje faktora koji uticu na pojavu rezistentnosti ima veliki
znacaj. Prema Georgopoulos-u (1988), na razvoj rezistentnosti uti¢u i aktivna materija i
patogena vrsta. Brza pojava rezistentnosti najces¢e nastaje uporabom visokotoksicnog
perzistentnog fungicida specifiénog mehanizma djelovanja u suzbijanju patogena visokog
infekcijskog potencijala na osjetljivom domacinu uzgojenom na velikoj povrSini. Brent i
Hollomon (1998.) smatraju da upravo kombinacija fungicida specificnog mehanizma
djelovanja i B. cinerea nosi najveci rizik za razvoj rezistentnosti.

Efikasno upravljanje rezistentno$¢u podrazumijeva razumijevanje faktora koji se odnose na
izvor, razvoj i Sirenje. Rizik prakti¢ne rezistentnosti je rezultat kombinacije faktora koji se
odnose na uslove primjene pesticida i naslijedenih faktora. Naslijedeni ¢imbenici ovise o
interakciji osobina kemijske supstance i osobina Stetnog organizma al na njih se ne moze

utjecati (Tanovi¢ i sur., 2011.).

Pracenje pojave rezistentnosti ima za cilj utvrdivanje pravog uzroka sumnjivih slucajeva
prakti¢ne rezistentnosti, predvidanje pojave problema i razvoja rezistentnosti. Kako bi se
pravilno upravljalo rezistentno$c¢u potreban je adekvatan program te testiranje matemati¢kih

modela za predvidanje rezistentnosti (Brent, 1988, 1995).

Monitoring rezistentnosti, zajedno sa monitoringom efikasnosti fungicida, predstavlja
okosnicu dobre antirezistentne strategije. Medutim, postavlja se pitanje kako prepoznati
razvoj rezistentnosti, odnosno da li postoji nacin da se prati efikasnost pesticida prije nego
Sto rezistentnost postane problem (Brent, 1988.). Russell (2005.) smatra da je za odgovor na
ovo pitanje neophodno poznavati reakciju izvorne populacije ciljanog organizma na
fungicid, odnosno izvornu osjetljivost.

Stoga, kako bi se izbjegla otpornost, fungicidi s razli¢itim na¢inom djelovanja treba mijenjati
biokemijskim ili kombiniranim, svaku vegetacijsku sezonu. Osim toga, upotreba fungicida
sa na¢inom rada na jednom mjestu je ¢esto ograni¢ena na jednu ili dvije aplikacije po sezoni

(Brent i Hollomon, 2007.).
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3. MATERIJALI | METODE

Cilj ovog in-vitro pokusa bio je utvrditi u¢inak boscalida na porast izolata iz vinogorja
Srijem i Erdut. Za vrijeme berbe (fizioloske zrelosti grozda) prikupljeni su uzorci grozdova
zarazenih sivom plijesni sa Sest razli¢itih vinograda. Za provedbu pokusa koristili smo
Petrijeve zdjelice koje smo prethodno sterilizirali na nacin da smo ih umotali u novinski
papir i stavili u autoklav. Nakon $to su se zdjelice ohladile, rasporedili smo u njih prethodno
pripremljenu hranjivu podlogu koju smo pripremili prema uputama proizvodaca.

Reprezentativni uzorci Botrytis cinerea su ispirani destiliranom vodom u trajanju od pola
sata i na kratko s vodikovim peroksidom, zatim su nacijepljeni na PDA-agar (slika 5.). Za
nacjepljivanje na podlogu bilo je potrebno prvo ukljuéiti laminar, koji smo dezinficirali s
96%-tnim etilnim alkoholom. Laminarij je uredaj s ventilacijskim sustavom za zastitu od
kontaminacije. Zatim smo laboratorijskom, dezinficiranom iglom nacijepili uzorak gljive na

srediste podloge.

Slika 6. Nacjepljivanje kulture na PDA-agar

(Foto: Maja Bulovi¢)
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Kultura je uzgajana 24 sata na temperaturi od 22,5-25,5 °C. Istrazivanje je provedeno na
pet fungicidnih formulacija dobivenih iz koncentrata za suspenziju; Cantus 500 WG (50%
boscalida, BASF).

Za potrebe pokusa osjetljivosti izolata B. cinerea pripremljen je PDA agar (Biolife) i
ohladen na 60°C u Petrijevim zdjelicama nadopunjen antibiotikom Streptomicin (Sigma-
Aldrich) i vodenom suspenzijom Cantusa.

Micelijski uzorci su napravljeni pomocu busa¢a u promjeru od Smm u obliku diska.
Metalni busa¢ prethodno je dezinficiran u alkoholu, a zatim i iznad otvorenog plamena.
Uzorke smo uzimali sa ruba kulture. Pomocu sterilne igle postavili smo uzorak na srediste
podloge a postavili smo ga tako da je micelij gljive okrenut prema dolje odnosno u dodiru
sa podlogom kako bi gljiva brze zapocela sa rastom.

Za svaku koncentraciju fungicida napravljena su tri ponavljanja. Zatim su postavljeni u
klima-komoru 96h na 20°C (slika 7.).

Slika 7. Klima komora

(Foto: Maja Bulovi¢)

17



Slika 8. Porast micelija nakon 96 sati

(Foto: Maja Bulovi¢)

Nakon 96 sati uzorci su pregledani te je izmjeren utjecaj svake koncentracije na porast
micelija sive plijesni (slika 8.). Mjerenje smo odradili ravnalom od sredi$ta podloge (mjesto
nacjepljivanja kuture) prema krajnjem rubu porasta micelija.

Kako bih smo utvrdili morfolosku raznolikost mikrosopirali smo uzorke B. cinerea.
Pomocu programa LC Micro Olympus mijerili smo promjer konidija. Za svaki uzorak

napravili smo 100 mjerenja. Prosjecene vrijednosti prikazala sam tabli¢no (tablica br.2).
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4. REZULTATI

4.1. Test osjetljivosti B. cinerea na boskalid

Inhibicija porasta micelija nakon 96 h (slika 6.) u suspenziji sa boksalidom u razli¢itim

koncentracijama boksalida prikazana je tabli¢no (tablica 1.) i graficki (graf 1.).

Tablica 1. Inhibicija porasta micelija sive plijesni pri razli¢itim koncentracijama boskalida

Oznaka Lokacija % inhibicija % % % %

rasta pri 0,1 | inhibicija | inhibicija | inhibicija | inhibicija
pg/ml rastapri | rastapril | rastapri3 | rastapri5

0,5 pg/ml ng/ml pg/ml png/ml

IR1 Ilok Rados 1 0,00 4,07 12,59 28,89 48,15

IR2 Ilok Rados 2 12,22 33,33 48,15 64,07 65,66

E Erdut 0,00 4,07 12,59 28,89 48,15

L Lovas 0,00 14,44 35,19 55,56 58,52

\Y Vukovar 0,74 4,81 12,22 30,74 48,15

S éarengrad 0,00 0,00 10,74 32,96 41,48

19




70
60
50
4

o

3

o

2

o

1

o

IR1

Grafikon 1. Inhibicija porasta micelija pri razli¢itim koncentracijama boskalida

Inhibicija porasta micelija

Olll‘lll‘ll |
IR2 E L Y, S

B % inhibicija rasta pri 0,1 pg/ml
B % inhibicija rasta pri 0,5 pg/ml
% inhibicija rasta pri 1 pg/ml
% inhibicija rasta pri 3 pg/ml

B % inhibicija rasta pri 5 pg/ml

Promatranjem porasta micelija utvrdene su znacajne razlike, kako izmedu razlicitih izolata,

tako 1 u razli¢itim koncentracijama fungicida.

Boskalid pokazuje jace antifugalno djelovanje pri vecoj koncentraciji od 5 pg/ml.

Budu¢i da je inhibitorni u¢inak manji od 90% za vecinu izolata, moZzemo zakljuciti da

boskalid nije dovoljan za suzbijanje i kontrolu B.cinerea.

4.2. Morfoloske varijabilnosti konidija B. cinerea

Tablica 2. Mjerenje prosjecne vrijednosti konidija

Oznaka Lokacija Prosjecna vrijednost
IR1 Ilok Rados 1 37,4452
IR2 Ilok Rados 2 37,2698
E Erdut 36,9296
L Lovas 37,1639
\Y Vukovar 38,6726
S garengrad 41,4901

*Vrijednosti su izraZzene u pm
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Slika 9. Mikroskopiranje konidija
(Foto: Andela Milati¢)

Prosje¢ne dimenzije konidija izolata B. cinerea iznosile su od 37,1639-41,4901 um.

Tablica 3. Bonferroni's Multiple Comparison Test

Bonferroni's Multiple
Comparison Test (post
hock)

llok Rado$ vs llok
llok Rados vs llok
Sarengrad

llok Rado$ vs Lovas 1

llok Rado$ vs Lovas 2
llok Rado$ vs Vukovar
1

llok Rado$ vs Erdut 1
llok Rado$ vs Erdut 2
llok Rado$ vs Erdut 3
llok vs llok Sarengrad
llok vs Lovas 1
llok vs Lovas 2
llok vs Vukovar 1

Mean Diff,

-0,1754

-4,22
0,1059
0,2406

-1,403
0,3402
-2,254
-1,734
-4,045
0,2813
0,416

-1,227

t
0,2884

6,94
0,1742
0,3957

2,307
0,5595
3,706
2,852
6,652
0,4626
0,6841
2,018

Significant?
P <0,05?

No

Yes
No
No

No
No
Yes
No
Yes
No
No
No

Summary

ns

*k*k

ns
ns

ns
ns

*%

ns
Kkk
ns
ns
ns

95% CI of diff
-2,126 to 1,775

-6,171 to -2,270
-1,844 to 2,056
-1,710 to 2,191

-3,353 t0 0,5474
-1,610 to 2,290
-4,204 to -0,3034
-3,684 t0 0,2162
-5,995 to -2,095
-1,669 to 2,232
-1,534 to 2,366
-3,178 t0 0,7228
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llok vs Erdut 1 0,5156 0,8479 No ns -1,435to 2,466

llok vs Erdut 2 -2,078 3,418 Yes * -4,028 to -0,1280
llok vs Erdut 3 -1,559 2,563 No ns -3,509 to 0,3916
llok Sarengrad vs
Lovas1 4,326 7,114 Yes *xk 2,376 t0 6,276
llok Sarengrad vs
Lovas 2 4,461 7,336 Yes *xk 2,511 t0 6,411
llok Sarengrad vs
Vukovar 1 2,818 4,633 Yes rxk 0,8673 to 4,768
llok Sarengrad vs
_Erdut 1 4561 7,5 Yes *xk 2,610t0 6,511
llok Sarengrad vs
_Erdut 2 1,967 3,234 Yes * 0,01649 to 3,917
llok Sarengrad vs
Erdut 3 2,486 4,089 Yes *x 0,5361 to 4,437
Lovas 1 vs Lovas 2 0,1347 0,2215 No ns -1,816 to 2,085
Lovas 1 vs Vukovar 1 -1,509 2,481 No ns -3,459 to 0,4415
Lovas 1 vs Erdut 1 0,2343 0,3853 No ns -1,716 to 2,185
Lovas 1vs Erdut 2 -2,36 3,88 Yes *k -4,310 to -0,4093
Lovas 1 vs Erdut 3 -1,84 3,026 No ns -3,790 t0 0,1103
Lovas 2 vs Vukovar 1 -1,643 2,703 No ns -3,594 to 0,3068
Lovas 2 vs Erdut 1 0,0996 0,1638 No ns -1,851 to 2,050
Lovas 2 vs Erdut 2 -2,494 4,102 Yes *k -4,444 to -0,5440
Lovas 2 vs Erdut 3 -1,975 3,247 Yes * -3,925 to -0,02438
Vukovar 1 vs Erdut 1 1,743 2,866 No ns -0,2072 to 3,693
Vukovar 1 vs Erdut 2 -0,8508 1,399 No ns -2,801 to 1,099
Vukovar 1 vs Erdut 3 -0,3312 0,5446 No ns -2,281t0 1,619
Erdut 1 vs Erdut 2 -2,594 4,265 Yes Fkk -4,544 to -0,6436
Erdut 1 vs Erdut 3 -2,074 3,411 Yes * -4,024 to -0,1240
Erdut 2 vs Erdut 3 0,5196 0,8545 No ns -1,431t0 2,470

*=p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p <0.0001

100% inhibicije predstavlja osjetljivost dok 0% inhibicije predstavlja mogucu otpornost.

Pomoc¢u vrijednosti dobivenih mikroskopiranjem, napravili smo Bonferroni's Multiple
Comparison Test (tablica br.3). Prema rezultatima smo utvrdili statisticki znacajne razlike
odredenih uzoraka. Usporedujuc¢i uzorke medusobno, uvidjeli smo statisticki znacajna
odstupanja izmedu uzoraka Sarengrad, Tlok, Lovas u odnosu na Erdut. Takoder su zna¢ajna

odstupanja kod uzoraka sa istih lokacija odnosno u Erdutskim vinogradima.
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5. RASPRAVA
Razli¢itim istrazivanjima utvrdena je osjetljivost izolata na fungicide i njihova efikasnost.
Mirkovi¢ (2018.) u doktorskoj dizertaciji utvrdila je umjerenu rezistentnost na boksalid

prou¢avanjem oboljelih izdanaka maline sa simptomima D. applanata.

U svrhu ispitivanja osjetljivosti na boskalid, Tomas (2011) i Thomas et al. (2010.), pronasli
su 82 vrlo visoko rezistentna izolata i sedam visoko rezistentnih izolata D. bryoniae,
upotrebom  diskriminatorne koncentracije od 3 mg/L. Takoder, primjenom iste
diskriminatorne koncentracije, Stevenson et al. (2012.) utvrdili su prisutnost 11 rezistentnih
izolata D. bryoniae na boskalid porijeklom sa Floride (EC50>9,68 mg/L).

Osjetljivost na boskalide dokazali su i Veloukas i sur. (2011.) u istrazivanju B. cinerea na
izolatima jagode u Grckoj. Sve izolate koje su koristili u studiji prikupljeni su i testirani
2008., od kojih je 35% bilo umjereno otporno na boskalid. Frekvencije otpora povecavao se
tijekom sljede¢e godine. Mjerenja osjetljivosti populacije iz 2009. otkrila su da je 47,5%
izolata bilo umjereno otporno na boskalid, dok je 1 izolat pokazivao visoku razinu
otpornosti. U populaciji iz 2010. godine 50% izolata se pokazalo umjereno otporno a 7,5%

vrlo otporno (Veloukas i sur., 2011.).

Uzroc¢nik sive plijesni, gljiva Botrytis cinerea, poznata je po brzom razvoju rezistentnosti na
fungicide koji su nazvani botriticidi. Problem rezistentnosti B. cinerea posebno je uocljiv u
zaStiti vinograda jer je siva plijesan jedna od ekonomski znacajnih bolesti vinove loze
(Kukec, 2013.).

Monitoring rezistentnosti, zajedno sa monitoringom efikasnosti fungicida, predstavlja
okosnicu dobre antirezistentne strategije. Medutim, postavlja se pitanje kako prepoznati
razvoj rezistentnosti, odnosno da li postoji na¢in da se prati efikasnost pesticida prije nego
Sto rezistentnost postane problem (Brent, 1988).

Izostanak ucinkovitosti pesticida zbog promjene osjetljivosti populacije Stetnog organizama
i razvoja prakti¢ne rezistentosti, kao i neophodna uzastopna primjena drugih sredstava da bi
se zaStitio usjev, predstavlja gubitak kako za poljoprivrednog proizvodaca, tako i za
kemijsku kompaniju. Uz to, dovodi do zagadenja zivotne sredine, $to bi se pravovremenom
reakcijom moglo izbjeéi. (Tanovi¢ i sur, 2011.)

Kada se za nacijepljivanje izolata uzimaju pojedinacne konidije, dobijene kolonije se ¢esto

medusobno razlikuju, §to naravno ovisi o uvjetima uzgoja (Grindle, 1979).
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Zbog malobrojnih genetickih proucavanja, visoka somatska varijabilnost najéeSée se
pripisuje visejezgrenoj i heterokarionskoj prirodi micelija i konidija kao i pojavi aneuploidije
(Hansen i Smith, 1932; Biittner i sur., 1994). Prema novijim saznanjima, jedan od izvora
variranja mogla bi biti i aktivnost transpozona koji su ¢esto prisutni u genomu B. cinerea
(McDonald, 1993; Levis i sur., 1997; Giraud i sur., 1997, 1999; Martinez i sur., 2003; Ma i
Michailides, 2005.).

Lorenz (1983.) nakon dobivenog niza morfoloski razli¢itih izolata uzastopnim
nacijepljivanjem monoaskospornog izolata, zakljuuje da bi jedino aneuploidija
bila zadovoljavaju¢e objasnjenje s obzirom da su monoaskosporni izolati uvijek
homokarionski. Lorbeer (1980) navodi da postoje dva osnovna izvora varijabilnosti vrste
B. cinerea anastomoza kojom nastaju heterokarionske stanice (bespolna varijabilnost) i
rekombinacija gena tijekom mejoze (spolna varijabilnost).

Spolna rekombinacija moze biti potencijalno znacajan faktor u odredivanju dinamike
populacije, jer rezultira stvaranjem novih genotipova i na taj nacin doprinosi genetskoj

raznolikosti i evolucijskom potencijalu (Milgroom, 1996.; McDonald i Linde, 2000.).

U istrazivanju provedenog u razliitim krajevima Indije, izolati B.cinerea pokazali su
genetsku raznolikost unutar subpopulacija. Na temelju genetskih sli¢nosti izolati B. cinerea
pokazali su stupanj grupiranja na temelju lokacije i skupina patogenih tvari. Sli¢ne rezultate
dokumentirali su Pande i sur. (2010). KoriStenjem visefaznih pristupa uocena je izrazena
raznolikost u uzorkovanim izolatima iz Indije i Nepala. Kad su izolati karakteristi¢ni po
osjetljivosti na razliCite fungicide, izolati s razliCitih geografskih poloZaja pokazali su
razli¢itu osjetljivost (Leroux 2004).

Do danas nisu razvijeni fungicidi na temelju lokacije. Takve studije mogu pridonijeti razvoju

ili osmisliti prikladnu mjeru kontrole.
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5. ZAKLJUCAK

Analizom uzoraka s prostora Srijema i Erduta ispitana je osjetljivost izolata gljive B.cinerea
na fungicid boskalid. Autori smatraju da je B. cinerea jedna visoko varijabilna vrsta, stoga
je ne mozemo svrstavati prema lokalitetu i domacinu. Ovaj Stetnik je poznat po brzom
razvoju rezistentnosti na fungicide §to dovodi u problem danasnje vinogradarstvo jer je siva
plijesan jedan od ekonomski znac¢ajnih bolesti vinove loze.

Rezultati su pokazali da testirano sredstvo nije dovoljno u¢inkovito za kontrolu bolesti sive
plijesni jer je inhibitorni u¢inak manji od 90%. Boskalid pokazuje jafe antifugalno
djelovanje pri vecoj koncentraciji §to moze dovesti do intenzivne uporabe te do zagadenja
tla kako i gubitka za poljoprivrednog proizvodaca. Mikroskopskim promatranjem dosli smo
do saznanja da postoje morfoloske raznolikosti unutar vrste s obzirom na lokalitet. Prosje¢ne
dimenzije konidija izolata B. cinerea iznosile su od 37,1639-41,4901 pm.

S obzirom da na nacionalnoj razini ne postoji sustavno pracenje rezistentnosti biljnih
patogena velika je vjerojatnost da ostaje velik broj nezabiljeZzenih sluCajeva smanjene
osjetljivosti Stetnika na fungicide. Stoga je od velike vaZnosti temeljito istraziti nacin 1

koli¢inu primjene fungicida. Kako bi se rezistentnost svela na minimum trebamo teziti
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7. SAZETAK

Vinova loza kao gospodarski vazna kultura, danas je izlozena mnogim ¢imbenicima koji
utjeCu na njezinu produktivnost. Podlozna je bolestima koje narusavaju kvalitetu uroda te
smanjuju prinos, jedna od njih je Botrytis cinerea uzro¢nik sive plijesani. Gljiva parazitira
skoro sve dijelove biljke naroCito u uvjetima povecane vlage. Danas postoji velika
zabrinutost zbog prekomjernog kemijskog suzbijanja jer je Botrytis cinerea poznata po
brzom razvoju rezistentnosti. Posljedica pojave rezistentnosti dovodi do pada u¢inkovitosti
sredstava za zastitu bilja, Sto moze dugoro¢no otezati zastitu od biljnih bolesti na nekom
podrucju zbog nepostojanja ucinkovitog sredstva.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u¢inak Boskalida na izolate B.cinerea sa podrucja
Erduta i Srijema. Boskalid je relativno novi fungicid koji inhibira klijanje spora.
Promatranjem porasta micelija utvrdene su znacajne razlike, kako izmedu razlicitih izolata,
tako 1 u razli¢itim koncentracijama fungicida. Rezultati su pokazali jae antifugalno
djelovanje pri vecoj koncentraciji Sto moze dovesti do dodatnog zagadenja okoliSa. Stoga su
nova saznanja kljuna za uspostavu nove odrzive strategije zaStite vinograda koje

omogucuju ucinkovitiju kontrolu i smanjenu uporabu fungicida.

Kljuéne rije¢i: vinova loza, Botrytis cinerea, rezistentnost
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8. SUMMARY

Grapevine as an economically important crop today has revealed many factors that affect its
productivity. It is susceptible to diseases that impair the quality of the crop and reduce yields,
one of which is Botrytis cinerea causative agent of gray mold. The fungus parasites almost
all parts of the plant especially in increasing humidity. Today, there is great concern about
excessive chemical suppression because Botrytis cinerea is known for its rapid development
of resistance. The last occurrence of resistance leads to a decline in plant protection products,
which can make it difficult in the long run to protect against plant diseases in an area due to
the lack of safeguards.

The aim of this study was to determine the effect of Boskalid on the isolation of B. cinerea
from the Erdut and Srijem areas. Boskalide is a relatively new fungicide that inhibits spore
germination. By observing mycelial growth, significant differences were found, both
between different isolates and at different concentrations of fungicides. The results showed
stronger antifugal activity at higher concentration which can lead to additional
environmental pollution. Therefore, new insights are key to preserving a new sustainable

vineyard conservation strategy that provides useful control and reduced use of fungicides.

Key words: grapevine, Botrytis cinerea, resistance
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