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OSJETLJIVOST I1ZOLATA Botrytis cinerea Pers. ex. Fr.
NA FENHEKSAMID I BOSKALID

SENSITIVITY OF Botrytis cinerea Pers. ex. Fr. ISOLATES
TO FENHEXAMID AND BOSCALID

D. Ivi¢, K. Simunac, Adrijana Novak

SAZETAK

Osjetljivost fitopatogene gljive Botrytis cinerea na fungicide fenheksamid
i boskalid istrazena je u 2018., 2019. i 2021. godini. Ukupno 46 izolata
B. cinerea s vinove loze, jagode, borovnice, salate, tikvica, raj¢ice, graha i
razli¢itog ukrasnog bilja sakupljeno je Sirom Hrvatske. Za testiranje osjetljivosti
na obje aktivne tvari odabrane su diskriminatorne koncentracije od 1 mg/l
i 50 mg/l na agar podlogama. Niti jedan izolat B. cinerea nije pokazao
rezistentnost na fenheksamid. IzduZivanje kli¢nih cijevi svih izolata bilo je
ispod 40 % od kontrole na 1 mg/l fenheksamida. Izduzivanje kli¢nih cijevi svih
izolata bilo je zaustavljeno na 50 mg/l fenheksamida. Ukupno 35 izolata
B. cinerea (77 %) pokazalo se osjetljivima i na boskalid. Sedam izolata s vinove
loze i jagode pokazalo je smanjenu osjetljivost, s izduzivanjem kli¢nih cijevi
do 86 % od kontrole na 1 mg/l te do 33 % od kontrole na 50 mg/1 boskalida.
Cetiri izolata, sakupljena s jagode, tikvica, salate i rajéice pokazalo se
rezistentnima na boskalid. Konidije rezistentnih izolata klijale su do 49 % od
kontrole i stvarale kolonije na 50 mg/l boskalida. Rezultati pokazuju nuznost
primjene strategije sprjecavanja rezistentnosti u suzbijanju B. cinerea.

Kljuéne rijeci: siva plijesan, rezistentnost, fungicidi

ABSTRACT

In 2018, 2019 and 2021, screening on sensitivity of plant pathogenic fungus
Botrytis cinerea to botryticides fenhexamid and boscalid was performed. Forty-
six B. cinerea isolates from grapevine, strawberry, blueberry, lettuce, zucchini,
tomato, bean and various ornamental plants have been randomly collected
across Croatia. Discriminatory concentrations of 1 mg/l and 50 mg/l in agar
assays have been selected for sensitivity testing, both for fenhexamid and
boscalid. Neither one B. cinerea isolate showed resistance to fenhexamid.
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Conidial germ tube elongation of all isolates was less than 40% of control at 1
mg/l fenhexamid, and neither one isolate was capable of non-stalled germ tube
elongation at 50 mg/l fenhexamid. Thirty-five (77%) B. cinerea isolates showed
to be sensitive to boscalid. Seven isolates from strawberry and grapevine
showed decreased sensitivity, with germ tube elongation up to 81% of control at
1 mg/l and up to 33% of control at 50 mg/l boscalid. Four isolates, collected
from strawberry, zucchini, lettuce and tomato were determined as resistant to
boscalid, with conidia capable of germination, germ tube elongation and colony
forming at 50 mg/l boscalid. Conidia of resistant isolates germinated up to 49%
of control and formed colonies at 50 mg/l boscalid. The results are pointing out
the need for permanent resistance management in B. cinerea control.

Key words: grey mould, resistance, fungicides

UvoD

Rezistentnost patogena na fungicide ograniCavajuéi je <¢imbenik u
kemijskom suzbijanju biljnih bolesti. Neke fitopatogene gljive i pseudogljive
sklone su razvoju rezistentnosti vise od drugih te se u kontekstu rezistentnosti
katkada oznaCavaju kao vrste ,,visokog rizika“. Jedna od takvih je gljiva
Botrytis cinerea Pers. ex. Fr., polifagni biljni parazit poznat kao uzroénik
sive plijesni na velikom broju kultiviranih biljaka. Botrytis cinerea odlikuje
se izuzetnom prilagodljivosti, brzom reprodukcijom i fenotipskom plasti¢nosti
(Topolovec-Pintari¢, 2011.). Zabiljezeni su brojni slucajevi razvoja
rezistentnosti B. cinerea na ve¢i broj aktivnih tvari fungicida (Toplovec-
Pintari¢, 2011; Hahn, 2014; Leroux, 2007.).

Kemijski fungicidi koji se koriste za suzbijanje B. cinerea sadrze
aktivne tvari razliCitih mehanizama djelovanja iz razli¢itih skupina. Medu
najpoznatijima su fenheksamid i boskalid. Fenheksamid je fungicid iz
skupine hidroksianilida koji inhibira izduzivanje klicne cijevi i rast micelija
(Rosslenbroich i sur., 1998.). Inhibira 3-keto reduktazu u procesu biositneze
ergosterola (Debieu i sur., 2001.). Boskalid je fungicid iz skupine inhibitora
sukcinat dehidrogenaze u mitohondrijskom kompleksu II (Stammler i sur.,
2008.). Blokira stani¢no disanje i djeluje na gotovo sve razvojne stadije
u osjetljivih gljiva (Stammler i sur., 2008.). Prema FRAC-u (Fungicide
Resistance Action Committee), fenheksamid se smatra fungicidom niskog do
srednjeg rizika, a boskalid fungicidom srednjeg rizika od razvoja rezistentnosti
(FRAC, 2022.).
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Glavna mjera u suzbijanju B. cinerea joS uvijek je kemijska zastita. U
Hrvatskoj je u proteklih tridesetak godina utvrdena visoka i relativno raSirena
rezistentnost B. cinerea na vinklozolin, iprodion, benomil, diklofluanid i
tolilfulanid (Cvjetkovi¢ i sur., 1997.; Toplovec-Pintari¢, 1995.; Milicevic,
2005.). Smanjena ucinkovitost pripravaka na osnovi spomenutih aktivnih tvari u
suzbijanju sive plijesni potvrdena je u poljskim pokusima (Milicevi¢ i sur.,
2006.; Milicevi¢, 2005., Topolovec-Pintari¢ i Cvjetkovi¢, 2001.), §to pokazuje
prakti¢ne posljedice razvoja rezistentnosti. Kako bi suzbijanje B. cinerea bilo
uspjesno, uputno je pratiti promjene u osjetljivosti populacija tog patogena na
razli¢ite aktivne tvari te sukladno tome prilagodavati izbor fungicida.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi osjetljivost izolata B. cinerea s vinove loze,
jagode, borovnice, salate, tikvice, rajéice, graha te razliitog ukrasnog bilja
ukrasnog bilja na aktivne tvari fenheksamid i boskalid.”

MATERIJALI Il METODE

Izolati B. cinerea sakupljeni su tijekom vizualnih pregleda u 2018., 2019. i
2021. godini. Pregledi su provedeni na 24 lokacije u Varazdinskoj, Bjelovarsko-
bilogorskoj,  Viroviti¢ko-podravskoj, Sisa¢ko-moslavackoj, Koprivni¢ko-
krizevackoj, Istarskoj, Zadarskoj, Splitsko-dalmatinskoj i Dubrovacko-
neretvanskoj Zupaniji te u Gradu Zagrebu. Ukupno je sakupljeno 46 uzoraka
razli¢itih biljnih vrsta sa simptomima sive plijesni. Sakupljeni su uzorci vinove
loze, jagode, borovnice, salate, tikvice, rajéice, graha te razli¢itog ukrasnog bilja
(pelargonija, hortenzija, dvozub, smilje, jaglac, dalija, fuksija, begonija). Sa
svakog biljnog uzorka izoliran je pojedinacni monosporni izolat B. cinerea.
Konidije s biljnog materijala lagano su istresene na podloge s vodenim agarom
(VA) koje su inkubirane 12 — 18 sati na 22 °C, nakon ¢ega su pod binokularnom
lupom izrezane pojedinacne proklijale konidije i premjeStene na krumpir —
dekstrozni agar (KDA). Kolonije razvijene iz pojedinacnih proklijalih konidija
su oznacene i smatrane izolatom.

Za ispitivanje osjetljivosti koristili su se fenheksamid i boskalid analiticke
Cistoce (Pestanal®, Merck KGaA, Njemacka). Obje tvari otopljene su u vodi.
Fenheksamid je dodan u 1 %-tni agar s ekstraktom slada (malt extract agar,
MEA) u koncentracijama od 1 mg/l i 50 mg/l. Boskalid je dodan u 0,5 %-tni
agar s ekstraktom kvasca (yeast extract agar, YEA), takoder u koncentracijama
od 1 mg/l 1 50 mg/l. Od svakog izolata B. cinerea pripremljeno je 500 ul
suspenzije konidija na nacin da je skupljen sporuliraju¢i dio kolonije na KDA
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te je isti suspendiran u sterilnoj vodi. Dvadeset do 25 kapljica suspenzija
nanijelo se na YEA 1 MEA podloge s boskalidom i fenheksamidom te na iste
podloge bez dodatka fungicida. Podloge su inkubirane 12 — 16 sati na 20 °C.
Nakon inkubacije, pod svjetlosnim mikroskopom mjerila se duljina kli¢nih
cijevi proklijalih konidija. Osjetljivost izolata B. cinerea na fenheksamid i
boskalid kategorizirala se prema kriterijima koje opisuju Weber i Hahn (2011.).
Osim klijanja 1 izduZzivanja klicnih cijevi, kod izolata koji su pokazali
izduzivanje kli¢nih cijevi preko 30 % od kontrole na 50 mg/l boskalida
provjerena je mogucénost stvaranja kolonija nakon tri do pet dana nastavka
inkubacije. Osjetljivost na fenheksamid kategorizirala se na ,o0sjetljivost
i ,rezistentnost, a osjetljivost na boskalid na ,osjetljivost”, ,,smanjenu
osjetljivost™ i ,,rezistentnost™ (Weber i Hahn, 2011.).

REZULTATI

Osjetljivost sakupljenih izolata B. cinerea na fenheksamid i boskalid
prikazana je u Tablici 1. Tijekom sve tri godine istrazivanja nije utvrden
niti jedan izolat B. cinerea koji bi bio rezistentan na fenheksamid. Kod
veéine izolata izduzivanje kli¢ne cijevi bilo je ispod 30 % od kontrole na
1 mg/l fenheksamida. Kod niti jednog izolata izduzivanje klicne cijevi nije
bilo vise od 10 % od kontrole na 50 mg/1 fenheksamida.

Od ukupno 46 izolata sakupljenih sa svih domacina u svim godinama
istrazivanja, njih 35 (77 %) pokazalo se osjetljivima i na boskalid. Smanjena
osjetljivost na boskalid utvrdena je kod sedam izolata (14 %). Cetiri izolata
potjecala su s vinove loze, a tri s jagode. U tih izolata utvrdeno je klijanje i
izduzivanje kli¢nih cijevi do 86 % od kontrole na 1 mg/I te izmedu 20 1 27 % od
kontrole na 50 mg/l boskalida. Rezistentnost na boskalid utvrdena je kod Cetiri
izolata (9 %), skupljenih s jagode, tikvice, salate i rajcice. Dva izolata potjecala
su iz istog proizvodnog prostora u Rovi$¢u, plastenika gdje se uzgaja povrce.
Rezistentni izolat s jagode potjecao je iz okolice Vrgorca, a rezistentni izolat s
tikvice skupljen je u plasteniku u Opuzenu. Kod izolata B. cinerea rezistentnih
na boskalid utvrdeno je klijanje i izduzivanje konidija u rasponu od 38 do 49 %
od kontrole na 50 mg/l tog fungicida. Nakon tri do pet dana na podlogama s
50 mg/1 boskalida stvorile su se kolonije B. cinerea.
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RASPRAVA

U istrazivanju je koriStena brza metoda provjere osjetljivosti B. cinerea na
fenheksamid i boskalid koju su razvili Weber i Hahn (2011.). U slucaju
osjetljivosti na fenheksamid, autori navode kako je visoka i stabilna
rezistentnost B. cinerea na fenheksamid utvrdena jedino u izolatima s
mutacijama u ERG27 genu za 3-keto reduktazu (Weber i Hahn, 2011,
Leroux, 2007.). Takvi rezistentni mutanti oznacavaju se kao ,Hyd R3“
fenotipovi. Weber (2010.) je utvrdio da je klijanje i izduZivanje kli¢ne
cijevi Hyd R3 mutanata B. cinerea neometano na 1 mg/l i 50 mg/l
fenheksamida. U istrazivanju Webbera i Hahna (2011.), izduzivanje klicne
cijevi izolata osjetljivih na fenheksamid pri 1 mg/l tog fungicida kretalo se
izmedu 15 i 30 % od kontrole, a kli¢ne cijevi bile su morfoloski abnormalne.
Kli¢ne cijevi Hyd R3 izolata pri istoj koncentraciji redovito su se izduzivale oko
100 % od kontrole, a pri 50 mg/l izmedu 80 i 100 % od kontrole. Na temelju
toga, Weber i Hahn (2011.) predlazu diskriminatore koncentracije od 1 mg/l i
50 mg/l u monitoringu rezistentnosti B. cinerea na fenheksamid.

Fenheksamid se zbog svog mehanizma djelovanja smatra aktivnom tvari
kod koje je rizik od razvoja rezistentnosti umjeren do nizak (FRAC, 2022). Bez
obzira na to, slucajevi rezistentnosti B. cinerea na fenheksamid zabiljezeni su
razli¢itim podrucjima svijeta. U Kini je utvrdeno da je 10 % od testiranih izolata
B. cinerea s rajCice, patlidzana, paprike i krastavaca rezistentno na fenheksamid
(Zhang 1 sur., 2007.). U sjevernoj Njemackoj zabiljezen je relativno visok
postotak izolata B. cinerea s maline (Weber, 2010.), a u SAD-u s jagode
(Grabke i sur., 2013.), rezistentnih na fenheksamid. Porast rezistentnosti na
fenheksamid kroz cetiri godine koriStenja utvrden je u vinogradima u
srediSnjem SAD-u (Alzohairy i sur., 2021.). Izolati B. cinerea rezistentni na
fenheksamid utvrdeni su i u Hrvatskoj, na vinovoj lozi (Topolovec-
Pintari¢, 2009.). Udio rezistentnih izolata bio je vrlo nizak i bez prakti¢nih
posljedica na ucinkovitost fenheksamida u suzbijanju sive plijesni. Bez
obzira na to, Topolovec-Pintari¢ (2011.) navodi kako je rezistentni fenotip
Hyd R3 B. cinerea u prirodi rijedak te je zbog toga rizik od pojave prakti¢ne
rezistentnosti nizak. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da nakon 15-ak godina
koristenja fenheksamida u Hrvatskoj jo$ nije doSlo do selekcije rezistentnih
populacija B. cinerea. Sli¢na situacija zabiljezena je i u nekim drugim
podrucjima svijeta gdje se fenheksamid koristi vise od desetlje¢a. Primjerice, u
istrazivanju u Novom Zelandu, niti jedan od 670 izolata B. cinerea sakupljenih
s vinove loze nije bio rezistentan na fenheksamid (Beresford i sur., 2017.).
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Rezistentnost B. cinerea na boskalid takoder je zabiljeZena u razli¢itim
podru¢jima svijeta (Fernandez-Ortufio i sur., 2017.; Hu i sur.,, 2016.;
Malandrakis i sur., 2022.; Hahn, 2014.; Kim i Xiao, 2010.). Na molekularnoj
razini, utvrdeno je da je smanjena osjetljivost ili rezistentnost B. cinerea na
boskalid posljedica mutacija u genima za sukcinat dehidrogenazu (SDH) i
promjena slijeda aminokiselina u enzimu sukcinat dehidrogenazi (Veloukas i
sur., 2011.; Cui i sur., 2021.; Malandrakis i sur., 2022.). Sli¢no kao i u slucaju
fenheksamida, Weber i Hahn (2011.) predlazu koriStenje diskriminatornih
koncentracija od 1 mg/l i 50 mg/l za razdvajanje osjetljivih, slabije osjetljivih i
rezistentnih izolata B. cinerea na boskalid. Ta metodologija koristila se u ovom
istrazivanju.

Opéenito, boskalid se smatra aktivnom tvari kod koje je rizik od razvoja
rezistentnosti srednji (FRAC, 2022.) te samim time fungicidom viSeg rizika u
usporedbi s fenheksamidom. Ovo istrazivanje moze se smatrati potvrdom takve
kategorizacije, jer je 11 od 46 izolata B. cinerea pokazalo smanjenu osjetljivost
ili rezistentnost na boskalid. Uz iznimku dva izolata s raj¢ice i salate, smanjena
osjetljivost i rezistentnost nadena je u izolata koji su potjecali s jagode i vinove
loze. To su dvije kulture na kojima se u praksi provodi relativno najveci broj
tretmana fungicidima protiv sive plijesni. Samim time, povecava se potencijal
razvoja rezistentnosti. Uz to, na trziStu je u posljednjih nekoliko godina sve ve¢i
broj fungicida iz skupine inhibitora sukcinat dehidrogenaze, poput fluopirama,
benzovindinflupira, izopirazama ili fluksapiroksada. Porast pojave rezistentnosti
B. cinerea na inhibitore sukcinat dehidrogenaze (Hu i sur., 2106.; Fernandez-
Ortufio i sur., 2017.; Malandrakis i sur., 2022.; Liu i sur., 2022.) Sirom svijeta i
rezultati ovog istrazivanja ukazuju na potrebu za primjenom strategije
sprjeCavanja rezistentnosti na spomenutu skupinu fungicida. O sprjecavanju
rezistentnosti posebno bi trebalo voditi racuna u zastiti kultura poput jagode i
vinove loze, u kojima se siva plijesan naj¢es$¢e suzbija ve¢im brojem tretmana
tijekom vegetacije.
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Tablica

Table 1

1. Izolati Botrytis cinerea sakupljeni u istraZivanju, kategorije osjetljivosti na
fenheksamid i boskalid i izduZivanje kli¢nih cijevi izolata u usporedbi s kontrolom
na 1 mg/li 50 mg/l fenheksamida i boskalida.

Botrytis cinerea isolates collected, surveyed locations, fenhexamid and boscalid
sensitivity categorization, and germ tube elongation percent to control on 1 mg/l
and 50 mg/l fenhexamid and boscalid.

Fenheksamid Boskalid
Fenhexamid Boscalid

Izduzivanje Izduzivanje

. 5 kli¢ne cijevi kli¢ne cijevi

Izolat Domacin Lokacija Kategorija | (% kontrole) | Kategorija | (% kontrole)
Isolate Host Location | osjetljivosti | Germ tube | osjetljivosti | Germ tube
Sensiti\;ity elongation Sensiti\;ity elongation

class (% control) class (% control)

1 mg/1{50 mg/l 1 mg/1{50 mg/l
BC 1/18 Begonia sp. Metkovi¢ | osjetljiv (s) 10 0 osjetljiv (s) 13 0
BC3/18 | Pelargonium sp. Vidovec osjetljiv (s) 34 6 osjetljiv (s) 15 0
BC 4/18 Hydrangea sp. Vidovec osjetljiv (s) 27 10 osjetljiv (s) 15 0
BC 5/18 Bidens sp. Vidovec osjetljiv (s) 6 0 osjetljiv (s) 15 2
BC 6/18 | Helichrysum sp. Vidovec osjetljiv (s) 23 7 osjetljiv (s) 0
BC 7/18 Primula sp. Vidovec osjetljiv (s) 20 4 osjetljiv (s) 0
. Kasel o Lo

BC9/18 Begonia sp. Suéurac osjetljiv (s) 28 5 osjetljiv (s) 16 7
11305:1 3 Primula sp. Ludbreg osjetljiv (s) 26 7 osjetljiv (s) 10 2
1135 18 Gazania sp. Ludbreg osjetljiv (s) 11 7 osjetljiv (s) 5 2
]132(; 18 Pelargonium sp. Ludbreg osjetljiv (s) 22 6 osjetljiv (s) 5 2
]133(;18 Dahlia sp. Ludbreg osjetljiv (s) 10 5 osjetljiv (s) 9 3
]135(; 18 Primula sp. Varazdin osjetljiv (s) 11 0 osjetljiv (s) 7 0
]136(;1 3 Pelargonium sp. Varazdin osjetljiv (s) 21 5 osjetljiv (s) 18 6
11375:1 3 Pelargonium sp. Varazdin osjetljiv (s) 21 4 osjetljiv (s) 9 0
11385:1 3 Impatiens sp. Ludbreg osjetljiv (s) 8 0 osjetljiv (s) 8 0
12305: 18 Fuchsia sp. Martijanec | osjetljiv (s) 36 8 osjetljiv (s) 6 0
12335 18 Helichrysum sp. Ludbreg osjetljiv (s) 21 5 osjetljiv (s) 0 0
2B451 3 grah Metkovi¢ osjetljiv (s) 7 0 osjetljiv (s) 20 7
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2B5(;18 rajcica Trogir osjetljiv (s) 15 0 osjetljiv (s) 8 0
BC Kupinecki
jagoda Kraljevec | osjetljiv (s) 16 0 osjetljiv (s) 14 0
26/18
(Zagreb)
BC o Biograd na e -
2718 rajcica Moru osjetljiv (s) 13 0 osjetljiv (s) 13 0
Sedlarica e .
BC 1/19 salata (Pitomaca) osjetljiv (s) 6 3 osjetljiv (s) 11 0
BC2/19 jagoda Opuzen osjetljiv (s) 5 4 osjetljiv (s) 34 8
slabije
BC 3/19 jagoda Opuzen osjetljiv (s) 5 3 osjetljiv 70 22
(s)
slabije
BC 4/19 jagoda Metkovi¢ | osjetljiv (s) 8 6 osjetljiv 81 23
(s)
BC5/19 borovnica Topusko osjetljiv (s) 26 4 osjetljiv (s) 13
BC 6/19 jagoda Opuzen osjetljiv (s) 6 5 osjetljiv (s) 13
BC 7/19 jagoda Opuzen osjetljiv (s) 10 3 osjetljiv (s) 13 2
BC 8/19 jagoda Opuzen osjetljiv (s) 0 osjetljiv (s) 33 13
BC9/19 jagoda Opuzen osjetljiv (s) 1 osjetljiv (s) 29 7
BC o e rezistentan
10/19 tikvica Opuzen osjetljiv (s) 7 3 ) 71 38
BC o e rezistentan
11/19 salata Rovisée osjetljiv (s) 7 4 ) 83 46
BC e o e rezistentan
12/19 rajcica Rovisée osjetljiv (s) 6 0 ) 83 49
BC . o rezistentan
13/19 jagoda Vrgorac osjetljiv (s) 10 4 ) 72 46
BC slabije
jagoda Vrgorac osjetljiv (s) 7 0 osjetljiv 59 25
16/19 (Is)
BC Kupinecki
jagoda Kraljevec | osjetljiv (s) 8 5 osjetljiv (s) 9 0
23/19
(Zagreb)
Glavnica slabije
BC 1/21 vinova loza Gornja osjetljiv (s) 8 6 osjetljiv 68 22
(Zagreb) (Is)
Sirova slabije
BC2/21 vinova loza Katalena osjetljiv (s) 11 8 osjetljiv 75 20
(Purdevac) (Is)
Sirova
BC 3/21 vinova loza Katalena osjetljiv (s) 5 2 osjetljiv (s) 34 3
(Purdevac)
Glavnica slabije
BC 4/21 vinova loza Gornja osjetljiv (s) 13 6 osjetljiv 86 27
(Zagreb) (Is)
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BC 5/21 vinova loza Sandrovac | osjetljiv (s) 31 0 osjetljiv (s) 31 0
- Kraljevac e -
BC 6/21 vinova loza (Rovisée) osjetljiv (s) 7 7 osjetljiv (s) 25 0
. Petrovija . Lo
BC7/21 vinova loza (Umag) osjetljiv (s) 10 5 osjetljiv (s) 17 0
Petrovija slabije
BC 8/21 vinova loza ) osjetljiv (s) 8 5 osjetljiv 55 25
(Umag) (Is)
BC9/21 vinova loza Brtonigla osjetljiv (s) 15 5 osjetljiv (s) 9 0
BC . Finida - N
1021 vinova loza (Umag) osjetljiv (s) 18 5 osjetljiv (s) 9 0
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