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VN

Izvod:

1z

Prouzrokova¢ pepelnice (Blumeria graminis f. sp. tritici) je stalni pratilac
proizvodnje pSenice u agroekoloskim uslovima Srbije. Sposobnost seksualne i
aseksualne reprodukcije, kao i visok genetski protok patogena, ¢ine da je prouzrokovac
pepelnice genetski veoma divergentan, znacajnog potencijala za adaptabilnost i
promenu u virulentnosti populacije. Do sada je utvrden znatan broj patotipova ovog
patogena, dok se veliki broj konstantno stvara, te je efikasna otpornost pSenice
kratkotrajne prirode. Rad na selekciji na otpornost pSenice prema prouzrokovacu
pepelnice je vaZan zadatak oplemenjivackih programa Sirom sveta.

Cilj istrazivanja je bio utvrdivanje strukture virulentnosti populacije patogena
B. graminis f. sp. tritici koja potice sa teritorije Srbije, kao i dinamike njene promene
tokom godina. U polnoj populaciji prouzrokovaca pepelnice identifikovana je
virulentnost prema svim genima pSenice za otpornost prema prouzrokovacu pepelnice
(Pm geni), tokom ispitivanih godina i u svim ispitivanim lokalitetima. Utvrdene su
statisticki znacajne razlike u virulentnosti gena patogena prema Pm genima domacina,
kao i linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena polne populacije B.
graminis f. sp. tritici. Najnizu frekvenciju virulentnosti u populaciji tokom ispitivanog
perioda ispoljila je kombinacija gena V-5+6, dok je frekvencija virulentnih gena V-6 i
V-7 gena bila na konstantno visokom nivou. Najznacajnija promena u populaciji je
karakteristiéna za kombinaciju gena V-2+4b+6. U polnoj populaciji patogena u
ispitivanom periodu nijedan izolat nije ispoljio virulentnost prema kombinaciji gena
Pm17, Pm2+, Pm2+6 i Pm5+6. Klaster analizom utvrden je visok stepen genetickog
diverziteta izolata u zavisnosti od godine.

Analizom veze izmedu gena avirulentnih lokusa utvrdena je pozitivna
avirulentna veza izmedu parova gena virulentnih prema Pm17 i Pm2+6, Pm2 i Pm2+,
Pm2+ i Pm3a; Pm2+ i Pm1+2+9; Pm2+ i Pm2+4a+6; Pm3a i Pm8; Pm3a i Pm1+2+9;
Pm3a i Pm2+6; Pm8 i Pml17; Pml17 i Pml1+2+9; Pm17 i Pm2+6 i parova gena




Pml1+2+9 i Pm2+6. Piramiding ovih parova gena moze biti dobra strategija za
produzetak perioda efikasnosti otpornosti odredene sorte.

Najniza frekvencija virulentnosti polne populacije utvrdena je u lokalitetu
Sremska Mitrovica. Najveci koeficijent geneticke udaljenosti utvrden je izmedu izolata
koji poti¢u sa datog lokaliteta i izolata koji poticu sa ostalih ispitivanih lokaliteta.
Izmedu geneticke 1 geografske udaljenosti izolata prouzrokovaca pepelnice za
ispitivane lokalitete nije utvrdena statisticki znac¢ajna linearna veza.

Analiza strukture virulentnosti bespolne populacije ukazala je da komplekstnost
patotipova prouzrokovaca pepelnice raste sa porastom useva. Geni patogena za
virulentnost prema genima Pm3a i Pm2+ nisu utvrdeni. Najvisu frekvenciju
virulentnosti imao je gen za virulentnost prema MId genu za otpornost pSenice prema
prouzrokovacu pepelnice. Statisticki znacajne korelacije su utvrdene izmedu polne i
bespolne populacije ispitivanog patogena.

Istrazivanja su imala za cilj i odredivanje otpornosti genotipova psenice koja je
uslovljena promenom u populaciji prouzrokovaca pepelnice. Visok nivo parcijalne
otpornosti ispoljilo je sedam genotipova koji u svojoj genealogiji imaju roditelja sa
kombinacijom gena Pm5+6, kao i kombinacijom gena Pm5+6 i Pm2+4b+6. Na
osnovu ispitivanja strukture virulentnosti populacije prouzrokovaca pepelnice smatra

se da je kombinacija gena Pm5+6 nosioc otpornosti datih genotipova.
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Abstract:

AB

Powdery mildew (caused by Blumeria graminis f. sp. tritici) is the common
disease of wheat in the agroecological conditions of Serbia. The ability of sexual and
asexual reproduction, as well as a high genetic flow of this pathogen, make B. graminis
f. sp. tritici genetically very divergent, with a significant potential for adaptability and
change in the virulence of its population. So far, a large number of pathotypes of this
pathogen have been identified, while a large number is constantly produced and
effective resistance of wheat is short-termed. Improving wheat resistance to powdery
mildew is an important task of breeding programs worldwide.

The objective of this research was to determine and characterize the virulence
structure of the B. graminis f. sp. tritici population that originate from the territory of
Serbia, as well as the dynamics of its change over the years. During the examined
period virulence of sexual stage of B. graminis f. sp. tritici population was identified
for all wheat resistance genes (Pm genes) and in all investigated locations. Cluster
analysis showed a high degree of genetic diversity of B. graminis f. sp. tritici isolates,
depending on the year. Statistically significant differences were found between the
virulence genes, as well as the linear trend of change in the virulence frequency of the
genes during the investigated period. The lowest frequency of virulence in the
population was found for the combination of the VV-5+6 gene, while the frequency of
the virulent genes V-6 and V-7 was at a consistently high level. The most significant
change in the population was characteristic for the combination of the V-2+4b+6.

Data were analyzed for associations among pairs of avirulence genes, and a
positive avirulent relationship was established between the pairs of genes virulence to
Pm17 and Pm2+6, Pm2 and Pm2 +; Pm2 + and Pm3a; Pm2 + and Pm1+2+9; Pm2+
and Pm2+4a+ 6; Pm3a and Pm8; Pm3a and Pm1+2+9; Pm3a and Pm2+6; Pm8 and
Pm17; Pm17 and Pm1+2+9; Pm17 and Pm2 6 and gene pairs Pm1+2+9 and Pm2+6.




Pyramiding these gene pairs can be a good strategy for extending the period of
effectiveness of the resistance of a particular variety of wheat.

The lowest frequency of virulence of the sexual stage of population was
determined at the location of Sremska Mitrovica. The highest coefficient of genetic
distances is established between isolates originating from a given location and isolates
originating from other investigated locations. Between the genetic and geographical
distance of B. graminis f. sp. tritici isolates a statistically significant linear relationship
was not found.

Virulence structure of the asexual population indicated that the complexity of
the powdery mildew pathotypes grows with the crop growth. In this part of population
the genes virulence to Pm3a and Pm2 + have not been found. The highest frequency of
virulence had gene virulence to MId resistance gene. Statistically significant
correlations were found between the sexual and asexual population of the examined
pathogen.

The research was also aimed at determining the resistance of wheat genotypes
to powdery mildew. High level of partial resistance was found in seven tested wheat
genotypes whose parents have combination of the Pm5+6 gene, as well as a
combination of the Pm5+6 and Pm2+4b+6 genes. Based on the study of the virulence
structure of the powdery mildew population in this research, it is considered that the

combination of the Pm5+6 gene is the carrier of the resistance of the given genotypes.

Accepted on Senate on: 20 May, 2015

AS

Defended:

DE

Thesis Defend Board: Mentor:

DB
Stevan Masirevic¢, PhD, Professor
Faculty of Agriculture, Novi Sad
President:




Radivoje Jevti¢, PhD, Principal Research
Fellow

Institute of Field and Vegetable Crops, Novi
Sad

Member:

Ferenc Bagi, PhD, Professor
Faculty of Agriculture, Novi Sad




SADRZAJ

R U AV Lo PP P PP PPPPPPPPPRPPP 1
2. Pregled lITeratUre. ... oot e e e e e et e e e e e eeeeanes 4
2.1. Blumeria graminis — prouzrokovac pepelnice roda Poaceae ................... 4
2.2. PepelniCa PSENICE ........i i 5
2.2.1. Blumeria graminis f. sp. tritici — sistematika gljive....................ooo. 5

2.2.2. Ciklus razvoja i simptomi oboljenja..........ccoevvviiiiiiiiieeeeeeeeecee e, 6

2.2.3. Gubici u prinosu i mere KONtrole ...........ccoooovvvieiiiiiiiee e 8

2.2.4. Virulentnost populacije B. graminis f. sp. tritiCi................cccevvvvvnnnnnn. 10

2.3. Otpornost pSenice prema pepelniCi........cccoeeeevvieieiiiiiiiiieeeeieeeeee e 15
2.3.1. Rasno specifina otpornost............cceiiiei i 15

2.3.2. Parcijalna OtPOMMOST ........cooeeeeeeeeeeeeeeeee e 18

3. CilJIStrazivanja ................uuuuiiiiiiiiiiii 22
4. RAdNA NIPOTEZA.....cc oo 23
5. Materijal | Metod rada ..........uuuuuuimiiiiiiiiiiiii e 24

5.1. ProuCavanje strukture virulentnosti polne populacije prouzrokovaca

pepelnice u periodu od 2010. do 2013. gOdiNE ..........vvviieiieeeiiiiiieee e, 24

5.2. ProuCavanje strukture virulentnosti polne populacije prouzrokovaca

pepelnice u periodu od 1990. do 2013. gOdINE ........ccuvuviiiiieieiiieeeiiee e ee e, 29

5.3. ProuCavanje strukture virulentnosti bespolne populacije prouzrokovaca

[O1=] 1= ] o] RSP 31

5.4. Testiranje otpornosti genotipova pSenice prema prouzrokovacu pepelnice



6. Rezultati istrazivanja.................ccccooiiiiiiiii 35

6.1. Struktura virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp. tritici.............. 35
6.1.1. Patotipovi B. graminis f. Sp. tritiCi.........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 35
6.1.2. Frekvencija virulentnih gena B. graminis f. sp. tritiCi ....................... 37

6.1.3. Kompleksnost virulentnosti izolata polne populacije B. graminis f. sp.

I CT e 47
6.2. Struktura virulentnosti bespolne populacije B. graminis f. sp. tritici........ 52
6.2.1. Frekvencija virulentnih gena B. graminis f. sp. tritiCi ....................... 52

6.2.2. Kompleksnost virulentnosti izolata bespolne populacije B. graminis f.

5] 0 TR 1o USSP 55

6.3. Poredenje polne i bespolne populacije B. graminis f. sp. tritici u lokalitetu

RIMSKE SANCOVI .o e, 56

6.4. Struktura virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp. tritici u periodu
1990-2013. QOUINE ....u et e e e e e e e e e e e e e e e e aaaan 57

6.4.1. Frekvencija virulentnosti populacije ...........ccccovvveviiiiei e, 58

6.4.2. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena B. graminis f.

sp. tritici tokom ispitivanih godina (1990-2013.)........cccvvviiiiiieeeeeeeeiiiinn. 61

6.5 Otpornost genotipova pSenice prema prouzrokovacu pepelnice............. 74

7. DISKUSTJA ettt 77
8. ZAKIJUCAK ..........uuiiiiiiiiii e 90
O LB AU A . .. 93
PRILOG L ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e ennans 108
PRILOG 2 ..ottt e et e e e e et e e e e e e e e enaans 116

BIOGRAFIT A e 118



Uvod

1.Uvod

PSenica(Triticum sp.) kao osnovna ratarska kultura zauzima znac¢ajno mesto
u poljoprivrednoj proizvodnji Sirom sveta. Na globalnom nivou nalazi se na treCem
mestu u okviru proizvodnje Zitarica, posle kukuruza i pirin¢a.

Komercijalnu pSenicu €ine pre svega obi¢na, hlebna (T. aestivum) i durum
pSenica (T. durum). Ove dve vrste zajedno €ine 90% svetske proizvodnje pSenice i
gaje se na oko 17% svetski kultivisane povrSine (Jones, 2005; Xin i sar., 2012).
Prema podacima Faostat (prosek 2006-2013. godine) proizvodnja pSenice u svetu
se odvija na preko 217 miliona ha i iznosi 648 miliona tona godiSnje sa prosecnim
prinosom od 2,9 t ha™. Najveéi svetski proizvodadi pSenice su Kina, Indija, SAD,
Rusija, Francuska, a evropski Rusija, Francuska, Nemacka, Ukrajina i Velika
Britanija.

PSenica se primarno koristi kao hlebna biljka. Postoji veliki broj finalnih
proizvoda od pSeni¢nog brasna, ali globalno se ono koristi za spraviljanje
fermentisanog hleba (Evropa, Amerika i Australija), nefermentisanog, beskvasnog
hleba (Indija, Meksiko, delovi Afrike) i kao kuvanog testa tj. nudle (Kina i Japan)
(Denci¢ i sar., 2009). O istorijskom znacaju pSenice i pSenicnog hleba govori
ogroman broj pisane reCi, poCev od Biblije, raznih istorijskih spisa, pa do
savremenih naucnih knjiga i radova (Denci¢ i sar., 2009). PSenic¢ni hleb predstavija
idealnu hranu za ljudsku populaciju zahvaljuju¢i kompleksnom hemijskom sastavu
koga cCine esencijalne aminokiseline, ugljeni hidrati, masti, vitamini, vlakna i
mineralne materije. U novije vreme, znac€ajna potraznja za durum pSenicom radi
proizvodnje testenina, kao i spelta pSenicom za proizvodnju bezglutenskih
proizvoda, utiCe na joS veCu zastupljenost pSenice u setvenoj strukturi. Takode,
imajuci u vidu potraznju i veliki znacaj integralnih proizvoda (od celog zrna) u
sistemu zdrave ishrane, pSenica postaje sve zahvalnija i profitabilnija strnina i u

organskoj proizvodniji.
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Zahvaljujuc¢i pomenutim osobinama, pSenica danas cCini viSe od 40% svetske
hrane, dok se 95% stanovniStva zemalja u razvoju hrani pSenicom kao osnovnim
izvorom hrane (Akhtar i sar., 2011; Coventry i sar., 2011). Pored nemerljivog
znaCaja u ishrani svetske populacije, pSenica nalazi Siroku primenu iu ishrani
stoke, kao i u proizvodnji biogasa (obnovljivi izvori energije), biorazgradive plastike,
zatim kao gradevinski material, za izradutekstila, papira itd.

U konvencionalnoj proizvodnji u Srbiji, pSenica se gaji na povrsini od preko
500 hiljada ha, sa proseénim prinosom od 3,8 t ha™ i proseénom proizvodnjom od
2,1 miliona tona godis$nje (Faostat, prosek 2006-2013). Najveci procenat obradivih
povrsina Srbije pod ovom zitaricom nalazi se u Vojvodini i iznosi preko 263 hiljada
ha, sa proseénim prinosom od 4,5 t ha™ i ukupnom proizvodnjom od oko 1,2
miliona tona godiSnje (RZS, prosek 2009-2013).

Imajuci u vidu procenu Sektora za populaciju pri Ujedinjenim Nacijama da
Ce povecanje svetske populacije dosti¢i 9,7 milijardi do 2050. godine, proizvodnja
pSenice bice krucijalna u smislu obezbedenja hrane i globalne ekonomije u
dolaze¢im dekadama.

Stabilnost i ekonomi¢nost su neophodni imenitelji proizvodnje pSenice, koji
podrazumevaju smanjenje udela limitirajuéih faktora. Proizvodnja pSenice se svake
godine suoCava sa patogenima i Steto€inama koji smanjuju prinos, kao i kvalitet
zrna. U naSim agroekoloskim uslovima najznacajniji patogeni pSenice su obligatni
paraziti: prouzrokovacCi rda (Puccinia spp.) i prouzrokovaC pepelnice pSenice
(Blumeria graminis f. sp. tritici); zatim prouzrokovaci pegavosti lista (Zymoseptoria
tritici i Pyrenophora tritici-repentis); prouzrokovacdi bolesti semena (vrste roda
Tilletia spp. i Fusarium spp.); kao i prouzrokovaci bolesti prizemnog dela stable
(Gaeumannomyces graminis var. tritici i vrste roda Oculimacula spp. i Fusarium
spp.). Navedeni patogeni se javljaju iz godine u godinu u visem ili nizem
intenzitetu, utiCuci negativno na kvantitet prinosa i kvalitet zrna.

ProuCavanje biologije patogena kao i upoznavanje interakcije patogen-
domacin od velike su vaznosti sa stanovista efikasne kontrole patogena. Danas se

u svetu intenzivno radi na stvaranju otpornih genotipova pSenice prema znacajnijim

2



Uvod

prouzrokovacima oboljenja, jer se na taj nacin ostvaruje efikasna, i ekonomski i
ekoloski opravdana zastita useva. NajvecCi problem u selekciji biljaka, pa tako i
pSenice, predstavlja promenljivost patogena, koja dovodi do toga da otporna sorta
brzo postane osetljiva. Kako bi se otpornost sorti zadrzala duzi vremenski period,
neophodna su istraZivanja koja podrazumevaju proucavanje virulentnosti,
diverziteta i dinamike populacije prouzrokovaa oboljenja koja predstavljaju

preduslov za efikasnu primenu gena za otpornost domacina.
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2. Pregled literature

2.1.Blumeria graminis — prouzrokovaé pepelnice roda Poaceae

Gljiva Blumeria graminis je obligatni patogen koji prouzrokuje pepelnicu na
travama i strnim zitima. Ova vrsta je kroz evoluciju razvila osam razli€itih formae
speciales (f. sp.) koji pokazuju striktnu specijalizaciju za domacina (Mains, 1934;
Hardison, 1944; Moseman i sar., 1965; Oku i sar., 1985; Tosa, 1989; Czembor i
sar., 2010, 2011, 2012): viSegodisSnje trave Dactylis spp., Agropyron spp., Poa spp.
i Bromus spp., kao i strna zita: pSenica, je€Cam, raz i ovas (Hardison, 1944).

Centar diverziteta razliCitih formae speciales vrste B. graminis preklapa se
sa centrom porekla njihovog domacina na Srednjem Istoku (Wyand i Brown, 2003).
Medutim, dosadasnje studije ukazuju na to da je diverzitet razli¢itih formae
speciales evolutivnomladi od diverziteta domacina. Tip koevolucije kada je patogen
evolutivno mladi od domacina je u engleskom poznat kao ,,host tracking”, za
razliku od kospecijalizacije, gde se domacin i patogen razvijaju istovremeno
(Stukenbrock i McDonald, 2008).

Eshed i Wahl (1970) su istakli da sposobnost infekcije domacina od strane
B.graminis f. sp. nije ograniena na jednu jedinu vrstu, iako odredena formae
speciales retko izaziva infekciju izvan prirodnog domacina (Tursumbaev, 1974;
Ellis, 2006). Biljke inficirane neodgovaraju¢om formae speciales reaguju uginuéem
napadnute Celije ve¢ tokom penetracije patogena ili ubrzo nakon formiranja vidljive

haustorije (Olsen i sar., 2003).
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2.2. Pepelnica pSenice

2.2.1. Blumeria graminis f. sp. tritici — sistematika gljive

Pepelnicapredstavlja jedno od najznacajnijih oboljenja pSenice Sirom sveta.
Prouzrokova¢ ovog oboljenja je gljiva Blumeria graminis f. sp. tritici (B. graminis f.
sp. tritici).

Klasifikacija prouzrokovaca pepelnice pSenice podrazumeva:

Carstvo: Fungi
Tip: Ascomycota
Podtip: Pezizomycotina
Klasa: Leotiomycetes
Red: Erysiphales
Familija: Erysiphaceae
Rod: Blumeria

Vrsta: Blumeria graminis (www.cabi.org)

B. graminis je jedina vrsta roda Blumeria. Ranije su prouzrokovaci pepelnica
biljaka iz roda Poacae svrstavani u rod Erysiphales. Prema Braun-u (1987), B.
graminis se razlikuje od vrsta roda Erysiphales jer njen anamorf poseduje
jedinstvene karakteristike, kao $to su tip haustorija i sekundarna micelija sa
Cekinjastim hifama i loptastim izrastajima na konidioforama. Karakteristi¢no je i da
se struktura askusa gljiva roda Blumeria razlikuje od strukture gljiva roda
Erysiphales. Takode, molekularnim analizama je potvrdeno da se prouzrokovaci
pepelnice biljaka iz roda Poacae genetiCki razlikuju od prouzrokovaca pepelnice
drugih rodova biljaka, a koji su svrstani u rod Erysiphales (Saenz i Taylor, 1999;
Mori i sar., 2000; Braun i sar., 2002).
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2.2.2. Ciklus razvoja i simptomi oboljenja

Ciklus razvoja gljive B. graminis f. sp. tritici podrazumeva bespolni i polni
stadijum. U agroekoloSkim uslovima Srbije ovaj patogen uglavhom prezimljava
micelijom, rede kleistotecijama, te se primarne zaraze ostvaruju konidijama, a u
manjoj meri askosporama. Karakteristicni simptomi pepelnice se mogu uociti u bilo
kojoj fenofazi nakon nicanja useva, na svim nadzemnim biljnim delovima, ali se

najcesce srecu na listovima u vidu belih pahuljastih pustula najpre pojedinacnih

(slika 1), koje se vremenom spajaju u pepeljastu navlaku, te odatle i naziv ove
bolesti (slika 2).

Slika 1. Pojedinaéne pustule prouzrokovaca Slika 2. Simptom pepelnice na listovima

pepelnice na listu pSenice (foto: R. Jevtic) pSenice (foto: R. Jevti¢)
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Spomenutu pepeljastu navlaku c&ini micelija gliive sa konidioforama i
konidijama koje predstavljaju bespolni stadijum razvi¢a ovog patogena. Konidije se
Sire putem vetra i ostvaruju sekundarne infekcije na listovima. Lisno tkivo sa
suprotne strane pustule postaje najpre Zuto, hloroticno i na kraju potpuno
nekroti¢no, te dolazi do njegovog propadanja. Maksimalni razvoj ovaj patogen
ostvaruje u fenofazama cvetanja i mle€ne zrelosti (Stojanovi¢, 2004). Pred kraj
vegetacije u okviru pepeljaste naviake formiraju se crna okruglasta telasca,
delimi¢no uronjena u miceliju. Ova telaSca predstavljaju plodonosna tela —
kleistotecije (slika 3a i 3b), kojima gljiva prezivljava prilikom nepovoljnih uslova
spoljasne sredine. U okviru kleistotecija stvaraju se askusi sa askosporama (polni
stadijum razvica) koje sazrevaju krajem leta i inficiraju samonikle biljke ili biljke

ozimih useva, na kojima se zatim obrazuje micelija kojom patogen najCeSce

prezimljava.

Slika 3. Kleistotecije prouzrokovaca pepelnice na a) listu i b) klasu pSenice (foto: R. Jevti¢)
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Prouzrokovadu pepelnice odgovaraju toplii vremenski uslovi i uslovi
poviSene vliage. Najbolje sporulide pri visokoj relativnoj vlaznosti vazduha (>95%), i
u temperaturnom opsegu od 10 do 22°C. Razvoj bolesti opada veoma brzo na
temperaturama iznad 25°C (Wiese, 1987). Pri povoljnim uslovima za razvoj,
prouzrokova¢ pepelnice ponovi bespolni ciklus na svakih 7-10 dana u toku
vegetacije (Wiese, 1987), te broj bespolnih, kondijskih generacija u toku godine
moze da bude znacCajan. U istrazivanjima Smiljakovi¢ (1966) broj konidijskih
generacija prouzrokovaca pepelnice na teritoriji Srbije iznosio je do 18. S obzirom
na Cinjenicu da su kod svake generacije moguéi mutageni procesi, genetiCka

varijabilnost ovog patogena umnogome je odredena bespolnim razmnozavanjem.

2.2.3. Gubici u prinosu i mere kontrole

B. graminis f. sp. tritici ostvaruje zarazu na svim biljnim delovima iznad
povrSine zemlje. Javlja se hroni¢no, te se i gubici u prinosu pSenice javljaju svake
godine i ukupna Steta nije zanemarljiva.

Na teritoriji Srbije patogen B. graminis f. sp. tritici nije pri€injavo ozbiljne
Stete sve do 1959. godine, jer se pojavljivao sporadi¢no i samo na donjim listovima
biliaka. Smiljakovi¢ (1966) isti€e da su na pojavu pepelnice u epifitotiCnim
razmerama od presudnog znacaja bili introdukcija visokorodnih sorti koje su u
proizvodnim uslovima Srbije ispoljile maksimalnu osetljivost, zatim upotreba vecih
koli¢ina mineralnih dubriva (naroCito azotnih) i povoljni vremenski uslovi. Prema
podacima Smiljakovi¢ (1962) prouzrokovaC pepelnice smanjuje prinos zrna
prosecno za 17%, dok Nikoli¢ (1965) i Kispati¢ (1980) navode gubitke u prinosu od
preko 40%. Stojanovi¢ i Stojanovi¢ (1989) iznose da najveci gubici nastaju u
slu€aju jaCe zaraze lista zastaviCara. Pri vesStackim inokulacijama i razliCitim
nivoima ishrane Stojanovi¢ i Stojanovi¢ (1989) su utvrdili proseéno smanjenje

prinosa od 56,1%.
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Procene gubitaka u prinosu pSenice usled pojave pepelnice vr§e se redovno
i na globalnom nivou.Pri slaboj zarazi gubici se kre¢u u rangu od 13-34%, dok pri
ozbiljnijim napadima u polju zabelezeni gubici iznose od 50%, pa Cak do 100%
(Alam i sar., 2013; Li i sar., 2011; Zhang i sar., 2008). Na teritoriji SAD-a utvrdeni
su gubici u prinosu u rangu od 12-45% (Fried i sar., 1981; Lipps i Madden, 1988;
Leath i Bowen, 1989; Leath i Heun, 1990), dok su u Kanadi na veoma osetljivim
sortama bez upotrebe fungicida zabelezeni gubici u prinosu do 20% (Conner i sar.,
2003). Tokom poslednje dekade u Kini godiSnje preko sest miliona hektara bude

zahvaceno ovim patogenom (www.agri.gov.cn).

Za uspesnu proizvodnju pSenice kontrola ovog patogena je veoma
znaCajna. Najefikasniju meru kontrole pored primene fungicida, predstavlja
oplemenijivanje pSenice na otpornost prema prouzrokovacu pepelnice, odnosno
stvaranje otpornih genotipova pSenice. Do sada je utvrdeno vise od 78 gena ili
alela za otpornost pSenice prema prouzrokovacu pepelnice na 50 lokusa pSenice,
koji su identifikovani i mapirani na razli€itim hromozomima (MclIntosh i sar., 2013).
Ovi geni se oznacCavaju kao Pm geni (Pml1- Pm50) (pepelnica, eng. Powdery
mildew). Njihovi izvori su divlji srodnici, autohtone vrste i sorte obiCne pSenice
(Chen i Chelkowski 1999; Zeller i sar., 2002; Perugini, 2007; Xue i sar., 2009; Xue i
sar., 2012). Nazalost, saznanja o tome koji Pm geni su prisutni u sortama pSenice
su oskudna i nepotpuna.

AgrotehniCke mere mogu znacajno da utiCu na intenzitet zaraze useva
prouzrokovatem pepelnice. Za ovo oboljenje je karakteristiCan i naziv
,,aristokratska bolest", sto ukazuje da je pepelnica oboljenje bogatih useva. Setva
vece koliCine semena od optimalne za odredenu sortu pSenice daje gusc¢i biljni
sklop, a u okviru ovakvog sklopa mikroklimat koji je pogodan za razvoj i Sirenje
ovog oboljenja. Isti rezultat postize se i upotrebom vece koli€ine azotnog dubriva,
te izbalansirana ishrana useva predstavlja bitnu meru kontrole.

U naSim agroekoloskim uslovima zaoravanje Zetvenih ostataka koje se
postize konvencionalnom obradom zemljiSta nije od velikog znacCaja za kontrolu

prouzrokovacCa pepelnice, s obzirom da je u pitanju obligatni parazit za Ciji
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opstanak je neophodno zivo tkivo domacina. B. graminis f. sp. tritici uglavhom
prezimljava micelijom na samoniklim biljkama ili ozimim usevima, i unistavanje
samoniklih biljaka predstavlja vaznu meru koja doprinosi smanjenju zaraze
novoposejanih useva pSenice.

Hemijska zastita useva se preporucCuje onda kada se preventivinim merama
(otpornost sorti i agrotehnika) ne postignu zadovoljavajuéi rezultati. Na nasem
trziStu postoji veliki broj preparata-fungicida za suzbijanje prouzrokovaca
pepelnice, ali za njihovu efikasnu primenu od sustinskog je znacaja blagovremena i
adekvatna primena, kao i pridrzavanje principa koje prepisuje FRAC

(http://www.frac.info).

2.2.4. Virulentnost populacije B. graminis f. sp. tritici

UspesSno oplemenjivanje pSenice na otpornost prema prouzrokovacu
pepelnice se zasniva na prouCavanju strukture virulentnosti populacije ovog
patogena i praéenju promena u istoj. U Srbiji se ova istrazivanja sprovode od 1961.
godine (Smiljakovi¢, 1966), kada se vrsila identifikacija fizioloSkih rasa, pa sve do
danas. Koncept rasa se zasnivao na otpornosti sorti, a ne na poznavanju gena koji
su odgovorni za otpornost, te se nije mogla utvrditi ni genetska osnova virulentnosti
patogena (Stojanovi¢ i Ponos, 1990). Od ranih 70-tih, konvencionalna ispitivanja
fizioloSkih rasa unapredena su prouCavanjem strukture virulentnosti populacije
patogena tj. utvrdivanjem virulentnih genotipova (Stojanovi¢ i Ponos, 1988, 1990)
koje se bazira na interakciji gena za otpornost i osetljivost po Florovoj teoriji ,,gen
za gen" (Flor, 1955). Prema pomenutoj teoriji za svaki gen za otpornost u
domacdinu postoji odgovarajuci gen za virulentnost u patogenu. Na osnovu poznatih
gena za otpornost mogu se identifikovati nepoznati geni za virulentnost.
Utvrdivanje virulentnih genotipova patogena je prikladniji metod pracenja

populacije prouzrokovaCa pepelnice od identifikacije fiziolodkih rasa, jer
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prepoznaje,,individue”, odnosno svaki specifi¢ni virulentni genotip koji je efemeran
i ne mora da postoji direktna vezu izmedu potomaka ,,individua” koje poseduju isti
virulentni genotip (Parks i sar., 2008).

Prouc€avajuci fizioloSke rase na teritoriji nekadasnje Jugoslavije, Kosti¢ i
Pribakovi¢ (1981) su utvrdili da najveci broj rasa poseduje dva do tri virulentna
gena. Stojanovi¢ i sar. (1991) su ispitujuéi populaciju prouzrokovaca pepelnice
1988. godine utvrdili da u populaciji preovladavaju patotipovi sa 4-7 gena, a vec
naredne godine broj virulentnih gena se povec¢ao na 5-8. U ovom periodu u
jugoistonom delu nekadasnje Jugoslavije najvecu frekvenciju virulentnosti imali su
geni virulentni prema Pm1, Pm2, Pm3a, Pm5, Pm6 i Pm8 genima za otpornost
pSenice.

Jevti¢ (1993) u prouCavanju polne i bespolne populacije prouzrokovaca
pepelnice dolazi do zaklju¢ka da se populacija ovog patogena sastoji iz velikog
broja kompleksnih genotipova kao i da ve¢ina Pm gena pSenice koriS¢enih za
analizu populacije ima slabu efikasnost. Kompleksni genotipovi sa po 8-11
virulentnih gena utvrdeni su u populaciji pepelnice 1996. godine (Jevti¢ i sar.,
1996), i sa 8-14 virulentnih gena 1998. godine (Jevti¢ i Stojanovi¢, 1998). U
navedenom periodu najvisu frekvenciju virulentnosti imali su geni V2+, V3a, V3c,
V5, V6, V7, V8, dok su najnizu imali geni V4a, V4b, Vd i kombinacija gena V2+6,
V5+6, V2+4b+6. Velika varijabilnost prouzrokovaca pepelnice na podrucju Srbije
utvrdena je i u novijim istrazivanjima (Jevti¢ i sar., 2009, 2012).

Brojna istrazivanja virulentnosti populacije B. graminis f. sp. tritici sprovode
se iz godine u godinu -kontinuirano u Evropi (Wolfe i Schwarzbach, 1978; Heun,
1987; Limpert, 1987; Felsenstein i sar., 1991; Slovakova, 2004; itd.), SAD-u (Leath
i Murphy, 1985; Namuco, 1987; Niewoehner i Leath, 1998; Persaud i Lipps, 1995;
Parks i sar., 2008; Cowger i sar., 2015, 2016), Kini (Yu, 2000; Chi i sar., 2007; Zhu
i sar., 2012; Zeng i sar., 2014) i Australiji (Golzar i sar., 2016).

Prateéi populaciju centralne Evrope (Austrija, Slovacka, Ceska Republika,
Madarska) u periodu od 1993. do 1996. godine, Svec i sar.(1998) su utvrdili da se

populacija pepelnice razlikuje od drzave do drzave, mada se moze utvrditi izvesna

11



Pregled literature

tendencija: kontinuirano opadanje frekvencije virulentnosti prema genima Pm4a i
Pm4b od istoka ka zapadu i od severa ka jugu. Takode je utvrdeno da je populacija
prouzrokovaca pepelnice u svim zemljama virulentna prema genima Pm5, Pm6,
Pm8 i Mli. Geni, odnosno kombinacija gena koja je u ispitivanom periodu na ovom
podrucju osiguravala efikasnu otpornost pSenice prema prouzrokovacu pepelnice
je Pm3b, Pm2+Mld i Pm1+2+9.

U istrazivanjima Lilemo i sar. (2010) utvrdeno je da je najfrekventnije bilo
prisustvo Pm8 gena za otpornost, zatim Pmb5a, Pm3d, Pm3f, Pm3b i Pm2 na
teritoriji Norveske.

Babayants i sar. (2015) su u desetogodis$njim istrazivanjima (2004-2013.
godine) na teritoriji Ukrajine utvrdili da veCina gena patogena ispoljava visoku
frekvenciju virulentnosti prema Pm genima pSenice. Geni Pm4a+ i Pm17 su ispoljili
zadovoljavajuc¢ nivo efikasnosti u poljskim uslovima.

Istrazivanja u Madarskoj u periodu od 1971. do 1999. godine ukazala su da
je najvecéi broj izolata B. graminis f. sp. tritici virulentno prema vecini gena za
otpornost pSenice prema ovom patogenu (Szunics i sar., 2001). U pomenutom
istraZivanju utvrdeno je da je kompletna otpornost obezbedena genom Pm4a, dok
je parcijalna genima Pm2+Mid, Pm4b+ i Pm1+2+9.

Visoka efikasnost gena za otpornost Pm7, Pm3b, Pm3c i Pml+2+9
utvrdena je u periodu 2004-2006. godine, od strane lliev (2011) na teritoriji
Bugarske.

Costamilan (2005) je u istraZivanjima populacije B. graminis f. sp. tritici na
teritoriji Brazila utvrdio potpunu efikasnost samo jednog gena pSenice (Pm4a+...)
prema svim utvrdenim izolatima patogena iz populacije. Takode je utvrdio i visoku
efikasnost Pm6 gena, kao i potpunu neefikasnost gena Pm3 i Pm8.

Na podrucju isto€nog SAD-a virulentnost populacije prouzrokovaca
pepelnice ispitivali su Parks i sar. (2008) tokom 2003. i 2005. godine. Ovi autori su
utvrdili znacCajne razlike izmedu virulentnosti pojedinacnih Pm gena u zavisnosti od
lokaliteta. U obe godine virulentnost gena patogena prema genima pSenice Pm3a,

Pm3c, Pmb5a i Pm7 je uoCena kod vise od 90% izolata, dok je virulentnost prema
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Pmla, Pm16, Pm17 i Pm25 utvrdena kod manje od 10% izolata. Isti autori su
utvrdili da se geneticka razli€itost subpopulacije ovog patogena znacajno povecava
sa povecanjem geografske udaljenosti. Kao moguc razlog tome navode dominaciju
sorti pSenice sa razliCitim Pm genima u razliitim regionima gajenja, kao i
ograni¢enu putanju gena u populaciji patogena. S druge strane, u istrazivanjima
populacije B. graminis f. sp. tritici u Slovackoj (Slovakova i sar., 2004), nije
utvrdena znacajna korelacija izmedu geneticke i geografske udaljenosti. Navedeni
autori su takode doSli do zaklju¢ka da geografske barijere kao $to su planine
nemaju znacajnu ulogu u spre€avanju Sirenja spora patogena.

Prema novijim istrazivanjima na teritoriji SAD-a (Cowger i sar., 2015) geni
Pmla, Pmlb, Pmdb, Pml16 i Pm36 su najefikasniji za otpornost prema
prouzrokovacu pepelnice. Vecéina drugih Pm gena sa brojevima ispod 25 su izgubili
efikasnost.

Visok nivo diverziteta u okviru populacije pepelnice Kine, kao i visok nivo
korelacije geneticke srodnosti sa geografskom udaljenoséu utvrdili su Zeng i sar.
(2014). Frekvencija virulentnosti pojedinih gena u njihovom istraZivanju je varirala
od 0,0 do 97,4%. Nijedan izolat nije bio virulentan prema diferencijalnoj sorti koja
poseduje gen Pm21. S druge strane, najmanje 56% izolata je bilo virulentno prema
genima Pmla, Pm3b, Pm3c, Pm3f, Pmba, Pm6 i Pm8, dok je preko 84,0% njih bilo
virulentno prema Pmb5a i Pm6.

Zhu i sar. (2012) su vrsili monitoring populacije prouzrokovaéa pepelnice u
Severoisto¢noj Kini u periodu od 2004. do 2010. godine. Prema njihovim
istraZivanjima, populacija se menjala tokom tri ispitivana perioda 2004-2006., 2007.
i 2008-2010. godine.Ovi autori su utvrdili dominaciju razliitih patotipova tokom
pomenuta tri perioda. lako su razli€iti patotipovi bili prisutni u svakom periodu,
virulentnost prema Pm2, Pm4b, Pm2+6, Pm4+8, Pm12, Pm16, Pm18, Pm21,
Pm22 i Pm23 se javljala u relativho niskoj frekvenciji od 0,0 do 26,5%.

Istrazivanja na teritoriji Irana (od 2009. do 2010.godine) su ukazala na
visoku frekvenciju virulentnosti populacije prouzrokovaca pepelnice prema genima

Pml, Pm2, Pm4a, Pm5, Pm6, Pm7, Pm8 i Pm9, i veoma nisku prema genima
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Pm3a, Pm3c, Pm4a i Pm2+6 (Elyasi-Gomatri i Lesovaya, 2012). Geni Pm1+2+9 i
Pm2+4b+8 su pokrivali otpornost pSenice u svim regionima Irana.

Istrazivanja u Maroku (Imani i sar., 2002) su ukazala na virulentnost
populacije prouzrokovaca pepelnice prema genima Pm1, Pm3c, Pm3f, Pm4a, Pm5
I Pm7 u svim ispitivanim regionima tokom 1999. i 2000. godine. Uoc¢eno je da se
virulentnost prema Pm8 znaCajno povecala, dok se prema Pmda znacajno
smanijila. Ova istrazivanja su, takode, ukazala na kompleksnost i visoku
varijabilnost populacije prouzrokovaca pepelnice, te da strategija u oplemenjivanju
pSenice treba da uzme to u obzir.

U istrazivanjima iz 2013. i 2014. godine (EI-Shamy i sar., 2016), na teritoriji
Egipta, nije utvrdena virulentnost B. graminis f. sp. tritici prema genima Pma3d,
PmI2, PmI6, Pm24, Pm35, Pm36 i Pm37. Virulentnost prema Pm2, Pm4da i Pm6 je
bila niska, dok je visoka virulentnost utvrdena prema genima Pmla, Pm3a, Pm3c,
Pm3f, Pm5a, Pm7, Pm8, Pm9 i PmI7. Sve testirane sorte koje se gaje komercijalno
na teritoriji Egipta ispoljile su osetljivost prema datom patogenu u uslovima
prirodne infekcije.

Prateci populaciju prouzrokovacCa pepelnice na podrucju zapadne Australije
u periodu 2011-2014. godine, Golzar i sar.(2016) su utvrdili efikasnost gena Pm2,
Pm3a, Pm3e, Pm4a, Pm13 i Pm27.

Promena u selekcionom pritisku usled Siroke upotrebe novootkrivenih gena
za otpornost moze veoma brzo da promeni frekvenciju virulentnosti postojece
populacije prouzrokovaca pepelnice, potencijalno dovodeéi gubitka otpornosti kao
Sto je uoCeno u istoénom delu SAD-a kod sorte Roane u kasnim devedesetim
godinama (Parks i sar., 2008). 1z navedenih razloga, periodicne obimne analize
frekvencije virulentnosti populacije B. graminis f. sp. tritici su neophodne kako bi se
utvrdile promene u virulentnosti, geneticki diverzitet, kao i geografska distribucija
odredene patogene populacije. Ovaj tip istraZivanja veoma je bitan faktor sa
stanoviSta selekcije izvora otpornosti oplemenjivaCkog programa pSenice
(Niewoehner i Leath, 1998).
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2.3. Otpornost pSenice prema pepelnici

U prirodi postoji konstantna borba izmedu napada parazita i odbrane
domacina, Sto razultira u izvanrednoj koevoluciji (Ehrlich i Raven, 1964;
Thompson, 1994). U evolutivhom smislu svi tipovi otpornosti su prolazni.

Dva osnovna tipa otpornosti pSenice prema pepelnici su rasno specificna i

parcijalna otpornost.

2.3.1. Rasno specifi€na otpornost

Rasno specifitna otpornost je po definiciji otpornost jedne sorte prema
nekim fizioloSkim rasama patogena, dok je prema drugim rasama istog patogena
data sorta neotporna. Van der Plank (1963) ovaj tip otpornosti naziva vertikalna
otpornost. Perlevliet (1988) otpornost prema obligatnim parazitima deli na
kompletnu i nekompletnu. Prema ovom autoru kompletna otpornost je rasno
specificna. Ovaj tip otpornosti se sre€e u literaturi kao vertikalna, kvalitativna, rasno
specifiCcna, specificha, major-gen, monogena, kompletna i prava otpornost
(Vidhyasekaran, 2004).

Rasno specifiCna otpornost je odredena sa jednim ili nekoliko major gena, te
je ona monogene odnosno oligogene prirode. Major geni imaju jak pojedinacan
efekat i deluju po Flor-ovom (1955) gen-za-gen konceptu sa avirulentnim genima
patogena. Mnogi od njih su parcijalino dominantni, dok neki imaju potpuno
dominantni efekat.

Tacan model delovanja rasno specificne otpornosti nije poznat, ali
dosadasdnja saznanja ukazuju da rasno specifiéni geni imaju dve nezavisne
funkcije (Keen, 1990; Jgrgensen, 1991): jedna je prepoznavanje produkata
avirulentnih gena patogena (kvalitativha funkcija), a druga je aktivacija i regulacija
gena odgovornih za odbrambenu reakciju bilike (kvantitativna funkcija). Geni

odgovorni za odbrambenu reakciju biljke kodiraju i reguliSu biohemijske procese u
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bilici kao $to su akumulacija fenolnih jedinjenja, fitoaleksina, lignin-specifi¢nih
supstanci, hidrolitickin enzima, patogen bliskih proteina itd. u napadnutoj celiji
domacina (Bryngelsson i Collinge, 1991; Graham i Graham, 1991), koji dalje
uzrokuju hipersenzitivnu reakciju tj. uginuce Celija. S obzirom da je prouzrokovac
pepelnice obligatni parazit, izumire s uginuéem celija. Neki geni za otpornost uticu
na brzu pojavu hipersenzitivhe reakcije, 12-18h nakon ostvarenja infekcije, i samo
individualne epidermalne cCelije ginu. U tom slu€aju, lis¢e ostaje zeleno, jer uginule,
pojedinacne epidermalne celije ne mogu da se vide golim okom. Nasuprot tome,
drugi geni za otpornost izazivaju kasniju reakciju na infekciju (3-4 dana nakon
ostvarenja infekcije). Do tada su mnoge epidermalne ¢&elije zahvacéene i izumiru
zajedno sa zahvacenim Celijama mezofila. Na tim mestima se pojavljuju nekroticne
pege.

Veoma je teSko, gotovo nemoguce postici otpornost prema svim fizioloSkim
rasama patogena, te se oplemenjivanje vrSi u pravcu unoSenja gena otpornosti
prema fizioloSkim rasama koje su prevalentne u odredenom prostoru i vremenu. S
obzirom da je u slu€aju vrste B. graminis koncept rasa zamenjen utvrdivanjem
virulentnih patotipova, oplemenjivanje pSenice usmereno je u pravcu stvaranja sorti
sa genima koji obezbeduju najviSi stepen otpornosti prema populaciji patogena
odredenog podrucja. Kao $to je ve¢ pomenuto, do sada je utvrdeno vise od 78
gena ili alela za otpornost pSenice prema prouzrokovacu pepelnice na 50 lokusa
pSenice. Medutim, vecina ovih poznatih gena obi¢no ima tkzv. ,,uspon i pad” ciklus
(eng. '’boom i bust’) (Todorovska i sar., 2009) i Cesto se deSava da sorta kroz
nekoliko godina izgubi otpornost i dolazi do novih epidemija. Brzo pucanje rasno
specificne otpornosti prema pepelnici je dobro poznato kod strnih Zita. Primer za to
je gubitak otpornosti norveskih sorti jare pSenice (Skinnes, 2002), kao i nemackih
sorti (Miedaner i Flath, 2007). Sorte sa kompletnom, rasno specificnom otpornoc¢u
koju pokriva gen Pm17 stvorene su i poCele komercijalno da se gaje na teritoriji
SAD-a 2002. godine (Bowman, 2004; Griffey i sar., 2005a; 2005b). Medutim,
prema navodima Parks i sar. (2009) do prole¢a 2005. godine patotipovi

prouzrokovaca pepelnice sa nizim frekvencijama virulentnosti prema genu Pm17
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utvrdeni su na teritoriji Alabame i Dzordzije (SAD). Do 2009. godine, utvrdeni su i
patotipovi patogena sa veoma visokim frekvencijama virulentnosti prema ovom
genu za otpornost (Cowger i sar., 2009). Na teritoriji Nemacke neki jo$
neidentifikovani rasno specificni geni su joS uvek efikasni, dok je otpornost
zasnovana na Pm2, Pm4b, Pm5, Pm6, Pm8 i svim njihovim kombinacijama
neefikasna. Ova pojava, kako navode Felsenstein i Jaser (2005), je posledica
Siroke proizvodnje sorti koje poseduju navedene gene za otpornost prema
prouzrokovacu pepelnice.

Kao posledicu navedenog, McDonald i Linde (2002) svrstavaju
prouzrokovaca pepelnice u patogene visokog rizika.

Do gubitka otpornosti dolazi iz sledecih razloga:

1) Sorta otporna prema prevalentnim patotipovima vrsi selekcioni
pritisak na iste i njihova frekvencija u populaciji se smanjuje. Zatim dolazi do
brzog Sirenja onih patotipova patogena koji poseduju podudarne gene za
virulentnost prema genima za otpornost koje nosi sorta Siroko zastupljena u
proizvodniji, a koji su bili procentualno slabo zastupljeni u prirodi. Tako dolazi
do stvaranja novih prevalentnih rasa patogena i gubitka otpornosti domacina
(Jorgensen,1993).

2) Do promene u populacii patogena odnosno nastajanja novih
prevalentnih patogena dolazi i usled mutacija gena. Svaka mutacija
avirulentnih gena patogena dovodi do ne prepoznavanja od strane
odgovarajuCeg major gena za otpornost domacina, te se obnavlja
patogenost i dolazi do gubitka otpornosti. Mutacija moze da varira od
mutacije na nivou nukleotida (Joosten i sar., 1994) do kompletnih delecija
avirulentnih gena (Joosten i de Wit, 1999). Cinjenica da mutacije dovode do
obnavljanja patogenosti je verovatno razlog sto patogeni vrlo lako prevazidu
rasno specificnu otpornost.

3) S obzirom na sposobnost seksualnog razmnoZavanja datog
patogena, izvor promene i pojave novih patotipova u populaciji lezi i u

seksualnoj rekombinaciji.
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4) Za vrstu B. graminis je karakteristicno i Sirenje na daljinu tkzv. LDD
(eng. long distance dispersal). lako su i konidije i askospore ovog patogena
efemerne, pojedini autori su utvrdili visok potencijal ovog Sirenja, npr. od oko
650 km od Velike Britanije do Danske (Hermansen i sar., 1978; Wolfe i
Schwarzbach, 1978). Ovaj tip migracije je neophodan za obligatne patogene
kao Sto je prouzrokovaC pepelnice Cije prezivljavanje potpuno zavisi od
Zivog tkiva domacina. LDD je veoma bitna strategija preZivljavanja
prouzrokovaca pepelnice koja mu omogucava ,,kolonizaciju nove teritorije”
veoma brzo (Brown i Hovmgller, 2002). Limpert i sar. (1999) su ukazali da
spore putem vetra dostizu velike udaljenosti i omogucavaju ovom patogenu
Sirenje Cak i izmedu kontinenata. Kao posledica ovakvog Sirenja dolazi do
promene u populaciji patogena i gubitka nekada efikasne otpornosti sorte
gajene na odredenom podrucju.

Iz navedenih razloga rasno specificnom tipu otpornosti se pripisuje

nestabilnost i kratkotrajnost.

2.3.2. Parcijalna otpornost

Ekstenzivna proizvodnja sorti pSenice koje poseduju jedan ili nekoliko Pm
gena stvara jak selekcioni pritisak na populaciju patogena B. graminis f. sp. tritici,
dok obilna proizvodnja spora ovog patogena omogucava jak potencijal za mutacije
virulentnosti. Kao rezultat navedenog dolazi do brze pojave velikog i narastajuceg
broja adaptiranih, virulentnih izolata (Wolfe i Schwarzbach, 1978), te otpornost
pSenice koja se zasniva na jednom ili svega nekoliko Pm gena postaje kratkotrajna
(Lilliemo i sar., 2006). ViSe odrZiva alternativa je razvitak genotipova pSenice sa
parcijalnom otpornoscu.

Otpornost biljaka na patogene veoma varira u intenzitetu, od kompletne
(potpuno odsustvo patogena) do umerene (veoma nizak intenzitet razvoja

patogena). Varirajuéi nivo izmedu kompletne otpornosti i kompletne osetljivosti
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smatra se parcijalnom otpornos$¢u (Kinane i Jones, 2001). Pojedini autori (Roberts i
Caldwell, 1970) je nazivaju i nekompletna otpornost. Agrios (2005) iznosi da se
ovaj tip otpornosti srece u literaturi i kao rasno nespecifiCna, opsta, kvantitativna,
poligenetska, otpornost u stadijumu odraslin biljaka, poljska ili dugotrajna
otpornost, ali se ranije uglavnhom nazivala horizontalna. Ipak ovi termini nisu
potpuni sinonimi, pa tako parcijalna otpornost ponekad moze da se utvrdi u
stadijumu sjenaca (Bennett,1981), ili otpornost u stadijumu odraslih biljaka nekad
moze biti i rasno specificna (Hsam i Zeller, 2002).

Parcijalna otpornost pSenice prema pepelnici je kvantitativne prirode
odredena sa viSe (poligena) ili manje (oligogena) aditivnih gena koji imaju slab
pojedinacni, ali jak kumulativni efekat. Ovi geni se zovu minor geni, te se u literaturi
srece i naziv minor-gen otpornost (Vidhyasekaran, 2004). Takva otpornost je rasno
nespecificna odnosno efikasna prema svim patotipovima jednog patogena, i kao
takva ne potvrduje Flor-ovu teoriju (1955) gen-za-gen odnosa parazita i domacina.

Lokusi ovih gena su obi¢no povezani u klastere i nazivaju se lokusi za
kvantitativna svojstva (QTL). Do sada je opisano peko 20 ovih QTL-ova odgovornih
za otpornost pSenice prema prouzrokovacu pepelnice (PmQTL) (Mcintosh i sar.
2013).

Parcijalna otpornost se ispoljava kroz smanjen razvoj oboljenja domacina.
Moze se sagledati kroz promenu jedne ili viSe komponenti (Kinane i Jones, 2000):
produzen inkubacioni, odnosno latentni period, redukcija frekvencije infekcije,
smanjenje duzine infekcionog perioda, redukcija veli€ine kolonija i produkcije
spora.

RazliCiti stepeni ekspresije komponenti parcijalne otpornosti su otkriveni u
razliCitim sortama (Newton, 1990). Sorte na kojima se javlja relativno nizak
intenzitet zaraze, uprkos visokim frekvencijama virulentnosti u populaciji patogena
poseduju dobar stepen parcijalne otpornosti i mogu da se koriste u programima
selekcije kao koristan izvor otpornosti (Dreiseitl, 2007). Ovakve sorte vrSe mali
selekcioni pritisak na populaciju patogena, te se patogen nesmetano razvija u

granicama koje ne pri€injavaju znaCajne Stete usevu pSenice.
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lako je prednost parcijalne u odnosu na rasno specificnu otpornost
znacajna, njena upotreba u oplemenjivackim programima je ograniCena. Glavni
razlog toga je poligenetska priroda parcijalne otpornosti (Vale i sar., 2001). lako
mapiranje QTL-ova predstavlja moénu tehniku za identifikaciju genotipova koji
nose gene za parcijalnu otpornost, postoje i dalje problemi njihove primene u
praksi, kao Sto su dugotrajni i skupi eksperimenti, ali i zavisnost QTL-ova od uticaja
spoljasne sredine. Naime, QTL-ovi odgovorni za nivo otpornosti jednog genotipa
pSenice prema prouzrokovacu pepelnice razlikuju se u zavisnosti od uslova
spoljasne sredine karakteristicne odredeno podrucje (Bougot i sar., 2006; Tucker i
sar., 2007). Smatra se da je QTL mapiranje, kao i bilo koje drugo istrazivanje koje
se zasniva na genetskoj osnovi dobro koliko i metod koji se zasniva na fenotipskoj
oceni, a koji je neophodan za takva genetska istrazivanja (Young, 1996).

Genotipovi sa znacajno manjim intenzitetima zaraze od najosetljivijeg
genotipa se smatraju parcijalno otporni. Nivo ovog tipa otpornosti u datom
genotipu, medutim, mozda nije dovoljan za kontrolu datog patogena. |1z tih razloga,
genotipovi koji se zna€ajno ne razlikuju od otporne kontrole odabiraju se za dalje
oplemenjivanje (Bayles i Priestley, 1982).

Mnogi genotipovi razli€itih biljnih vrsta sa genima za parcijalnu otpornost su
identifikovani i koriste se u oplemenjivanju. Krajem 2001. godine u CIMMYT-u (The
International Maize i Wheat Improvement Center) je zapoCet rad na identifikaciji
parcijalne otpornosti pS$enice prema pepelnici baziran na internacionalnim
podacima sa 64 lokaliteta Sirom sveta. Odabirane su linije koje nisu pokazivale
potpunu otpornost niti visoku osetljivost ni u jednom lokalitetu, i grupa od 50 visoko
prinosnih linija je odabrana za dalja testiranja u nekoliko lokaliteta za koje su
karakteristicne epifitocije pepelnice. Linije Milan, Dulus, Filin i Filin/Milan su
potvrdile zadovoljavajucCi stepen parcijalne otpornosti na pepelnicu, i danas
predstavljaju osnov za dalje oplemenijivanje (Lilliemo i sar., 2004). CIMMYT-ova
hlebna sorta Saar je pokazala visok stepen parcijalne otpornosti na pepelnicu u
poljskim ogledima u Evropi, Aziji i juznoj Americi i predstavlja vredan izvor

otpornosti za oplemenijivanje pSenice.
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Poljska ispitivanja u uslovima prirodne zaraze ili inokulacija biljaka sa
meSanom populacijom patogena se obi¢no primenjuje prilikom ispitivanja
parcijalne otpornosti u stadijumu odraslih biljaka. Medutim, Cesto je veoma teSko
utvrditi parcijalnu otpornost u takvim eksperimentima bez prethodnog znanja o
postojanju rasno specificnih gena u testiranim linijjama pSenice. Ukoliko je
frekvencija virulentnosti populacije patogena koja odgovara rasno specifi€nim
genima odredene sorte ili linije pSenice niska za dato podrucje, to moze takode da
rezultira u delimi¢noj, parcijalnoj infekciji. 1z tih razloga, saznanja o virulentnim
genima populacije prouzrokovaca pepelnice su neophodna kako bi se izborili sa

ovim zbunjujué¢im efektima.
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3. Cilj istrazivanja

Pepelnica pSenice se javlja u svim proizvodnim podrucjima teritorije Srbije.
S obzirom na visok potencijal adaptabilnosti i promena u populaciji ovog patogena,
cilj istrazivanja je utvrdivanje strukture virulentnosti populacije patogena B.
graminis f. sp. tritici koja poti€e sa teritorije Srbije, kao i dinamike njene promene
tokom godina. Takode, istraZivanja imaju za cilj i odredivanje otpornosti genotipova
pSenice koja je uslovljena promenom populacije patogena.

Na osnovu navedenog osnovi ciljevi istraZivanja su:

1. Ispitati biodiverzitet patogena i strukturu virulentnosti polne i bespolne
populacije pomocu diferencijalnog seta koji se sastoji od izogenih sorti i linija
pSenice sa 20 poznatih Pm gena za otpornost pSenice prema prouzrokovacu
pepelnice;

2. Utvrditi genetiCku sliCnost populacije izolata koji potiCu sa sedam
lokaliteta u Cetiri istraZzivaCke godine, kao i korelaciju izmedu genetiCke i
geografske udaljenosti;

3. Utvrditi moguce veze izmedu 20 lokusa za virulentnost izolata
patogena koji odgovaraju odredenim Pm genima za otpornost pSenice;

4. Utvrditi frekvenciju virulentnosti gena patogena i njihov trend promene
u periodu od 24 godine;

5. Ispitati otpornost genotipova i komercijalnih sorti pSenice prema

prouzrokovacu pepelnice.
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4. Radna hipoteza

B. graminis f. sp. tritici se javlja u svim proizvodnim podrucjima Srbije, svake
godine, u slabijem ili jaem intenzitetu. Smatra se visoko rizi€nim patogenom zbog
znacajnog potencijala za adaptabilnost i promenu u virulentnosti populacije, te se u
ovom radu polazi od hipoteze da je tokom istraZivackog perioda doslo do promene
u virulentnosti populacije, odnosno u virulentnosti pojedinih gena ovog patogena. S
obzirom na izneto, oCekivano je i da ¢e se utvrditi promena u dominantnim
patotipovima, kao i u kompleksnosti populacije.

GenetiCka slicnost populacije prouzrokovaCa pepelnice utvrdiCe se za
ispitivani period. Takode, bi¢e utvrdena i geografska slichost populacije na osnovu
ispitivanja iste u sedam lokaliteta Srbije, a dalje ¢e se utvrditi i korelacija izmedu
genetiCke i geografske sliCnosti. Smatra se da ¢e ova korelacija biti niska, s
obzirom na visok potencijal ispitivanog patogena za Sirenje na duge distance, a da
teritorija Srbije obuhvata relativno malu povrsinu.

Utvrdivanje strukture virulentnosti polne i bespolne populacije dace uvid u
slicnost odnosno razliitost istih i utvrdivanjem korelacije izmedu njih ukazace na
njihovu povezanost.

Testiranjem otpornosti komercijalnih sorti, ali i genotipova pSenice prema
prouzrokovacu pepelnice utvrdiée se potencijalno postojanje rasno specifinih
gena u njima, i/ili njihov potencijal za parcijalnu otpornost. Ovi rezultati dace uvid u
rizik gajenja ispitanih sorti, kao i mogucnost pojave epidemije B. graminis f. sp.
tritici u agroklimatskim uslovima koji bi pogodovali razvoju ove gljive.

Takode, rezultati ovih istraZivanja usmeri¢e selekciju pSenice u pravcu

izbora efikasnih gena za otpornost prema patogenu B. graminis f. sp. tritici.
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5. Materijal i metod rada

5.1. Prou€avanje strukture virulentnosti polne populacije prouzrokovacéa

pepelnice u periodu od 2010. do 2013. godine

Ispitivanje strukture virulentnosti polne populacije prouzrokovaca pepelnice
pSenice vrseno je tokom Cetiri godine (2010., 2011., 2012. i 2013. godine). Uzorci
listova pSenice sa kleistotecijama patogena prikupljani su krajem vegetacije useva
pSenice (BBCH 92-99) u lokalitetima Rimski San&evi, Despotovo, Cortanovci,
Sremska Mitrovica, Sombor, Crepaja i Aleksinac. Do pocetka rada uzorci su Cuvani
u papirnim kesama u frizideru na temperaturi od +4°C. UmnoZavanje inokuluma je
vrSeno na sorti Barbee koja ispoljava osetljiv tip reakcije prema prouzrokovacu
pepelnice. Osam do deset dana nakon setve u keramiCke saksije, biljke sa
razvijena dva lista se smeStaju pod fenjerska stakla. Na vlaznu filter hartiju unutar
poklopca Petri kutije izdvaja se po 200 Kleistotecija jednog izolata patogena
pomocu sterilne igle i lupe, sa svakog lokaliteta posebno. Poklopac Petri kutije
stavlja se na vrh fenjerskog stakla (slika 4). Biljke se dalje gaje u stakleniku u
kontrolisanim uslovima vlage i temperature, pod prirodnim osvetljenjem.
Svakodnevno se vrsi vlaZzenije filter hartije kako bi doSlo do bubrenja kleistotecija i
oslobadanja askusa i askospora patogena. Nakon 7 do 10 dana dolazi do pojave
prvin simptoma koga Cine beliaste pustule prouzrokovaca pepelnice. Po pojavi
pustula vrsi se dalje umnozavanje inokuluma natresanjem konidija sa zaraZenih na
zdrave listove biljke u Cetiri ponavljanja. Kako bi se spreCilo me$anje izolata,
sejanci pSenice na koje je nanet inokulum jednog izolata se uzgajaju pod

celuloidnim cilindrima sa platnenim kapama na vrhu (slika 5).
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Slika 5. Izolacija izolata pomocu celuloidnih cilindara(foto: R. Jevti¢)
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Umnozenim izolatima se dalje inokuliSe diferencijalni set pSenice koga Cine
izogene sorte i linijje sa poznatim genima za otpornost premapepelnici (slika 6,
tabela 1). Reakcija diferencijalnog seta pSenice je ocenjivana 10 dana posle
inokulacije prema skali 0-9 (Moseman i sar., 1984) gde ocene predstavljaju
infekcione tipove:

1- zdrav list;

2-pojava nekroti¢nih ili hloroti¢nih pega, bez fruktifikacije patogena;

3-sitne pustule, pojava nekroti¢nih ili hloroti¢nih pega;

4-male pustule, pojava nekroti¢nih ili hloroti¢nih pega;

5-medutip;

6-pustule srednje veli€ine, pojava hloroze;

7-jaci napad, bez nekroti¢nih ili hloroti¢nih pega;

8-jak napad, bez nekroticnih ili hloroticnih pega;

9-vrlo jak napad i krupne pustule, bez nekroticnih ili hloroti¢nih pega.

-
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Slika 6. Diferencijalni set pSenice (foto: R. Jevti¢)
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Prema navedenoj skali infekcioni tipovi 0-3 predstavljaju visoku otpornost, 4-
6 otpornost i 7-9 osetljivost.

Utvrdivanje virulentnih gena prisutnih u populaciji B. graminis f. sp. tritici
izvrSeno je na osnovu Florove hipoteze gen-za-gen (1955) gde svakom genu za
otpornost domacina odgovara gen za virulentnost patogena. Osetljivost izogene
sorte ili linije koja nosi poznat gen za otpornost (Pm gen) ukazuje na prisustvo
odgovarajuceg gena za virulentnost patogena datog izolata.

Za svaki virulentni gen, u svim lokalitetima i svim godinama, utvrdene su
frekvencije virulentnosti na osnovu proporcije izolata koji uzrokuju osetljiv tip
reakcije izogene sorte ili linije (ocena 7-9). Virulentni geni su na osnovu frekvencija
kategorisani u tri grupe (Felsenstein i Jaser, 2000). Prvu grupu ¢ine geni sa niskim
frekvencijama, nizim od 20%, drugu geni sa umerenim frekvencijama od 20 do
50%, dok trecu grupu €ine geni sa visokom frekvencijom od preko 50%.

Takode, na osnovu reakcije sejanaca diferencijalnog seta
(osetljivo/otporno), dobijene su formule virulentnosti i utvrdena je struktura
virulentnosti polne populacije prouzrokovaca pepelnice po metodi Namuco i sar.
(1987). lzolati sa istom formulom virulentnosti su grupisani zajedno i ¢ine jedan
patotip.

Pored frekvencije virulentnosti, odreden je jo$ jedan parametar populacije-
kompleksnost virulentnosti izolata polne populacije prouzrokovaca pepelnice.
Kompleksnost virulentnosti izolata odreduje se brojem virulentnih gena izolata na
osnovu strukture virulentnosti na dati diferencijalni set i daje uvid u moguénost
izolata da prevazide gene za otpornost domacina. Na osnovu reakcije
diferencijalnog seta kompleksnost virulentnosti izolata moze biti od 1 do 20 (koliko

ima gena, odnosno sorti ili ilinija diferencijanog seta).
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Tabela 1. Izogene sorte i linijje sa poznatim genima za otpornost prema

pepelnici
Redni Izogene sorte ili Geni za Lokacija | Odgovarajuca

broj linije Cr otpornost gena virulentnost
1. Axminster/’Cc 14114 Pml 7AL V-1

2. Ulka/®Cc 14118 Pm2 5DS V-2

3. | Idaed 59B/°Cc 14119 Pm2+ 5DS V-2+

4. | Asosan/’Cc 14120 Pm3a 1AS V-3a

5. ChulCc 14121 Pm3b 1A V-3b

6. Sonora/’Cc 14122 Pm3c 1A V-3¢

7. Khapli/*Cc 14123 Pm4a 2AL V-4a

8. Weihenstephan M-1 NIC Pm4b 2AL V-4b

9. | Hope/®Cc 14125 Pm5 7BL V-5
10. Michigan Amber/’Cc 14033 Pm6 2B V-6
11. Transec 14189 Pm7 4A V-7
12. Kavkaz 361879 Pm38 1R(1B) V-8
13. Amigo 17609 Pm17 1RS 1AL V-17
14. Normandie NIC Pm1+2+9 7A V-1+2+9
15. Cl 12633 12633 Pm2+6 5DS/2BL V-2+6
16. | Coker 983 NIC Pm5+6 - V-5+6
17. Halle Stamm 13471 NIC Mid - vd
18. | Granada NIC Pm5+8 - V-5+8
19. Dolomit NIC Mili - Vi

20. | C-39 NIC Pm2+4b+6 - V-2+4b+6

*-projevi sorti u kolekciji Departmana za poljoprivredu, SAD (Agricultural Research Service

Germplasm Resource Information Network). NIC=nije u kolekciji
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5.2. Proucavanje strukture virulentnosti polne populacije

prouzrokovacéa pepelnice u periodu od 1990. do 2013. godine

Kako bi se sagledao linearni trend promene u frekvenciji virulentnosti gena
podaci za polnu populaciju prouzrokovaca pepelnice uzeti su za period od 1990.
godine do 2013. godine. Tokom ovog perioda polnu populacije datog patogena
proucavali su dr Borivoje Kosti¢, dipl. inz. Milisav Pribakovi¢ i dr Radivoje Jevtic.
Uzorci listova sa kleistotecijama patogena B. graminis f. sp. tritici prikupljeni su sa
83 lokaliteta teritorije Srbije (slika 7). Ispitivanje parametara populacije izvrSeno je

po unapred opisanim metodama.
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Slika 7. Lokaliteti sa kojih su prikupljeni uzorci listova pSenice sa kleistotecijama
prouzrokovaca pepelnice (period 1990-2013.)
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5.3. Proucavanje strukture virulentnosti bespolne populacije

prouzrokovaca pepelnice

U poljskim uslovima vegetacione 2009/10., 2010/11. i 2011/12. godine
utvrdena je struktura virulentnosti bespolne populacije prouzrokavaca pepelnice.
Ispitivanja su izvrSena na oglednom polju Odeljenja za strna Zita na Rimskim
Sandéevima, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad.

Testiranje bespolnog dela populacije prouzrokovaca pepelnice radeno je
pomoc¢u tkzv. pokretnih rasadnika. Pokretne rasadnike C¢ini gore navedeni
diferencijalni set pSenice (tabela 1) sa poznatim genima za otpornost prema
prouzrokovacu pepelnice, sejani u plasti¢ne kadice. Nakon 8 do 10 dana od setve
deferencijalnog seta pSenice u plastiCne kadice, odnosno sa pojavom drugog
potpuno razvijenog lista biljaka, ovi rasadnici su iznoSeni u polje useva pSenice u
trajanju od 24h. Posle toga rasadnici se unose nazad u staklaru gde se smestaju
pod celuloidne cilindre sa platnenom kapom radi spre€avanja meSanja infekcije.
Nedelju dana nakon unoSenja rasadnika vrSi se ocena. Infekcioni tipovi pepelnice
odreduju se prema prethodno opisanoj skali (Moseman, 1984). Otporni tipovi
infekcije su oznaceni ocenama 0-6, dok su osetljivi ocenom 7-9. Na osnovu ovih
ocena utvrdena je struktura virulentnosti bespolne populacije pSenice. Takode,
utvrdena je i kompleksnost virulentnosti izolata bespolne populacije prema unapred
opisanim metodama.

IznoSenje pokretnih rasadnika u polje pod usevom pSenice vrSeno je u
periodu mart-jun 2010., 2011. i 2012. godine.
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5.4. Testiranje otpornosti genotipova psSenice prema prouzrokovacu

pepelnice

Testiranje otpornosti sorti i linija pSenice prema prouzrokovacu pepelnice
vrSeno je u kontrolisanim uslovima staklare u tri uzastopne godine (2011., 2012. i
2013.). Inokulum se sastojao od meSavine populacije prouzrokovaca pepelnice
koja je utvrdena za datu godinu. Inokulacija biljaka pSenice sejanih u plasti¢ne
CaSe vrSena je kada su biljke imale dva puna razvijena lista, dok je ocena
otpornosti izvrSena nedelju dana nakon toga. Infekcioni tipovi prouzrokovaca
pepelnice odredeni su prema prethodno opisanoj skali (Moseman, 1984). Otporni
tipovi infekcije su ozna€eni ocenama 0-6, dok su osetljivi ocenom 7-9.

Navedeni genotipovi testirani su na otpornost prema prouzrokovacu
pepelnice i u polju, u uslovima prirodne zaraze, 2011., 2012. i 2013. godine, na
lokalitetu Rimski Sanéevi. Genotipovi pSenice su sejani u optimalnom roku setve
na parcelicama veli¢ine 1m?, Ocena otpornosti sorti i linija pSenice vréena je u
vremenskom periodu maj-jun od fenofaze 71 do fenofaze 73 (Zadoks i sar., 1974).
Intenziteti zaraze utvrdeni su prema modifikovanoj skali Cobb-a od 10-90%
(Peterson i sar., 1948). Kod ove skale gradacija je izvrSena na 10% u zavisnosti od
pokrivenosti lista pustulama pepelnice. Genotipovi kod kojih intenzitet zaraze
pepelnice nije prelazio 20% smatraju su otpornim.

Prve godine je u testiranje bilo ukljuCeno ukupno 596 genotipova pSenice,
medu Kkojima osam komercijalnih sorti pSenice, 14 genotipova sa poznatom
kombinacijom Pm gena i 574 genotipova odabranih na osnovu dobrih potencijala
za prinos i kvalitet zrna. Naredne dve godine u ispitivanje su ukljuCeni odabrani
genotipovi koji su ispoljili otpornost prema prouzrokovacu pepelnice i u stadijumu

sejanaca i u stadijumu odraslih biljaka, prethodne godine.
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5.5. Statisticka analiza podataka

StatistiCka obrada i graficki prikazi podataka koji su dobijeni u istrazivanjima
su uradeni upotrebom statistickog softverskog paketa Minitab 17 (trial version).
Deo grafickog prikaza rezultata istrazivanja uraden je i pomoc¢u programa Microsoft
Office Excel 2007.

Analiza varijanse i FiSerov test poredenja sredina primenjeni su za
utvrdivanje statisticki znacajnih razlika izmedu frekvencija virulentnosti gena
ukupno, kao i u zavisnosti od lokaliteta i godine. Regresionom analizom utvrden je
linearni trend promene u frekvenciji gena tokom 24 godine. Korelacija izmedu
polne i bespolne populacije prouzrokovaca pepelnice utvrdena je Pearson-ovim
koeficijentom korelacije.

Kompleksnost virulentnosti ispitivanih izolata polne i bespolne populacije
prouzrokovaca pepelnice pSenice utvrdena je pomocu programa HaGis Tool
(Hermann i sar., 1999), binarnim kodiranjem reakcije virulentninh gena: O-
avirulentan gen, 1-virulentan gen.

Moguce asocijacije gena u parovima na avirulentnim lokusima su utvrdene
po metodi koju su opisali Parks i sar. (2008). Za poredenje parova virulentnih gena,
Cetiri moguce kategorije su raCunate: izolati avirulentni na oba Pm gena (AA),
izolati virulentni na oba Pm gena (VV) i izolati avirulentni na jedan Pm gen, ali
virulentni na drugi (AV ili VA). Na osnovu proporcije svake kategorije, asocijacije sa
viSe od 60% od ukupnog broja izolata koji pripadaju kategoriji AA ili VV su
smatrane pozitivnim, dok su asocijacije sa vise od 60% izolata prema AV ili VA
smatrane negativnim. Ako je proporcija AA plus VV u opsegu 40-60%, asocijacija
ostaje nejasna. StatistiCka znacajnost interakcije dva razliCita gena patogena u
paru ispitana je x° kvadrat testom.

Kako bi se sagledala geneti¢ka sli¢nost izmedu ispitanih izolata u zavisnosti
od lokaliteta ili godine, formirana je matrica genetiCkih sliCnosti, Ciji su elementi
Nei’s standardne genetiCke distance (Nei, 1972). Matrica genetickih sli€nosti
obradena je primenom UPGMA metode, odnosno ,,neponderisane metode parova
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grupa sa aritmeti¢kim prosecima”. Ovom metodom izvr§ena je hijerarhijska klaster
analiza, pri Cemu je genetiCka udaljenost izmedu klastera odredena na osnovu
prosecne vrednosti koeficijenata udaljenosti parova svih objekata koji Cine ta dva
klastera. Pri tome je koriS¢en NTSYSpc 2.1 programski paket (Rohlf, 2000). Kao
konacan rezultat dobijen je dendrogram, na kom se projekcijom baze klastera na
skalu sa koeficijentima geneticke udaljenosti oCitava procenat genetiCke sli¢nosti
ispitanih izolata u zavisnosti od lokaliteta ili godine. Regresionom analizom utvrden
je odnos izmedu genetiCke i geografske udaljenosti. Geografska udaljenost izmedu

ispitivanih lokaliteta data je u kilometrima (km).
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6. Rezultati istrazivanja

6.1. Struktura virulentnosti polne populacijeB. graminis f. sp.tritici

6.1.1. Patotipovi B. graminis f. sp.tritici

Izolati polne populacije prouzrokovaca pepelnice prikuplieni su sa sedam
lokaliteta teritorije Srbije u periodu od 2010. do 2013. godine. Ukupan broj izolata
iznosio je 110, medu kojima je utvrdeno 72 patotipa. Od ovog broja patotipova,
samo 18 je utvrdeno viSe od jednog puta u populaciji (tabela 2). Nijedna izogena
linija diferencijalnog seta nije bila osetljiva na sve izolate patogena, niti je jedan
izolat bio sposoban da izazove infekciju svih izogenih linija diferencijalnog seta.

Odnos izmedu broja izolata i patotipova (0,65) ukazuje na to da je polna
populacija B. graminis f. sp. tritici u ispitivanom periodu bila veoma varijabilna i da
u njoj nije bilo predominantnog patotipa. Najfrekventniji u polnoj populaciji bio je
patotip sa formulom virulentnosti:2, 4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8,
17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), MIi. Njegova frekvencija iznosila je 11%,
odnosno u periodu istrazivanja ovaj patotip se javio 10 puta i to u lokalitetima
Rimski Sané&evi, Despotovo i Cortanovci u sve &etiri godine istraZivanja. Patotip 6 /
1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), MIi,
(2+4b+6) se takode javio u sve Cetiri godine istraZivanja, ali samo na lokalitetu
Sremska Mitrovica, dok se patotip 1, 4a, 5, 6, 7, Mld, (5+8) / 2, 2, 3a, 3b, 3c, 4b,
8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6) javio u lokalitetu Aleksinac (2011, 2012.
godine) i Sremska Mitrovica (2010, 2011, 2013. godine). Najveéi broj patotipova
javio se samo jednom (35,1%) ili dva puta (22%). Gen virulentan za gen pS$enice
Pm6 je utvrden u svim patotipovima koji su se pojavijivali dva ili vise puta u
populaciji, osim u patotipu (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7,
8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId.
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Tabela 2. Patotipovi polne populacije pepelnice koji su se pojavljivali dva ili viSe
puta u populaciji

© ©

8 |G
Redni Patotipovi (Virulentni/avirulentni geni R | eg
broj atotipovi (Virulentni/avirulentni geni) 2 2E

o )

M (L
1. | 2,4a,5,6,(2+4b+6) / 1, 2", 33, 3b, 3¢, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli | 10 11
2. 6/1,2,2% 3a,3b, 3c, 4a, 4b, 5,7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) 5 5,5
3. 1,4a,5,6,7, Mld, (5+8) / 2, 2%, 3a, 3b, 3¢, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6) 5 5,5
4, 1,2%,3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 6, 7, 8, (1+2+49), MId / 2, 5, 17, (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6) 4 4,4
5. | 1,2,3c,4a,4b, 6,7, Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 27, 33, 3b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6) a4 4,4
6. | 1,2,2%,3b,3c,4a,4b,5,6,7, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6) | 4 4,4
7. | 3b,3c,4a,4b, 5, 6,7, (1+2+9), (2+6), Mld, (5+8), (2+4b+6) / 1, 2, 2", 3a, 8, 17, (5+6), Mli 3 3,3
8. 1,2, 2% 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 17, (5+6) 2 2,2
9. 3¢, 5,6, Mld, (5+8) / 1, 2, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6) 2 2,2
10. 1,3b,3c, 4b,5,6,7 /2,2, 33, 43, 8, 17, (142+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) 2 2,2
11. | (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1,2, 2", 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId 2 2,2
12. 1,2,3b,3c,4b,5,6,7, MId / 2°, 3a, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6) 2 2,2
13. 3b, 4a, 6, 7, MId, Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2+, 33, 3¢, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+,6), (5+8) 2 2,2
14. 1, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, Mld, (2+4b+6) / 2, 2", 33, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli 2 2,2
15. 1, 3¢, 5, 6, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2+, 33, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+49), (2+6) 2 2,2
16. 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (2+6), MId, (5+8) / 1, 2, 2, (1+2+9), (5+6), Mli, (2+4b+6) 2 2,2
17. | 1,3b, 4a, 4b, 5, 6, (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2", 33, 3¢, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6) 2 2,2
18. | 1, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2", 3¢, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6) 2 2,2
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6.1.2. Frekvencija virulentnih gena B. graminis f. sp. tritici

Razlike u frekvencijama virulentnosti gena posmatrano ukupno u svim
lokalitetima i u svakoj godini su bile statisticki znacajne (P=0,000) (tabela 3).
Frekvencija virulentnosti gena se kretala od 10,5 do 92,3% (grafikon 1).
Najfrekventniji u populaciji bio je gen V-6 Cija je frekvencija iznosila 92,3%,
odnosno, 77,5; 95,2; 100,0 i 96,4% po godinama, respektivno. Visoku frekvenciju
virulentnosti ispoljili su i geni virulentni prema Pmda, Pm5, Pm7, Mld kao i
kombinaciji gena Pm5+8 i Pm2+4b+6. NajniZzu frekvenciju virulentnosti ispoljio je
gen virulentan prema Pm17 (10,5%) i kombinaciji gena Pm5+6 (10,9%).

Geni virulentni prema Pm2+, Pm17, Pm3a i kombinaciji gena Pm2+6 i
Pm5+6 svrstani su u grupu gena sa niskim frekvencijama virulentnosti. Umerenu
frekvenciju virulentnosti ispoljili su geni virulentni prema Pm1, Pm2, Pm3b, Pm3c,
Pm4b, Pm8, Pm1+2+9 i Mli.

Tabela 3. Analiza varijanse frekvencije virulentnosti gena polne populacije
B. graminis f. sp. tritici (2010-2013.)

lzvor Stepeni Suma Sredina Koli&nik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnosti
df SS MS E P
V”“éirr‘]t;OSt 19 300414 15811,3 22,85 0,000%*
Greska 540 373602 691,9
Total 559 674016

*StatistiCki zna€ajna razlika (P<0,05); **Statisti¢ki visoko znacajna razlika (P<0,01)
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Grafikon 1. Frekvencija virulentnosti gena polne populacije B. graminis f. sp.
tritici i FiSerov test poredenja sredina (2010-2013.)

U tabeli 4. su prikazane frekvencije virulentnosti gena patogena virulentnih
prema Pm genima pSenice u zavisnosti od lokaliteta i godine. Virulentnost prema
Pm6 je konstantno bila na visokom novou (= 50%), osim 2010. godine u lokalitetu
Crepaja kada je njegova frekvencija iznosila 25,0%. Medutim u ovom lokalitetu
sledece tri godine je njegova frekvencija iznosila 100,0%. U lokalitetima Aleksinac i
Sremska Mitrovica virulentnost prema genima Pm2+, Pm3a, Pm17, Pm1+2+9,
Pm2+6 nije detektovana. U lokalitetu Sremska Mitrovica nije utvrdena ni
virulentnost ispitivanih izolata prema genima Pm2, Pm3b, Pm3c, Pm4b i Pm8 kao
ni prema kombinaciji gena Pm5+6. Takode, virulentnost prema Pm17, Pm1+2+9,
Pm2+6 nije detektovana ni u lokalitetu Despotovo. Virulentnost prema kombinaciji

gena Pm5+6 nije utvrdena ni u lokalitetima Sombor i Cortanovci.
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Tabela 4. Frekvencija virulentnosti gena B. graminis f. sp. tritici (%) u periodu 2010-2013.godine, prikupljenih

sa sedam lokliteta Srbije

Geni Rimski Sanéevi Aleksinac Sremska Mitrovica Despotovo
2010 2011 2012 2013 2010 2011 2012 2013 2010 2011 2012 2013 2010 2011 2012 2013
V-1 50 50 50 0 50 100 50 50 25 50 33 25 100 67 60 50
V-2 38 25 75 50 25 25 25 100 0 0 0 0 75 67 60 75
V-2+ 25 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 33 20 25
V-3a 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 33 20 25
V-3b 50 25 50 75 50 0 25 25 0 0 0 0 75 67 60 75
V-3c 38 50 50 25 75 50 75 75 0 0 0 0 25 33 20 25
V-4a 38 25 50 75 25 75 50 25 25 50 33 25 75 100 100 100
V-4b 63 25 75 75 50 25 50 50 0 0 0 0 75 67 60 75
V-5 75 75 100 75 75 75 50 50 0 50 33 25 100 100 100 100
V-6 88 100 100 100 100 100 100 100 50 100 100 75 100 100 100 100
V-7 50 50 75 75 100 75 100 100 25 50 33 25 75 67 40 50
V-8 0 0 0 25 0 0 0 50 0 0 0 0 25 33 20 25
V-17 0 0 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V-1+2+9 0 0 25 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V-2+6 0 25 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V-5+6 0 0 0 25 0 25 0 0 0 0 0 0 50 33 40 50

vd 63 50 50 75 75 100 75 75 25 50 33 25 75 67 60 75

V-5+8 38 50 75 50 100 25 25 25 50 67 50 75 67 60 75

Vi 50 25 25 75 75 67 60 75
V-2+4b+6 50 50 75 75 75 50 100 25 0 0 100 25 75 100 100 100

o O
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o
\l
ol
N
ol
o
o
=
o
o
N
ol
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Nastavak tabele 4.

Geni Sombor Crepaja Cortanovci
2010 2011 2012 2013 2010 2011 2012 2013 2010 2011 2012 2013
V-1 20 20 40 0 75 100 75 0 33 33 33 50
V-2 0 0 20 0 50 50 25 0 33 67 66 0
V-2+ 0 20 60 0 75 0 50 0 33 33 33 0
V-3a 20 20 40 0 50 0 50 0 33 67 66 0
V-3b 40 60 100 40 50 25 50 33 33 67 66 25
V-3c 40 60 100 40 50 100 75 66 33 67 66 50
V-4a 40 60 80 40 100 75 75 66 100 67 100 25
V-4b 60 60 100 40 75 75 50 0 100 33 66 25
V-5 40 60 60 60 50 75 100 66 100 67 100 50
V-6 80 100 100 100 25 100 100 100 100 67 100 100
V-7 60 100 100 100 25 75 75 100 100 33 66 75
V-8 40 40 60 20 50 50 75 100 100 33 66 75
V-17 20 0 0 0 25 50 25 0 33 33 33 25
V-1+2+9 60 60 100 20 75 50 50 33 33 33 33 0
V-2+6 20 40 40 20 50 0 25 33 67 67 66 0
V-5+6 0 0 0 0 0 25 25 33 0 0 0 0
vd 100 100 100 100 100 100 100 100 100 67 66 75
V-5+8 60 60 60 80 75 100 100 100 100 67 66 100
Vi 20 60 0 80 0 100 25 100 33 33 33 100
V-2+4b+6 20 80 40 60 75 100 75 100 33 67 66 100
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6.1.2.1. Frekvencija virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp.

tritici u zavisnosti od godine

Frekvencija virulentnostipolne populacije prouzrokovaca pepelnice u
zavisnosti od godine data je na grafikonu 2. Frekvencije su se kretale od 41,09%
(2010. godine) do 48,96% (2012. godine) i nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike medu njima, P=0,748 (tabela 5). Da se frekvencija virulentnosti gena nije

znacajno menijala tokom ispitivanih godina prikazano je na grafikonu 3.

Tabela 5. Analiza varijanse frekvencije virulentnosti polne populacije B.

graminis f. sp. tritici u zavisnosti od godine

Iz_yor__ Stepeni Suma Sredina Koli&nik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnosti
df SS MS E P
Godine 3 759,8 253,3 0,41 0,748
Greska 76 47228,5 621,4
Total 79 47988,4

*StatistiCki znacajna razlika (P<0,05); **Statisticki visoko znacajna razlika (P<0,01)
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36,0
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Grafikon 2. Frekvencija virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp. tritici

po godinama i FiSerov test poredenja sredina
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Grafikon 3. Dinamika promene virulentnih gena B. graminis f. sp. tritici u

zavisnosti od godine

Geneticka sli¢nost izolata B. graminis f. sp. tritici koji poti€u iz Cetiri razliCite
godine utvrdena je klaster analizom primenom Nei’'s standardne genetiCke
distance (1972). Dobijeni dendrogram ukazuje da nije bilo razlike izmedu izolata
koji su uzorkovani 2010. i 2011. godine (slika 8). Najve¢a genetitka udaljenost
utvrdena je izmedu izolata koji poti€u iz 2013. godine, ali ona iznosi svega 4%. Iz

datog dendrograma izvodi se zaklju€ak da su izolati iz perioda 2010-2013. godine
geneti¢ki veoma slicni.
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Slika 8. Dendrogram geneticke udaljenosti izolata u zavisnosti od godine
(2010-2013.)

6.1.2.2. Frekvencija virulentnosti populacije B. graminis f. sp. tritici u

zavisnosti od lokaliteta

Listovi pSenice sa kleistotecijama prouzrokovaca pepelnice prikupljeni su sa

sedam lokaliteta teritorije Srbije: Rimski San&evi, Despotovo, Cortanovci, Sremska

Mitrovica, Sombor, Crepaja i Aleksinac. Analizom varijanse utvrdene su statisticki

znacajne razlike (P=0,000) izmedu frekvencija virulentnosti polne populacije B.

graminis f. sp.tritici koje potiCusa razli¢itih lokaliteta teritorije Srbije (tabela 6).

Frekvencija virulentnosti se kretala od 17,6 do 57,25% (grafikon 4). Najniza

frekvencija virulentnosti koja je iznosila 17,6% utvrdena je u lokalitetu Sremska

Mitrovica, u periodu 2010-2013. godine. U ovom lokalitetu utvrdena je i najniza

frekvencija virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp. tritici svake godine u

odnosu na ostale ispitivane lokalitete, a 2010. godine je iznosila svega 8,75%

(grafikon 5). NajviSa frekvencija virulentnosti zabelezena je u lokalitetu Crepaja,
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62,5%, 2011. godine. U navedenom lokalitetu utvrdena je i najvisa frekvencija
virulentnosti za ispitivani period. Visoka frekvencija virulentnosti zabelezena je i u
lokalitetima Despotovo, Cortanovci i Sombor. |Izmedu ovih lokaliteta nije bilo
statistiCki znac€ajnih razlika u virulentnosti polne populacije prouzrokovaca

pepelnice.

Tabela 6. Analiza varijanse frekvencije virulentnosti polne populacije B.

graminis f. sp. tritici u zavisnosti od lokaliteta

Izvor Stepeni Suma Sredina Koliénik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnosti
df SS MS E P
Lokalitet 6 88489 14748 13,93 0,000**
Greska 553 585527 1059
Total 559 674016

*StatistiCki znacajna razlika (P<0,05); **Statisticki visoko znacajna razlika (P<0,01)

populacije (%)

Frekvencija virulentnosti

Lokaliteti

a-d —razli¢ita slova ukazuju na postojanje statisti¢ki zna¢ajne razlike (P<0,05)

Grafikon 4. Frekvencija virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp. tritici

u zavisnosti od lokaliteta i FiSerov test poredenja sredina
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Grafikon 5. Dinamika promene virulentnosti populacije B. graminis f. sp.

tritici po lokalitetima i godinama

Primenom UPGMA metode izolati B. graminis f. sp. tritici su grupisani u
klastere. Klaster analiza izolata polne populacije prouzrokovaca pepelnice
izvrSena je utvrdivanjem Nei’s standardne geneticke distance (Nei, 1972).
Dendrogram koji ukazuje na genetiCku udaljenost izolata u zavisnosti od lokaliteta
dat je na slici 9. Utvrdeno je da izmedu izolata koji potiCu sa lokaliteta Rimski
Sancevi i Despotovo nije bilo genetitke razlike. Nizak koeficijent geneticke
udaljenosti utvrden je izmedu izolata prikupljenih u lokalitetima Sombor i Crepaja,
kao i izmedu ova dva lokaliteta i lokaliteta Cortanovci. Najveéi koeficijent geneticke
udaljenosti (38%) utvrden je izmedu izolata koji potiCu sa lokaliteta Sremska
Mitrovica i ostalih Sest lokaliteta. 1zolati koji potiCu sa lokaliteta Sremska Mitrovica

grupisani su u poseban klaster.
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Slika 9. Dendrogram genetiCke udaljenosti izolata prouzrokovaca pepelnice

koji poticu sa sedam lokaliteta teritorije Srbije

Regresionom analizom nije utvrdena statisticki znaCajna linearna veza

(R*=0,7%) izmedu geneticke i geografske udaljenosti izolata prouzrokovada

pepelnice za ispitivane lokalitete (grafikon 6).
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0,2 [ ]

01

0,0 [ ]

Koeficijent geneticke udaljenosti

Geografska udaljenost (km)

s 0,108129
R-Sq 0,7%
R-Sq(ad)) 0,0%

400

Grafikon 6. Odnos geneticke i geografske udaljenosti izmedu izolata

prouzrokovaca pepelnice
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6.1.3. Kompleksnost virulentnosti izolata polne populacije B. graminis

f. sp. tritici

Kompleksnost virulentnosti izolata je definisana brojem virulentnih gena
koje poseduje jedan izolat i veoma je znaCajna sa stanovista potencijala patogena
da prevazide otpornost domacina.

Kompleksnost  virulentnosti  ispitivanih  izolata  polne  populacije
prouzrokovaca pepelnice pSenice utvrdena je pomocéu programa HaGis Tool
(Hermann i sar., 1999) i data je na grafikonu 7. Kompleksnost testiranih izolata se
kretala od 1 do 18 virulentnih gena po izolatu (teoretski maksimum 20, koliko ima
izogenih linija diferencijalnog seta). ProseCan broj virulentnih gena po izolatu je
iznosio 9,12. Najveci broj izolata (14%) posedovao je 5 gena virulentnih prema Pm
genima pSenice, dok je vise od 50% izolata posedovalo 9 do 14 gena za
virulentnost. U ispitivanom periodu nije bilo statisticki znacajnih razlika u
kompleksnosti izolata izmedu ispitivanih godina (grafikon 8). Najkompleksniji, sa
svega dva avirulentna gena, je bio patotip: 1, 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8,
(1+2+9), (2+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 17, (5+6) koji se u populaciji javio dva
puta, u lokalitetu Cortanovci, 2011. i 2012. godine. Najfrekventniji patotip u
populaciji je imao pet virulentnih gena (2, 4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2", 3a, 3b, 3c, 4b,
7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), MIi) i njegova frekvencija je iznosila
11%.
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Grafikon 7. Kompleksnost virulentnosti izolata polne populacije

prouzrokovaca pepelnice
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Grafikon 8. Kompleksnost virulentnosti izolata u zavisnosti od godine
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6.1.4. Veza izmedu alela avirulentnih lokusa

StatistiCka znaCajnost moguce veze izmedu gena na avirulentnim lokusima
testirana je x° testom. Zbog velikog broja testiranih parova gena (189) u tabeli 7 je
dat prikaz parova gena koji su imali pozitivhu vezu ili Cija je veza ostala nejasna.
Ukupno 59 parova gena je bilo pozitivnho vezano, dok za 15 nije utvrdena jasna
veza, jer je procenat veze AA plus VV bio izmedu 40 i 60, uprkos statistickoj
znacajnosti veze (P<0,005). Negativna veza izmedu parova gena utvrdena je u
115 kombinacija.

Najjata pozitivha virulentna veza (VV) utvrdena je izmedu parova gena
Pm5 i Pm6 (69%); Pm6 i Pm7 (71%); Pm7 i MIld (64%), kao i izmedu gena MId i
Pm5+8 (61%).

Veza izmedu gena virulentnih prema genima pSenice Pm17 i Pm2+6 je bila
jaka (87%) statisti¢ki zna€ajna pozitivha avirulentna (AA) veza, $to ukazuje na to
da piramiding ovih gena moZe biti dobra strategija za produzetak perioda
efikasnosti otpornosti odredene sorte. Takode statistiCki znaCajna pozitivna AA
veza utvrdena je i izmedu gena virulentnih prema Pm2 i Pm2+; Pm2+ i Pm3a;
Pm2+ i Pm1+2+9; Pm2+ i Pm2+4a+6; Pm3a i Pm8; Pm3a i Pm1+2+9; Pm3a i
Pm2+6; Pm8 i Pm17; Pm17 i Pm1+2+9; Pm17 i Pm2+6 i parova gena Pm1+2+9 i
Pm2+6.
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Tabela 7. Veza izmedu parova virulentnih gena u izolatima B. graminis f.

Sp. tritici u periodu 2010-2013. godine

Parovi Aleli patogena” Wa Tip® = 25
gena AA AV VA Y, Proporcija veze  vrednost

V1-V2 43 30 14 23 0,21 + 0,037 4,365
V1-V2+ 54 36 3 17 0,15 + 0,000 13,272
V1-V3a 53 38 4 15 0,14 + 0,003 8,707
V1-V3b 40 21 17 32 0,29 + 0,001 10,378
V1-V3c 36 21 21 32 0,29 + 0,014 6,093
V1-V4a 30 14 27 39 0,35 + 0,005 7,965
V1-V4b 37 15 20 38 0,35 + 0,000 14,768
V1-V5+6 55 40 2 13 0,12 + 0,001 10,303
V1-vd 22 3 35 50 0,45 + 0,000 16,964
V1-V5+8 26 13 31 40 0,36 + 0,020 5,336
V1-Vi 34 19 23 34 0,31 + 0,013 6,231
V2-V2+ 66 24 7 13 0,12 + 0,001 10,772
V2-V4a 35 9 38 28 0,25 +- 0,017 5,708
V2-V2+4b+6 31 7 42 30 0,27 +- 0,014 6,021
V2+-V3a 82 9 8 11 0,10 0,000 24,349
V2+-V3b 60 1 30 19 0,17 0,000 25,191
V2+-V3c 55 2 35 18 0,16 0,000 17,122
V2+-V4a 42 2 48 18 0,16 +- 0,002 9,167
V2+-Vab 51 1 39 19 0,17 0,000 17,525
V2+-V1+2+9 74 9 16 11 0,10 0,000 12,241
V2+-V2+6 79 13 11 7 0,06 0,013 6,203
V2+-vd 25 0 65 20 0,18 +- 0,007 7,190
V3a-V3b 60 1 31 18 0,16 0,000 24,422
V3a-V3c 52 5 39 14 0,13 0,014 5,983
V3a-V4a 41 3 50 16 0,15 +- 0,018 5,609
V3a-Vib 50 2 41 17 0,15 + 0,000 12,442
V3a-V8 72 4 19 15 0,14 + 0,000 24,818
V3a-V1+2+9 74 9 17 10 0,09 + 0,002 9,782
V3a-V2+6 80 12 11 7 0,06 + 0,008 7,038
V3b-V3c 44 13 17 36 0,33 + 0,000 22,631
V3b-V4a 33 11 28 38 0,35 + 0,001 11,341
V3b-Vab 48 4 13 45 0,41 + 0,000 54,222
V3b-V7 26 6 35 43 0,39 + 0,000 12,156
V3b-v8 48 28 13 21 0,19 + 0,015 5,907
V3b-V1+249 52 31 9 18 0,16 + 0,008 7,089
V3b-vd 23 2 38 47 0,43 + 0,000 17,492
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Nastavak tabele 7

Parovi Aleli patogena VV* Tip® p* X
gena AA AV VA vV Proporcija veze  vrednost

V3c-Vib 40 12 17 41 0,37 + 0,000 24,895
V3c-V7 24 8 33 45 0,41 + 0,002 9,714
V3c-V8 45 31 12 22 0,20 + 0,020 5,382
V3c-Vd 23 2 34 51 0,46 + 0,000 20,922
V3c-V5+8 26 13 31 40 0,36 + 0,021 5,336
V4a-Vib 30 22 44 14 0,13 +- 0,000 12,863
V4a-V5 19 14 25 52 0,47 + 0,014 6,068
V4a-Vvd 16 9 28 57 0,52 + 0,005 7,765
V4a-V2+4b+6 22 16 22 50 0,45 + 0,005 7,746
V4b-V5 21 12 31 46 0,42 + 0,024 5,064
V4b-V7 26 6 26 52 0,47 + 0,000 20,902
V4b-V8 44 32 8 26 0,24 + 0,001 11,130
V4b-V17 50 48 2 10 0,09 +- 0,024 5,062
V4b-Vd 22 3 30 55 0,50 + 0,000 21,530
V4b-V5+8 25 14 27 44 0,40 + 0,009 6,866
V5-V6 6 1 27 76 0,69 + 0,001 11,050
V5-V5+8 18 21 15 56 0,51 + 0,006 7,508
V6-V7 7 25 0 78 0,71 + 0,000 18,222
V7-V8 31 45 1 33 0,30 +- 0,000 16,313
V7-V17 32 66 0 12 0,11 +- 0,019 5,526
V7-vd 17 8 15 70 0,64 + 0,000 23,744
V8-V17 74 24 2 10 0,09 + 0,000 17,334
V8-V1+2+9 63 20 13 14 0,13 + 0,007 7,349
V8-vd 23 2 53 32 0,29 +- 0,005 7,951
V17-V1+2+9 78 5 20 7 0,06 + 0,004 8,303
V17-V2+6 87 5 11 7 0,06 + 0,000 17,336
V1+2+9-V2+6 79 13 4 14 0,13 + 0,000 32,928
V1+2+9-Vd 25 0 58 27 0,25 +- 0,001 10,524
V1+2+9-V5+8 35 4 48 23 0,21 +- 0,010 6,661
V2+6-V5+8 39 0 53 18 0,16 +- 0,001 11,822
V5+6-V5+8 38 1 57 14 0,13 +- 0,012 6,290
V5+6-Vi 53 0 42 15 0,14 + 0,000 16,150
V5+6-V2+4b+6 37 1 58 14 0,13 +- 0,015 5,970
Vd-V5+8 21 18 4 67 0,61 + 0,000 33,318
Vd-Vi 22 33 5 52 0,46 + 0,000 13,119
V5+8-Vi 30 23 9 48 0,44 + 0,000 19,991
V5+8-V2+4b+6 21 17 18 54 0,49 + 0,002 9,954
Vi-V2+4b+6 34 4 19 53 0,48 + 0,000 39,647
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Legenda tabele 7:

Broj izolata virulentnih (V) ili avirulentnih (A) na dati Pm lokus
Proporcija izolata virulentnih na oba Pm gena

+ pozitivna veza AA ili VV; +- nejasha veza

Statisticka zna¢ajnost veze pri P<0,005

Statisticka znagajnost veze pri x*>5,000

a b~ wWN PP
1 (R R

6.2. Struktura virulentnosti bespolne populacije

B. graminisf. sp. tritici

Bespolna populacija prouzrokovaca pepelnice utvrdena je pomocu
pokretnih rasadnika sa sejancima diferencijalnog seta pSenice koji su u prolecnom
delu vegetacije (od pocCetka marta do kraja maja) iznoSeni u polje pSenice.
Ispitivanja su izvrSena u lokalitetu Rimski Sandéevi. Prva pojava patogena B.
graminis f. sp.tritici 2010. godine utvrdena je 22.03., i taj izolat imao je samo dva
virulentna gena, dok je poslednja pojava utvrdena 03.05. i izolat je imao osam
virulentnih gena. Godine 2011. prva pojava prouzrokovacCa pepelnice utvrdena je
28.03, a poslednja 09.05. Prvi utvrdeni izolat imao je sedam, dok je poslednji imao
devetgena za virulentnost. Prva pojava ispitivanog patogena 2012. godine
utvrdena je 04.04., a poslednja 11.04. Izolati bespolne populacije 2012. godine

nisu imali viSe od dva virulentna gena.

6.2.1.Frekvencija virulentnih gena B. graminis f. sp. tritici

Frekvencija virulentnosti gena bespolne populacije prouzrokovaca
pepelnice se kretala od 0,0 do 66,8% i u okviru nje nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu pojedinih gena, vrednosti P=0,371 (tabela 8). Ipak,

primenom Fisherovog testa poredjenja sredina utvrdjene su razlike u frekvenciji
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virulentnosti gena (grafikon 9). NajviSu frekvenciju virulentnosti imao je gen za
virulentnost prema MIld genu za otpornost pSenice prema prouzrokovacu
pepelnice i iznosio je 66,8%. Pored gena virulentnog prema Mid, visoku
frekvenciju virulentnosti u bespolnoj populaciji je ispoljio i gen virulentan prema
genu Pm5+8. Umerenu frekvenciju virulentnosti ispoljili su geni virulentni prema
Pm1, Pm3c, Pmda, Pm4b, Pm5, Pm6, Pm7, Mli i Pm2+4b+6. Nisku frekvenciju
virulentnosti ispoljili su geni virulentni prema Pm2, Pm3b, Pm8, Pm17, Pm1+2+9,
Pm2+6 i Pm5+6. Geni za virulentnost prema Pm3a i Pm2+ nisu utvrdeni u

bespolnom delu populacije.

Tabela 8. Analiza varijanse frekvencije virulentnosti gena bespolne
populacije B. graminis f. sp. tritici

lzvor Stepeni Suma Sredina Koli¢nik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnost
[
df SS MS E P
Virulentnost 19 20755 1092,4 1,12 0,371
gena
Greska 40 39065 976,6
Total 59 59820

*StatistiCki znacajna razlika (P<0,05); **Statisticki visoko znacajna razlika (P<0,01)
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Grafikon 9. Frekvencija virulentnosti gena bespolne populacije B. graminis f.

sp. tritici i FiSerov test poredenja sredina

ProuCavanje strukture virulentnosti bespolne populacije prouzrokovaca
pepelnice izvedeno je u tri uzastopne godine 2010-2012. Frekvencija virulentnosti
populacije bila je najvida 2011.godine i iznosila je 49,0%, dok je 2010 i 2012. bila
statistiCki zna€ajno niza (P=0,000) i iznosila je 15,6%, odnosno 6,6% (tabela 9 i
grafikon 10).

Tabela 9. Analiza varijanse frekvencije virulentnosti bespolne populacije B.

graminis f. sp. tritici u zavisnosti od godine

Izvor Stepeni Suma Sredina Koliénik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnosti
df SS MS E P
Godine 2 19954 9977 14,26 0,000**
Greska 57 39866 699,4
Total 59 59820

*StatistiCki zna€ajna razlika (P<0,05); **Statisti¢ki visoko znagajna razlika (P<0,01)
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Grafikon 10. Frekvencija virulentnosti bespolne populacije B. graminis f. sp.

tritici u zavisnosti od godine i FiSerov test poredenja sredina

6.2.2. Kompleksnost virulentnosti izolata bespolne populacije B.

graminis f. sp. tritici

Kompleksnost virulentnosti izolata bespolne populacije B. graminis f. sp.
tritici kretala se od 1 do 15 virulentnih gena po izolatu (grafikon 11). Najveci
procenat izolata (38%) posedovao je jedan ili dva gena za virulentnost. Godine
2011. kompleksnost virulentnosti izolata je bila znaCajno veca i kretala se izmedu
6 1 16 virulentnih gena po izolatu, dok je 2010. najveéi broj izolata posedovao
jedan ili dva gena virulentnih prema Pm genima pS$enice. |zolati koji poticu iz 2012.

godine posedovali su samo jedan ili dva gena za virulentnost (grafikon 12).
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Grafikon 11.Kompleksnost virulentnosti izolata bespolne populacije prouzrokovaca
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Grafikon 12.Kompleksnost virulentnosti izolata bespolne populacije prouzrokovaca
pepelnice u zavisnosti od godine

6.3. Poredenje polne i bespolne populacije B. graminis f. sp. tritici u

lokalitetu Rimski Sanéevi

Analiza strukture bespolne populacije prouzrokovaca pepelnice vrSena je u
lokalitetu Rimski Sandevi u periodu 2010-2012. godine, dok je analiza polne
populacije izvrSena u periodu 2010-2013. godine u sedam lokaliteta Srbije. Za
poredenje bespolne i polne populacije uzet je period od 2010-2012. godine i
lokalitet Rimski San&evi. Korelacija frekvencije virulentnosti gena izmedu bespolne

i polne populacije utvrdena je Pirsonovim koeficijentom koji je iznosio r=0,700,
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odnosno utvrdena je statistiCki znaCajna korelacija pri vrednostima P=0,001. Na
grafikonu 13 dat je prikaz frekvencije virulentnosti gena polne i bespolne
populacije B. graminis f. sp. tritici za period 2010-2012. godine u lokalitetu Rimski

Sandevi.
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Grafikon 13. Frekvencije virulentnosti gena polne i bespolne populacije B.

graminis f. sp. tritici u periodu 2010-2012. godine

6.4. Struktura virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp. tritici u
periodu 1990-2013. godine

U periodu od 1990. do 2013. godine prikupljeni su uzorci listova pSenice sa
kleistotecijama prouzrokovaca pepelnice Sirom teritorije Srbije (ukupno 83
lokaliteta). Dobijeno je 1617 izolata, medu kojima je utvrdeno 1174 patotipova.

Odnos izmedu broja patotipova i ukupnog broja izolata iznosio je 0,72, $to ukazuje
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na visok stepen varijabilnosti populacije, kao i na to da u polnoj populaciji B.
graminis f. sp. tritici u dvadesetCetvorogodiSnjem periodu nije bilo predominantnog

patotipa.

6.4.1. Frekvencija virulentnosti populacije

Analizom varijanse utvrdene su statistiCki znacajne razlike izmedu gena za
virulentnost patogena prema Pm genima za otpornost domacina (P=0,000) (tabela
9 i grafikon 14). NajviSu frekvenciju imao je gen za virulentnost prema Pm6

(88,59%), dok je najniZzu imao gen za virulentnost prema Pm5+6 (5,32%).

Tabela 9. Analiza varijanse frekvencije virulentnosti gena polne populacije
B. graminis f. sp. tritici (1990-2013.)

Izvor Stepeni Suma Sredina Koli¢nik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnosti
df SS MS E P
Virulentni 19 2111039 11107,3 18,64 0,000**
geni
Greska 460 274152 596,0
Total 479 485191

*StatistiCki zna€ajna razlika (P<0,05); **Statisti¢ki visoko znacajna razlika (P<0,01)
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Grafikon 14. Frekvencija virulentnosti gena polne populacije B. graminis f.
sp. tritici i FiSerov test poredenja sredina (1990-2013.)

U periodu od 24 godine (1990-2013.) utvrdene su statistiCki znacajne
razlike (P=0,000) u frekvenciji virulentnosti populacije B. graminis f. sp. tritici u
zavisnosti od godine. Analiza varijanse i FiSerov test poredenja sredina dati su u
tabeli 10 i na grafikonu 15. Godine 2000. populacija B. graminis f. sp. tritici je bila
najfrekventnija (80,38%), dok je veC naredne godine (2001.) bila najmanje

frekventna (20,82%) u ispitivanom periodu.

Tabela 10. Analiza varijanse frekvencije polne populacije B. graminis f.
sp.tritici u zavisnosti od godine (1990-2013.)

Izvor Stepeni Suma Sredina Koliénik Nivo
varijacije slobode kvadrata kvadrata znacajnosti
df SS MS E P
Godine 23 68277 2968,6 3,25 0,000**
Greska 456 416914 914,3
Total 479 485191

*StatistiCki zna€ajna razlika (P<0,05); **Statisti¢ki visoko znagajna razlika (P<0,01)
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Grafikon 15. Frekvencija virulentnosti polne populacije B. graminis f. sp.
tritici u zavisnosti od godine (1990-2013.)

Na slicilOje prikazan dendrogram koji ukazuje na geneticku udaljenost
izolata u zavisnosti od godine. lzolati koji poticu iz 1990. i 1991. godine se nisu
genetiCki razlikovali. Najnizi koeficijenti genetiCke udaljenosti su utvrdeni izmedu
1993. i 1997. godine, zatim 1998. i 1999. godine, kao i izmedu 2011. i 2012.
godine. Sa stanovista ovog istrazivanja znacajan je podatak da poseban klaster,
Ciji je koeficijent genetiCke udaljenosti nizi od 0,06, Cine izolati koji poti¢u iz 2005.,
2009., 2010., 2011., 2012., i 2013. godine. Na prikazanom dendrogramu uvida se
da je period od 1992-2003., sa izuzetkom 2001. godine grupisan u klaster Ciji je

koeficijent geneticke udaljenosti nizi od 0,06.
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Slika 10. Dendrogram genetiCke udaljenosti izolata u zavisnosti
od godine (1990-2013.)

6.4.2. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena

B. graminis f. sp. tritici tokom ispitivanih godina (1990-2013.)

Regresionom analizom utvrden je linearni trend promene frekvencije
virulentnosti gena B. graminis f. sp. tritici polne populacije tokom ispitivanih godina
(1990-2013.). Znacajan trend opadanja frekvencije virulentnosti utvrden je kod
gena virulentnih prema Pm1, Pm2, Pm2+, Pm3a, Pm3c, Pm8 i Pm17 (grafikon 16,
17, 18, 19, 21, 27 i 28), dok je statistiCki znaajan trend porasta utvrden samo kod
gena virulentnih prema kombinaciji gena Pm2+4b+6 (grafikon 35).

Linearni trend opadanja frekvencije virulentnosti (R*=36,5%) utvrden je kod
gena virulentnog prema Pm1 genu za otpornost pSenice tokom ispitivanog perioda
(grafikon 16). NajviSa frekvencija ovog gena bila je 1992. godine i iznosila je
95,6%, dok 2004. godine ovaj gen nije detektovan u polnoj populaciji. U periodu

od 1990. do 2000. godine prosec¢na frekvencija virulentnosti iznosila je 79,8% i kao
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takav pripadao je grupi gena sa visokom frekvencijom virulentnosti, dok je u
periodu od 2001. do 2013. godine bila znatno niza i iznosila 43,5%, 5to ga u ovom

slu€aju svrstava u grupu umereno virulentnih gena.
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Grafikon 16. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-1

Sliéna situacija kao sa genom V-1 je i bila isa virulentnim genima V-2, V-2+ i
V-3a, Cija je frekvencija virulentnosti u periodu od 1990. do 2000. godine iznosila
71,4; 84,0 i 84,3%, respektivno, dok je u periodu od 2001. do 2013. godine
iznosila 41,5; 43,3 1 37,3% (grafikon 17, 18 i 19).
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Grafikon 17. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-2
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Grafikon 18. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-2+
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Grafikon 19. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-3a

Linearni trend frekvencije virulentnosti gena V-3b (R?=1,3%) ukazuje na
konstantnu pojavu umerene frekvencije ovog gena u populaciji. Prose¢na

frekvencija virulentnosti iznosila je 47,3% (grafikon 20).
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Grafikon 20. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-3b
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Tokom perioda od 1990. do 2000. godine frekvencija virulentnosti gena V-
3c je bila konstantno visoka (od 74,6% 1997. godine do 100,0% 2000. godine) i
prosecno je iznosila 93,3%, dok je u narednom ispitivanom periodu (2001-2013.)
njena frekvencija opala, ali je i dalje bila na visokom nivou (58,3%). Linearni trend

opadanja frekvencije utvrden za ovaj gen (R*=38,6%) (grafikon21).
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Grafikon 21. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-3c
Frekvencija virulentnosti gena V-4a, V-4b i V-5 je bila konstantno na istom

nivou i iznosila je 51,9; 46,7 i 68,0%, respektivno, i nije utvrden linearni trend

promene datih gena u populaciji (grafikon 22, 23 i 24).
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Grafikon 22. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-4a
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Grafikon 23. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-4b
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Grafikon 24. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-5

Na konstantno visokom nivou bila je i frekvencija virulentnosti gena V-6.
Tokom ispitivanog perioda frekvencija virulentnosti ovog gena nije bila niZza od

40,0%, i €ak u Sesnaest ispitivanih godina je iznosila preko 90,0% (grafikon 25).
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Grafikon 25. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-6
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Slab linearni trend promene u frekvenciji virulentnosti utvrden je za gen V-7
(grafikon 26). Kao ni kod gena V-6, ni kod V-7 frekvencija virulentnosti u svim

ispitivanim godinama nije bila ispod 40%.

100
90

80

5
> W °
[ ]
[ )
[ )
60
s 14,1623
= R-Sq 26,3%

R-Sq(adj) 22,9%
40

1990 1995 2000 2005 2010 2015
godine

Grafikon 26. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-7

Frekvencija virulentnosti gena V-8 pokazala je linearni trend opadanja
tokom godina (grafikon 27), iako je generalno bila na visokom nivou (71,9%).
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Grafikon 27. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-8

Linearni trend opadanja frekvencije virulentnosti utvrden je i za gen V-17
(grafikon 28). U periodu 1990-2000. godine frekvencija ovog gena je iznosila
56,2%, dok je u periodu 2001-2013. godine iznosila svega 23,1%. U poslednjih pet
ispitivanih godina frekvencija ovog gena iznosila je 9,9%, te na osnovu frekvencija
virulenosti ovaj gen u zavisnosti od ispitivanog perioda mozemo svrstati u grupu
gena sa visokom (1990-2000.), umerenom (2001-2013.) ili niskom frekvencijom
(2009-2013.).
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Grafikon 28. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena V-17

Frekvencija virulentnosti kombinacije gena V-1+2+9 i V-2+6 se takode
menjala u populaciji u zavisnosti od ispitivanog perioda (grafikon 29 i 30). U
periodu 1990-2000. godine frekvencija virulentnosti je bila 42,6%, odnosno 36,5%
dok je u periodu 2001-2013. godine frekvencija iznosila 22,2%, odnosno 19,0%.
Ipak regresionom analizom nije utvrden znacajan linearni trend opadanja

frekvencije pomenutih gena.
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Grafikon 29. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti
kombinacije gena V-1+2+9
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Grafikon 30. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti

kombinacije gena V-2+6

Najnizu frekvenciju virulentnosti u populaciji tokom ispitivanog perioda
ispoljila je kombinacija gena V-5+6. Frekvencija virulentnosti ove kombinacije gena
se kretala od 0,0 (u devet ispitivanih godina) do 15,4% (2013. godine), i prose¢no
je iznosila 5,3%. Ipak, slab linearni trend povecanja frekvencije virulentnosti je

utvrden (grafikon 31).
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Grafikon 31. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti

kombinacije gena V-5+6
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Za frekvenciju virulentnosti gena Vd, V-5+8 i Vi nije utvrden znacajan
linearni trend promene u populaciji za ispitivani period (grafikon 32, 33 i 34). Gen
Vd je bio konstantno na umerenom nivou, dok su geni V-5+8 i Vi bili konstantno na

visokom nivou kada je u pitanju frekvencija virulentnosti.
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Grafikon 32. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena Vd
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Grafikon 33. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti

kombinacije gena V-5+8
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Grafikon 34. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti gena Vi

Najve¢a odnosno najznacajnija promena u populaciji tokom ispitivanog
perioda utvrdena je za kombinaciju gena V-2+4b+6. Znacajan linearni trend
porasta frekvencije virulentnosti utvrden za kombinaciju ovih gena (R*=70,6%)
(grafikon 35). U periodu 1990-2000. godine frekvencija virulentnosti gena V-
2+4b+6 je iznosila 5,2% te je kombinacija ovih gena svrstana u grupu gena sa
niskom frekvencijom. U narednom periodu (2001-2013. godine) frekvencija
virulentnosti date kombinacije gena se znacajno povecala i iznosila je 50,0% $to

V-2+4b+6 svrstava u grupu visoko frekventnih gena u populaciji.
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Grafikon 35. Linearni trend promene frekvencije virulentnosti

kombinacije gena V-2+4b+6

6.5 Otpornost genotipova psSenice prema prouzrokovacu pepelnice

Ispitivanje otpornosti genotipova pSenice prema prouzrokovacu pepelnice
vrSeno je u dve uzastopne godine (2011. i 2012.) vestatkom inokulacijom u
stadijumu sejanaca, u kontrolisanim uslovima staklare, kao i u stadijumu odraslih
biljaka (69-71 BBCH) u poljskim uslovima zaraze. Testirano je ukupno 596
genotipova, od kojih osam komercijalnih sorti pSenice, 14 genotipova sa poznatom
kombinacijom Pm gena i 574 genotipova odabranih na osnovu dobrih potencijala
za prinos i kvalitet zrna.

Izdvojeni su genotipovi koji su u stadijumu sejanaca ispoljili otpornost,
odnosno kod kojih infekcioni tipovi prouzrokovaca pepelnice nisu prelazili ocenu 6,

kao i oni kod koji u stadijumu odraslih biljaka intenziteti zaraze nisu prelazili 20%.
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Takvih je u prvoj godini ispitivanja (2011.) bilo ukupno 244, medu kojima sedam
komercijalnih sorti pSenice, devet genotipova sa poznatom kombinacijom Pm
gena, I 232 genotipa koji su za ova ispitivanja odabrani na osnovu dobrih
potencijala za prinos i kvalitet zrna (grafikon 36).
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Grafikon 36. Otpornost genotipova p$enice prema prouzrokovacu pepelnice
(2011. godina)
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Grafikon 37. Otpornost genotipova pSenice prema prouzrokovacu pepelnice
(2012. godina)
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Sledece godine (2012.) je u ispitivanje uklju¢eno izdvojenih 244 genotipova.
Isti kriterijumi za dalji odabir vazili su i za ovu godinu.lzdvojeno je ukupno 53
genotipa, od kojih sedam sa poznatom kombinacijom Pm gena i 46 genotipa koji
Su za ova ispitivanja odabrani na osnovu dobrih potencijala za prinos i kvalitet
zrna. Zastupljenost parcijalno otpornih genotipova (%) data je na grafikonu 37.
Nijedna komercijalna sorta pSenice nije ispoljila otpornost prema prouzrokovacu
pepelnice. Genotipovi sa poznatom kombinacijom Pm gena koji su ispoljili
otpornost kako u stadijumu sejanaca, tako i u stadijumu odraslih biljka, bili su oni
koji u svojoj genealogiji imaju roditella sa kombinacijom gena Pm5+6 ifili
Pm2+4b+6. Medu komercijalnim sortama koje su bile uklju¢ene u testiranja, tri je u
svojoj genealogiji imalo roditelja sa genom Pm8. lzdvojeno je i 46 genotipova u

Cijoj genealogiji nema poznatih Pm gena.
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7. Diskusija

Struktura virulentnosti polne populacije patogena B. graminis f. sp. tritici
ispitivana je u periodu od 2010. do 2013. godine u sedam lokaliteta teritorije Srbije.
Utvrdeno je 72 patotipa od ukupno 110 dobijenih izolata. Takode, iz podataka iz
perioda od 1990. do 2013. godine utvrdeno je 1617 izolata sa ukupno 83 lokaliteta
teritorije Srbije. Broj patotipova je iznosio 1174. Odnos izmedu broja patotipova i
ukupnog broja izolata za Cetvorogodisnji period je iznosio 0,65, a za period od 24
godine 0,72. Navedeni odnos ukazuje na to da u polnoj populaciji B. graminis f. sp.
tritici kako u periodu od Cetiri, tako i u periodu od 24 godine nije bilo
predominantnog patotipa, kao i na Cinjenicu da je populacija prouzrokovaca
pepelnice na teritoriji Srbije genetski visoko varijabilna. Rezultati ovog istrazivanja
ukazuju na visok potencijal za pojavu epidemije prouzrokovaca pepelnice pod
uslovima povoljnim za razvoj ovog patogena. Do sli¢nih rezultata dosli su i Zeng i
sar. (2014) za populaciju pepelnice koja potiCe iz Kine, kao Imani i sar. (2002) za
populaciju pepelnice koja potice sa teritorije Maroka.

Tokom ispitivanih godina u ispitivanim lokalitetima identifikovana je
virulentnost prema svim genima pSenice za otpornost prema prouzrokovacu
pepelnice. S druge strane, znaCajan je i podatak da nijedna izogena linija
diferencijalnog seta nije bila osetljiva na sve izolate patogena, niti je jedan izolat
bio sposoban da izazove infekciju kod svih izogenih linija diferencijalnog seta.

Visok nivo virulentnosti gena prouzrokovaca pepelnice ispoljen je kako
tokom CetvorogodiSnjeg, tako i tokom dvadesetCetvorogodiSnjeg perioda. Broj
gena (izrazen u %) sa visokom frekvencijom virulentnosti iznosio je 60% za period
od 1990-2013., odnosno 30% za period 2010-2013. godine. Rezultati nasih
istraZivanja podudaraju se sa istraZivanjima drugih autora u kojim je takode
utvrdeno da je prouzrokovac pepelnice patogen za koga je karakteristicna visoka
frekvencija virulentnih gena (Menzies i sar., 1989; Imani i sar.,2002; Inuma i sar.,
2007; Wakulinski i sar., 2007; Babayants i sar., 2015).
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Istrazivanja koja obuhvataju duzi vremenski period su od velike vaznosti sa
stanovista promena u frekvenciji virulentosti gena, a time i promena u strukturi
virulentnosti populacije patogena. U ispitivanom periodu od 1990. do 2013.
godine, na teritoriji Srbije utvrdene su statistiCki znaCajne razlike u virulentnosti
gena patogena prema Pm genima domacina, kao i linearni trend promene u
frekvenciji virulentnosti gena polne populacije B. graminis f. sp. tritici. Znacajan
linearni trend opadanja frekvencije virulentnosti utvrden je kod gena virulentnih
prema Pml, Pm2, Pm2+, Pm3a, Pm3c, Pm8i Pm17, dok je statistiCki znacajan
trend porasta utvrden samo kod gena virulentnih prema kombinaciji gena
Pm2+4b+6. Na konstantno visokom nivou bile su frekvencije gena virulentnih
prema Pm4a, Pm5, Pm6, Pm7, Pm5+8 i MIli. Umerena frekvencija tokom
ispitivanih godina bila je karakteristicna za gene virulentne prema Pm3b, Pm4b i
Mld. Najnizu frekvenciju virulentnosti u populaciji tokom ispitivanog perioda
ispoljila je kombinacija gena V-5+6.

Trend promene u frekvenciji virulentnosti gena prouzrokovaca pepelnice
pracen je Sirom Evropskog kontinenta, SAD-a, Kine i Australije (Felsenstein i sar.,
1991; Niewoehner i Leath, 1998; Szunics i Szunics, 1999; Imani i sar., 2002;
Parks i sar., 2008; Zhu i sar., 2012; Zeng i sar., 2014; Golzar i sar., 2016). Tako je
utvrdena znacajna razlika u frekvenciji gena patogena virulentnog prema genu
Pm1 izmedu Evrope i SAD-a. U Evropskoj populaciji B. graminis f. sp. tritici
utvrdena je visoka frekvencija gena virulentnog prema Pm1, dok je u populaciji
SAD-a ova frekvencija bila niska. Felsenstein i sar. (1991) su devedesetih godina
proslog veka utvrdili tkzv. severno-juzni gradijent virulentnosti prema genu Pm1 u
Evropi, sa najvisim frekvencijama u juznoj Francuskoj, severnoj Spaniji i severnoj
Italiji. Visok nivo frekvencije ovog gena utvrden je takode i u Maroku u periodu
1999-2000. godine (Imani i sar., 2002). U naSim CetvorogodiSnjim ispitivanjima
polne populacije virulentnost prema genu Pml je bila ha umerenom nivou, dok je
u prethodnom periodu (od 1990. do 2000. godine) bila na visokom nivou. Kod
navedenog virulentnog gena patogena utvrden je linearni trend opadanja

frekvencije virulentnosti.
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Niske frekvencije virulentnosti prema genima Pm3a i Pm3b utvrdene su za
podrucje zapadne Evrope (Felsenstein i sar., 1991), dok je u SAD-a utvrdena
visoka frekvencija virulentnosti prema Pm3a gde je ovaj gen veoma zastupljen u
sortama pSenice (Parks i sar., 2008). U naSim ispitivanjima utvrden je statistiCki
znacajan linearni trend opadanja frekvencije virulentnosti gena V-3a, pa je tako u
periodu 1990-2000. godine bio visoko frekventan (84,3%), dok je u periodu 2001-
2009. bio umereno frekventan (45,9%). U poslednje Cetiri godine istraZivanja ovaj
gen je imao nisku frekvenciju (17,8%), i Cak frekvenciju od svega 3,6% u
poslednjoj godini istrazivanja (2013.). Virulentni gen V-3b je u naSim ispitivanjima
bio na konstantno umerenom nivou.

Visoke frekvencije virulentnosti prema genima Pm3c i Pm4a utvrdene su
Sirom Evrope, Severne Amerike i Maroka. U nasim istraZivanjima dobili smo slicne
rezultate. Gen V-4a je bio visoko frekventan u populaciji, dok je virulentnost prema
genu Pm3c bila na umerenom nivou u poslednje Cetiri istraZivacke godine, ali je u
ranijem periodu bila na veoma visokom nivou (93,3%).

U svom radu Imani i sar. (2002) navode da su geni za otpornost pSenice
Pm3a, Pm3b, Pm3d, Pm4b i Pm17 efikasni u pojednim regionima sveta duzi
vremenski period. U nasim CetvorogodiSnjim ispitivanjima utvrdena je efikasnost
gena Pm2+, Pm3a, Pm17 kao i kombinacije gena Pm2+6 i Pm5+6.

Najnizu frekvenciju virulentnosti u populaciji tokom perioda od 24 godine
ispoljila je kombinacija gena V-5+6. Frekvencija virulentnosti ove kombinacije gena
se kretala od 0,0 (u devet ispitivanih godina) do 15,4% (2013. godine), i prose¢no
je iznosila 5,3%. Ipak, slab linearni trend povecanja frekvencije virulentnosti je
utvrden.

U istraZivanju ovog rada, u svim ispitivanim godinama, frekvencija
virulentnosti gena V-6 i V-7 nije bila manja od 40%. Frekvencija ovih gena je bila
na konstantno visokom nivou (od 41,6 do 100%). Gen V-6 je utvrden kod svih
patotipova B. graminis f. sp. tritici koji su se pojavljivali dva ili viSe puta u

populaciji, sa izuzetkom jednog patotipa.
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Visoka virulentnost gena V-7 utvrdena je u mnogim zemljama u ranijim
istraZivanjima (Niewoehner i Leath, 1998; Szunics i Szunics, 1999). U
istraZivanjima virulentnosti polne populacije Poljske, Czembor i sar. (2014) u
periodu 2008-2010. godine, visoku frekvenciju virulentnosti ispoljili su geni V-6,
zatim V-5, V-7, kao i kombinacija gena V-5+8 Sto se poklapa sa rezultatima
istrazivanja ovog rada. Takode, u istrazivanjima Zeng i sar. (2014) viSe od 80%
izolata je bilo virulentno prema genima Pm6 i Pmb5a, Sto se takode u potpunosti
poklapa sa rezultatima nasih istrazivanja.

Na teritoriji SAD-a, Parks i sar. (2008) su utvrdili znaCajni trend povecéanja
frekvencije virulentnosti gena prema Pm17 u periodu 2003-2005. godine u odnosu
na istrazivanja Niewoehner i Leath-a (1998) 1994-1995. godine za istu teritoriju,
kada je frekvencija virulentnosti ovog gena bila na niskom nivou. Ovakav trend se
objasnjava Sirokom upotrebom sorti pSenice koje poseduju dati gen za otpornost.
Takode, istrazivanja na teritoriji Poljske (Czembor i sar., 2014) potvrduju visoku
frekvenciju virulentnosti gena V-17. U na8im istraZivanjima doS$li smo do suprotnih
podataka, gde je za gen V-17 utvrden linearni trend opadanja frekvencije
virulentnosti. U periodu 1990-2000. godine frekvencija ovog gena je iznosila
56,2%, dok je u periodu 2001-2013. godine iznosila svega 23,1%. U poslednjih pet
godina istrazivanja frekvencija ovog gena je iznosila 9,9%, te na osnhovu
frekvencija virulenosti ovaj gen u zavisnosti od ispitivanog perioda mozZzemo
svrstati u grupu gena sa visokom (1990-2000.), umerenom (2001-2013.) ili niskom
frekvencijom virulentnosti (2009-2013.).U istrazivanjima Zeng i sar. (2014) gen
Pm17 pokrivao je otpornost prema vecini izolata patogena sakupljenih iz razli€itih
oblasti Kine.

Rezultati istrazivanja tokom perioda od 24 godine ukazuju na to da je
najveca odnosno najznacajnija promena u populaciji karakteristiCha za
kombinaciju gena V-2+4b+6. U periodu 1990-2000. godine frekvencija
virulentnosti V-2+4b+6 je iznosila 5,2% te je kombinacija ovih gena svrstana u
grupu gena sa niskom frekvencijom virulentnosti. U narednom periodu (2001-

2013. godine) frekvencija virulentnosti date kombinacije gena se znacajno
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povecala i iznosila je 50,0%, Sto V-2+4b+6 svrstava u grupu visoko frekventnih
gena u populaciji.

Frekvencija virulentnosti je pod jakim uticajem gena za otpornost sorata
koje se gaje u odredenim podrucjima (Clarkson i Slater, 1999; Niewoehner i Leath,
1998; Imani i sar., 2002). S obzirom da je virulentnost gena B. graminis f. sp.tritici
u ovom istrazivanju bila visoka prema genima Pm6,Pm4a, Pm5, Pm7, MId kao i
prema kombinaciji gena Pm5+8 i Pm2+4b+6 dolazi se do zaklju¢ka da su ovi geni
prevalentni u sortama koje se trenutno gaje. S druge strane, najmanju frekvenciju
virulentnosti ispoljili su geni B.graminis f. sp.triticiprema Pml17, Pm2+ i
kombinacijama gena Pm2+6 i Pm5+6 Sto ukazuje na to da su ovi geni retki ili
odsutni u sortama koje se trenutno gaje. NazZalost, znanje o genima za otpornost
prema prouzrokovaCu pepelnice u sortama pSenice koje se trenutno gaje je
ograniceno, te ova hipoteza ne moze biti i potvrdena.

Utvrdivanje veze gena na avirulentnim lokusima je od interesa sa stanovista
izbora strategije u selekciji i oplemenjivanju na otpornost pSenice prema
prozrokovaCu pepelnice. Piramiding gena je oplemenjivacki metod Ciji je cilj
,,okupiti” vise gena sa poznatim pozitivnim efektima na ciljana svojstva. Uglavhom
se koristi u poboljSanju postojecih elitnih sorti kada su u pitanju odredena svojstva
za koje su identifikovani geni sa jakim pozitivnim efektom.

Piramiding trenutno otpornih Pm gena sa kojima su odgovarajuci geni za
avirulentnost povezani, treba da da dugotrajnije reSenje zbog niske verovatnoce
da ¢e do¢i do mutacije datog izolata za oba gena za otpornost (Brown i Jessop,
1995). Cak i ako je virulentnost prema odredenim Pm genima niska, tj. nije
odsutna, razvoj sorti sa takvom kombinacijom Pm gena moze biti od koristi, jer je
verovatno¢a razvitka patogenih izolata sa odgovaraju¢im visoko frekventnim
virulentnim genima i dalje mala, posebno ako se populacija patogena drzi na
relativno niskom nivou (Burdon, 1993). Piramiding gena se smatra zna¢ajnom
strategijom u oplemenjivanju pSenice na otpornost prema prouzrokovacu

pepelnice (Hsam, 2002).
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U nasSem istraZivanju utvrdene su niske frekvencije virulentnosti B. graminis
f. sp. tritici prema genima Pm17, Pm2+, Pm2+6 i Pm5+6. Nijedan izolat nije
ispoljio potpunu virulentnost prema kombinaciji ovih gena, tj. u polnoj populaciji
patogena u ispitivanom periodu nije bilo izolata koji su virulentni prema sva Cetiri
gena za otpornost pSenice. S druge strane, analizom veze izmedu gena
avirulentnih lokusa utvrdena je pozitivnha avirulentna veza izmedu parova gena
virulentnih prema Pm17 i Pm2+6, Pm2 i Pm2+; Pm2+ i Pm3a; Pm2+ i Pm1+2+9;
Pm2+ i Pm2+4a+6; Pm3a i Pm8; Pm3a i Pm1+2+9; Pm3a i Pm2+6; Pm8 i Pm17;
Pm17 i Pm1+2+9; Pm17 i Pm2+6 i parova gena Pm1+2+9 i Pm2+6. Piramiding
ovih parova gena moze biti dobra strategija za produzetak perioda efikasne
otpornosti odredene sorte.

Ranije studije su takode utvrdile znacCajne veze izmedu parova avirulentnih
gena (Imani i sar., 2002; Parks i sar., 2008; Czembor i sar., 2014; Zeng i sar.,
2014). Zeng i sar. (2014) su utvrdili znac¢ajnu vezu izmedu gena virulentnih prema
Pm4b i Pm8 u populaciji patogena. Wang i sar. (2005) su utvrdili da je kombinacija
ova dva gena za otpornost prema pepelnici najceS¢a u Cak 56 kineskih sorti
pSenice, te kao zakljuCak proizilazi da je selekcioni pritisak sorte uslovio pojavu
virulentnih izolata sa ova dva virulentna gena. S druge strane, Parks i sar. (2008)
su u istrazivanju populacije B. graminis f. sp. tritici istoénog dela SAD-a utvrdili
jaku pozitivnu vezu izmedu gena virulentnih prema Pm8 i Pm12. Medutim, s
obzirom da gen Pm12 nije poznat u americkim sortama pSenice, ova veza nije
posledica selektivhog pritiska vezanih otpornih gena domacina, nego verovatno
vezanih gena patogena.

Kompleksnost virulentnosti svih testiranih izolata polne populacije patogena
se kretala od 1 do 18 virulentnih gena po izolatu. Najveéi broj izolata (14%)
posedovao je 5 gena za virulentnost prema Pm genima pS$enice, dok je vise od
50% izolata posedovalo od 9 do 14 gena za virulentnost. Do sli¢nih rezultata dosli
su i Persaud i Lipps (1995), Imani i sar. (2002); Parks i sar. (2008), kao i Zeng i
sar. (2014).
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ProuCavajuci fizioloSke rase na teritoriji nekadasnje Jugoslavije, Kosti¢ i
Pribakovi¢ (1981) su utvrdili da najveci broj rasa poseduje dva do tri virulentna
gena. Stojanovi¢ i sar. (1991) su 1988. godine utvrdili da u populaciji
preovladavaju patotipovi sa Cetiri do sedam virulentnih gena, a ve¢ naredne
godine broj virulentnih gena se povecao na pet do osam. Jevti¢ i sar. (1996) su na
teritoriji Srbije utvrdili kompleksne patotipove prouzrokovaca pepelnice pSenice sa
po 8-11 virulentnih gena 1996. godine, i sa 8-14 virulentnih gena 1998. godine
(Jevti¢ i Stojanovi¢, 1998).

Prema istrazivanjima Costamilan (2005) na teritoriji Brazila najveci broj
patotipova prouzrokovaca pepelnice imao je sedam gena za virulentnost, a broj se
kretao od tri do deset. U tridesetogodiSnjem ispitivanju strukture populacije
prouzrokovaca pepelnice na teritoriji Madarske, Szunics i sar. (2001) su utvrdili
znacCajne promene u kompleksnosti virulentnosti izolata. Na pocCetku njihovih
istraZivanja broj virulentnih gena je postepeno rastao sa jedan na tri, zatim od tri
do pet kasnih sedamdesetih, te je broj rastao na Sest i sedam, 1983. i 1987.
godine, respektivno. ZnaCajne promene u kompleksnosti populacije ovi autori
povezuju sa uvodenjem u proizvodnju genotipova pSenice sa novim Pm genima za
otpornost prema prouzrokovacu pepelnice.

S obzirom da je u ovim istrazivanjima vecina utvrdenih patotipova polne
populacije bila kompleksna, strategije u oplemenjivanju pSenice prema
prouzrokovacu pepelnice moraju to uzeti u obzir. Prisustvo patotipova sa vise od
11 virulentnih gena moze prouzrokovati brz gubitak otpornosti sorti koje poseduju
jedan ili viSe gena za otpornost (Imani i sar., 2002). U mnogim istraZzivanjima
utvrdeno je da je rasno nespecifi€na otpornost efikasna i dugotrajna (Gustafson i
Shaner, 1982; Griffey i sar., 1993). Ovaj tip otpornosti, poznat kao parcijalna ili
otpornost odraslih biljaka, je dobra alternativa kratkotrajnoj rasno specificnoj
otpornosti koja se zasniva na major genima.

U cCetvorogodisnjim istrazivanjima ove disertacije nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u frekvenciji virulentnosti polne populacije po godinama, ali jesu u

periodu od 24 godine. Frekvencije virulentnosti polne populacije za Cetvorogodisnji
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period su se kretale od 41,09% 2010. godine, do 48,96% 2012. godine. Takode,
razultati ovih istraZivanja ukazuju na to da za ovaj period nisu utvrdene znacajne
geneticke razlike izmedu izolata u zavisnosti od godine. S druge strane, klaster
analizom izolata koji potiCu iz perioda od 24 godine utvrden je visok stepen
genetickog diverziteta izolata u zavisnosti od godine. Koeficijent genetiCke
udaljenosti za izolate koji potiCu iz 1990. i 1991. godine je iznosio 0,0, Sto ukazuje
da se izolati prikupljeni u ovim godinama nisu genetiCki razlikovali. NajniZi
koeficijenti geneticke udaljenosti su utvrdeni izmedu 1993. i 1997. godine, zatim
1998. i 1999. godine, kao i izmedu 2011. i 2012. godine. Sa stanoviSta ovog
istraZivanja znacajan je podatak da poseban klaster, Ciji je koeficijent geneticke
udaljenosti niZi od 0,06, Cine izolati koji poti¢u iz 2005, 2009, 2010, 2011, 2012 i
2013. godine. Takode je period od 1992-2003., sa izuzetkom 2001. godine
grupisan u klaster Ciji je koeficijent geneti¢ke udaljenosti nizi od 0,06.

U lokalitetu Sremska Mitrovica, utvrdena je najniza frekvencija virulentnosti
populacije od 17,6%. U ovom lokalitetu nije utvrdena virulentnost prema ¢ak 11
ispitivanih gena za otpornost prema prouzrokovacu pepelnice (Pm2, Pm2+, Pm3a,
Pm3b, Pm3c, Pm4b, Pm8, Pm17, Pm1+2+9, Pm2+6 i Pm5+6). Virulentnost prema
ostalim genima je bila na umerenom nivou, osim prema genu Pm6 prema kom je
virulentnost bila na visokom nivou. Najvisafrekvencija virulentnosti je utvrdena u
lokalitetu Crepaja (57,25%), zatim u lokalitetima Despotovo, Cortanovci i Sombor.

Utvrdivanjem Nei’s standardne genetiCke distance (Nei, 1972), izolati koji
potiCu sa sedam lokaliteta teritorije Srbije grupisani su u klastere. Poseban klaster
ginili su izolati koji poticu sa lokaliteta Rimski San&evi i Despotovo i izmedu njih
nisu utvrdene geneticke razlike. Nizak koeficijent genetiCke udaljenosti utvrden je
izmedu izolata prikupljenih u lokalitetima Sombor i Crepaja, kao i izmedu ova dva
lokaliteta i lokaliteta Cortanovci. Najveéi koeficijent geneticke udaljenosti (38%)
utvrden je izmedu izolata koji poti€u sa lokaliteta Sremska Mitrovica i izolata koji
potiCu sa ostalih Sest lokaliteta. Za klasterizaciju izolata, kao i za utvrdivanje
frekvencije viruentnosti populacije polazi se od frekvencije virulentnih gena izolata.

S obzirom na to da je u lokalitetu Sremska Mitrovica utvrdena najniza frekvencija

84



Diskusija

virulentnosti populacijekoja se statistiCki znacajno razlikovala od frekvencije
virulentnosti populacije ostalih lokaliteta, logi¢no je da je utvrdena i najveca
genetiCka udaljenost izmedu izolata koji potiCu iz ovog lokaliteta i izolata koji potiCu
sa ostalih lokaliteta.

Izmedu genetiCke i geografske udaljenosti izolata prouzrokovaca pepelnice
za ispitivane lokalitete nije utvrdena statisticki znagajna linearna veza (R?=0,7%).
Lokaliteti Rimski San&evi i Despotovo za koje nije utvrdena genetiéka udaljenost
izmadu izolata se nalaze na svega 45 km udaljenosti. Medutim, mala geneticka
udaljenost je utvrdena izmedu izolata koji potiCu sa ovih lokaliteta i izolata koji
potiCu iz lokaliteta Aleksinac, a koji se nalazi na 278-330 km geografske
udaljenosti, odnosno na razli€itim krajevima teritorije Srbije.

U istrazivanjima Czembor i sar. (2014) na teritoriji Poljske nije pronadena
veza izmedu lokaliteta i frekvencije virulentnosti populacije prouzrokovaca
pepelnice, odnosno lokaliteti koji su grupisani po sli¢nosti u frekvenciji virulentnosti
populacije nalaze se na razli€itim teritorije Poljske. U istraZivanjima na teritoriji
Slovacke, (Slovakova i sar., 2004) utvrdeno je da geografske barijere kao $to su
planine nemaju znacajnu ulogu u spreCavanju Sirenja spora prouzrokovaca
pepelnice. Autori ovog istrazivanja nisu utvrdili statisticki znacajne razlike u
populaciji prouzrokovaca pepelnice izmedu razli€itih lokaliteta Slovacke. Nasuprot
tome, Parks i sar. (2008) su na osnovu svojih istrazivanja zakljuCili da se
populacija prouzrokovaca pepelnice isto¢nog dela SAD-a razlikuje geografski. Kao
moguce razloge za to ovi autori navode zastupljenost komercijalnih sorti koje nose
razliCite Pm gene za otpornost u razli¢itim lokalitetima. Takode, Zeng i sar. (2014)
su utvrdili znacajnu linearnu vezu izmedu geneticke udaljenosti unutar populacije
pepelnice i geografske udaljenosti izmedu lokaliteta teritorije Kine, odnosno
regresiona analiza je pokazala da genetiCka razliCitost izmedu populacija
prouzrokovaca pepelnice pSenice raste sa geografskom razdaljinom izmedu
lokaliteta. Rezultati koji potiCu sa teritorije SAD-a i Kine nisu u saglasnosti sa
rezultatima ovog istrazivanja, kao ni sa rezultatima istraZivanja koja potiCu sa

teritorije Poljske i Slovacke. Medutim, kada je u pitanju geografska udaljenost
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izmedu lokaliteta treba imati u vidu da je teritorija Srbije po povrSini znacajnije
manja od teritorije SAD-a, kao i Kine. Udaljenost izmedu ispitivanih lokaliteta ove
dve zemlje je iznosila preko 500 km, dok se udaljenost izmedu lokaliteta Srbije
kretala od 20 do 380 km.

Bespolna populacija prouzrokovaca pepelnice ispitivana je u lokalitetu
Rimski Sanéevi. Frekvencija virulentnosti populacije bila je najvisa 2011. godine i
iznosila je 49,0%, dok je 2010. i 2012. bila statistiCki znacCajno niza i iznosila je
15,6%, odnosno 6,6%. Geni za virulentnost prema genima Pm3a i Pm2+ nisu
utvrdeni u bespolnom delu populacije. Najvisu frekvenciju virulentnosti imao je gen
za virulentnost prema MId genu za otpornost pSenice prema prouzrokovacu
pepelnice i iznosio je 66,8%. Pored gena virulentnog prema Mid, visoku
frekvenciju virulentnosti u bespolnoj populaciji je ispoljio i gen virulentan prema
genu Pm5+8. Umerenu frekvenciju virulentnosti ispoljili su geni virulentni prema
Pm1, Pm3c, Pm4a, Pm4b, Pm5, Pm6, Pm7, Mli i Pm2+4b+6. Nisku frekvenciju
virulentnosti ispoljili su geni virulentni prema Pm2, Pm3b, Pm8, Pm17, Pm1+2+9,
Pm2+6 i Pm5+6.

Prva prou€avanja bespolne populacije na teritoriji Srbije izvrSio je Jevti¢
(1993), pomocu originalnog uredaja (tkzv. hvata€ spora). U istrazivanjima ovog
autora najvecu ucestalost u populaciji 1991. godine imali su geni virulentni prema
Pml, Pm2, Pm2+, Pm3c, Pm5, Pm6, Pm7,Pm6 i Pm8. S druge strane, radovi
objavljeni u svetu odnose se vec¢inom na ispitivanje strukture polne populacije
prouzrokovaca pepelnice.

Kompleksnost virulentnosti  bespolne populacije B. graminis f.
sp.triticijerasla sa porastom fenofaze useva. U martu 2010. godine kompleksnost
virulentnosti je iznosila dva virulentna gena, dok je u maju iste godine iznosila
osam virulentnih gena. Prvi utvrdeni izolat u martu 2011. imao je sedam, dok je
poslednji (u maju) imao devet gena za virulentnost. U ispitivanom periodu (mart-
jun) u populaciji 2012. godine izolati B. graminis f. sp. tritici su utvrdeni samo

tokom aprila, i nisu imali viSe od dva virulentna gena. Ovaj podatak znacajan je i
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sa stanovista da je frekvencija populacije patogena u ovoj godina bila veoma niska
i iznosila je svega 6,6%.

Za poredenje bespolne i polne populacije uzet je period od 2010-2012.
godine u lokalitetu Rimski San&evi, odnosno period i lokalitet u kojima su se vrsila
ispitivanja oba dela populacije. StatistiCki znacajne korelacije su utvrdene izmedu
polne i bespolne populacije (r=0,700, P=0,001). Frekvencija virulentnih gena V-
2+6, V-5+6, V-17, V-8 i V-1+2+9 je bila na konstano niskom nivou i u bespolnom i
u polnom delu populacije prouzrokovaca pepelnice. S druge strane, frekvencije
virulentnih gena V-5+8 i Vd su bile na konstantno visokom nivou kako u
bespolnom, tako i u polnom delu populacije. Dobijeni rezultati su o€ekivani, jer
prouzrokovac pepelnice primarne infekcije vrsi pored konidija i putem askospora
(polni stadijum), a zatim prelazi u konidijski bespolni stadijum, koji moze da ima
veliki broj ciklusa, i na kraju vegetacije obrazuje plodonosna tela koja predstavljaju
polni stadijum, a kojim prezivljava nepovoljne uslove spoljasnje sredine. S obzirom
da nema objavljenih radova koji se bave tematikom korelacije polne i bespolne
populacije prouzrokovaca pepelnice, navedeni podatak je od znacaja za dalja
prouCavanja populacije ovog patogena.

Analiza strukture virulentnosti bespolne populacije ima odredene prednosti
u odnosu na polnu. ProuCavanjem polne populacije prikupljanjem Kkleistotecija
krajem vegetacije useva dobijamo uvid u njen potencijal virulentnosti za narednu
godinu. Analiza strukture bespolne populacije omoguéava prognozu pojave
patogena i njegove Vvirulentnosti u tekucoj godini, a time omogucava
pravovremenu odluku o merama kontrole u toku vegetacije. Takode, kod bespolne
populacije infekcioni tip predstavlja produkt interakcije gena domacdina i gena
patogena u odredenim agroklimatskim uslovima.

Pracenje virulentnosti, diverziteta i dinamike populacije prouzrokovaca
pepelnice je preduslov za efikasnu primenu rasno specificnih Pm gena. Podaci o
virulentnosti pomazu u odabiru Pm gena za oplemenjivacke svrhe (Heun, 1987).

Ukoliko su neki specifiCni geni za otpornost prevazideni od strane patogena, onda

87



Diskusija

je njihova kombinacija od male koristi oplemenjivacku strategiju kao Sto je
piramiding gena za otpornost.

Visok stepen varijabilnosti populacije prouzrokovaca pepelnice u
istraZivanjima ovog rada, kao i €injenica da u populaciji nije bilo predominantnog
patogena, ukazuju da seksualna reprodukcija i genetiCka rekombinacija imaju
veoma vaznu ulogu u zivotnom ciklusu ovog patogena. S obzirom na visok stepen
varijabilnosti, kao i kompleksnosti izolata u populaciji, oplemenjivanje na otpornost
prema ovom patogenu ne moze biti trivijalan i lak zadatak.

Karakter interakcije izmedu patogena i domacina se pored epidemioloskih
proucavanjima strukture populacije patogena bazira i na prou¢avanju mehanizama
otpornosti domacina (Czembor i sar., 2014). Otpornost domacina je ekonomicna
mera kontrole prouzrokovaCa pepelnice, kao i ekoloSka, jer smanjuje upotrebu
fungicida (Bennett, 1984; Hsam i Zeller, 2002). Stepen otpornosti novih sorti
pSenice prema prouzrokovacima oboljenja, uklju€ujuci i prouzrokovaca pepelnice,
je jedan od osnovnih kriterijuma koju omogucéavaju njihovu odrzZivost u modernoj
ekoloski prijateljskoj poljoprivredi (Wakulinski i sar., 2007).

Ispitivanjem otpornosti utvrdeni su genotipovi pSenice koji bi mogli biti
potencijalni nosioci parcijalne otpornosti prema prouzrokovacu pepelnice. Ovi
genotipovi su u stadijumu sejanaca i pri vestackoj infekciji imali infekcione tipove
ne vece od 6, kao i intenzitete zaraze do 20% u stadijumu odraslih biljaka pri
poljskim uslovima zaraze. Nazalost, nijedna komercijalna sorta nije ispoljila ovaj tip
otpornosti. Za tri sorte je poznato da nose gen Pm8. Ovaj podatak je u skladu sa
rezultatima ispitivanjima populacije prouzrokovaCa pepelnice u periodu od 24
godine. U navedenom periodu gen Pm8 je ispoljio slabu efikasnost, odnosno gen
patogena virulentan prema genu domacina Pm8 je ispoljio visoku frekvenciju
virulentnosti. S druge strane, u ispitivanju genotipova sa poznatom kombinacijom
Pm gena, izdvojeno je sedam koji su ispoljili parcijalnu otpornost u dve ispitivane
godine. Znacajno je navesti da su ovo bili genotipovi koji u svojoj genealogiji imaju
roditella sa kombinacijom gena Pm5+6, kao i kombinacijom gena Pm5+6 i

Pm2+4b+6. Kombinacija gena Pm5+6 je u istraZivanjima ovog rada ispoljila visoku
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efikasnost kada je u pitanju otpornost prema prouzrokovacu pepelnice. Medutim,
kombinacija gena Pm2+4b+6 je u ispitivanju populacije prouzrokovaca pepelnice
za period 2010-2013. ispoljila slabu efikasnost. Iz tih razloga se smatra da je
kombinacija gena Pm5+6 nosioc otpornosti datih genotipova.

Pored genotipova sa poznatim Pm genima, izdvojeno je i 46 genotipa
pSenice na osnovu dobrih potencijala za prinos i kvalitet zrna, a koji su pokazali
dobar nivo parcijalne otpornosti kako u stadijumu sejanaca tako i u stadijumu
odraslih biljaka u obe ispitivane godine. Prisustvo Pm gena za otpornost prema
prouzrokovacu pepelnice u ovim genotipovima nazalost nije poznato. Ovi
genotipovi, s obzirom na osobine koje poseduju (kvalitet, otpornost) predstavljaju
dobar pocetni materijal za buduca ispitivanja u okviru oplemenjivackog programa

pSenice Odeljenja za strna Zita, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad.
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8. Zakljucak

Na osnovu rezultata istrazivanja mogu se doneti sledeci zakljucci:

= U polnoj populaciji prouzrokovaca pepelnice identifikovana je virulentnost
prema svim poznatim genima pSenice za otpornost prema prouzrokovacu

pepelnice, tokom ispitivanih godina i u svim ispitivanim lokalitetima.

» Utvrdene su statistiCki znaCajne razlike u virulentnosti gena patogena
prema Pm genima domacina, kao i linearni trend promene u frekvenciji
virulentnosti gena polne populacije B. graminis f. sp. tritici. Najznacajnija
promena u populaciji je karakteristiCha za kombinaciju virulentnih gena V-
2+4b+6.

= S obzirom da je virulentnost gena B. graminis f. sp. tritici u ovom
istrazivanju bila visoka prema genima Pm6, Pmda, Pm5, Pm7, Mld kao i
prema kombinaciji gena Pm5+8 i Pm2+4b+6 dolazi se do zakljucka da su

ovi geni prevalentni u sortama koje se trenutno gaje.

= Najnizu frekvenciju virulentnosti ispoljili su geni B. graminis f. sp. tritici
prema Pm17, Pm2+ i kombinacijama gena Pm2+6 i Pm5+6 $to ukazuje na

to da su ovi geni retki ili odsutni u sortama koje se trenutno gaje.

= Analizom veze izmedu gena avirulentnih lokusa utvrdena je pozitivha
avirulentna veza izmedu parova gena virulentnih prema Pm17 i Pm2+6,
zatim Pm2 i Pm2+; Pm2+ i Pm3a; Pm2+ i Pm1+2+9; Pm2+ i Pm2+4a+6;
Pm3a i Pm8; Pm3a i Pm1+2+9; Pm3a i Pm2+6; Pm8 i Pm17; Pm17 i
Pm1+2+9; Pm17 i Pm2+6 i parova gena Pm1+2+9 i Pm2+6. Piramiding
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ovih parova gena moze biti dobra strategija za produzetak perioda

efikasnosti otpornosti odredene sorte.

Polnu populaciju prouzrokovaca pepelnice ¢€ine vecinom kompleksni
patotipovi. Prisustvo kompleksnih patotipova mozZe prouzrokovati brz

gubitak otpornosti sorti koje poseduju jedan ili viSe gena za otpornost.

Klaster analizom izolata polne populacije pepelnice utvrden je visok stepen
genetiCkog diverziteta izolata u zavisnosti od godine. Izolati koji poti€u iz
1990. i 1991. godine se nisu geneticki razlikovali. Poseban klaster Cinili su
izolati koji poticu iz 2005, 2009, 2010, 2011, 2012 i 2013. godine. Takode je

period od 1992-2003., sa izuzetkom 2001. godine grupisan u klaster Ciji je

koeficijent geneticke udaljenosti nizak.

Najniza frekvencija virulentnosti polne populacije utvrdena je u lokalitetu
Sremska Mitrovica, dok je najviSa frekvencija virulentnosti utvrdena u
lokalitetu Crepaja, zatim u lokalitetima Despotovo, Cortanovci i
Sombor.Najveci koeficijent genetiCke udaljenosti utvrden je izmedu izolata
koji poti€u sa lokaliteta Sremska Mitrovica i izolata koji poti¢u sa ostalih Sest

lokaliteta.

Izmedu genetiCke i geografske udaljenosti izolata prouzrokovaca pepelnice

za ispitivane lokalitete nije utvrdena statistiCki znacajna linearna veza.

Frekvencija virulentnosti bespolne populacije bila je najvisa 2011. godine,

dok je 2010. i 2012. bila statistiCki zna€ajno niza.

Geni patogena za virulentnost prema genima Pm3a i Pm2+ nisu utvrdeni u

bespolnom delu populacije. NajviSu frekvenciju virulentnosti imao je gen za
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virulentnost prema MId genu za otpornost pSenice prema prouzrokovacu

pepelnice.

Kompleksnost virulentnosti bespolne populacije B. graminis f. sp.

triticitokom vegetacije pSenice je rasla sa porastom useva.

Izmedu polne i bespolne populacije B. graminis f. sp. tritici su utvrdene

statistiCki znacajne korelacije.

Visok stepen varijabilnosti, kao i kompleksnost izolata B. graminis f. sp.
tritici u populaciji, ukazuju na visok potencijal za pojavu epidemije ovog

patogena pod uslovima povoljnim za razvoj ovog patogena.

Testiranjem otpornosti genotipova i sorti pSenice utvrdeno je da nijedna
ispitivana komercijalna sorta nije ispoljila otpornost prema prouzrokovacu
pepelnice. Visok nivo parcijalne otpornosti ispoljilo je sedam genotipova koji
u svojoj genealogiji imaju roditelja sa kombinacijom gena Pm5+6, kao i
kombinacijom gena Pm5+6 i Pm2+4b+6. Na osnovu ispitivanja strukture
virulentnosti populacije prouzrokovaCa pepelnice smatra se da je

kombinacija gena Pm5+6 nosioc otpornosti datih genotipova.

Ukupno46 genotipa psSenice je izdvojeno na osnovu dobrih potencijala za
prinos i kvalitet zrna, a koji su pokazali dobar nivo parcijalne otpornosti kako
u stadijumu sejanaca tako i u stadijumu odraslih biljaka. Prisustvo Pm gena
za otpornost prema prouzrokovaCu pepelnice u ovim genotipovima nije
poznato. Ovi genotipovi, s obzirom na osobine koje poseduju (kvalitet,
otpornost) predstavljaju dobar poc€etni materijal za buducéa ispitivanja u
okviru oplemenijivackog programa pSenice Odeljenja za strna Zita, Instituta

za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad.
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Prilozi

PRILOG 1

Formule virulentnosti polne populacije patogena
B. graminis f.sp. tritici - 2010. godina

Redni

broj VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

Lokalitet: Rimski Sanéevi

2,4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2", 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli
3c, 5,6, Mld, (5+8) /1, 2, 2%, 3a, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
1,3b, 3c, 4b,5,6,7/2,2%, 3a, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 4a, 4b, 6, (5+6), Mid, Mli, (2+4b+6) / 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+8)
1, 2%, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, MId, Mli / 2, 3a, 3c, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), (2+4b+6)
2, 3b, 4b, 5, 6, 7, (1+2+9), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2*, 3a, 3c, 4a, 8, 17, (2+6), (5+6)
1,2,2% 3b, 3¢, 4b, 5, 6, 7, Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 3a, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)

No o bk~ wDbd P

Lokalitet: Sremska Mitrovica

1. 6/1,2,2% 3a,3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
2.1, 4a, 5, 6,7, Mid, (5+8) / 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)

Lokalitet: Aleksinac

5,6,7/1,2,2% 3a, 3b, 3c, 44, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
3¢, 6,7, MId/ 1, 2,2%, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 2, 3b, 3c, 4b, 5,6, 7, MIld / 2%, 3a, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, MId, (2+4b+6) / 2, 2, 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli

P w0 NP
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Prilozi

Formule virulentnosti polne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici - 2010. godina (nastavak)

Redni
broj

VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

P O N PR

a ~ w0 n e

0w DD PE

Lokalitet: Despotovo

1,2,3a,5,6,7/2, 3b, 3c, 4a, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 3b, 4a, 4b, 5, 6, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2%, 3a, 3c, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2*, 3c, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1,2, 2", 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6)

Lokalitet: Sombor

5,6,7,8,17, (1+2+9), MId, (5+8), Mli/ 1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b,(2+6), (5+6), (2+4b+6)
4b, 6, 7, Mld / 1, 2,2%, 3a, 3b,3c, 4a,5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
(1+2+9), MId, (5+8) / 1, 2, 2*, 3a, 3b,3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8,17, (2+6), (5+6),Mli, (2+4b+6)
1, 2", 3a, 3b, 3¢, 44, 4b, 6, 7, 8, (1+2+9), MIid / 2, 5, 17, (2+6), (5+6), (5+8),Mli, (2+4b+6)
3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8), (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 8, 17, (5+6), Mli

Lokalitet: Crepaja
1,2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, (1+2+9), (2+6), Mid, (5+8), (2+4b+6) / 5, 6, 7, 8, 17, (5+6), MIi
1, 4a, (1+2+9), MId, (5+8), (2+4b+6) / 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (2+6), (5+6), Mli

2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 8, Mld, (5+8), (2+4b+6) / 1, 2, 6, 7, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli
1,2, 2" 4a, 4b, 5,6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8) / 3a, 3b, 3c, (5+6), Mli, (2+4b+6)

Lokalitet: Cortanovci

1. 1,2,2% 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 17, (5+6)

4a, 4b, 5, 6,7, 8, Mid, (5+8) / 1, 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
4a, 4b, 5, 6,7, 8, 17, (2+6), MId, (5+8) / 1, 2, 2", 3a, 3b, 3c, (1+2+9), (5+6), Mli, (2+4b+6)
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Prilozi

Formule virulentnosti polne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici - 2011. godina

Redni
broj

VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

Lokalitet: Rimski Sanéevi

2,4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2", 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli
3c, 5, 6, Mld, (5+8) /1, 2, 2*, 3a, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
1,3b, 3c, 4b,5,6,7/2,2%, 3a, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 6, 7, (2+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 8, 17, (1+2+9), (5+6)

P W NP

Lokalitet: Sremska Mitrovica

1. 6/1,2,2% 3a,3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8),Mli, (2+4b+6)
2.1, 4a, 5, 6,7, Mid, (5+8) / 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)

Lokalitet: Aleksinac

1, 4a,5, 6,7, Mld, (5+8)/ 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
1, 4a,5, 6,7, Mld, (5+8)/ 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
1, 3c, 5, 6, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 27, 3a, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 2, 3c, 4a, 4b, 6, 7, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2", 3a, 3b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)

P 0N PR

Lokalitet: Despotovo

1. 2, 4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli
2. 1, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2*, 3¢, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
3. 1,2, 2%, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
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Prilozi

Formule virulentnostipolne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici - 2011. godina (nastavak)

Er%?”' VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

Lokalitet: Sombor
1. 1, 2", 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 6, 7, 8, (1+2+9), MId / 2, 5, 17, (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
2. 3b, 3c, 4, 4b, 5, 6, 7, (1+2+9), (2+6), Mid, (5+8), (2+4b+6) / 1, 2, 2°, 3a, 8, 17, (5+6), Mli
3. 3c, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 4a, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
4. 3b, 4a, 6, 7, MId, Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2", 3a, 3¢, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8)
5. 5, 6, 7, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 8, 17, (5+6)

Lokalitet: Crepaja

1, 3c, 5, 6, (5+6), Mid, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2*, 3a, 3b, 44, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 2, 3c, 4a, 4b, 6, 7, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2*, 3a, 3b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), MId, (5+8), MIi, (2+4b+6) / 2, 2*, 3a, 3b, (2+6), (5+6)
1, 2, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 3a, (2+6), (5+6)

P 0D

Lokalitet: Cortanovci

1. 1,2, 2%, 3a, 3b, 3c, (1+2+9), (2+6), Mid, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (5+6)
2. 2,44, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2*, 3a, 3D, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli
3. 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (2+6), Mld, (5+8) / 1, 2, 2*, (1+2+9), (5+6), Mli, (2+4b+6)

111



Prilozi

Formule virulentnosti polne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici - 2012. godina

Er?)qu VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

Lokalitet: Rimski Sanéevi
1. 1,2 3a 3b, 3c, 4b, 5, 6, 7, (1+2+9), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2*, 4a, 8, 17, (2+6), (5+6)
2. 1,2,2% 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, Mld, (5+8), (2+4b+6) / 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MIi
3. 4b,5,6,7, (5+8)/ 1, 2, 2%, 3a, 3b, 3¢, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, Mli, (2+4b+6)
4. 2, 4a,5,6, (2+4b+6) 1 1,2, 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Ml

Lokalitet: Sremska Mitrovica

(5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId
6/1,2,2% 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
6, Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8)
1, 4a, 5, 6, 7, Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)

A

Lokalitet: Aleksinac

5,6, 7, Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8)
3c, 6, 7, Mld, Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8)
1, 2, 3c, 4a, 4b, 6, 7, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2", 3a, 3b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, MId, (2+4b+6) / 2, 2, 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli

P 0N PR

Lokalitet: Despotovo

2,4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2", 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli
1, 3b, 4a, 4b, 5, 6, (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2, 3a, 3c, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2, 3c, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1,2, 2", 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6)

0w D PE
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Prilozi

Formule virulentnosti polne populacije patogena

B. graminis f. sp. tritici - 2012. godina (nastavak)

Redni

broj VIRULENTNI/ AVIRULENTNI GENI (V/A)

Lokalitet: Sombor

1, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 6, 7, 8,(1+2+9), MIid / 2, 5, 17, (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
3b, 3c, 44, 4b, 5, 6, 7, (1+2+9), (2+6), Mld, (5+8), (2+4b+6)/ 1, 2, 27, 3a, 8, 17, (5+6), Mli
3b, 3c, 4b, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), Mld, (5+8) / 1, 2, 27, 3a, 4a, 17, (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
1, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 6, 7, 8, (1+2+9), MId / 2, 5, 17, (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
2,2%, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8), (2+4b+6) / 1, 3a, 8, 17, (5+6), Mli

o~ w0

Lokalitet: Crepaja

1, 3c, 5, 6, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 27, 3a, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 4a, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), Mld, (5+8), (2+4b+6) / 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4b, 17, (2+6), (5+6), Mli
2", 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), (2+4b+6) / 1, 2, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli
1,2, 2% 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), Mld, (5+8) / (5+6), Mli, (2+4b+6)

P w0 NP

Lokalitet: Cortanovci
1. 1,2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), (2+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 17, (5+6)

2. 2,44, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2*, 3a, 3D, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mld, (5+8), Mli
3. 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (2+6), Mld, (5+8) / 1, 2, 2*, (1+2+9), (5+6), Mli, (2+4b+6)
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Prilozi

Formule virulentnosti polne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici - 2013. godina

Redni
broj

VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

P 0N PR w0 NP

WD

0w DD PRE

Lokalitet: Rimski Sanéevi

3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, 17, (2+6), (5+6), (1+2+9), Mid, (5+8), Mli / 1, 2, 2*, 3a, 3c, 8, (2+4b+6)
2, 4a, 5,6, (2+4b+6) / 1, 2*, 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Ml
3b, 4b, 6, 7, Mid, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 3c, 4a, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
2, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, Mid, MIi, (2+4b+6) / 1, 2%, 3a, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8)

Lokalitet: Sremska Mitrovica

6/1,2,2% 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
(5+8), Mli, (2+4b+6) /1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli

6/1,2,2% 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 4a,5, 6,7, Mld, (5+8)/ 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4b, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)

Lokalitet: Aleksinac

2,5,6,7,8/1, 2% 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, (2+4b+6)
2,3c,6,7,Mld/ 1, 2%, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 2, 3b, 3c, 4b, 5,6, 7, 8, MIld / 2%, 3a, 4a, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, (2+4b+6)
1, 2, 3c, 4a,4b, 6, 7, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2*, 3a, 3b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)

Lokalitet: Despotovo

2,4a, 5, 6, (2+4b+6) / 1, 2", 3a, 3b, 3c, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli
1, 3b, 4a, 4b, 5, 6, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2%, 3a, 3c, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 2, 3a, 3b, 44, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 3c, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1,2, 2", 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, (5+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
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Prilozi

Formule virulentnosti polne populacije patogena

B. graminis f. sp. tritici - 2013. godina (nastavak)

Redni
broj

VIRULENTNI / AVIRULENTNI GENI (V/A)

a k~ w0 n e

Lokalitet: Sombor

6,7, Mid, (5+8), Mli / 1, 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (2+4b+6)
3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, (5+8), Mli, MId, (2+4b+6) / 1, 2, 2°, 3a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
3c, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 4a, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, (2+4b+6)
3b, 4a, 6, 7, Mid, Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 3¢, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8)
5, 6, 7, (1+2+9), (2+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2%, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 8, 17, (5+6)

Lokalitet: Crepaja

3c, 4a, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), (2+6), Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2, 3a, 3b, 4b, 17, (5+6)

2. 3b, 3c, 4a, 6, 7, 8, MId, (5+8), MIi, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 4b, 5, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)

w0 DN PRE

5,6, 7, 8, (5+6), Mid, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2°, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 17, (1+2+9), (2+6)
Lokalitet: Cortanovci

1, 6, Mld, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)

6,7, 8, 17, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId

3c, 4a, 5, 6, 7, 8, Mld, (5+8),Mli, (2+4b+6) / 1, 2, 2*, 3a, 3b, 4b, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3b, 3c, 4b, 5, 6, 7, 8, MId, (5+8), Mli, (2+4b+6) / 2, 2*, 3a, 4a, (1+2+9), (2+6), 17, (5+6)
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PRILOG 2

Formule virulentnosti bespolne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici, lokalitet Rimski Sanéevi

Ee‘."”i VIRULENTNI/ AVIRULENTNI GENI (V/A)
roj

N o o bk~ wDd e
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Godina: 2010.

Mid/ 1, 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, 2+4b+6
Mid, (5+8) / 1, 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, 2+4b+6
Mid, (5+8) / 1, 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli, 2+4b+6
3c,Mid/ 1, 2, 2+, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, 2+4b+6
3c,6/1,2,2+ 3a, 3b, , 4a, 4b, 5, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, 2+4b+6
3c, 7, 8, Mld, (5+8), 2+4b+6 /1, 2, 2+, 3a, 3b, 4a, 4b, 5, 6, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli
4a, 7, (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, 2+4b+6/ 1, 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4b, 5, 6, 8, 17, (1+2+9)

Godina: 2011.

1, 5,7, Mld, (5+8), 2+4b+6 / 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 6, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli
4b, 5, 6, 7, MId, (5+8), 2+4b+6/ 1, 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), Mli
1, 6, 7, Mld, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3c, 4a, 4b, 5, MId, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2, 2+, 3a, 3b, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3¢, 5, 6, (5+6), Mld, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2, 2+, 3a, 3b, 4a, 4b, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6)
1, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (5+8) / 2, 2+, 3a, (2+6), (5+6), MId, Mli, 2+4b+6
1, 2, 3c, 4a, 4b, 6, 7, MId, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2+, 3a, 3b, 5, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3b, 3¢, 4b, 5, 6, 7, MId, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2, 2+, 3a, 4a, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6)
1, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), MId, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2, 2+, 3a, 3b, (2+6), (5+6)

10. 2, 3b, 3c, 44, 4b, 5, 6, 7, 8, (1+2+9), Mid, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 1, 2+, 3a, 17, (2+6), (5+6)
11. 1,2, 3b, 3¢, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), Mid, (5+8), Mli, 2+4b+6 / 2+, 3a, (2+6), (5+6)
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Prilozi

Formule virulentnosti bespolne populacije patogena

B. graminis f.sp. tritici, lokalitet Rimski Sanéevi - nastavak

Redni VIRULENTNI/ AVIRULENTNI GENI (V/A)

Godina: 2012.
1. Mid/1,2, 2+, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), (5+8), Mli, 2+4b+6

2. 4a,5/1,2, 2+ 3a,3b, 3c, 4b, 6, 7, 8, 17, (1+2+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, 2+4b+6
3. 4all,2, 2+ 3a 3Db, 3c, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, (142+9), (2+6), (5+6), MId, (5+8), Mli, 2+4b+6
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