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Potvrzeni vyskytu rezistence ke strobiluriniim
u Mycosphaerella graminicola (anamorph.: Septoria tritici) v oblasti Kromérize
/Confirmation of Mycosphaerella graminicola (anamorph. Septoria tritici)
resistance to strobilurins in Kroméfiz region/

Matusinsky, P.,, Tvartzek, L., VySohlidova, M., Horac¢kova, S.,
Agrotest fyto, s.r.o., HavliCkova 2787, Kroméfiz

Molekularné-genetickymi metodami a kultivaci patogena na zivné pudé obsahujici fungicidni latku byla potvrzena pfitomnost
izolata Mycosphaerella graminicola (anamorph.: Septoria tritici) rezistentnich ke strobilurinim. Odbéry infikovaného rostlinného
materidlu byly provedeny na pozemcich v okoli Kromé¥ize. VSechny monosporické izolaty, které byly takto ziskany, projevovaly
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Abstract: By molecular genetic methods and cultuvation the pathogen on a culture medium containing a fungicidal

substance, the presence of isolates of Mycosphaerella graminicola (anamorph.: Septoria tritici), resistant to strobilurins has
been confirmed. Samples of infected plant material were collected in the wheat stand near Kromeriz. All monosporic isolates

Uvod

Puvodce septoriové skvrnitosti (brani¢natky pseni¢né) Septoria
tritici Rob. in Desm., sexualni stddium Mycosphaerella
graminicola (Flickel) Schroeter patfi mezi zavazné choroby
pS$enice. Patogen se vyskytuje na celém tzemi CR. Casné seti
ozimU a dalSi opatfeni podporujici vyvoj porostd na podzim
zvyS8uji riziko prfenosu primarni infekce. Choroba snizuje
vyznamné vynos redukci aktivni asimila¢ni plochy. Vynosové
ztraty se mohou projevit jak ve snizeni hmotnosti 1000 zrn, tak
jejich poc&tu. Prvnimi pfiznaky napadeni jsou nepravidelné
chlorotické skvrny. V zavislosti na odridé a podminkach prostredi
se postupné vyvijeji zpo€atku Sedé zelené a postupné hnédnouci
nekrozy.

Priblizné po 15 dnech je mozno pozorovat pfi pohledu na list
proti svétlu tvofici se plodnice nepohlavniho stadia — pyknidy.
Zdrojem primarni infekce jsou poskliznové zbytky napadenych
rostlin, na kterych dozravaji v obdobi srpna az fijna pseudotecia,
z nichz se uvolfuji vétrem prenosné askospory. Na jafe pokracuje
rozvoj choroby konidiemi (pyknosporami) tvoficimi se v pyknidach
na napadenych listech. Nezbytna je vysoka vlhkost listového
povrchu trvajici minimalné 20 hodin. Teplotni optimum infekce
lezi mezi 20-25 °C. Patogen proniké do pletiv hostitele vylu¢né

praduchy listl. Houbova vidkna nasledné prorustaji mezofylem
v listech paralelné s cévnimi svazky pod epidermalnimi burikami.
Podrobny prehled biologie s vyobrazenimi mikroskopickych
Utvart patogena nalezne ¢tenar v Obilnarskych listech 2/2011
(VySohlidova, Tvar(zek).

Fungicidni oSetfeni se provadi podle signalizace nebo pfi
ohrozeni od BBCH 37 (objeveni se posledniho listu) do BBCH 51
(pocatek metani). Zasahy se zpravidla provadéji proti celému
komplexu listovych chorob a chorob klasl. Pfi rozhodovani
o0 konkrétnim terminu oSetfeni je vhodné zohlednit také
predpokladany pocet oSetfeni. Pfi opakovaném pouzivani
stejnych pfipravku je riziko vzniku rezistence a tedy neuc¢innosti
aktivnich latek, proto je tfeba stfidat pfipravky s rlznym
mechanismem pusobeni.

Mezi latky €asto pouzivané proti brani¢natce pSeni¢né patfi
benzimidazoly, inhibitory demetylace sterolu (DMI) a strobiluriny.
Benzimidazoly i strobiluriny jsou jednopolohové fungicidy
a u obou téchto skupin latek si brani€natka vytvofila rezistenci.
Bodova mutace genu pro beta-tubulin ma za nasledek zaménu
aminokyselin v kodonu 198 a zpusobuje tak rezistenci
k beznimidazoltim. Rezistence ke strobilurinim je dana bodovou
mutaci genu pro cytochrom b, néasledkem ¢ehoz dochazi

Obr. 1 Z nekrotizujicich 1ézi na listech pSenice zpusobenych patogenem S. tritici byly odebrany pyknidy. Tyto byly rozmacknuty a z nich
uvolnéné jednotlivé protahlé pyknospory byly umistény na Petriho misky s PDA (potato dextrose agar) a kultivovany 2 tydny pfi 20 °C ve tmé.
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k zdméné aminokyselin glycinu za alanin. Tato niZze uvedena
mutace byla detekovana u izolatd brani¢natky i v této praci.

Na poslednim zasedani Evropské expertni skupiny zamérené
na rezistenci k fungicidim, které probéhlo pod patronaci BASF
v fijnu tohoto roku ve Vidni, bylo konstatovano, ze v pfipadé
Septoria tritici je v Evropé patrny posun k narlstu rezistence.
Zapadni Evropa je v tomto smyslu chapana jako oblast s vysokym
rizikem vyskytu tohoto stavu, CR a Polsko jako zemé se stfednim
vyskytem.

Tento struény pfispévek pfinasi potvrzeni vyskytu rezistence
v oblasti stfedni Moravy provedené kfizové dvéma metodami.

Material a Metody

Odbér vzorkt

Vzorky listll s pfiznaky napadeni brani¢natkou p$eni¢nou byly
odebrany v Kroméfizi dne 29. 6. 2011, coz odpovidalo fazi rdstu
pSenice ozimé BBCH 77. Porost odridy Cubus byl pred tim
fungicidné 2 x opakované oSetfen pfipravkem Acanto v davce
1,0 I/ha (u. I. pycoxystrobin). Aplikace byly provedeny ve dnech
17.5.2011 a 7. 6. 2011. PloSny vyskyt brani¢natky na prapor-
covém listu dosahoval 8% pfi hodnoceni provedeném
na kontrolni neo$etrené varianté dne 14. 6. ve fazi BBCH 71. P¥i
dal$im hodnoceni (29.6., BBCH 77) to bylo jiz 21%. Na varianté
s pfipravkem Acanto dosahovala u¢innost na brani¢natku pfi
prvnim hodnoceni (BBCH 71) pouze 26%, v nasledném
hodnoceni (BBCH 77) bylo dosazeno uc¢innosti jen 27%.

Z odebranych listd bylo ziskdno 17 monosporickych izolata
S. tritici, které byly nasledné testovany pomoci molekularnich
metod a kultivaci na agarovém médiu s pfitomnosti fungicidni
latky.

Molekularni analyzy

Sekvence cytochromu b Mycosphaerella graminicola
(AY247413.1) byly vybrany v databazi GenBank (http://www.ncbi.
nim.nih.gov). Na zékladé téchto sekvenci byla navrzena sada
primert a oznacena jako STcytobF/R. Primery byly navrzeny
pomoci software Primer3Plus software (http://www.
bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)
a analyzovany pomoci Net Primer software (http://www.
premierbiosoft.com). Nejprve bylo nutno pomoci standardni PCR
(polymerazova fetézova reakce) amplifikovat ¢ast cytochromu b
a poté specifickou restrikéni endonukleazou tento Usek $tépit.
PCR byla provedena v reakénim objemu 20 pl obsahujicim
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0,2 mM kazdého nukleotidu dNTP, 0,2 uM obou primer(
(STcytobF-TGAGGATTTGGAAGAGTCACC a STcytobR-
GATTTCCTGAACCCGCTGTA), 1 U Taq polymerazy, 2,5mM
MgCl:, 1 x PCR pufr a 10 ng DNA izolované z mycelia
monosporického izolatu S. tritici (Obr. 1). Reakéni podminky:
Uvodni jednorazova denaturace pfi 94 °C po dobu 5 min., dale 35
cykla: denaturace pfi 94 °C po dobu 1 min., annealing pfi 55 °C
po dobu 30 sec. a syntéza pfi 72 °C po dobu 40 sec.; zavére¢na
inkubace pfi 72 °C po dobu 5 min. Poté bylo 5 pl roztoku
vysledného PCR produktu inkubovano spolu s 1 U restrikéni
endonukledzy BseXl (Fermentas, Lithuania; sekvence:
5-GCAGC(N)8~/-3°) a 1x pfislusnym pufrem (Fermentas)
v celkovém objemu 20 pl po dobu 16 hodin pf¥i teploté 37 °C.
Vysledné fragmenty restrikéni analyzy byly separovany metodou
horizontalni elektroforéz y v 1,7 % agarézovém gelu.

Vysledky

Po PCR s primery STcytobF/R byl ziskan amplikon o velikosti
627 bp. Tento amplikon zUstava po inkubaci s restrikéni
endonukledzou BseXI u strobilurin-senzitivnich izolatt S. tritici
nerozstépen, zatimco u strobilurin-rezistentnich izolatl
(nesoucich alelu G143A) je roz&tépen na 2 fragmenty (189 a 438
bp) (Obr. 2). Pfitomnost mutované alely G143A byla prokazana
u v8ech 17 izolatu ziskanych v roce 2011 na lokalité Kroméfiz.
Ke kultivaénimu testu, ve kterém bylo potvrzeno, Ze houba
pokracuje v rGstu bez omezeni i za pfitomnosti fungicidu, byla
pouzita zamérné U.l. azoxystrobin. | kdyZ se jedna o jinou
fungicidni latku, nez je ta, kterou byly rostliny pred odbérem listl
oSetreny, je znamo, ze pokud se projevi rezistence k jedné ucinné
latce z chemické skupiny (v naSem pfipadé Qol-strobilurind), je
tfeba ji oCekavat i vuci latkdm ostatnim. To se testem piné
potvrdilo.

Zavér

Z listd odrudy ozimé pSenice Cubus na lokalité Kroméfiz bylo
v roce 2011 ziskano 17 monosporickych izolatd Septoria tritici.
V8echny uvedené izolaty nesly mutovanou alelu G143A, coz
potvrzuje jejich rezistenci ke strobilurinovym fungiciddm.

Na zavér Ize shrnout nékolik zasad antirezistenti strategie. Je
nezbytné omezit pocet opakovanych aplikaci dané skupiny latek
béhem vegetace (tyka se latek celé skupiny ze stejnym
mechanismem Uc¢inku, jelikoz hrozi kfizova rezistence). Lze
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Obr. 2 Rist mycelia u rezistentniho a senzitivniho izolatu S. tritici na PDA (bramborovo-dextrozovy agar) za pfitomnosti odstupriované
koncentrace azoxystrobinu (ve sloupcich). Agarozovy gel po separaci fragmentt DNA ziskanych po PCR s primery STcytobF/R
a naslednym $té&penim restrikéni endonukleazou BseXI. M =100bp DNA Ladder, 1-2 = izolat S.T. 2/07 80, N = voda (negativni kontrola),

3-4 =izolat S.T. 11_534, R-rezistentni izolaty, S-senzitivni izolaty
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doporucit kombinované fungicidy obsahuijici vice u€innych latek
s riznym mechanismem u¢inku, nej¢astéji napr. jednopolohové
fungicidy s vicepolohovymi nebo alespori stfidat fungicidy
s riznym mechanismem ucinku. Tomu v&emu by mél pfedchazet
cely soubor agronomickych zasahu, od vybéru odrud,
technologie zpracovani pudy aZ po osevni sled.

Jako novy pristup k feSeni problematiky je v zahrani¢ni stu-
dovan tzv. systém ,low risk — high risk fungicide mixtures® (smési
fungicidd s nizkym a vysokym rizikem vzniku rezistence). Princip
spociva ve stfidani fungicidl z rizné rezistenci ohrozenych
skupin, €imz se predevSim prodluZuje tzv. efektivni Zivotnost
fungicidd. Jedna se o dlouhodobé feseni.
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