Hodnoceni Urovné rezistence Zymoseptoria tritici a Ramularia collo-cygni

k strobilurinlim, azolim, SDHI a picolinamidovym fungicidiim na tzemi CR

(Evaluation of resistance level in Zymoseptoria tritici and Ramularia collo-cygni to strobilurins,
azoles, SDHI a picolinamide fungicides in the Czech Republic)

Tvartzek Ludvik, Svacinova Ivana, Blazkova Katefina, Matusinsky Pavel, Hambalkova Markéta

Agrotest fyto, s.r.0., Havlickova 2787, Kroméfiz

Souhrn: Populace patogent Z. tritici a R. collo-cygni pochazejici z tizemi CR byly hodnoceny na vyskyt snizené citlivosti
k fungicidnim latkdm azoxystrobin, prothioconazole, fluxapyroxad a fenpicoxamid. Extrémné vysoka hodnota faktoru ED50 byla
zjiSténa v roce 2020 u obou patogent v reakci na azoxystrobin. Z. tritici tuto rezistentni reakci vykazala i v letech 2018 a 2019.
V roce 2020 vzrostl podil izolatu se snizenou citlivosti k prothioconazole ve srovnani s rokem 2019, presto hodnota
ED50 byla jen mirné zvySena. Citlivost na fluxapyroxad a fenpicoxamid byla absolutni.

R. collo-cygni se vyskytla v reprezentativnim pokryti pro hodnoceni rezistence na tzemi CR v roce 2020 po né&kolika letech.
Vice nez 80 % izolatu projevilo snizenou citlivost k prothioconazolu. Také ¢ast populace vykazala snizenou citlivost
na fluxapyroxad. Minimalni pocet izolatt byl méné citlivy na fenpicoxamid.
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Abstract: The populations of Z. tritici and R. collo-cygni were collected from the territory of the Czech Republic and evaluated
in resistence to azoxystrobin, prothioconazole, fluxapyroxad and fenpicoxamid. Extremely high ED50 level was found in both
pathogens to azoxystrobin in 2020.

Z. tritici showed high level of insensitivity also in 2018 and 2019. The number of low sensitive isolates to prothioconazole
increased significantly in 2020 compare with season 2019 although the ED50 level was only jently increasing. The sensitivity
to fluxapyroxad and fenpicoxamid was absolute in 2020.

R. collo-cygni occurence allowed this screening in 2020 after a few years of non-regular pathogen distribution in the aimed
territory. More then 80 % of isolates were less susceptible to prothioconazole. Also a part of population showed slight decrease

of sensitivity to fluxapyroxad. Minimal number of isolates showed lower sensitivity to fenpicoxamid
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Uvod

Fungicidy predstavuji fadu latek z riznych chemickych skupin,
s riznymi zpusoby U€inku, které jsou pouzivany k prevenci
nebo kontrole chorob a tim k uchovéani zdravych plodin. Rada
houbovych patogeni ma vs$ak tendenci vzniku rezistence
k fungicidum. Existuje fada faktorli, které vyvoj rezistence
ovliviuji - biologie patogena, na¢asovani a poCet provedenych
aplikaci, to, zda se jedna o ucinné latky s jednim nebo vice misty
ucinku a nebo zda jsou pouzivany sélo formulace i viceslozkové
pfipravky.

Listova skvrnitost zpusobené patogenem Zymoseptoria tritici
(teleomorph. Mycosphaerella graminicola, &esky septoriova
skvrnitost pSenice nebo brani¢natka pSeni¢nd) je vyznamnym
onemocnénim psenice v Ceské republice, ale i v ramci Evropy.
Patogen s velkym potencialem plsobeni vyraznych vynosovych
ztrat si v poslednich letech vytvofil Siroce rozSifenou
rezistenci k strobilurinlm i azolim. V pfipadé strobilurini se
jedna o jednobodovou mutaci oznadovanou G143A, ktera je
oznacovana jako kvalitativni, bez ztraty patogenity izolatu.
Rezistence k azolim je naproti tomu kvantitativni podstaty,
u které dochazi k hromadéni vice bodovych mutaci v genu
CYP51 a nékteré izolaty projevuji znamky ztraty vitality.

Podobnou zavaznou listovou chorobou, jakou je brani¢natka
pSeni¢na pfi péstovani psenice, je ramulariova nebo také
tmavohnéda endofyticka skvrnitost listll jeCmene (Ramularia
collo-cygni) pro jeC€meny. Nekrotické skvrny se Zzlutym
ohrani¢enim se objevuji nejdfive ve fazi metani, kveteni, ale
vétSinou jeSté pozdéji. Onemocnéni je charakteristické velmi
rychlym rozvojem pfiznakl napadeni, kterd muZe zpusobit

odumfreni listd béhem nékolika méalo dnl. Nejprve se objevuiji
drobné tmavé hnédé az Cerné skvrnky. Pozdgji vznikaji typické
symptomy, které jsou obdélnikového tvaru, tvarované podél
listové nervatury. Na starSich listech a v pozdéjSich fazich
vyvoje choroby jsou na spodni strané listd pomoci lupy nebo
i pouhym okem rozpoznatelné, do fad uspofadané, bilé shluky
konidioforu.

Azoly i strobiluriny byly kli€ovymi chemickymi skupinami
fungicidnich latek, které sehraly zasadni roli ve vytvofeni
a zavedeni systému preventivni ochrany proti chorobam obilnin.
Vyvoj rezistence u Z. tritici pravé v téchto fungicidnich skupinach
v8ak vyvolal kritickou potfebu zavedeni novych uginnych
latek s odliSnym modem ucinku, ktery by eliminoval vzniklou
necitlivost. Agrochemicky pramysl reagoval na tuto potfebu pred
nékolika lety zavedenim nové skupiny carboxamidt (inhibitor(
sukcinat-dehydrogenazy, zkracené SDHI). Tato skupina sice
neni originalné objevenou az v poslednich letech, ale doposud
nebyla vyuzivana ve foliarnich fungicidech. Po zavedeni
ucinné latky boscalid proti pravému stéblolamu v roce 2003
nasledovaly v roce 2010 latky z dalSi generace této skupiny. Byl
to fluxapyroxad (BASF Crop Protection), bixafen (Bayer Crop
Science), penthiopyrad (DuPont Crop Protection) a isopyrazem
(Syngenta). Jako posledni v fadé pak v roce 2016 nasledoval
benzovindiflupyr (Syngenta).

Siroké vyuzivani SDHI vytvafi v poslednich letech opét
vzrustajici selekéni tlak na vznik rezistence. Je tfeba vnimat,
Ze jako obrana proti jejimu rozSifeni jsou fungicidni pfipravky
s obsahem SDHI formulovany ve vicekomponentnich smésich
a to Casto s latkami ze skupiny strobilurint i azold, tedy s vyse
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uvedenymi riziky existence populaci s mensi citlivosti k nim. To
v8e si zada dalsi vyvoj a hledani novych u€innych latek.

Pred nedavnou dobou se podarilo v laboratofich firmy Dow
AgroScience ve spolupraci s Meiji Seika Pharma Co. Ltd
identifikovat novou Uuc€innou latku fenpicoxamid (Inatreq) ze
skupiny picolinamidd. Je uréena predevsim k vyuziti v obilninach
a primarné byla izolovana z fermentacnich smési aktinomycet
Streptomyces sp. (Shibata a kol., 1998). Picoliamidy pusobi
rovnéz v mitochondridlnim komplexu patogena, ale v jiném

1,5 mm a preneseny na bramborovy agar, do kterého byl pfidan
streptomycin a testovany fungicid.

V letech 2019-2020 byla hodnocena reakce populaci obou
patogenu na nasledujici fungicidni u¢inné latky: prothioconazole,
azoxystrobin a fluxapyroxad. V roce 2020 byla nové testovana
také ucinna latka fenpicoxamid.

Koncentraéni fada fungicidd byla 0,0 - 0,01 - 0,1 - 1,0 - 10,0
pg.ml. Inkubace probihala po dobu 14 dnl a nasledné byl
méren prumeér kolonii. Pomoci probitové analyzy byla vypoc&tena

Tab. 1: Hodnoty faktoru rezistence k fungicidm (ED50) pro populace Zymoseptoria tritici a Ramularia collo-cygni z tzemi CR

v roce 2020

Patogen Pocet izolatt Fungicid ED50 pg.ml' v populaci
Prothioconazole 1,30 (73,3% rezistentnich izolat)

7 tritici 75 Azox?/strobir? 398,95 (66,7%.rezistelntn.|'ch i,zco)létﬁ)
Fenpicoxamid 0,07 (0,0% rezistentnich izolatu)
Fluxapyroxad 0,12 (0,0% rezistentnich izolatu)
Prothioconazole 18,21 (80,7 % rezistentnich izolatd)

B ol 51 Azoxystrobin 100,09 (69,2% rezistentnich izolatd)
Fenpicoxamid 0,18 (3,8% rezistentnich izolatu)
Fluxapyroxad 0,58 (36,5% rezistentnich izolatu)

vazebnim misté nez strobiluriny, neexistuje tedy spole¢né cilové
misto v metabolismu, které by zvySovalo riziko vzniku rezistence.

Obé& vySe uvedené listové choroby jsou velmi zavazné
a zpuUsobuji vyznamné hospodarské Skody. Cilem této prace
bylo porovnat vysledky viceletého sledovani urovné rezistence
v populacich téchto listovych patogenl pS$enice a jeCmene
a potvrdit vyznam nezbytnosti zavadéni novych fungicidnich
latek s odliSnym zpUsobem ucinku oproti dlouhodobé
i kratkodobé pouzivanym a zavedenym fungicidnim latkam. Tato
studie je zamé&fena na hodnoceni populaci v Ceské republice
jako soucésti evropského péstitelského prostoru z pohledu
geografie i populaéni dynamiky.

Material a metody

Byly vytvoreny kolekce izolatl Z. tritici a R. collo-cygni,
pochéazejici z provoznich ploch na Gzemi Ceské republiky.
Rostlinny material (listy) byl odebiran v dobé jarni regenerace,
kdy se porosty ozimé pSenice nachazely ve stadiu plného
odnozovani pro odbér Z. tritici a ve fazi voskové zralosti zrna
pro odbér R. collo-cygni.

Tab. 2: Zastoupeni izolat( Z. tritici rezistentnich ke strobilurinovym fungiciddm (2018-2020)

hodnota ED50 (ug.ml") jako parametr, vyjadfujici koncentraci,
pfi které je rlist houby redukovan na polovinu.

Vysledky a diskuse

Z vysledka vyplynulo, ze pomérné vysoky podil izolatd
Z. tritici (pfes 70 %) vykazoval v minulém roce snizenou citlivost
k prothioconazolu (tab. 1), ED50 vSak jen mirné prekracovala
hodnotu 0,5 pg.ml'. Rezistence populace k azoxystrobinu
vykazala dvoutfetinova ¢ast populace pfitom, ze byla i extrémné
vysoka hodnota primérné ED50.

Vétsi zastoupeni méné citlivych izolatd v minulém roce
ve srovnani s rokem 2019 je nazorné vidét na obr. 1 a 2. Tato
zména se tyka v8ech odbérovych oblasti a neméla regionalni
charakter. Lze predpokladat, ze se vySSi hodnoty ED50 odvijeji
v souvislosti s vysokym narustem aplikaci s U¢innou latku
prothioconazole, ktera je obsaZena v celé fadé pouZivanych
pfipravkd. Druhym ddvodem mulze byt odlisna klimaticka
situace v obou letech, kdy se rok 2020 po delsi dobé navratil
k destivému prabéhu konce vegetace, ¢imz mély fytopatogenni
houbové organismy optimalni
podminky pro Sifeni a rozvoj

Zast ( rezistentnich izolata v test a populaéni variabilita se
astoupeni rezistentnich izolatd v testu B .
Patogen Poéet izolatu celkem e mohla  vyrazngji rozvinout.
2018 2019 2020 V  pfipadé  azoxystrobinu
Z. tritici 159 100% 82% 67% vidime podobnou celoplo$né

Pozn.: 2018 - picoxystrobin, 2019 a 2020 azoxystrobin

Jednotlivé listy s pfiznaky choroby byly umistény na vihky
filtracni papir ainkubovany pfi pokojové teploté 24 hodin. Pyknidy
nebo konidie byly sterilni jehlou pfeneseny na samostatné
Petriho misky s bramborovo-dextrozovym agarem (PDA)
a inkubovany ve tmé. Kazdy ziskany izolat patogent byl popsan
informacemi o misté plvodu, nazvu odrudy a historii jejiho
péstovani. Nasledné byly vyfiznuty disky mycelia o praméru

rozSifenou rezistenci v obou
letech (obr. 3 a 4), jeji narust
je patrny po delsi fadu let. Jiz
v roce 2015 jsme zjistili podil rezistentnich izolatd v CR na trovni
47 % populace (Tvartzek a kol., 2016), mezi roky 2018 az 2020
byla uroven rezistence k strobilurinim mezi 70 az 100 % (tab.
cela rada (Siah a kol., 2010).

Uginné latky fluxapyroxad i fenpicoxamid prokazaly v roce
2020 absolutni kontrolu choroby bez selekce rezistentnich
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izolatu. V pripadé uginné latky fluxapyroxad byl v roce 2019
zaznamenan vyskyt nékolika izolatd se zvySenou hodnotou
rezistence, v roce 2020 se vSak situace neopakovala a reakce
patogenu byla pIné citliva (obr. 5, 6 a 7). Fenpicoxamid jako latka,
ktera na Uzemi je$té neni pouzivana, je podle predpokladl piné
efektivni a bez zachytu rezistentnich izolatd.

Vice nez 80% izolatd Ramularia-collo-cygni s radové
vy$8i prumérnou hodnotou ED50 vykazalo rezistenci k u. I
prothioconazole (tab. 1). Cast populace Ramularia collo-cygni
(36%) vykazala mirné snizeni citlivosti k fluxapyroxadu, ale opét
jen s nepatrnym prekro¢enim hodnoty ED50 - 0,5 pg.ml-' (Obr 8).

V poslednich letech byl zaznamenan v  Evropé zachyt
izolatl Ramularia colo-cygni s mutacemi zodpovédnymi
za snizeni citlivosti k latkdm ze skupiny inhibitort sterolu a také
inhibitorl sukcinat dehydrogenazy. Tento jev je pozorovatelny
v pocinajicim stadiu i na naSem uzemi, kde jsme jiz v roce 2018
zachytili jeden izolat s vyraznou urovni rezistence k latkdm ze
skupiny SDHI. V souvislosti s témito zjisténimi je dulezity i fakt,
Ze platnost povoleni pro chlorothalonil v Evropské Unii letos
konéi a nadale nebude mozno tuto latku pouzivat. Byla to jedna
z latek, ktera zajistovala k této chorobé maximalné efektivni
ochranu (Tvartzek a kol., 2017). V nasich testech, podobné
jako v pfipadé Zymoseptoria tritici, i na Ramularia collo-cygni
vykazoval snizenou citlivost k fenpicoxamidu pouze minimalni
podil izolatl (obr. 8).

Podobné jako u Z. tritici dosahoval podil rezistentnich izolatt
R. collo-cygni k azoxystrobinu 70 % a to opét pfi vysoké hodnoté
ED50.

Zavér

Listové choroby obilnin patfi k tém, které maji nejvétsi
vyznam pfi snizovani asimilacni plochy rostlin, a tudiz vyrazné
ovliviuji nejen celkovy vynos sklizeného zrna, ale i jeho kvalitu.
a u jeCmene spole¢né se sitovitou skvrnitosti také ramulariova
skvrnitost. My jsme se zaméfili na jejich puvodce a sledovali
jsme reakci izolatl téchto patogenu k vybranym fungicidnim
latkam.

V roce 2020 se po nékolika letech kalamitné rozSifila
ramuldriova skvrnitost a tudiz jsme méli moznost v hojné mire
sbirat a nasledné testovat izolaty tohoto patogenu z izemi Ceské
republiky. Proménlivost podminek jednotlivych vegetaénich
ro¢nikl je tak vyraznd, Ze je tfeba sledovani populaci patogent
provadét dlouhodobé a tim v predstihu hledat rizika, ktera
mohou ohrozovat Uspéch péstovani zemédélskych plodin.

/Recenzovano/

Podékovani

Publikace vznikla s vyuzitim instituciondlni podpory
na dlouhodoby koncepé&ni rozvoj vyzkumné organizace Agrotest
fyto, s.r.o. (MZE-RO1118). Autofi dékuji firmé& Dow Agrosciences
za podporu ploSného monitoringu rezistence.

Literatura

Fraaije, B. A., Lucas, J. A., Clark, W. S., Burnett, F. J.: Qol
resistance development in populations of cereal pathogens in
the UK. Proc. BCPC International Congress: Crop Science and
Technology, Glasgow, UK, 10-12 November, Vol. 2, BCPC,
Alton, UK, pp. 689-694 (2003).

Owen, W. J., Yao, Ch.,Myung, K., Kemmitt, G., Leader, A., Meyer, K.
V.,Bowling, A. J.,Slanec, T., Kramer, V. J.: Biological characterization
of fenpicoxamid, a new fungicide with utility in cereals and other
crops. Pest Manag Sci. 2017; 73(10): 2005-2016.

Siah, A., Deweer, C., Morand, E., Reignault, P, Halama, P:
Azoxystrobin resistance of French Mycosphaerella graminicola
strains assessed by four in vitro bioassays and by screening of
G143A substitution. Crop Prot 29:737-743 (2010).

Shibata, K., Hanafi, M., Fujii, J., Sakanaka, O., linuma, K,
Ueki, M. et al: UK-2A, B, C and D, novel antifungal antibiotics
from Streptomyces sp. 517-02 lll. Absolute configuration
of an antifungal antibiotic, UK-2A, and consideration of its
conformation. J Antibiot 51:1113-1116 (1998)

Tvaruzek, L., Svac¢inova, I., Matusinsky, P., Vanova, M.:Srovnani
rezistence ke strobilurinovym fungicidiim u brani¢natky pSeni¢né
na tzemi CR mezi lety 2003-2015. ObilnaFské listy, 24, 2016, 2,
41-43.

Tvartzek, L., Svac¢inova, |, RGzkova, S., MatuSinsky, P.
Vyuziti chlorothalonilu v ochrané obilnin proti houbovym
chorobam s vysokym rizikem vyskytu rezistence k fungiciddm.
Obilnarske listy, 25, 2017, 1, 3-7.

Ramularia collo cygni (nahore)
a Zymoseptoria tritici (dole)
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