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The resistance of Venturia inaequalis to fungicides,
with the special emphasis of strobilurin

Odpornos¢ Venturia inaequalis na fungicydy
ze szczegolnym uwzglednieniem strobiluryn

Agata Broniarek-Niemiec*

Summary

The chemical method plays the most important role in control of apple scab (Venturia inaequalis). However, frequent and
improper use of some groups of fungicides has resulted in the development of V. inaequalis strains, that are resistant to commonly
used active substances. The resistance of V. inaequalis to benzimidazoles, dodine, ergosterol biosynthesis inhibitors, anilino-
pyrimidines, as well as strobilurins has been recorded in apple orchards in Poland and many other coutry. The strobilurins are the
inhibitors of fungi respiration, and act on oxidoreductase Qo ubiquinone-cytochrome site. It is the highly specific mechanism,
controlled by one gene, which favors generation of the resistant forms. So far, two mechanisms of resistance to strobilurins are known
in V. inaequalis, G143A mutation in the gene of cytochrome b and alternative respiration (AOX — alternative oxidase), but the greatest
role in the expression of resistance is conferred by the gene mutation. The V. inaequalis resistance to strobilurin fungicides has been
observed in many countries in the world. The study conducted in 2004—-2013 showed that the occurrence of resistant forms of
V. inaequalis fungus to strobilurin is common also in Poland. In order to prevent and eliminate the development of resistance, the
international organization FRAC (Fungicide Resistance Action Committee) has been disseminating and implementing rules that should
effectively reduce the occurrence of resistance.
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Streszczenie

W zwalczaniu parcha jabtoni (Venturia inaequalis) najwazniejszg role odgrywa metoda chemiczna. Jednak wielokrotne i czesto
niewtasciwe stosowanie niektérych grup fungicydow skutkuje pojawianiem sie form sprawcy choroby odpornych na preparaty.
Obecnie, w sadach jabtoniowych zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie, zjawisko odpornosci V. inaequalis dotyczy fungicydow
benzimidazolowych, dodynowych, inhibitoréw biosyntezy ergosterolu, anilinopirymidynowych, a takze strobilurynowych. Strobiluryny
nalezg do grupy inhibitoréw procesu oddychania (Qol), a miejscem ich dziatania jest kompleks oksydoreduktazy Qo ubichinon-
cytochrom c grzyba. Jest to mechanizm wysoce specyficzny, kontrolowany przez jeden gen, co sprzyja powstawaniu form odpornych
grzyba. Dotychczas u V. inaequalis poznano dwa mechanizmy odpornosci na strobiluryny, mutacje G143A w genie cytochromu b oraz
alternatywne oddychanie (AOX — alternative oxidase), przy czym najwiekszg role w ekspresji odpornosci przypisuje sie mutacji
genowej. Odpornos¢ V. inaequalis na strobiluryny stwierdzono w wielu krajach na swiecie. Przeprowadzone w latach 2004—2013
badania wykazaty, ze wystepowanie odpornych form grzyba V. inaequalis na strobiluryny jest zjawiskiem powszechnym takze
w Polsce. W celu zapobiegania i eliminacji powstawania odpornosci upowszechniane i wdrazane sg zasady okreslone przez miedzy-
narodowg organizacje FRAC (Fungicide Resistance Action Commitee).

Stowa kluczowe: parch jabtoni; odpornos¢ na fungicydy; fungicydy Qol; mechanizmy; zapobieganie
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Wstep / Introduction

Parch jabloni [Venturia inaequalis (Cooke) Winter] jest
najgrozniejsza chorobg sadéw i szkotek jabloniowych we
wszystkich rejonach ich uprawy na $wiecie. Wystepuje
takze na dziko rosngcych gatunkach rodzaju Malus
(MacHardy 1996). W Polsce choroba wystepuje corocznie,
a jej nasilenie zalezy od podatnos$ci odmiany, przebiegu
warunkéw pogodowych oraz wielkosci pierwotnego zrddta
infekcji. Porazeniu ulegaja glownie liscie i owoce, czgsto
dochodzi réwniez do infekcji szypulek owocowych,
ogonkow lisciowych, dziatek kielicha oraz nickiedy mto-
dych niezdrewniatych pedow. Straty powodowane przez
parcha jabtoni s bardzo wysokie, gdyz porazone owoce
traca warto$¢ handlowa, a przy silnym porazeniu moze
dochodzi¢ do znacznej redukcji lub nawet calkowitej utraty
plonu handlowego. Pomimo dobrze poznanej epidemio-
logii, nowoczesnych systeméw prognozujacych oraz
szerokiego asortymentu fungicydéow do ochrony jabloni
przed parchem, zwalczanie choroby nie zawsze jest wy-
starczajaco skuteczne, zwlaszcza na podatnych odmianach
i w lata z duza iloScig opadow w okresie wiosennym.
W Polsce szacuje si¢, ze straty plondéw powodowane przez
parcha jabloni, w zaleznos$ci od sezonu, wynosza $rednio
okoto 20-30%, a w niektore lata moga przekraczaé nawet
50-70% (Borecki 2001; Meszka 2012).

Ochrona jabtoni przed parchem opiera si¢ gtdéwnie na
zabiegach chemicznych wykonywanych zgodnie ze wska-
zaniami modeli prognostycznych np. Vetem, RIMpro, czy
A-scab. Modele te w oparciu o analize danych atmosfe-
rycznych i symulacje, pozwalajg $ledzi¢ proces dojrzewa-
nia zarodnikow workowych grzyba V. inaequalis, progno-
zuja terminy ich wysiewow i nasilenie, wielko$¢ zrodia
infekcji oraz zagrozenie chorobowe, a nastgpnie pojawia-
nie si¢ objawow parcha jabloni (Masny i Jankowski 2012).
Nowoczesne programy ochrony oparte na sygnalizacji
zagrozen pozwalaja na znaczne zmniejszenie liczby wyko-
nywanych zabiegéw, przy utrzymaniu wysokiej ich
skuteczno$ci. Mimo to, w warunkach klimatycznych
Polski, w celu ochrony jabloni przed parchem, w zalez-
nosci od warunkéw atmosferycznych i podatnosci odmia-
ny, wykonuje si¢ zwykle od 8 do 15 zabiegdw w sezonie.

Obecnie asortyment srodkow polecanych do zwalcza-
nia parcha jest szeroki i obejmuje srodki zaroéwno o dziata-
niu powierzchniowym, takie jak: miedziowe, ftalimidy,
antrachinony i ditiokarbaminiany, przeznaczone do zabie-
gow zapobiegawczych, jak i preparaty o dziataniu wgleb-
nym i systemicznym, wykazujace oprocz dziatania zapo-
biegawczego takze dziatanie interwencyjne i wyniszcza-
jace (Broniarek-Niemiec i Bielenin 2003; Broniarek-
Niemiec i wsp. 2012). Jednak wielokrotne i czgsto nie-
wlasciwe stosowanie fungicydow powoduje w populacjach
grzyba V. inaequalis selekcj¢ form mniej wrazliwych na
stosowane preparaty, co objawia si¢ ich stabsza sku-
tecznoscig. Pojawienie si¢ odpornosci stanowi bardzo
powazny problem, gdyz laczy si¢ zwykle ze znacznymi
stratami ponoszonymi, zarowno przez producentow srod-
kéw ochrony, jak 1 producentow owocoéw. Problem odpor-
nosci dotyczy wszystkich najwazniejszych grup fungi-

cyddw o specyficznym mechanizmie dzialania, stosowa-
nych w zwalczaniu parcha jabloni, w tym S$rodkow
strobilurynowych.

Charakterystyka fungicydéw stosowanych
do zwalczania parcha jabtoni / The characteristics
of fungicides used for the control of apple scab

W  zwalczaniu parcha jabloni najwazniejsza role
odgrywa metoda chemiczna. Opiera si¢ ona przede
wszystkim na zabiegach zapobiegawczych wykonywanych
preparatami o dzialaniu powierzchniowym. Do tej grupy
naleza fungicydy na bazie: antrachinonéw, ditiokarbami-
nianéw, ftalimidow i zwigzkéw miedzi. Srodki te za-
bezpieczaja rosliny przed infekcja, gdy sa réwnomiernie
naniesione na chroniong powierzchni¢ przed pojawieniem
si¢ na niej patogena. Sa skuteczne dopoki pokrywaja
powierzchni¢ chronionej tkanki. Deszcz, przyrost blaszki
lisciowej lub wzrost owocow czy tez rozwoéj kolejnego
liscia, wplywaja na obnizenie skutecznosci tych fungi-
cydow. Mechanizm dziatania fungicydow powierzchnio-
wych jest najcze$ciej wielopoziomowy, co sprawia, ze
ryzyko powstawania odpornosci na te srodki jest stosun-
kowo niskie (Agrios 2004; Kryczynski i Weber 2010;
Broniarek-Niemiec 2014).

Kolejna grupa srodkow to fungicydy dziatajace zapo-
biegawczo i interwencyjnie. Maja one zdolno$¢ hamo-
wania rozwoju patogena badz zniszczenia go nawet wtedy,
gdy zostang zastosowane podczas infekcji lub nawet
kilkadziesiat godzin po jej zakonczeniu. Takie mozliwosci
wykazuja fungicydy wglebne, systemiczne i quasi-syste-
miczne. Powszechnie stosowane w sadownictwie sg
zwiazki z grupy inhibitoréw biosyntezy ergosterolu (IBE)
o wyjatkowo dlugim dziataniu poinfekcyjnym (Kelly i Jo-
nes 1981). Krotszym dziataniem interwencyjnym charak-
teryzuja si¢ natomiast anilinopirymidyny, strobiluryny
i guanidyny (Creemers i wsp. 1997; Kryczynski i Weber
2010; Broniarek-Niemiec 2014). Fungicydy o dziataniu
poinfekcyjnym powinny by¢ stosowane tylko w sytuacjach
koniecznych, w przypadkach duzego zagrozenia chorobo-
wego (po znacznych wysiewach zarodnikéw i silnej in-
fekcji) lub po dlugotrwatych opadach uniemozliwiajacych
wykonanie zabiegu zapobiegawczego w odpowiednim
terminie. Ponadto takie fungicydy najczgéciej dzialaja na
scisle okreslone przemiany metaboliczne i fizjologiczne
w komorkach grzybow, a ich stosowanie stwarza wysokie
ryzyko pojawiania si¢ form odpornych takze u V. ina-
eqalais. Dlatego, w ramach strategii antyodpornosciowej,
powinny by¢ one stosowane zawsze w mieszaninie z fun-
gicydem powierzchniowym o wielostronnym mechanizmie
dzialania. Nieliczne fungicydy wykazuja takze wlasciwos-
ci wyniszczajace. Dzialaja one juz po wystapieniu
objawow choroby, niszczac zarodniki i cze§ciowo grzybnie
patogena. Takie mozliwosci majg fungicydy z grupy IBE,
guanidyny i strobiluryny (Kelly i Jones 1981; O’Leary
1 Jones 1987; Gold i Leinhos 1995; Broniarek-Niemiec
2014).
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Przyczyny wystepowania odpornosci grzybéw
na fungicydy / The causes of fungal resistance
to fungicides

Zjawisko uodporniania si¢ grzybow na fungicydy jest
znane w praktyce od konca lat sze§¢dziesigtych ubieglego
wieku. Wczesniej przez wiele lat znano i stosowano
w ochronie roslin wylacznie fungicydy zapobiegawcze,
wykazujace niespecyficzny mechanizm dziatania, takie
jak: zwiazki siarkowe, miedziowe, karbaminiany, ftalimidy
czy chinony. Fungicydy te charakteryzuja si¢ wielostron-
nym mechanizmem dziatania, polegajacym na blokowaniu
wielu procesow zyciowych grzybow, a wigc wystapienie
odpornosci wymagaloby zmian na poziomie wielu genow.
Problem odpornos$ci pojawit si¢ po wprowadzeniu fungi-
cydow systemicznych, o specyficznym mechanizmie dzia-
fania, kontrolowanym czgsto tylko przez jeden lub dwa
geny. Prawdopodobienistwo mutacji na poziomie jednego
genu jest wysokie i przy niewlasciwym stosowaniu $§rod-
kéw chemicznych, moze dochodzi¢ w stosunkowo krotkim
czasie, do wywotlania odpornosci. W takim przypadku
wystepuje odpornos$¢ trwala, uwarunkowana genetycznie.
Odporno$¢ nietrwata (adaptacja) jest natomiast wynikiem
niewielkich zmian fizjologicznych zwigzanych na przyktad
z pojawieniem si¢ zastgpczej Sciezki metabolicznej lub
zmiany przepuszczalnosci blony komorkowej grzyba.
Odpornos¢ tego typu zanika po ustaniu kontaktu patogena
z fungicydem.

Wisrdd dotychezas poznanych mechanizméw odpornos-
ci patogendéw na fungicydy, najczesciej wystepujace,
przedstawili Agrios (2004) oraz Brent i Hollomon (2007).
Sa to:

— zmiana przepuszczalno$ci $ciany komoérkowej i plaz-
malemmy dla fungicydu,

— detoksykacja substancji czynnej poprzez modyfikacje
jej struktury,

— mutacje genowe w miejscu dziatania fungicydow,

— kompensacja szkodliwych zmian w komorce grzyba
wywolanych stosowanym fungicydem przez inny meta-
boliczny proces przebiegajacy niezaleznie od uszko-
dzonego,

— efektywne usuwanie pobranego fungicydu poza ko-
morke grzyba.

Na szybko$¢ pojawiania si¢ form odpornych grzybow
na fungicydy wplywa wiele czynnikéw. Zasadnicza rolg
odgrywa mechanizm dziatania fungicydu oraz czgstotli-
wos¢ 1 termin jego stosowania. Wielokrotne wykonywanie
zabiegdw preparatami nalezacymi do tej samej grupy
chemicznej oraz stosowanie zabiegéw poinfekcyjnych
i wyniszczajacych, przyspiesza znacznie selekcje ras od-
pornych. Do powstania odpornosci przyczynia si¢ rowniez
specyfika samego patogena, jego naturalna zmiennos¢
genetyczna, duza liczba pokolen w sezonie i mozliwosc¢
latwego rozprzestrzeniania si¢. Duze znaczenie ma tez spo-
sOb uprawy ro$lin. Selekcji sprzyjaja uprawy prowadzone
w monokulturze oraz w zamknietych siedliskach, takich
jak szklarnia czy pieczarkarnia (Brent i Hollomon 2007).
Ponadto na szybko$¢ powstania odpornosci wplywaja
czynniki agrotechniczne, nasilenie choroby, warunki
atmosferyczne czy podatno$¢ odmian. Biorac pod uwage
wszystkie te czynniki Kuck (2005) opracowat diagram
pozwalajacy oszacowac ryzyko odpornosci (tab. 1).

Grzyb V. inaequalis charakteryzuje si¢ duza zmiennos-
cig, co powoduje, ze formy odporne na stosowane
fungicydy pojawiaja si¢ stosunkowo tatwo. Ponadto
monokulturowy sposéb uprawy jabloni oraz koniecznos$é
prowadzenia intensywnej ochrony, czesto z uzyciem
fungicyddéw systemicznych o jednostronnym mechanizmie
dzialania sprawiaja, ze ryzyko wystapienia odpornosci
patogena jest bardzo wysokie (tab. 1).

Tabela 1. Ryzyko powstawania odpornosci grzybow patogenicznych w zaleznosci od fungicydu, patogena i czynnikéw agrotech-

nicznych (Kuck 2005)

Table 1. The risk of resistance to pathogenic fungi, depending on the fungicide, pathogen and agronomic factors (Kuck 2005)

Ryzyko Ryzyko ze wzgledu
Grupa fungicydowa ze wzgledu Ryzyko odpornosci na warunki
Fungicide class na fungicyd Resistance risk agrotechniczne
Fungicide risk Agronomic risk
1 2 3 4 5 6
6 12 18% wysokie = 1
Benzimidazoles high = 1
Dicarboximides wysokie = 6 3 6 9 $rednie = 0,5
Phenylamides high =6 medium = 0,5
Qol fungicides s ; 45 niskie = 0,25
’ ’ low = 0,25
wysokie = 1
N 4 8 12 high = 1
SBI fungicides Srednie = 4 Srednic = 0,5
Anilinopyrimidines S 2 4 6 S
medium = 4 medium = 0,5
Phenylpyrroles
niskie = 0,25
1 2 3 low =0,25
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1 2 3 4 5 6
| ) 3 wysokie = 1
Fungicydy high = 1
o niespecyficznym niskie = 1 05 1 15 $rednie = 0,5
mechanizmie dziatania low =1 ’ > medium = 0,5
Multi site fungicides clie =
niskie = 0,25
0,25 0,5 0,75 low = 0.25
Ryzyko ze wzglgdu na patogena niskie = 1 $rednie = 2 wysokie =3
Pathogen risk low =1 medium =4 high =6
np. patogeny np.—e.g. np.—e.g.
przenoszone Uncinula necator | Erysiphe graminis
przez nasiona, Septoria tritici Botrytis cinerea
patogeny Sclerotinia sp Plasmopara
Grupy patogendw glebowe, Monilinia sp. viticola
Patlﬁ) y gn ;gou S rdze Venturia
gen group e.g. seed borne inaequalis
pathogens, Phytophthora
soil-borne infestans
pathogens,
rust fungi

*ryzyko odpornosci jest iloczynem trzech czynnikoéw: przynalezno$ci do grupy fungicydowej, grupy patogendéw i warunkow agrotechnicznych — the
resistance risk is expressed as the product of three factors multiplying: affiliation to fungicide group, the pathogen group and agronomic conditions

Odpornos¢ Venturia inaequalis na fungicydy
The resistance of Venturia inaequalis
to fungicides

Pierwsze udokumentowane informacje o pojawieniu si¢
form grzyba V. inaequalis odpornych na fungicydy
pojawity si¢ pod koniec lat 60. ubiegtego wieku w Stanach
Zjednoczonych. Dotyczyly one odpornosci tego grzyba na
fungicydy dodynowe, ktdra stwierdzono dopiero po 10 la-
tach ich intensywnego stosowania (Szkolnik i Gilpatrick
1973; Jones 1981). W Polsce zjawisko to zanotowano po
raz pierwszy w 1990 roku, a wigc dopiero po kilkunastu
latach stosowania tej grupy zwigzkéw w sadach
jabloniowych, czesto w zanizonych dawkach (Nowacka
1991).

Wyjatkowo szybko pojawily si¢ formy odporne grzyba
V. inaequalis na pierwsze, wprowadzone do ochrony
jabloni, fungicydy systemiczne z grupy benzimidazoli.
W wielu krajach odporno$¢ na te zwiazki stwierdzono juz
po 2-4 latach ich stosowania. W Polsce zjawisko to
zanotowano w 1975 roku, czyli po 3 latach powszechnego
ich stosowania. W wyniku przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze w populacjach V. inaequalis w badanych
sadach az 30-50% izolatow charakteryzowatlo si¢ obnizona
wrazliwoscia na te grupe srodkow (Nowacka i wsp. 1977).
Wykazano ponadto, ze formy odporne byly bardzo stabilne
w $rodowisku, a ich obecno$¢ w populacjach grzyba
wykrywano nawet po 13 latach od calkowitego zaprze-
stania stosowania fungicydéw benzimidazolowych. Pow-
szechno$¢ zjawiska odpornosci V. inaequalis spowo-
dowata, ze benzimidazole zostaly wycofane z programow
ochrony jabtoni przed parchem.

Nastepna grupa zwiazkoéw, wprowadzong do ochrony
jabtoni, byly fungicydy systemiczne bedace inhibitorami
biosyntezy ergosterolu, z ktorych najpowszechniej stoso-
wany byt preparat Rubigan 12 EC, zawierajacy fenarimol.
Przez szereg lat programy zwalczania parcha jabtoni byty

w zasadzie oparte na dwoch grupach zwigzkéw, dodynie
i fenarimolu. Uwaza si¢, ze wystapienie odpornosci V. ina-
equalis na dodyn¢ w sadach jabloniowych w Polsce bylo
wigc prawdopodobnie $ciSle zwiagzane nie tylko z pow-
szechnym, wieloletnim i czgstym stosowaniem tych
zwigzkoéw, ale takze z wprowadzeniem do programdéw
ochrony fungicydu Rubigan Plus 39 WP, w ktorym zawar-
tos¢ zaréwno dodyny, jak i fenarimolu byla wyraznie
nizsza (dodyny 50%, a fenarimolu tylko 30%), niz
w preparatach jednosktadnikowych. Zanizone ilosci sub-
stancji czynnych w preparacie Rubigan Plus 39 WP przy
jednoczesnym zbyt czgstym stosowaniu tego Srodka
spowodowaty, ze od roku 1978 obserwowano wyrazny
spadek skutecznos$ci fungicydow zawierajacych fenarimol.
Zwickszata si¢ takze liczba sadéw, w ktorych stwierdzano
odpornos¢ V. inaequalis na dodyne. Badania populacji tego
grzyba przeprowadzone w sadach, w ktorych stwierdzono
spadek skutecznosci fenarimolu, wykazaty ze w 1990 roku
formy odporne stanowily okolo 20% populacji grzyba,
natomiast w nastgpnym roku, w maju, juz 47,7%, a w lipcu
az 88,4% (Nowacka 1991). Nalezy zaznaczy¢, ze wiele
izolatow odpornych na fenarimol wykazywalo takze
odpornos¢ na dodyne. Doszlo wigc do wystapienia groz-
nego zjawiska, jakim jest ,,multi-resistance”, a wigc odpor-
nosci wielokrotnej, w tym przypadku na dwie substancje
0 réznym mechanizmie dzialania. W przypadku fungicy-
dow z grupy IBE nie obserwowano odpornosci krzyzowe;j,
co oznacza ze w sadach, w ktorych stwierdzono odporne
formy grzyba na fenarimol, nadal bardzo dobre efekty
w zwalczaniu parcha jabloni dawaty inne fungicydy z gru-
py IBE. Najczgséciej tam, gdzie obserwowano obnizong
skuteczno$¢ srodka Rubigan 12 EC, ciagle bardzo dobrze
dziataly migdzy innymi takie fungicydy, jak Score 250 EC
czy Punch Bis 400 EC (Nowacka 1991). Wynika to z nie-
znacznych réznic w mechanizmie dziatania tych zwiaz-
kéw. Opinie badaczy o krzyzowej odpornosci V. ina-
equalis na rézne zwiazki z grupy inhibitorow biosyntezy
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ergosterolu sg podzielone. Stwierdzono natomiast, ze
w sadach, w ktorych wystepuja formy odporne na dodyne,
znacznie szybciej 1 czeSciej pojawiaty si¢ formy V. ina-
equalis odporne na benzimidazole i fungicydy z grupy IBE
(Koller i Wilcox 2001).

Obecnie w sadach jabloniowych zar6wno w Polsce, jak
i na $wiecie, zjawisko odporno$ci V. inaequalis dotyczy
najwazniejszych grup fungicydéw. Stwierdzono powszech-
ne wystepowanie odpornosci na bezimidazole i dodyne,
a w ostatnich kilkunastu latach takze na niektore inhibitory
biosyntezy ergosterolu, anilinopirymidyny oraz na strobi-
luryny.

Strobiluryny — nowa grupa fungicydéw
Strobilurins — a new group of fungicides

Strobiluryny sa jedng z najwazniejszych grup zwigz-
kéw chemicznych szeroko stosowanych obecnie w ochro-
nie roslin przed chorobami. Ich synteza zostata oparta na
naturalnych substancjach, pochodnych kwasu -metoksy-
akrylowego, takich jak: strobiluryna A, oudemansin A
i myxothiazol A. Dwa pierwsze zwigzki s3 wytwarzane
w przyrodzie przez tzw. grzyby gnijacego drewna nalezace
do podstawczakow (Basidiomycota) np. monetke bukowsa
(Oudemansiella mucida) i szyszkowke gorzkawa (Strobilu-
rus tenacellus), natomiast trzeci zwigzek — przez bakteri¢
Myxococcus fulvus. Poznanie budowy i wlasciwosci tych
naturalnych zwiazkéw przyczynilo si¢ do rozpoczgcia
przez firmy Syngenta i BASF, prac badawczych ukierun-
kowanych na syntetyczne otrzymanie ich pochodnych.
Pierwsze syntetyczne strobiluryny — azoksystrobing
i krezoksym metylowy, uzyskano w 1992 roku, trifloksy-
strobing w 1998 roku, a piraklostrobing w 2000 roku.
Wszystkie te zwigzki dzialajg przeciw szerokiemu spek-
trum patogendéw grzybowych i grzybopodobnych z naste-
pujacych typow: Ascomycota, Basidiomycota, Deuteromy-
cota i Oomycota (Bartlett i wsp. 2002). Znalazly one
zastosowanie w ochronie wielu upraw m.in. zb6z, ryzu,
winoro§li, ziemniaka, pomidora, banana i jabloni (Ammer-
mann i wsp. 1994; Leinhos i wsp. 1997; Margot i wsp.
1998; Godwin i wsp. 2000).

W sadach jabloniowych fungicydy strobilurynowe
uzywane sg przeciw parchowi jabloni (V. inaequalis)
i maczniakowi jabloni (Podosphaera leucotricha), a przed
zbiorem — do zabezpieczania owocow przed gorzka
zgnilizng jabtek (Pezicula spp., obecnie Neofabraea) (Bryk
2001).

Szerokie zastosowanie strobiluryn w zwalczaniu grzy-
bow patogenicznych na wielu gatunkach roslin uprawnych
wynika z wysokiej skutecznosci tej grupy zwigzkow,
stosowanych zapobiegawczo, interwencyjnie i wyniszcza-
jaco. W zwalczaniu parcha jabloni wysoce skuteczne
i dlugotrwale dzialanie zapobiegawcze uzyskali badacze
belgijscy, stosujac BAS 490 02 F (Discus 500 WG) co
10-14 dni (Creemers i wsp. 1997). Podobne efekty
uzyskali takze Stensvand i wsp. (1996), wykonujac zabiegi
fungicydem Discus 500 WG co 7-14 dni. Z kolei Margot

i wsp. (1998) wykazali wysoka skuteczno$¢ innego
fungicydu strobilurynowego CGA 279202 (Zato 50 WG),
stosujac go na poczatku sezonu co 7-10 dni, a nastepnie,
gdy owoce osiagnety $rednice 4 cm, co 10-14 dni. Inni
badacze (Ammermann i wsp. 1992; Agrios 2004) podaja,
ze wyjatkowo diugie dzialanie zapobiegawcze fungicydow
strobilurynowych, wynika z ich innowacyjnego sposobu
przemieszczania si¢ po powierzchni rosliny. Zwiazki te
wigzg si¢ bardzo silnie z woskami skorki, a sama
substancja czynna uwalnia si¢ stopniowo i w fazie gazowe;j
przemieszcza si¢ na ro$linie. Zaleta takiego mechanizmu
dzialania jest tez bardzo trudna zmywalno$¢ fungicydow
strobilurynowych. Taki sposob rozprzestrzeniania si¢
substancji czynnej byt catkowicie odmienny od dotychczas
znanych 1 dla wyréznienia go w 1998 roku Hermann
zaproponowal nowa nazwe — dzialanie mezostemiczne
(Hermann i wsp. 1998).

Wyjatkowa skuteczno$¢ strobiluryn w zwalczaniu
roznych chordb roslin uprawnych powodowanych przez
grzyby, wynika takze z ich zdolnosci do hamowania
rozwoju wszystkich wysoce energochlonnych stadiow
rozwojowych grzybow, w tym takze kietkowania zarodni-
kow (Bartlett i wsp. 2002). Z tego powodu fungicydy te
wykazuja takze dobre dziatanie poinfekcyjne i wyniszcza-
jace. Z badan Creemersa i wsp. (1997) wynika, ze krezo-
ksym metylowy, stosowany 96 godzin po infekcji dat
ponad 94% skutecznos¢ w zwalczaniu parcha jabtoni,
natomiast Margot i wsp. (1998) uzyskali dobre efekty
w zwalczaniu choroby stosujac trifloksystrobing nawet 3—4
dni po infekcji. Z kolei Gold i Leinhos (1995) podaja, ze
krezoksym metylowy stosowany 2 lub 4 dni po inokulacji
nic hamowal wzrostu grzybni, jednakze obserwacje
mikroskopowe wykonane 28 dni po zabiegu wykazaly, ze
tworzenie si¢ konidioforéw i1 wytwarzanie zarodnikow
konidialnych grzyba V. inaequalis bylo calkowicie zaha-
mowane.

Ze wzgledu na sposob dziatania na patogeny, strobilu-
ryny zaliczane sg do inhibitoréw Qo, poniewaz zaklocaja
one proces oddychania, a konkretnym miejscem dziatania
jest kompleks oksydoreduktazy Qo ubichinon-cytochrom c
grzyba. Mechanizm dziatania grzybobdjczego strobiluryn
polega na blokowaniu przemian energetycznych. Substan-
cja czynna fungicydu wigze si¢ w miejscu Qo, hamujac
przenoszenie elektronow w kompleksie III pomiedzy
cytochromem b (cytochrom b jest cze$cia kompleksu III)
i cytochromem c (rys. 1), co prowadzi do niedoboru
energii w komorkach grzyba poprzez zatrzymanie pro-
dukcji ATP (Anke 1995). Jak juz opisano wczesniej, taki
mechanizm charakteryzuje si¢ wysoka specyficznoscia,
ktoéra sprzyja szybkiemu uodpornieniu si¢ grzyba. Z tego
powodu strobiluryny zostaly zaliczone przez organizacije
FRAC (Fungicide Resistance Action Commitee) do grupy
zwigzkow o wysokim ryzyku powstawania odpornosci.
Stwierdzono ponadto, ze migedzy fungicydami z grupy Qol
istnieje  odpornos¢ krzyzowa, gdyz mimo réznorodnej
budowy chemicznej (rys. 2) wszystkie zwiazki z grupy Qol
charakteryzuje ten sam mechanizm dziatania (Fernandez-
-Ortundo 1 wsp. 2008).
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Fig. 2. The chemical structure of active ingredients selected strobilurin fungicides (Bartlett ez al. 2002)

Odpornos¢ fitopatogenicznych grzybow
na strobiluryny / The resistance of plant
pathogenic fungi to strobilurins

Wysoce specyficzny mechanizm dziatania i intensywne
stosowanie fungicydéw strobilurynowych w pierwszych
latach po ich wprowadzeniu doprowadzilo w krotkim
czasie do uodpornienia si¢ grzybow na te $rodki. Pierwsze
polowe formy grzybow odporne na strobiluryny zostaty
wykryte w 1998 roku w potnocnych Niemczech w uprawie
pszenicy wsrdd izolatow Blumeria (Erysiphe) graminis
f. sp. tritici (Erichsen 1999). Od tego czasu odpornos¢ na
te grupe fungicydow wykryto u ponad 37 gatunkoéw
grzybdw 1 organizméw grzybopodobnych (Viljanen-
-Rollinson i wsp. 2013), miedzy innymi u V. inaequalis,
sprawcy parcha jabtoni (Steinfeld i wsp. 2001), Plasmo-
para viticola, sprawcy macznika rzekomego winorosli
(Gullino 1 wsp. 2004), Mycosphaerella graminicola, wy-
wolujacego septorioz¢ paskowang lisci pszenicy (Gisi
i wsp. 2005), a takze u Pseudoperonospora cubensis
i Sphaerotheca fuliginea, sprawcoéw maczniaka rzekomego
i prawdziwego dyniowatych (Ishii i wsp. 2001).

U wigkszosci patogendow gldwnym mechanizmem
odpornosci na fungicydy strobilurynowe jest mutacja
punktowa w genie cytochromu b, polegajaca na zamianie
glicyny w alaning w pozycji 143 (G143A). Inng poznana
mutacja jest zamiana fenyloalaniny w leucyne w pozycji
129 (F129L) (Gisi i wsp. 2005) oraz glicyny w argining
w pozycji 137 (G137R) (Sierotzki i wsp. 2006). Izolaty
z mutacjami F129L lub GI37R wykazuja najczgscie]
Srednig (czeSciowa) odporno$é i sg nadal zwalczane przez
fungicydy strobilurynowe. Obecnos¢ mutacji G143A
wigze si¢ natomiast z wysokim poziomem odpornosci
i zazwycza] wywoluje brak skutecznoSci strobiluryn

(Fernandez-Ortundo i wsp. 2008). Mutacja G143 A po raz
pierwszy zostata odkryta w 2000 roku u B. graminis f. sp.
tritici w izolatach pochodzacych z pszenicy i Mycospha-
erella fijiensis z banana (Sierotzki i wsp. 2000). Mutacja ta
nastepnie byla wykrywana u odpornych izolatow wielu
gatunkéw grzybow, w tym takze u V. inaequalis (Zheng
i wsp. 2000). Jednak mimo tak wielu doniesien o odpor-
nosci powodowanej zamiang aminokwaséw G143A, trud-
na jest do ustalenia rola tego mechanizmu w odpornosci
fenotypowej. Miejsce dzialania fungicydow Qol jest
bowiem kodowane w mitochondrialnym DNA (mtDNA),
a komorki grzyba moga zawiera¢ ponad 100 mitochon-
driow i tyle samo kopii mtDNA. Tak wigc, pojedyncza
mutacja, w jednej kopii mtDNA ma niewielki wplyw na
przezywalnos¢ grzyba. Jednak poddanie populacji grzyba
cigglej presji ze strony fungicydéw powoduje powtdrne
mutacje, a tym samym narastanie poziomu odpornosci. Nie
wiadomo jednak, jaka liczba zmutowanych mitochondriéw
jest wymagana, aby grzyb wykazywal pelna odpornosc¢
fenotypowa. Ponadto u niektorych grzybow, w tym takze
u V. inaequalis, wystepuja przynajmniej dwa mechanizmy
odpornosci. Dlatego do pelnej oceny poziomu odpornosci
danej populacji grzyba na strobiluryny poleca si¢ stoso-
wanie zardwno metod konwencjonalnych, np. na siewkach
lub drzewach w szklarni, jak i molekularnych — opartych
na ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (Broniarek-
-Niemiec i Bielenin 2005; Fernandez-Ortundo i wsp. 2008;
Michalecka i wsp. 2011).

Drugi mechanizm odpornosci grzybéw na fungicydy
strobilurynowe (Qol) zwigzany jest z indukcja alternatyw-
nego oddychania, mozliwego dzigki alternatywnej
oksydazie (AOX — alternative oxidase) (Wood i Hollomon
2003). AOX jest enzymem obecnym w wewngtrznej blonie
mitochondriow niektorych organizméw (roslin, glondw,
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niektorych protistow 1 grzyboéw), stwarzajacym alterna-
tywng mozliwo$¢ przenoszenia elektronéw z ubichinonu
na tlen. W tym dodatkowym mechanizmie alternatywna
oksydaza przenosi elektrony na tlen z pominigciem kom-
pleksu IIT i IV tancucha oddechowego, a wigc z pomi-
nieciem obszaru Qo kompleksu cytochroméw bc, z kto-
rym fungicydy Qol wiaza si¢ i hamuja oddychanie mito-
chondrialne grzyba.

Wood i Hollomon (2003) uwazaja jednak, ze alterna-
tywne oddychanie wystepuje tylko w warunkach in vitro.
Twierdza oni, ze w sadzie na drzewach traktowanych
fungicydami strobilurynowymi (Qol) dziatanie alterna-
tywnego oddychania jest ograniczone z dwoch powodow.
Po pierwsze, ten alternatywny szlak oddechowy dostarcza
tylko 40% energii potrzebnej grzybowi, a kielkowanie
zarodnikow 1 penetracja strzepki w roslinie sg procesami
wysoce energochlonnymi. Alternatywne oddychanie nie
jest wigc w stanie zapewni¢ tym procesom wystarczajacej
ilosci energii. W zwiazku z tym fungicydy strobilurynowe
pozostaja skuteczne w zwalczaniu patogena. Po drugie,
podczas infekcji, rosliny wytwarzaja antyoksydanty, takie
jak flawony, biorace udzial w reakcji obronnej przed
patogenem. Antyoksydanty wytworzone przez rosliny
zaklocaja proces alternatywnego oddychania poprzez
wygaszanie reaktywnych form tlenu, ktére sg niezbedne do
indukcji ekspresji genu 40X, odpowiedzialnego za synteze
alternatywnej oksydazy (Fernandez-Ortundo i wsp. 2008).
Pomimo to, w przeciwienstwie do szeroko akceptowanej
opinii, 0 malej roli AOX w odpornos$ci grzybow na stro-
biluryny w warunkach in vivo, ostatnie doniesienia
wskazuja, ze alternatywne oddychanie moze jednak ogra-
nicza¢ skutecznos¢ fungicydéw strobilurynowych na rosli-
nach, zwlaszcza gdy sa one stosowane po infekcji (Avila-
Adame i Kéller 2003; Miguez i wsp. 2004). Ogoélne wyjas-
nienie tego zjawiska opiera si¢ na tym, ze w pdzniejszych
etapach procesu chorobowego, takich jak wzrost grzyba
i zarodnikowanie, zapotrzebowanie na energi¢ jest nizsze
i wowczas AOX staje si¢ bardziej efektywne. Jest to zgod-
ne z obserwowanym brakiem wyniszczajacych zdolno$ci
fungicydéw strobilurynowych w stosunku do niektorych
grzybow, kiedy objawy choroby sg juz widoczne.

Alternatywne oddychanie moze wspomagac selekcje
mutacji punktowej w genie cyt b grzyba, poprzez obnizanie
poziomu uszkodzen reaktywnych form tlenu i zapewnienie
syntezy ATP. Obie te funkcje przyczyniaja si¢ do przezy-
wania komorek grzyba, podczas gdy selekcja zwigksza
czestotliwo$¢ wystepowania odpornoséci mitochondrialne;j
(Wood i Hollomon 2003; Miguez i wsp. 2004). Biatko
cytochromu b, zwigzane z miejscem dzialania Qol, jest
kodowane przez mitochodrialny DNA (mtDNA), mutujacy
z wigksza czestotliwoscig, niz DNA jadrowy. Czgstotli-
wos$¢ mutacji wzrasta wraz z akumulacja reaktywnych
form tlenu, ktoére powstaja w wyniku zahamowania
systemu transportu elektrondéw po zastosowaniu Qol.
W takich warunkach alternatywne oddychanie moze by¢
zasadniczym szlakiem w procesie uodporniania si¢
grzybdw patogenicznych po stosowaniu fungicydow
strobilurynowych w dawkach subletalnych. W kazdym
przypadku, jak wczesniej zauwazyli Wood i Hollomon
(2003), pomimo braku jednoznacznego przykladu, w kto-
rym AOX odgrywa istotng role w polowej odpornosci na
strobiluryny, udzial tego enzymu nie moze by¢ pominigty.

Poza mutacja punktowag w genie cytochromu b oraz
alternatywnym oddychaniem, innym mechanizmem odpor-
nosci na strobiluryny, stwierdzonym u niektérych grzy-
bow, jest efektywne usuwanie pobranego fungicydu poza
komorke grzyba. Ten rodzaj mechanizmu odpornosci
wystepuje miedzy innymi u izolatoéw M. graminicola, ktore
jednoczesnie zawieraja mutacje G143A. Jest to rodzaj
przystosowania si¢ grzyba do obecnosci fungicydu.
Mechanizm efektywnego usuwania fungicydu poza komor-
ke grzyba nie jest jednak dokladnie poznany i brakuje
informacji o jego roli w polowej odpornosci na strobilu-
ryny. Tak wigc odpornos¢ grzybow na strobiluryny moze
by¢ uwarunkowana kompleksem réznych mechanizméw
(Fernandez-Ortundo i wsp. 2008).

Dotychczas u grzyba V. inaequalis poznano dwa
mechanizmy odpornosci na strobiluryny, mutacje G143A
w genie cytochromu b oraz alternatywne oddychanie
(AOX), przy czym najwigkszg role w ekspresji odpornosci
przypisuje si¢ mutacji genowej. W zwiazku z tym do
badania odpornosci V. inaequalis na strobiluryny najczes-
ciej stosowane sa metody molekularne. Obok nich, wielu
badaczy wykorzystuje test na zatrutej pozywce agarowej
oceniajac wzrost grzybni lub kielkowanie zarodnikow. Jed-
nakze dla potwierdzenia wynikow ostatecznym sposobem
jest test wrazliwosci na siewkach lub drzewach w szklarni
(Olaya i Koller 1999; Viljanen-Rollinson i wsp. 2013).

Do tej pory w towarowych sadach jabloniowych odpor-
nos$¢ V. inaequalis na strobiluryny odnotowano miedzy
innymi w: Kanadzie, USA, Brazylii (Lesniak i wsp. 2011),
Chile (Sallato i wsp. 2006), Nowej Zelandii (Viljanen-Rol-
linson i wsp. 2013), Bialorusi (Kamardzina 2009), Niem-
czech (Koller i wsp. 2004), Francji (Fontaine 1 wsp. 2009),
Wiloszech, Austrii, Holandii, Belgii (FRAC 2014) oraz
Polsce (Meszka i wsp. 2011; Broniarek-Niemiec 2014).

Wedtug danych grupy roboczej FRAC, w poszczegdl-
nych krajach europejskich, istnieje duze zréznicowanie
w nasileniu zjawiska odpornosci V. inaequalis na strobilu-
ryny. Monitoring prowadzony w 2008 roku wykazat $redni
do wysokiego poziom odpornosci w potudniowej Francji,
poéocnych Wioszech, Polsce, Grecji i we wschodniej
czesci Niemiec. W Belgii i w zachodniej czgéci Niemiec
nasilenie wystepowania form odpornych bylo natomiast na
poziomie niskim do $redniego. Podobng sytuacje¢ rejestro-
wano w rejonach Trentino i Alto Adige we Wloszech,
w Wielkiej Brytanii, Hiszpanii i Portugalii, natomiast
w Austrii, pélnocnej Francji i w sadach nad jeziorem
Bodenskim form odpornych patogena na strobiluryny nie
wykryto. W ostatnich czterech latach (2011-2014) sytuacja
zmienita si¢ i wysoka do $redniej odpornos¢ stwierdzono
w sadach w Niemczech, w poludniowej czgsci Francji,
Holandii, Belgii, na Wegrzech oraz w Polsce. Niski do
wysokiego poziom odpornosci notowano za§ w pdinocno-
-zachodniej Francji i poludniowych Niemczech. W Wiel-
kiej Brytanii natomiast poziom odpornosci V. inaequalis
na fungicydy strobilurynowe pozostaje ciagle na niskim
poziomie (www.frac.info).

Badania przeprowadzone we Francji wykazaly, ze
w regionach, w ktorych wystepowaly formy odporne, od
2004 roku systematycznie wzrastal procentowy udzial
sadow (z 33 do 64%), w ktorych w populacji grzyba
V. inaequalis stwierdzano osobniki z mutacja G143A
(Fontaine i wsp. 2009). Prowadzone obserwacje potwier-
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Fig. 3. The percentage of orchards with different levels of Venturia inaequalis resistance to strobilurins in 2004-2013 (Broniarek-

-Niemiec 2014)

dzaja, ze wystgpowanie odpornych form grzyba V. ina-
equalis na strobiluryny jest zjawiskiem powszechnym
takze w Polsce. Badania przeprowadzone w latach
2004-2013 wykazaly, ze w znacznej czgsci badanych
sadow jabloniowych udziat form grzyba V. inaequalis
odpornych na strobiluryny byt na $rednim, wysokim lub
bardzo wysokim poziomie. Wsréd 500 przebadanych
sadow, w 42 stwierdzono bardzo wysoki poziom
odpornosci, w 93 — wysoki, w 213 — §redni, a w 152 — nis-
ki, co oznacza, ze w blisko 70% monitorowanych sadow
wystgpowal problem odpornosci V. inaequalis na fungi-
cydy strobilurynowe. W praktyce oznaczalo to spadek
skutecznosci tej grupy fungicydow w zwalczaniu parcha
jabtoni, co czesto obserwowali w swoich sadach i sygna-
lizowali producenci z réznych rejonéw Polski. Jednakze
w ciggu 10 lat prowadzenia monitoringu i jednoczesnego,
zakrojonego na szeroka skale wdrazania strategii anty-
odpornosciowej, zaobserwowano pozytywna tendencjg
zmniejszania si¢ liczby sadéw z wysoka i bardzo wysoka
odpornoscia V. inaequalis na t¢ grupe srodkéw (Broniarek-
-Niemiec 2014) (rys. 3).

Metody ograniczania zjawiska odpornosci Ventu-
ria inaequalis na fungicydy / Methods of limitation
of Venturia inaequalis resistance to fungicides

Wystgpowanie form odpornych sprawcy parcha jabtoni
na wszystkie najnowsze i najskuteczniejsze grupy fungicy-
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