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The effectiveness of tebuconazole and thiophanate-methyl
in reducing the Fusarium pathogens development
on winter wheat heads

Skutecznosc¢ tebukonazolu i tiofanatu metylu
W ograniczaniu rozwoju patogenow rodzaju Fusarium
na ktosach pszenicy ozimej

Urszula Wachowska, Wioletta Mikotajczyk, Katarzyna Kucharska

Summary

In 2010-2011 a field plot experiment was conducted to determine the effectiveness of tebuconazole and thiophanate-methyl in
reducing the severity of Fusarium ear blight on winter wheat. The effect of fungicides on changes in the community structure of
filamentous fungi colonizing wheat grain was also analyzed. Reduction in the linear growth of Fusarium culmorum was estimated
under in vitro conditions.

In the second year of the studies, as a Fusarium ear blight occurred at epidemic level, the disease was effectively controlled with
tebuconazole and thiophanate-methyl. In 2010, less abundant communities of Fusarium fungi were isolated from the grain of wheat
plants protected with tebuconazole and thiophanate-methyl, as compared with the control treatment. Tebuconazole inhibited the
growth of the epiphytic species F. culmorum, whereas thiophanate-methyl exerted an inhibitory effect on F. poae. Under in vitro
conditions, the linear growth of F. culmorum colonies was inhibited by tebuconazole.
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Streszczenie

W latach 2010-2011, w badaniach polowych oszacowano skutecznos¢ tiofanatu metylu i tebukonazolu w ograniczeniu fuzariozy
ktosow pszenicy ozimej. Analizowano réwniez zmiany zachodzace pod wptywem fungicydow w strukturze zbiorowisk grzybow
strzepkowych zasiedlajgcych ziarno. W warunkach in vitro oceniano redukcyjne oddziatywanie fungicydéw na liniowy wzrost patogenu
Fusarium culmorum.

W drugim roku badan, przy epidemicznym wystgpieniu fuzariozy ktoséw, tebukonazol i tiofanatu metylu ograniczaty jej nasilenie.
W roku 2010 z ziarna roslin chronionych tebukonazolem i tiofanatem metylu wyosobniono mniej liczne zbiorowisko grzybéw rodzaju
Fusarium w porownaniu z kontrolg. Tebukonazol ograniczat rozwdj gtéwnie epifitycznego gatunku F. culmorum, inhibicyjne
oddziatywanie tiofanatu metylu skierowane byto przede wszystkim w stosunku do F. poae. W warunkach in vitro wyrazne inhibicyjne
oddziatywanie na wzrost liniowy kolonii gatunku F. culmorum wykazat tebukonazol.

Stowa kluczowe: pszenica ozima, tiofanat metylu, tebukonazol, Fusarium
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Wstep / Introduction

Fuzarioza kloso6w uznawana jest za jedna z najgroz-
niejszych chordb pszenicy zagrazajaca uprawom tego
zboza na calym $wiecie. Sposrod kilkunastu gatunkéw
nekrotroficznych patogendéw rodzaju Fusarium najczesciej
opisywane sa: F. graminearum, F. culmorum (teleomorfa
Giberella zeae), F. poae, F. avenaceum (teleomorfa
G. avenacea) 1 F. sporotrichioides (Parry i wsp. 1995;
Jones 2000; Pirgozliev i wsp. 2002; Korbas i Horosz-
kiewicz-Janka 2007; Miillenborn i wsp. 2008; Lenc i Sa-
dowski 2011; Lenc i wsp. 2011). Fuzarioza kloséw
przyczynia si¢ w znacznym stopniu do ograniczenia plonu
ziarna oraz obnizenia jego jakosci, przede wszystkim ze
wzgledu na wytwarzanie przez grzyby rodzaju Fusarium
licznych mykotoksyn, ktéorych minimalna dopuszczalna
zawartos¢ w ziarnie jest $cisle prawnie unormowana
(Chelkowski 1985; Rozporzadzenie 2005; Korbas i Ho-
roszkiewicz-Janka 2007).

W czasie epidemii fuzariozy klosow w uprawie
pszenicy ozimej, zwalczanie jej fungicydami sprawia wiele
problemdéw i czasami zabiegi sa mato skuteczne (Korbas
i Lawecki 2003; Sikora i wsp. 2007; Yoshida i wsp. 2008;
Lenc i wsp. 2011). Nasilenie fuzariozy kloséw zalezne jest
od warunkow temperaturowych 1 wilgotno$ciowych
panujacych w okresie kwitnienia (Sikora i wsp. 2007;
Buschhaus i Ellner 2008; Wegulo i wsp. 2010; Lenc
i Sadowski 2011; Lenc i wsp. 2011). Wczesniejsze badania
dowodza duzej skuteczno$ci preparatow zawierajacych
tebukonazol i tiofanat metylu w ograniczeniu objawow
fuzariozy kloséw pszenicy. Stosowanie tych fungicydow
jednoczesnie przyczynito si¢ do obnizenia zawartoSci
deoksyniwalenolu (DON) i niwalenolu (NIV) (Nakjima
2007). Tiofanat metylu zalicza si¢ do grupy fungicydéw
benzimidazolowych, ktore zaktdcaja podziaty mitotyczne
komorek grzybow, zaburzajac proces tworzenia B-tubuliny
(Yashida i wsp. 2008). Triazole, w tym tebukonazol,
powoduja inhibicjg¢ syntezy ergosteroli przez grzyby
poprzez taczenie si¢ w specyficznym miejscu na $ciezce
biosyntezy tego zwiazku, z enzymem 14 oa—demetylaza.
(Zange i wsp. 2005). Jednak nie zawsze redukcja objawow
chorobowych w nastepstwie zastosowania tebukonazolu
skutkuje obnizeniem zawarto$ci mykotoksyn w ziarnie
(Pirgozliev i wsp. 2002). Ponadto zespoly pracujace pod
kierunkiem Masterhazy (2003) i Miillenborn (2008)
wykazaty, ze skuteczno$¢ efektu ochronnego tebukonazolu
W znacznym stopniu uzalezniona jest od gatunku patogenu
rodzaju Fusarium infekujacego klosy pszenicy.

Celem badan byto okreslenie skutecznosci tebuko-
nazolu i tiofanatu metylu w ograniczeniu epidemii fuza-
riozy kloséw pszenicy ozimej w warunkach polowych,
analiza oddzialywania tych substancji na zbiorowiska
grzybow strzgpkowych zasiedlajacych ziarno oraz na linio-
wy wzrost kolonii patogenu F. culmorum.

Materiaty i metody / Materials and methods
Badania polowe prowadzono w latach 2010-2011,

w Tomaszkowie w rejonie Olsztyna. Analizowano nasi-
lenie objawow fuzariozy kloséw pszenicy ozimej (7riticum

aestivum L.) odmiany Bogatka. Do§wiadczenie poletkowe
zatozono w ukladzie losowanych blokow w czterech
powtdrzeniach. Pszenicg ozima, wysiana na poletka o po-
wierzchni 25 m?, chroniono trzykrotnie w okresie wege-
tacji w fazach krzewienia (BBCH 31), kloszenia
(BBCH 55) oraz dojrzalosci wodnej ziarna (BBCH 71).
W pierwszym terminie zastosowano preparat Corbel
750 EC (fenpropimorf), w drugim Opera Max 147,5 SE
(piraklostrobina, epoksykonazol). Do ochrony klosow
zastosowano fungicydy Tarcza Lan 250 EW (tebukonazol)
albo Topsin M (tiofanat metylu). Srodki stosowano
w dawkach 1 dm’/ha. Kontrolg stanowity obiekty niechro-
nione. Oceng nasilenia fuzariozy klos6w wykonano w ok-
resie dojrzatosci mlecznej (BBCH 73) i woskowej ziarna
(BBCH 83). Miara rozwoju epidemii tej choroby byt sredni
procent powierzchni ktoséw wykazujacych objawy pora-
zenia Fusarium spp.

Do analizy mykologicznej ziarniakéw zastosowano
technikg¢ zmywania grzybow z powierzchni ziarniakow na
podioze Martina (Martin 1950; Wachowska 2009).
Dziesigciogramowe proby ziarna umieszczono w kolbach
wypetionych 90 ml sterylnej wody. Kolby wytrzasano na
wytrzasarce stotowej, uzyskang w ten sposob zawiesing
drobnoustrojéw trzykrotnie rozcienczono, a nastgpnie
wykonano posiew mikroorganizmow na ptytki Petriego
wypelnione podlozem Martina. Identyfikacjge grzybow
dokonano na podstawie oceny makroskopowej i mikro-
skopowej kolonii w oparciu o specjalistyczna literaturg
(Arx 1970; Gams 1971; Fassatiova 1983; Leslie i wsp.
2000).

W warunkach in vitro analizowano liniowy wzrost
kolonii pigciu izolatow F. culmorum rosnacych na podiozu
glukozowo-ziemniaczanym (PDA — Potato Dextrose Agar)
z dodatkiem réznych koncentracji tiofanatu metylu
i tebukonazolu. Wyjatowione plytki Petriego wypeiono
pozywka glukozowo-ziemniaczana z dodatkiem fungi-
cydow, w stezeniach 1, 10 i 100 pl substancji aktywnej
w 1 I podloza. Agarowe krazki przero$nigta strzgpkami
pigciu izolatow F. culmorum o $rednicy 5 mm wylozono
w centrum plytki. Uzyskane wyniki porownano z proba
kontrolna, ktoéra stanowily badane izolaty wyltozone na
pozywke PDA bez dodatku fungicydow. Miarg inhi-
bicyjnego oddzialywania substancji aktywnych badanych
preparatow byta srednica kolonii patogenu w poréwnaniu
z kontrolg. Pomiary wykonano po czterech dobach wzrostu
kolonii.

Dane z dos$wiadczen opracowano statystycznie przy
pomocy programu Statistica 9.0 (ANOVA). Do oceny
istotno$ci réznic migdzy $Srednimi w badaniach polowych
i laboratoryjnych zastosowano wielokrotny test Studenta-
Newmana-Keulsa (SNK, p = 0,01; p = 0,05). Bior6ézno-
rodno$¢ zbiorowisk grzybow strzgpkowych oszacowano
wskaznikiem Margalefa obliczonym wedlug wzoru:
wskaznik Margalefa = liczba gatunkow — 1/In (liczebnos¢
zbiorowisk grzybow).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Nasilenia objawdw fuzariozy kloséw pszenicy ozimej
w drugim roku badan bylo zdecydowanie wigksze niz
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Tabela 1. Nasilenie objawdw fuzariozy ktosow (Fusarium spp.) pszenicy ozimej
Table 1. Severity of Fusarium head blight (Fusarium spp.) on winter wheat

Kontrola — Control Tebuconazole Thiophanate-methyl
Rok Termin obserwacji procent powierzchni kloséw
Year Date of assesment wykazujacych objawy choroby
percentage of ears showing disease symptoms
5010 BBCH 73 0,00 a 0,00 a 0,00 a
BBCH 83 0,27 a 0,39 a 0,18 a
2011 BBCH 73 0,10 a 0,20 a 0,08 a
BBCH 83 2320 b 9,50 ab 16,10 ab
Srednio — Mean 5,89 B 2,52 A 4,09 AB

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nie rozniace sig istotnie wedtug testu Newmana-Keulsa (p = 0,05)
Similar letters indicate no statistical differences among values calculated according to the Newman-Keuls test (p = 0.05)

Tabela 2. Liczebno$¢ zbiorowisk grzybow strzgpkowych zasiedlajacych powierzchnig ziarniakow pszenicy ozimej
Table 2. Abundance of filamentous fungi colonizing the surface of winter wheat kernels

Gatunek grzyba Kontrola — Control Tebuconazole Thiophanate-methyl | Suma

Species of fungus 2010 | 2011 2010 | 2011 2010 | 2011 Sum
Acremoniella atra (Corda) 11 11
A. curvulum (W. Gams ) 1 1
A. fusidioides (W. Gams ) 20 20
A. glauca (W. Gams) 1 1
A. roseolum (W. Gams) 10 14 24
A. strictum (W. Gams) 1 1 81 83
Alternaria alternata (Keissl ) 6 12 5 10 6 28 61
Cladosporum herbarium (Link) 8 6 27 41
Fusarium avenaceum (Cook ) 12 12
F. culmorum (Smith ) 6 3 50 21 74
F. poae (Wollenw.) 161 99 138 89 1 38 365
F. sporotrichioides (Sherb.) 5 1 14 20
Fusarium sp. 4 4
Idriella sp. 5 5
Mucor sp. 3 1 4
Penicillium sp. 2 2
Liczba kolonii — Number of colonies 173 165 149 148 57 209 728
Liczba rodzajow i gatunkoyv 3 10 ) 10 3 g 16
Number of genus and species
Wskaznik l.)loro‘zno‘rodnosm Margalefa 0.39 176 02 1.8 0.49 131 228
Margalef diversity index

w pierwszym (tab. 1). W roku 2011 epidemia tej choroby
rozwijala si¢ bardzo dynamicznie i w okresie dojrzatosci
woskowe]j ziarna przecigtnie 16,3 procent powierzchni
ktoséw pszenicy ozimej odmiany Bogatka wykazywato
zmiany chorobowe. Wysoki poziom epidemii fuzariozy
ktoséw odnotowywany jest w Polsce tylko na odmianach
szczegolnie podatnych, w latach sprzyjajacych jej roz-
wojowi (Lenc i Sadowski 2011). W roku epidemicznego
wystapienia fuzariozy kloséw nasilenie objawdéw choroby
na roslinach chronionych tebukonazolem i tiofanatem
metylu byto mniejsze niz w kontroli. Skutecznos¢ tych
zabiegéw ochronnych oszacowano odpowiednio na pozio-
mie 69,1 i 31,7 procent w poréwnaniu z kombinacja
kontrolna (tab. 1). Uzyskane wyniki byly zbiezne z opra-

cowaniem Nakajima (2007), ktory wykazat wigksza sku-
teczno$¢ tebukonazolu w ograniczeniu nasilenia objawow
fuzariozy klosow, oraz zawarto$ci deoksyniwalenolu i ni-
walenolu w ziarnie w poréwnaniu z tiofanatem metylu.
Ogodlna liczebno$¢ zbiorowisk grzybow strzepkowych
zmytych z ziarniak6w pszenicy ozimej wahata si¢ od
379 kolonii w pierwszym roku badan do 522 w drugim
roku badan (tab. 2). Liczniejsze zbiorowisko charakte-
ryzowalo si¢ takze wigksza biordznorodno$cia, zwlaszcza
w kombinacji kontrolnej, gdzie wskaznik Margalefa
osiagat warto$¢ 1,79. W pierwszym roku badan inhibicyjne
oddziatywanie fungicydéow na ogdlna liczebnos¢ grzybow
strzgpkowych, w poréwnaniu z kombinacja kontrolna,
wynosito od 67,1% na ziarnie pochodzacym z ro$lin
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Tabela 3. Oddzialywanie tebukonazolu i tiofanatu metylu na wzrost liniowy kolonii grzyba F. culmorum
Table 3. The effect of tebuconazole and thiophanate-methyl on the linear colony growth of F. culmorum fungus

Stezenie substancji aktywnej
. Concentration of active substance
I1zolat Substancja czynna kontrola
Isolate Active substance 1 ul1 10 pl/ 100 pl/
control
srednica kolonii w mm — diameter of colony in mm
thiophanate-methyl 65,00 g-k 63,25 g-k 60,50 f-j
F. culmorum Fc 47 64,50 g-k
tebuconazole 19,25 ab 7,50 a 6,00 a
thiophanate-methyl . 69,75 ijk 76,25 k 69,75
F. culmorum Fc 53 74,75 jk
tebuconazole 48,50 d-g 16,50 ab 16,50 ab
thiophanate-methyl . 65,75 g-k 69,00 ijk 65,75 g-k
F. culmorum Fc 54 71,50 ijk
tebuconazole 28,00 ¢ 9,75 a 6,00 a
thiophanate-methyl . 38,00 d 41,50 de 43,50 def
F. culmorum Fc 43 56,75 e-i
tebuconazole 26,00 ¢ 18,25 ab 16,25 ab
thiophanate-methyl . 45,50 def 53,25 d-g 45,00 def
F. culmorum Fc 31 56,00 e-i
tebuconazole 19,25 ab 18,75 ab 14,00 ab

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nie roznigce sig istotnie wedtug testu Newmana-Keulsa (p = 0,05)
Similar letters indicate no statistical differences among values calculated according to the Newman-Keuls test (p = 0.05)

chronionych tiofanatem metylu do 13,9% na ziarnie ro$lin
chronionych tebukonazolem. W drugim roku badan
tiofanat metylu nie ograniczal, a tebukonazol ograniczat
w niewielkim stopniu liczebno§¢ zbiorowisk grzybow
strzgpkowych. Dodatkowo tiofanat metylu redukowat
bioréznorodnos¢ tych zbiorowisk. Zastosowane preparaty
nie ograniczaly jednak ogoélnej liczebnos$ci saprotrofow.
Zdaniem Miillenborn i wsp. (2008) fungicydy moga
narusza¢ homeostaz¢ migdzy patogenami rodzaju Fusarium
a saprotrofami zasiedlajacymi ziarno pszenicy ozimej. Ich
oddzialywanie na zdrowotnos¢ klosow jest bezposrednie
wowczas, gdy redukuja rozwdj patogendw lub posrednie,
kiedy oddziatywuja na saprotrofy. Niektdre saprotrofy
bytujace na ziarnie silnie ograniczaja rozwdj patogenow je
infekujacych (Millenborn i wsp. 2008).

Na ziarniakach pszenicy ozimej dominowal gatunek
F. poae (tab. 2). Gatunek ten tworzacy z duza dynamika
makrokonidia i liczne mikrokonidia (Leslie i wsp. 2006)
izolowany byl czgsto technika zmywania mikroorga-
nizmoéw z powierzchni ziarniakéw takze przez Martyniuka
i wsp. (2010). Jednoczesnie praca Moradiego i wsp. (2008)
dowodzi, ze inokulacja klosow gatunkiem F. poae
ogranicza wystgpowanie innych gatunkow rodzaju Fusa-
rium. W roku 2010 z roslin chronionych tebukonazolem
itiofanatem metylu wyosobniono mniej liczne zbio-
rowisko grzybow rodzaju Fusarium w poréwnaniu
z kontrola (tab. 2). W warunkach polowych tebukonazol
ograniczal rozw¢j glownie epifitycznego gatunku
F. culmorum, inhibicyjne oddziatywanie tiofanatu metylu
skierowane bylo przede wszystkim w stosunku do F. poae.
W drugim roku badan, przy duzej dynamice rozwoju
fuzariozy ktoséw, zastosowane fungicydy nie wykazywaty
redukcyjnego wplywu na ogodlna liczebnos¢ epifitycznych
zbiorowisk grzybow rodzaju Fusarium. Brak inhibicyjnego
oddziatlywania jednego zabiegu ochronnego tebukona-

zolem na gatunek F. poae stwierdzono takze we wczes-
niejszych badaniach (Miillenborn i wsp. 2008).

W warunkach in vitro tiofanat metylu nie ograniczat
wzrostu liniowego kolonii gatunku F. culmorum (tab. 3).
W pracy zespohu Ishii (2008) dowiedziono istnienia izo-
latow tego gatunku odpornych na tg¢ substancj¢. Badania
prowadzone w warunkach in vitro z zastosowaniem
tiofanatu metylu (Rekanovi¢ i wsp. 2010) wykazaty duza
wrazliwos$¢ patogenu F. graminearum na ten zwiazek.

Inhibicyjne oddziatywanie tebukonazolu, w zalezno$ci
od koncentracji substancji aktywnej i izolatu osiagalo
poziom od 34,9 do 90,8% w poréownaniu z kombinacja
kontrolna (tab. 3). Kolonie dwoch izolatow F. culmorum
oznaczone symbolami Fc 47 i Fc 54 nie rozwijaly si¢ na
poditozu z dodatkiem 100 ul/1 1 tebukonazolu. Izolaty te
wykazywaly takze duza wrazliwo$¢ na nizsze koncentracje
tej substancji. Izolaty gatunku F. culmorum charakte-
ryzujace si¢ mniejszym tempem wzrostu wykazywaly
mniejsza wrazliwo$¢ na najwyzsza koncentracja tebuko-
nazolu. W tych przypadkach redukcyjne oddzialywanie tej
substancji w poréwnaniu z kombinacja kontrolna wynosito
od 61,4 do 75 procent. Otrzymane dane potwierdzity
doniesienia o duzej wrazliwosci F. culmorum na tebuko-
nazol w warunkach in vitro (Sikora i Banachowska 2006).

Whioski / Conclusions

1. W warunkach polowych fungicydy zawierajace tebu-
konazol i tiofanat metylu ograniczaty epidemi¢ fuzario-
zy klosow.

2. W warunkach in vitro tebukonazol ograniczal rozwdj
kolonii gatunku F. culmorum, tiofanat metylu nie wy-
kazywat takiego oddziatywania.
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