PROGRESS IN PLANT PROTECTION DOI: 10.14199/ppp-2015-055
55 (3): 316-320, 2015 Published online: 05.05.2015
ISSN 1427-4337

Received: 03.11.2014 / Accepted: 22.01.2015

Fungicide sensitivity of Mycosphaerella graminicola (Septoria tritici) isolates

Wrazliwosé na fungicydy izolatdw Mycosphaerella graminicola
(Septoria tritici)
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Summary

Septoria blotch of wheat caused by Mycosphaerella graminicola (anamorph Septoria tritici) is one of the most serious disease of
cereals in Poland. Fungicides from different chemical groups have been registered for the pathogen control. The aim of the study was
to evaluate the sensitivity level of M. graminicola isolates to active substances of selected fungicides, used in the cereal crop
protection. The study was performed under the laboratory condition, by analyzing the impact of active substances for M. graminicola
colony linear growth inhibition. The fungicides such as triazoles, strobilurines, prochloraz, cyprodinil, and fenpropimorph greatly
limited growth of M. graminicola isolates. Only thiophanate-methyl and carbendazim did not lessen growth of the tested isolates. The
results indicate the possibility of effective control of septoria blotch of wheat by fungicides containing the tested active substances,
except benzimidazole.
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Streszczenie

Grzyb Mycosphaerella graminicola (anamorfa Septoria tritici) wywotujacy septorioze paskowang lisci pszenicy nalezy w Polsce do
najpowazniejszych patogendw zbdz. Do zwalczania choroby zarejestrowane zostaty fungicydy, nalezgce do réznych grup chemicznych.
Celem badan byta ocena wrazliwosci izolatéw M. graminicola na substancje czynne wybranych fungicydéw, stosowanych w ochronie
zbéz. Badania wykonano w warunkach laboratoryjnych, analizujagc wptyw w/w substancji na hamowanie wzrostu liniowego kolonii
izolatow M. graminicola. Wiekszo$¢ badanych substancji czynnych z grup: triazoli, strobiluryn, prochloraz, cyprodinil oraz fenpropimorf
bardzo dobrze ograniczata wzrost badanych izolatdw M. graminicola. Jedynie tiofanat metylu oraz karbendazym nie ograniczaty
wzrostu badanych izolatéw. Wyniki wskazujg na mozliwos$¢ skutecznego ograniczania septoriozy paskowanej lisci pszenicy wiekszoscig
fungicyddw zawierajacych testowane substancje czynne z wytaczeniem benzimidazoli.

Stowa kluczowe: Mycosphaerella graminicola; wrazliwos¢ na fungicydy
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Wstep / Introduction

Septorioza paskowana lisci pszenicy wywolywana
przez Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schrot
(anamorfa Septoria tritici Rob. ex Desm.) jest jedng z pow-
szechnie wystepujacych i1 jednocze$nie najgrozniejszych
chorob zbdz, gldéwnie pszenicy i pszenzyta (Eyal 1999).
W ostatnich dwudziestu latach obserwowany jest wzrost
nasilenia wystgpowania M. graminicola w Europie Za-
chodniej (Eriksen i Munk 2003) oraz w Polsce (Gtlazek
i Sikora 1998; Mirzwa-Mréz i wsp. 2005). Pierwotnym
zrodlem zakazenia roslin sg roznoszone przez wiatr
zarodniki workowe (askospory). Pierwsze objawy choro-
bowe w postaci jasnych plam na lisciach pojawiaja si¢ na
zbozach ozimych juz jesienig. Wiosng i latem plamy ciem-
nieja, ulegaja powigkszeniu czgsto zlewajaC si¢ w pasma,
obejmujace niejednokrotnie znaczng powierzchnie lisci.
Cecha charakterystyczng s3 powstajace w obrebie plam
piknidia, a nastepnie pseudotecja grzyba, stanowigce
miejsce wytwarzania licznych zarodnikéw konidialnych
oraz workowych, bedacych zréodlem kolejnych infekcji.
Choroba prowadzi do przedwczesnego zamierania lisci, co
negatywnie wptywa na ilo$¢ i jako$¢ wytwarzanego ziarna
(Eriksen i Munk 2003; Suffert i wsp. 2011). Septorioza
paskowana lici pszenicy moze powodowaé straty w plonie
pszenicy si¢gajace kilkudziesigciu procent. W sprzyja-
jacych warunkach pogodowych choroba rozwija si¢ bardzo
szybko, przez co uprawy wymagaja intensywnej ochrony
chemicznej (Eyal 1999). Do zwalczania septoriozy pasko-
wanej lisci pszenicy wykorzystywane sa fungicydy 0 Sze-
rokim spektrum grzybobdjczym, nalezace do réznych grup
chemicznych (m.in.: triazoli, strobiluryn, morfolin, benzi-
midazoli). Zazwyczaj stuza one zwalczaniu takze innych
choréb lisci, jak: maczniak prawdziwy zbdz i traw, rdza
brunatna pszenicy, septorioza plew pszenicy.

M. graminicola nalezy do patogenéw, ktore dos¢ szyb-
ko nabywaja odporno$¢ na stosowane substancje czynne
fungicydéw (FRAC 2013). Wigkszos¢ doniesien o szcze-
pach odpornych na fungicydy pochodzi jednak z krajow
Europy Zachodniej, gdzie od lat prowadzona jest inten-
sywna ochrona upraw.

Celem badan byla ocena wrazliwosci krajowych
izolatéw M. graminicola na wybrane substancje czynne
wchodzace w sktad fungicydéw stosowanych w zwalczaniu
septoriozy paskowanej lisci pszenicy.

Materiatly i metody / Materials and methods

Izolaty

Proby naturalnie porazonej pszenicy i pszenzyta zbie-
rane byly na polach znajdujacych si¢ w miejscowosciach:
Baborowko, Borowo, Jarostawiec, Pawlowice, Radostowo
oraz Winna Goéra, w latach 2012-2013. lzolacji kultur
grzybéw dokonywano ze $wiezego materialu roslinnego.
Z porazonych lisci wycinano fragmenty o powierzchni
0,25 cm?, ktére odkazano powierzchniowo w wybielaczu
ACE (Procter & Gamble; podchlorynu sodu < 5%, weglan
sodu < 5%, wodorotlenek sodu < 1%) przez 30 s. Po odka-
zeniu skrawki plukano dwukrotnie w sterylnej wodzie
destylowanej, suszono r¢cznikiem papierowym i wyktada-

no na pozywke WA (wodny agar). Po 2-5 dniach inkubacji
w temperaturze pokojowej (okoto 22-25°C) z piknidiow
grzyba, za pomocg igly preparacyjnej pobierano zarodniki
konidialne i sporzadzano z nich wodna zawiesing, ktora
rozprowadzano na plytce Petriego zawierajacej pozywke
PDA (Potato Dextrose Agar, Difco). Wyrastajace, jedno-
zarodnikowe kolonie grzybéw o cechach morfologicznych
M. graminicola przeszczepiano na nowg pozywke PDA.
Identyfikacji gatunkowej uzyskanych izolatéw dokonywa-
no na podstawie cech morfologicznych grzybni oraz zarod-
nikéw konidialnych.

Badania wrazliwos$ci na substancje czynne fungicydéw

Do badan wytypowano 66 izolatow M. graminicola —
43 z pszenicy i 23 z pszenzyta. Badania wrazliwo$ci kazde-
go z izolatdéw na substancje czynne wybranych fungicydow
wykonano przez wyszczepienie fragmentéw pozywki PDA
(0o powierzchni 0,25 cm?) przerosnictych 2-tygodniowa
grzybnig, na pozywke PDA zawierajaca substancje czynne
(Sigma) w stezeniu 1, 3 i 10 ppm, ktore przed dodaniem do
pozywki zostaly rozpuszczone w metanolu w stgzeniu
5 mg/ml. W badaniach wykorzystano nastepujace sub-
stancje: karbendazym, tiofanat metylu (benzimidazole),
prochloraz (imidazol), epoksykonazol, cyprokonazol, flu-
silazol, tebukonazol, tetrakonazol (triazole), fenpropimorf
(morfolina), cyprodinil (anilino-pirymidyna), azoksystro-
bing, krezoksym metylu i piraklostrobing (strobiluryny).
Kontrolg stanowily kolonie grzyba rosnace na czystej
pozywce PDA. Po 14 dniach inkubacji w temperaturze
pokojowej (okoto 22-25°C) izolaty mierzono i obliczano
procentowy stopien hamowania ich wzrostu przez substan-
cje czynne obecne w podlozu w stosunku do kontroli.
W badaniach przyjeto nastepujace oznaczenia: 0 — izolaty
bardzo wrazliwe, brak wzrostu, 1 — wrazliwe (1-20%
wzrostu w stosunku do $rednicy kolonii kontrolnej), 2 —
$rednio wrazliwe (21-50%), 3 — odporne (51-80%), 4 —
wysoce odporne (> 81%). Doswiadczenie wykonano
W 2 niezaleznych powtorzeniach, a wyniki pomiarow
usredniono. Do poréwnania $redniego stopnia wrazliwosci
izolatow na badane fungicydy zastosowano analizg
wariancji i wielokrotny test Tukeya przy poziomie istot-
nosci 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Przeprowadzone badania pozwolilty na oceng stopnia
wrazliwosci izolatow M. graminicola zebranych w wigk-
szosci na terenie wojewodztwa wielkopolskiego na wybra-
ne substancje czynne fungicydow. W przeprowadzonej
analizie statystycznej zbadano jednorodno$¢ wariancji
badanych fungicydow. Do porownania fungicydow pod
wzgledem stopnia wrazliwo$ci zastosowano analiz¢ warian-
cji i wielokrotny test Tukeya przy poziomie istotnosci 0,05.
W badaniu jednorodnosci wariancji (test Bartletta chi-
kwadrat = 13,39, df = 12, p = 0,34) stwierdzono, Ze sa one
jednorodne. Z przeprowadzonej analizy wariancji (test F =
13,07, df = 12 i 26, p < 0,001) wyniklo istotne zréznico-
wanie $rednich wartos$ci wrazliwosci izolatow M. gramini-
cola na badane substancije (tab. 1).
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Tabela 1. Stopien wrazliwosci izolatow Mycosphaerella graminicola na fungicydy i wyniki testu Tukeya dla o.= 0,05
Table 1. Level of Mycosphaerella graminicola isolates sensitivity to fungicides and Tukey test results for a = 0.05

Stezenie substancji Izolaty — Isolates Sredni stopien Wyniki
Fungicyd The ci)zr?/crg;ﬁjration - W?aﬂiW’OéCi oy
Fungicide ’ stopien wrazliwosci — sensitivity level IZOIatO.“f . Tukeya
of active substance Mean sensitivity | Tukey test
[ppm] 0 1 2 3 4 isolates level results
1 0,0 0,0 15 3,0 95,5 3,94
Carbendazim 3 0,0 0,0 45 31,8 63,6 3,59 3,69 ()
10 0,0 1,5 3,0 34,8 60,6 3,55
0,0 0,0 15 7.6 90,9 3,89
Thiophanate-methyl 3 0,0 0,0 3,0 9,1 87,9 3,85 3,81 (c)
10 0,0 0,0 4,5 19,7 75,8 3,71
0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 1,00
Prochloraz 3 3,0 97,0 0,0 0,0 0,0 0,97 0,81 (ab)
10 53,0 47,0 0,0 0,0 0,0 0,47
3,0 43,9 34,8 45 13,6 1,82
Cyproconazole 3 15,2 66,7 18,2 0,0 0,0 1,03 1,10 (ab)
10 53,0 47,0 0,0 0,0 0,0 0,47
15 90,9 7,6 0,0 0,0 1,06
Epoxiconazole 3 66,7 33,3 0,0 0,0 0,0 0,33 0,60 (a)
10 59,1 40,9 0,0 0,0 0,0 0,41
3,0 47,0 34,8 7,6 7,6 1,70
Flusilazole 3 7,6 87,9 4,5 0,0 0,0 0,97 1,12 (ab)
10 30,3 69,7 0,0 0,0 0,0 0,70
15 25,8 40,9 21,2 10,6 2,14
Tebuconazole 3 10,6 57,6 22,7 7,6 15 1,32 1,42 (ab)
10 21,2 74,2 4,5 0,0 0,0 0,83
4,5 25,8 57,6 12,1 0,0 1,77
Tetraconazole 3 7,6 62,1 30,3 0,0 0,0 1,23 1,30 (ab)
10 15,2 77,3 7,6 0,0 0,0 0,92
0,0 69,7 30,3 0,0 0,0 1,30
Fenpropimorph 3 15 98,5 0,0 0,0 0,0 0,98 1,08 (ab)
10 3,0 97,0 0,0 0,0 0,0 0,97
1,5 15,2 13,6 42,4 27,3 2,79
Azoxystrobin 3 12,1 34,8 39,4 12,1 1,5 1,56 1,78 (ab)
10 24,2 53,0 21,2 1,5 0,0 1,00
3,0 25,8 10,6 28,8 31,8 2,61
Kresoxim-methyl 3 3,0 24,2 24,2 36,4 12,1 2,30 2,22 (b)
10 9,1 37,9 28,8 15,2 91 1,77
10,6 63,6 25,8 0,0 0,0 1,15
Pyraclostrobin 3 16,7 75,8 7,6 0,0 0,0 091 0,96 (ab)
10 16,7 83,3 0,0 0,0 0,0 0,83
15 27,3 36,4 25,8 9,1 2,14
Cyprodinil 3 4,5 75,8 19,7 0,0 0,0 1,15 1,40 (ab)
10 7,6 90,9 15 0,0 0,0 0,94

Stopien wrazliwosci izolatow podany w skali 0-4 wyrazajacej stosunek wielkosci kolonii rosnacej na podiozu z fungicydem do kolonii kontrolnej
rosngcej na czystej pozywce PDA, 0 — izolaty bardzo wrazliwe, 1 — wrazliwe (1-20%), 2 — $rednio wrazliwe (21-50%), 3 — odporne (51-80%),
4 — wysoce odporne (> 81%). Wyniki testu Tukeya — substancje czynne ograniczajace wzrost badanych izolatow: a — bardzo dobrze, ab — dobrze,
b — $rednio, ¢ — niewystarczajaco
PDA medium, 0 — isolates highly sensitive, 1 — sensitive (1-20%), 2 — medium sensitive (21-50%), 3 — resistant (51-80%), 4 — highly resistant (> 81%).
Tukey test results — active substances limited grown tested isolates: a — very well, ab — well, b — medium, ¢ — indifferently
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Blisko 100% badanych izolatow M. graminicola byto
odpornych lub wysoce odpornych na tiofanat metylu i kar-
bendazym, dodane do pozywki w stezeniu 1, 3 Iub 10 ppm
($rednie stopnie wrazliwosci 3,81 i 3,69) (tab. 1). Mozli-
wo$¢ uodparniania si¢ szczepow M. graminicola na benzi-
midazole sygnalizowana byta juz w latach 80. XX wieku
(Griffin 1 Fisher 1985). Przeprowadzone badania wskazuja
na bardzo niska skutecznos$¢ tej grupy fungicydow w zwal-
czaniu septoriozy paskowanej lisci pszenicy. Triazole
naleza do $rodkow czgsto stosowanych w zwalczaniu
M. graminicola. Do substancji czynnych z grupy triazoli
charakteryzujacych si¢ najwyzsza skuteczno$cia ograni-
czania wzrostu badanych izolatow M. graminicola nalezat
epoksykonazol ($§redni stopien wrazliwosci 0,60). Epoksy-
konazol dodany do pozywki w stezeniach 1, 3 i 10 ppm
powodowal catkowite lub bardzo silne zahamowanie
wzrostu wigkszos$ci badanych izolatow (92,4% badanych
izolatow bardzo wrazliwych lub wrazliwych na st¢zenie
1 ppm, a 100% na 3 i 10 ppm). Inne z badanych triazoli:
cyprokonazol, flusilazol, tetrakonazol i tebukonazol row-
niez dobrze ograniczaty wzrost liniowy badanych izolatow
— $rednie stopnie wrazliwos$ci wynosity odpowiednio: 1,10;
1,12; 1,30 i 1,42 (tab. 1). Cze$¢ z badanych izolatow
charakteryzowata si¢ jednak obnizona wrazliwoscia na
niektére z badanych triazoli. Sumujgc: 18,1% badanych
izolatow byto odpornych lub wysoce odpornych na cypro-
konazol, 15,2% na flusilazol, 12,1% na tetrakonazol i az
31,8% na tebukonazol dodane do pozywki w stezeniu
1 ppm (tab. 1). Wyzsze stezenia substancji czynnych z gru-
py triazoli pozwalaty na bardzo silne zahamowanie wzrostu
badanych kolonii, jedynie 9,1% badanych izolatow bylo
odpornych lub wysoce odpornych na tebukonazol obecny
w podlozu w stezeniu 3 ppm. Dane literaturowe takze
wskazuja na stopniowe uodparnianie si¢ izolatéw M. gra-
minicola na triazole. Zjawisko to zachodzi stopniowo
i triazole dotychczas nie stracily zdolnos$ci zwalczania
septoriozy paskowanej lisci pszenicy (Mavroeidi i Shaw
2005; Leroux i wsp. 2006, 2007; Stammler i wsp. 2008;
Cools i wsp. 2011). Ze wzgledu na szerokie stosowanie
triazoli w ochronie zboz prawdopodobne jest nasilenie si¢
tego zjawiska takze na terenie Polski. Bardzo dobrze wzrost
liniowy izolatow M. graminicola ograniczal prochloraz
(imidazol), $redni stopien wrazliwosci wynosit 0,81. We
wszystkich badanych stezeniach powodowat on catkowite
lub bardzo silne zahamowanie wzrostu badanych izolatow.
W literaturze mozna znalez¢ dane wskazujace jednak na
mozliwo$¢ zmniejszania wrazliwosci M. graminicola na
prochloraz (Mavroeidi i Shaw 2005), co nie zostato po-
twierdzone w przeprowadzonych badaniach. Strobiluryny
obok triazoli naleza do substancji czgsto stosowanych
w ochronie zbdz przed septorioza paskowanag li§ci pszenicy.
Piraklostrobina nalezata do substancji ograniczajacych
wzrost badanych izolatéw M. graminicola w stopniu bardzo
dobrym ($redni stopnien wrazliwosci 0,96). Dodanie do
pozywki piraklostrobiny w stezeniach 1, 3 lub 10 ppm po-
wodowato catkowite lub silne zahamowanie wzrostu
u 100% badanych izolatow. Azoksystrobina i krezoksym
metylu nalezaty do substancji ograniczajacych wzrost linio-
wy badanych izolatow w stopniu dobrym lub $rednim.
Srednie stopnie wrazliwosci M. graminicola izolatow dla

w/w substancji wynosily kolejno: 1,78 i 2,22. Ponad
potowe badanych izolatow — 69,7% (sumujac ilo$¢ izolatow
odpornych i wysoce odpornych) cechowala obnizona wraz-
liwosci na azoksystrobing, a 60,6% na krezoksym metylu
dodane do pozywki w stezeniu 1 ppm. Wzrost st¢zenia
azoksystrobiny i krezoksymu metylu w pozywce do 3 ppm
powodowat spadek liczby izolatow charakteryzujacych si¢
obnizong wrazliwoscia (izolaty odporne i wysoce odporne)
do 13,6% dla azoksystrobiny i 48,5% dla krezoksymu
metylu. Zastosowanie w podlozu 10 ppm st¢zenia w/w sub-
stancji czynnych spowodowalo obnizenie liczby izolatow
odpornych do 1,5% dla azoksystrobiny oraz 15,2% odpor-
nych i 9,1% wysoce odpornych dla krezoksymu metylu
(tab. 1). Wzrost odpornosci izolatbw M. graminicola na
strobiluryny odnotowany byt juz w roku 2002 (Fraaije
1 wsp. 2003). Czestos¢ wystgpowania tego zjawiska zwigza-
na jest z intensywnym wykorzystywaniem strobiluryn do
ochrony upraw, prowadzonym w krajach zachodniej i po-
tudniowej Europy (Stammler i wsp. 2012). Przeprowadzone
badania wskazuja, ze skuteczne zwalczanie M. graminicola
z wykorzystaniem fungicydow zawierajacych strobiluryny
moze sta¢ si¢ problemem takze w Polsce. Wyniki te po-
twierdzaja obserwacje z roku 2014, wskazujace na spadek
skutecznosci ich dzialania w hamowaniu wzrostu izolatow
M. graminicola. Fenpropimorf (morfolina) i cyprodinil
(anilino-pirymidyna) nalezaly do substancji ograniczajacych
wzrost badanych izolatéw M. graminicola w stopniu
dobrym. Srednie stopnie wrazliwosci izolatow dla w/w
substancji wynosity kolejno 1,08 i 1,40. Dodanie do pozyw-
ki fenpropimorfu w stezeniu 1 ppm powodowato catkowite
lub silne zahamowanie wzrostu u 69,7%, a 3 lub 10 ppm
100% badanych izolatoéw. Odpornych na cyprodinil w stg-
zeniu 1 ppm bylo 25,8%, a wysoce odpornych 9,1% bada-
nych izolatow, jednoczes$nie 28,8% izolatow bylo wrazli-
wych lub bardzo wrazliwych. Zastosowanie cyprodinilu
w stezeniu 3 ppm spowodowalo catkowite lub silne zahamo-
wanie wzrostu u 80,3%, a 10 ppm u 98,5% badanych
izolatow.

Na podstawie wynikow wielokrotnego testu Tukeya
mozna stwierdzi¢ na poziomie istotnosci 0,05, ze badane
izolaty charakteryzowaly si¢ duza zmiennoscig $rednich
stopni wrazliwosci na badane substancje czynne fungi-
cydoéw. Zostaly one podzielone na plynnie zachodzace na
siebie grupy. Do grupy zwigzkéw bardzo dobrze (a) i do-
brze (ab) ograniczajacych wzrost badanych izolatow
M. graminicola zaklasyfikowane zostaly wszystkie sub-
stancje czynne z grupy: triazoli, prochloraz, fenpropimorf,
cyprodinil, piraklostrobina i azoksystrobina. W kolejnych
grupach srednio (b) lub niewystarczajaco (c) ograniczajg-
cych wzrost izolatbw M. graminicola znalazty si¢ krezo-
ksym metylu (b) oraz benzimidazole — karbendazym
i tiofanat metylu (c) (tab. 1).

Whnioski / Conclusions

1. Najwyzsza skutecznos$cig ograniczania wzrostu izola-
tow M. graminicola charakteryzowaly si¢: epoksy-
konazol (triazol), prochloraz (imidazol), piraklostrobina
(strobilurina) i fenpropimorf (morfolina).



320 Fungicide sensitivity of Mycosphaerella graminicola isolates / Ocena wrazliwosci na fungicydy izolatéw Mycosphaerella graminicola

2. Wickszo$¢ badanych izolatow M. graminicola byla fikowano szczepy o obnizonej wrazliwosci na: triazole
odporna na substancje czynne z grupy benzimidazoli — (cyprkonazol, flusilazol, tebukonazol i tetrakonazol),
karbendazym i tiofanat metylu. strobiluryny (azoksystrobina i krezoksym metylu) oraz

3. Wsréd badanych izolatow M. graminicola zidenty- cyprodinil (anilino-pyrimidyna).
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