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The occurrence of Blumeriella jaapii resistant forms to dodine
and benzimidazole fungicides in selected orchards in central Poland

Wystepowanie form odpornych grzyba Blumeriella jaapii na fungicydy
dodynowe i benzimidazolowe w wybranych sadach Polski centralne;j

Paulina Seliga, Agata Broniarek-Niemiec*, Anna Poniatowska, Monika Michalecka

Summary

Cherry leaf spot (Blumeriella jaapii) is the most dangerous disease of orchards and nurseries of stone fruit trees, especially sour
cherries. Chemical method is the primary tool for controlling cherry leaf spot. Dodine, benzimidazole and triazole fungicides are the
most commonly used. The frequent application of these fungicide groups resulted in the development of resistant forms of the causal
agent to their active substances. In years 2012-2015 in 33 selected sour cherry orchards located in central Poland, the occurrence of
resistant forms of B. jaapii to dodine and benzimidazoles was determined by using a spore germination test on the poisoned agar
medium. The study showed high resistance to thiophanate-methyl in 15 orchards, and to dodine in 5 orchards. The medium resistance
to thiophanate-methyl and dodine occurred in 7 orchards. Low level of resistant forms to thiophanate-methyl was found in
11 orchards, and to dodine — in 21. The obtained results will be the basis for implementation of cherry leaf spot control programs in
regard to appropriate antiresistance guidelines.
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Streszczenie

Drobna plamistos¢ lisci drzew pestkowych (Blumeriella jaapii) jest najgrozniejszg chorobg sadow i szkétek drzew pestkowych,
zwtaszcza wisni. W jej zwalczaniu najwazniejszg role odgrywa metoda chemiczna. Najczesciej stosowane sg fungicydy dodynowe,
benzimidazolowe i triazolowe. Wielokrotne stosowanie tych grup fungicydéw skutkuje pojawianiem sie form odpornych sprawcy
choroby na ich substancje czynne. W latach 2012-2015 w 33 wybranych sadach wisniowych potozonych w Polsce centralnej, oceniano
za pomocg testu kietkowania zarodnikéw na zatrutej pozywce agarowej, wystepowanie form odpornych B. jaapii na preparaty
dodynowe oraz benzimidazolowe. Przeprowadzone badania wykazaty wysoka odpornos¢ na tiofanat metylu w 15 sadach, a na dodyne
w 5 sadach. Srednia odporno$¢ na tiofanat metylu i dodyne wystapita w 7 sadach. Niski poziom form odpornych na tiofanat metylu
stwierdzono w 11 sadach, a na dodyne — w 21. Uzyskane wyniki beda podstawg do wprowadzania odpowiednich zatozen
antyodpornosciowych w opracowywanych programach zwalczania drobnej plamistosci lisci drzew pestkowych.

Stowa kluczowe: drobna plamistosc lisci drzew pestkowych; odpornos¢ na fungicydy; tiofanat metylu; dodyna

Instytut Ogrodnictwa

Pracownia Fitopatologii Sadowniczej

Pomologiczna 18, 96-100 Skierniewice
*corresponding author: agata.broniarek@inhort.pl

The Polish Society of Plant Protection
The Institute of Plant Protection — National Research Institute



146 The resistance of Blumeriella jaapii to dodine and benzimidazole fungicides / Odporno$¢ Blumeriella jaapii na fungicydy dodynowe i benzimidazolowe

Wstep / Introduction

Drobna plamistos¢ lisci drzew pestkowych (Blumeriel-
la jaapii) jest najgrozniejsza choroba sadow i szkolek
drzew pestkowych, zwlaszcza wisni (Prunus cerasus), we
wszystkich rejonach jej uprawy (Broniarek-Niemiec i Bie-
lenin 2008; Holb i wsp. 2010, 2014; Broniarek-Niemiec
i wsp. 2013). Przy silnym porazeniu lici dochodzi do
czesciowej lub catkowitej defoliacji drzew, co skutkuje
pogorszeniem jako$ci owocoOw (owoce nie dojrzewaja),
a zawiazujace si¢ paki kwiatowe sa nieodzywione, co
wplywa negatywnie na plonowanie w kolejnym sezonie
oraz obniza wytrzymalo$¢ roslin na mroz (Diaz i wsp.
2007; Grzyb i wsp. 2012). Nasilenie choroby zalezy od
podatnosci uprawianej odmiany (powszechnie uprawiana
w Polsce odmiana wisni Lutowka jest najbardziej
podatna), warunkéw atmosferycznych oraz wielkoSci
pierwotnego zrodia infekcji (Broniarek-Niemiec i Bielenin
2008; Holb i wsp. 2010, 2014; Broniarek-Niemiec i wsp.
2013). W zwalczaniu drobnej plamistosci lisci drzew
pestkowych najwazniejsza role odgrywa metoda che-
miczna. W warunkach klimatycznych Polski przeciwko
chorobie, zwykle wykonuje si¢ od 4 do 6 zabiegdw w se-
zonie. Najczgséciej stosowane sg $rodki dodynowe, benzi-
midazolowe (tiofanat metylu) i triazolowe (Broniarek-
-Niemiec i Bielenin 2008; Broniarek-Niemiec i wsp. 2013;
Program Ochrony Roslin Sadowniczych 2015).

Wedlug Miedzynarodowego Komitetu Badan nad Od-
pornoscia na Fungicydy (FRAC — Fungicide Resistance
Action Committee) benzimidazole zalicza si¢ do grupy
zwigzkéw o wysokim ryzyku powstawania odpornosci,
gdyz ich mechanizm dzialania jest wysoce specyficzny.
Zwiazki te wigza si¢ z podjednostka beta biatek tubulino-
wych grzybow, ograniczajac w ten sposob kurczliwosé
mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego, przez co zaha-
mowany zostaje proces mitotycznego podziatu jadra. Duza
zmienno$¢ genetyczna grzybow, w tym takze B. jaapii,
sprzyja jednak jednopunktowym mutacjom w obrebie genu
B-tubuliny. Mutacje te powoduja zmiany w sekwencji
aminokwasow bialka B-tubuliny grzyboéw, wptywajac na
obnizenie wigzania przez to bialko substancji czynnych
fungicydéw bezimidazolowych (Ma i Michailides 2005;
Nowaczyk i Obrepalska-Steplowska 2006).

Mechanizm dziatania fungicydow dodynowych nie jest
do konca poznany. Polega on migdzy innymi na zakldcaniu
funkcjonowania btony cytoplazmatycznej komorek grzyba,
w wyniku czego traci ona swoje polprzepuszczalne wilasci-
wosci 1 nastgpuje nickontrolowany wyptyw istotnych dla
grzyba metabolitow oraz wody. Brak tych substancji
powoduje zahamowanie réznych procesow fizjologicznych
i w konsekwencji prowadzi do $mierci patogena (Kryczyn-
ski 2002). Jest to mechanizm mato specyficzny, a ryzyko
powstania odpornosci grzybow na te fungicydy okreslane
jest jako $rednie. Formy odporne grzybéw na fungicydy
dodynowe pojawiaja si¢ zazwyczaj dopiero po kilku-
dziesigciu latach intensywnego stosowania tych zwigzkow
w sadzie (Jones 1981; Holb i wsp. 2010).

Celem badan bylo okreslenie przy uzyciu testu kietko-
wania zarodnikdw wystepowania form odpornych grzyba
B. jaapii na fungicydy dodynowe i benzimidazolowe
w wybranych sadach wisniowych i czeresniowych zloka-
lizowanych w Polsce centralnej.

Materialy i metody / Materials and methods

Badania nad wystepowaniem form odpornych B. jaapii
na fungicydy dodynowe oraz benzimidazolowe przepro-
wadzono w latach 2012-2015 w 33 sadach wisniowych,
potozonych w wojewodztwie 16dzkim i mazowieckim. Na
przetomie lipca i sierpnia, z kazdego sadu z kilku losowo
wybranych drzew, pobierano proby 20 liSci z objawami
drobnej plamistosci lisci drzew pestkowych. Po przewie-
zieniu do laboratorium z kazdego liScia wycinano steryl-
nym skalpelem male fragmenty tkanki z zarodnikujacymi
owocnikami grzyba i zawieszano je w 1 ml sterylnej wody
dejonizowanej z dodatkiem mieszaniny antybiotykow:
50 pg/iml ampicyliny, 520 pug/ml streptomycyny i 200 pg/ml
chloramfenikolu. Tak przygotowana zawiesing, zawiera-
jaca mieszaning zarodnikow z wszystkich 20 lisci, nano-
szono na agarowg pozywke ziemniaczano-dekstrozowa
(PDA - Potato Dextrose Agar) z dodatkiem odpowied-
niego fungicydu oraz na pozywke kontrolng — bez
fungicydu. W testach przeprowadzonych w 2012 roku
tiofanat metylu (zwiazek z grupy benzimidazoli) i dodyng
zastosowano w stezeniach: 1, 10 i 100 ppm, a w latach
2013-2015 tiofanat metylu zastosowano w st¢zeniach: 10,
50 i 100 ppm, a dodyn¢ — 1 ppm. Po 24 godzinach
inkubacji w temperaturze pokojowej w kazdym z dziesig-
ciu pol obserwacyjnych przeprowadzano ocen¢ kietko-
wania 100 zarodnikdbw przy uzyciu mikroskopu
optycznego przy powickszeniu 100x. Indeks kietkujacych
zarodnikow (IKZ) obliczono wedlug wzoru opracowanego
we wczesniejszych badaniach nad odpornoscia grzyba
Venturia inaequalis — sprawcy parcha jabtoni na fungicydy
dodynowe i strobilurynowe (Broniarek-Niemiec i Bielenin
2005)

IKZ [%] =

Liczba kietkujacych zarodnikéw na podtozu z dodatkiem fungicydu x 100%

Liczba kietkujacych zarodnikéw na podtozu bez dodatku fungicydu

W zalezno$ci od wartosci obliczonego indeksu (IKZ)
przyjeto trzy poziomy odpornosci: niska odpornos¢ —
IKZ < 20%, $rednia — 20% < IKZ < 50% i wysoka IKZ >
50%.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Badania przeprowadzone w 2012 roku z prébami
pochodzacymi z 11 sadow wisniowych wykazaty istotne
roznice w kielkowaniu zarodnikow B. jaapii juz przy
stezeniu 10 ppm tiofanatu metylu. Przy takim stezeniu
w 7 sadach stwierdzono ponad 90% kietkujacych zarod-
nikow, co $wiadczy o wysokim stopniu odpornosci
badanych populacji grzyba na ten zwigzek. W pozostatych
sadach odsetek kietkujacych zarodnikow wyniost od 0 do
25,6%, co wskazuje na wyzsza wrazliwo$¢ patogena na
tiofanat metylu w tych populacjach. Przy st¢zeniu 1 ppm
tiofanatu metylu w wigkszosci analizowanych prob nie
stwierdzono natomiast istotnych réznic w kietkowaniu
zarodnikéw (oprocz sadu w Debowej Gorze), a przy ste-
zeniu 100 ppm tylko w prébach z 3 sadoéw stwierdzono
kietkujace zarodniki na poziomie od 6,5 do 33%.
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Istotne zréznicowanie w kietkowaniu zarodnikow na
pozywce z dodatkiem dodyny zaobserwowano natomiast
juz przy stezeniu 1 ppm. W takich warunkach, w prébach
z 7 sadow kietkowanie zarodnikéw grzyba B. jaapii
wahalo si¢ od 18,2 do 58,6%, a w probach z pozostatych
sadow bylo ono catkowicie zahamowane. Przy stezeniu
dodyny 10 i 100 ppm w zadnej probie nie stwierdzono
kietkowania zarodnikow (tab. 1).

Na podstawie wynikow testow przeprowadzonych
w 2012 roku, w kolejnych latach badan (2013-2015),
wybrano tylko te stezenia fungicydéw, ktore istotnie roz-
nicowaly populacje grzyba.

W 2013 roku badaniami objgto 13 kolejnych sadow.
Przeprowadzone testy wykazaty, ze przy stezeniu 10 ppm
tiofanatu metylu, we wszystkich probach, kietkowanie
zarodnikow wyniosto od 46 do 100%. Znacznie wicksze
zréznicowanie uzyskano natomiast przy st¢zeniu 50 ppm.
W prébach pochodzacych z 6 sadow indeks kietkujacych
zarodnikow wyniost ponad 52%, z 5 sadow — od 20,8 do
48,2%, a w pozostatych — 0,6 i 11,8%. Przyjmujac opisane
powyzej poziomy odporno$ci mozna stwierdzi¢, ze wirod
13 badanych sadow w 6 wystepowala wysoka odpornosé
na tiofanat metylu, w 5 — $rednia, a w 2 sadach formy od-
porne byly na niskim poziomie. St¢zenie 100 ppm spowo-
dowalo znaczne zahamowanie kietkowania. Indeks kietku-
jacych zarodnikéw wahat si¢ od 0,6 do 54,9%.

Badania odpornosci B. jaapii na dodyng wykazaty
w 11 sadach niski poziom odpornos$ci (od 0 do 15,7% kiel-
kujacych zarodnikow), a w 2 — $redni (IKZ 43,7 1 49,7%)
(tab. 2).

Analiza przeprowadzona w 2014 roku z prébami po-
branymi z 5 sadow wykazata, ze przy stezeniu 50 ppm tio-
fanatu metylu, w 2 sadach wystepowat wysoki poziom
odpornosci (57,8 1 62,2% kielkujacych zarodnikow),
a w 3 sadach populacja grzyba byla wrazliwa na zasto-
sowany srodek (IKZ od 7,7 do 10,0%).

Na pozywce z dodyng wysoki indeks kietkujacych
zarodnikow (powyzej 72%) stwierdzono w 4 analizowa-

nych probach, a w jednej probie kietkowanie zarodnikow
bylo nizsze 1 wyniosto 39,3%, co oznacza s$redni poziom
odpornosci na dodyng (tab. 3).

W 2015 roku ze wzglgdu na niekorzystne dla rozwoju
patogena warunki atmosferyczne (wysoka temperatura,
brak opaddéw) drobna plamistos¢ lisci drzew pestkowych
w sadach wisniowych wystapita w bardzo niskim nasile-
niu. Przeprowadzone testy na pozywce PDA z dodatkiem
fungicydéw wykazaly, ze zarodniki grzyba uzyskane
z pobranych prob byly wrazliwe na dodyng¢ oraz tiofanat
metylu (tab. 4).

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze wsrod 33 sadow
wisniowych wysoka odporno$é grzyba B. jaapii na tiofanat
metylu wystgpowala w 15 sadach, $rednia — w 7, a niska
w 11. Wysoka odporno$¢ na dodyne stwierdzono nato-
miast w 5 sadach, $rednig — w 7, a niska — w 21 badanych
sadach.

Problem nabywania odpornosci przez patogeny grzybo-
we na stosowane §rodki ochrony roslin obserwowany jest
od kilkudziesigciu lat w wielu krajach na $wiecie (Proffer
i wsp. 2006; McManus i wsp. 2007). W duzej mierze
wynika on z faktu, ze wigkszo§¢ substancji grzybo-
bdjczych nowej generacji charakteryzuje si¢ selektywnym
mechanizmem dziatania, polegajacym na zakloceniu
wybranych, $cisle okre§lonych procesow fizjologicznych
patogena.

Odporno$¢ na fungicydy dodynowe i benzimidazolowe
stwierdzono miedzy innymi u V. inaequalis — sprawcy
parcha jabtoni (Nowacka i wsp. 1977; Jones 1981; No-
wacka 1991; Koller i Wilcox 2001; Meszka 1 wsp. 2011;
Broniarek-Niemiec i wsp. 2012). Pierwsze doniesienia
0 pojawieniu si¢ odpornosci grzyba B. jaapii na fungicydy
dodynowe odnotowano w stanie Michigan w USA w la-
tach 80. ubieglego wieku, a wigc dopiero po okoto 30 la-
tach ich stosowania (Holb i wsp. 2010). Wystapienie
odpornosci na benzimidazole nastapilo znacznie szybciej,
bo juz po 3-5 latach od ich wprowadzenia na rynek
amerykanski (Jones i Ehret 1980).

Tabela 1. Indeks kietkujacych zarodnikow Blumeriella jaapii na podtozu PDA z dodatkiem fungicydu (2012 r.)

Tablel. Index of germinating spores of Blumeriella jaapii on the PDA medium with the addition of fungicide (2012)
Indeks kietkujacych zarodnikow (IKZ)
Lokalizacja Wojewodztwo Index of germinating spores [%]
Location Province tiofanat metylu — thiophanate-methyl dodyna — dodine
1 ppm 10 ppm 50 ppm* 100 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm

Julkow todzkie 101,5 21,1 - 21,7 18,9 0 0
Jozefow todzkie 78,0 12,9 - 0 0 0 0
Dabrowice t6dzkie 99,6 98,3 - 0 35,1 0 0
D¢bowa Gora 16dzkie 7,0 0 - 0 0 0 0
Jadwigow mazowieckie 97,4 95,8 - 33,0 18,2 0 0
Zalesie gmina Skierniewice 16dzkie 101,2 100,0 - 6,5 24,4 0 0
Turowa Wola 1 t6dzkie 102,3 96,1 - 0 0 0 0
Wilcze Srednie 1 mazowieckie 105,1 96,2 - 0 0 0 0
Ziemigcin mazowieckie 1049 100,0 - 0 58,6 0 0
Zalesie gmina Grojec 1 mazowieckie 104,3 100,0 - 0 492 0 0
Pekoszew 1 todzkie 99,4 25,6 - 0 28,6 0 0

*stezenie 50 ppm w roku 2012 nie byto badane — the concentration of 50 ppm in 2012 has not been studied
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Tabela 2. Indeks kietkujacych zarodnikow Blumeriella jaapii na podtozu PDA z dodatkiem fungicydu (2013 r.)
Table 2. Index of germinating spores of Blumeriella jaapii on the PDA medium with the addition of fungicide (2013)

Indeks kietkujacych zarodnikow (IKZ)
Lokalizacja Wojewodztwo Index of germinating spores [%]
Location Province tiofanat metylu — thiophanate-methyl dodyna — dodine
10 ppm 50 ppm 100 ppm 1 ppm

Kacprowka mazowieckie 75,4 36,8 25,7 49,7
Btazejowice gmina Biata Rawska t6dzkie 74,3 11,8 3,3 15,7
Grzymkowice 1 16dzkie 46,0 0,6 3,3 437
Turowa Wola 2 16dzkie 86,6 54,3 442 32
Jakubow mazowieckie 77,0 553 17,5 0,8
Lindow mazowieckie 76,2 71,5 35,7 0,4
Byki 1odzkie 91,6 72,6 44.8 0,4
Nowy Dwor (sad ekologiczny) todzkie 73,2 44,5 11,2 0
Huta Zawadzka 1odzkie 67,0 25,2 14,1 0,2
Nowy Dwor 1odzkie 99,4 52,2 54,9 0
Pekoszew 2 16dzkie 100,0 48,2 0,6 0,2
Skierniewice 16dzkie 473 20,8 1,0 0,2
Zalesie gmina Grojec 2 todzkie 53,5 53,5 4.5 0,2

Tabela 3. Indeks kietkujacych zarodnikow Blumeriella jaapii na podtozu PDA z dodatkiem fungicydu (2014 r.)
Table 3. Index of germinating spores of Blumeriella jaapii on the PDA medium with the addition of fungicide (2014)

Indeks kietkujacych zarodnikow (IKZ)
Lokalizacja Wojewodztwo Index of germinating spores [%)]
Location Province tiofanat metylu — thiophanate-methyl dodyna — dodine
10 ppm 50 ppm 100 ppm 1 ppm
Grzymkowice 2 todzkie 20,1 8,1 1,2 39,3
Grzymkowice 3 16dzkie 35,3 7,7 0,5 72,6
Narty 1 1odzkie 71,6 62,2 6,0 75,6
Narty 2 todzkie 47,7 10,0 1,6 83,0
Jozefatow to6dzkie 80,0 57,8 2,2 88,9

Tabela 4. Indeks kietkujacych zarodnikow Blumeriella jaapii na podtozu PDA z dodatkiem fungicydu (2015 r.)
Table 4. Index of germinating spores of Blumeriella jaapii on the PDA medium with the addition of fungicide (2015)

Indeks kietkujacych zarodnikow (IKZ)
Lokalizacja Wojewbdztwo Index of germinating spores [%]
Location Province tiofanat metylu — thiophanate-methyl dodyna — dodine
10 ppm 50 ppm 100 ppm 1 ppm
Wierzchowina mazowieckie 32 1,1 0 32
Wilcze Srednie 2 mazowieckie 0 0 0 0
Goszezyn 1 mazowieckie 1,1 0 0 0
Goszczyn 2 mazowieckie 0 0 0 1,0

W Polsce slabsza skuteczno$¢ fungicydéw dodyno-
wych i benzimidazolowych w zwalczaniu drobnej plamis-
tosci lisci drzew pestkowych na wi$niach zaobserwowano
pod koniec lat 80. ubieglego stulecia (Bielenin i wsp.
1991). Ze wzgledu na wystgpowanie form grzyba B. jaapii
odpornych na dodyne i benzimidazole, w wielu krajach
zwiazki te wycofano z programow zwalczania tej choroby
(Ma i Michailides 2005; Holb i wsp. 2010). W Polsce

wymienione grupy fungicydéw sa wcigz powszechnie
uzywane, ale wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze
w niektorych sadach wisniowych wystepuja juz formy
B. jaapii odporne na dodyng i tiofanat metylu — jedyna
obecnie zarejestrowang w uprawach sadowniczych sub-
stancje z grupy benzimidazoli.

Uzyskane wyniki beda podstawg do wprowadzania
odpowiednich zalecen antyodporno$ciowych w opraco-



Progress in Plant Protection 56 (2) 2016 149

wywanych programach zwalczania drobnej plamistosci liSci
drzew pestkowych. Zalecenia te dotycza przede wszystkim
ograniczenia liczby opryskiwan fungicydami dodynowymi
do 2 razy, a preparatami zawierajacymi tiofanat metylu do
jednego zabiegu w sezonie. Wazne jest takze przemienne
stosowanie fungicydow o réznym mechanizmie dzialania
oraz przestrzeganie zalecanych dawek 1 termindéw
stosowania z uwzglednieniem warunkéw atmosferycznych,
tempa rozwoju drzew i zagrozenia chorobowego.

fungicydow w okre$lonych st¢zeniach, pozwala na
przeprowadzenie wstgpnej oceny wystepowania form
odpornych oraz selekcje izolatdow do molekularnych
badan mechanizméw odpornosci.

. Przeprowadzone badania wykazaly po raz pierwszy

w Polsce, wystepowanie w sadach wisniowych form
odpornych grzyba B. jaapii na fungicydy dodynowe
i tiofanat metylu. Poznanie skali tego zjawiska na
terenie catego kraju wymaga jednak dalszych badan

w wigkszej liczbie sadow.

3. Monitoring wystepowania form odpornych B. jaapii na
stosowane $rodki ochrony roslin jest waznym elemen-
tem opracowania optymalnego programu ochrony wis-
ni przed drobng plamistoscia liSci drzew pestkowych.

Whnioski / Conclusions

1. Zastosowana metoda oznaczania odpornosci grzyba
B. jaapii na pozywce mikrobiologicznej z dodatkiem
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