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Populaarse toiduteravilja nisu olulist saagikuse langust pdhjustab korreliste helelaiksus, mida
pOhjustab patogeen Zymoseptoria tritici. Fungitsiidide kasutamine aitab pérssida
patogeenide elutegevust ja levikut. Peamiselt kasutatakse Z. tritici torjeks
fungitsiidirithmadest asoole, suktsinaatdehiidrogenaasi inhibiitoreid ja strobiluriine.

T66 eesmargiks oli vorrelda Z. tritici fungitsiidide tundlikkuse arengut 2019. ja 2020. aasta
vahel ja maddrata 2019. ja 2020. aastatel Eestis levinud Z. tritici populatsioonis
fungitsiidiresistentsust pohjustavad mérklaudvalkude mutatsioonid.

Eesti talinisu pdldudelt isoleeriti kahel aastal kokku 283 Z. tritici puhaskultuuri. Isolaatidel
maédrati fungitsiidide tundlikkus mikrotiiterplaadimeetodil asoolide suhtes ning mutatsioonid
marklaudvalkude geenides (CYP51, SdhB, SdhC ja CytB).

2019 ja 2020 aasta vordluses leiti, et asoolide tundlikkus toimeainete suhtes oli Eesti Z. tritici
populatsioonis varieeruv. Epoksikonasooli ja mefentriflukonasooli tundlikkus suurenes,
protiokonasool-destio tundlikkus vdhenes ning esines resistentsus tebukonasooli suhtes.
Tundlikkuse vidhenemist saab seostada mirklaudvalkudes tekkinud mutatsioonidega.
Asoolide marklaudvalgus CYP51-s olid levinud mutatsioonid D134G, V136A/C, G379A,
1381V ja S524T. Tdusutrendi nditasid D134G, V136C, A379G ja S524T. V136A ja 1381V
sagedus langes kahe aasta vOrdluses. Domineerivaim mutatsioon oli [381V. Kdige tugevam
seos on asoolide resistentsuse tekkega mutatsioonil S524T. SDHI mérklaudvalgu SdhC
mutatsioonid N33T, N34T ja N86S on Eesti Z. tritici populatsioonis levinud. Esmakordselt
avastati Eesti populatsioonis valgus SdhB esinev mutatsioon N225I. Ukski SdhC ja SdhB
mutatsioonidest ei langeta markimisvédarselt SDHI-de tundlikkust. Strobiluriinide
marklaudvalgus CytB olev mutatsioon G143A, mis tekitab resistentsuse, esineb 44 kuni 49
% isolaatidest, kuid varieerub tugevalt maakonniti.

Korreliste helelaikuse tdrjeks sobivad Eestis kasutamiseks nii asoolid, SDHI-d kui
strobiluriinid, kuid soovitav on omavahel vahetada erinevaid toimeaineid fungitsiidide
resistentsuse tekkeriski minimeerimiseks. Tdorjevahendite valikul tuleks ldhtuda ka
piirkondlikest eripdradest. T60 vajab edasisi uuringuid, et pollumajandustootjad saaksid
ennetada korreliste helelaiksuse tekitaja fungitsiidiresistentsust ja kasutada toimeaineid,
millele haigustekitaja tundlik on.

Mairksdnad: korreliste helelaiksus, fungitsiidiresistentsus, asool, SDHI, strobiluriin, CYP51
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The significant decrease in the yield of the popular food crop wheat is caused by the Septoria
tritici blotch, caused by the pathogen Zymoseptoria tritici. The use of fungicides helps to
inhibit the activity and spread of pathogens. Azoles, succinate dehydrogenase inhibitors and
strobilurins are mainly used to control Z. tritici.

The study aimed to compare the development of susceptibility of the Z. tritici Estonian
population to fungicides between 2019 and 2020. Another aim was to determine the
mutations in target proteins causing fungicide resistance in the population of Z. tritici
prevalent in Estonia in 2019 and 2020.

In two years, a total of 283 single spore isolates of Z. tritici were isolated from Estonian
winter wheat fields. In each isolate, fungicide susceptibility to azoles was determined by the
microtiter plate method and sequencing the pointmutations in target protein genes (CYP51,
SdhB, SdhC and CytB).

In the comparison of 2019 and 2020, it was found that the sensitivity of azoles varied in the
Estonian Z. tritici population. The susceptibility of epoxiconazole and mefentrifluconazole
increased, the susceptibility of prothioconazole-destio decreased, and the resistance to
tebuconazole prevailed. Decreased sensitivity can be associated with mutations in target
proteins. Pointmutations D134G, V136A/C, A379G, 1381V and S524T were common in the
target protein CYP51. D134G, V136C, A379G and S524T showed an upward trend. The
frequency of V136A and 1381V decreased in the two-year comparison. The predominant
mutation in the population was 1381V. The strongest association with azole resistance is with
S524T mutation. The SAhC mutations N33T, N34T and N86S of the SDHI target protein are
common in the Estonian Z. tritici population. For the first time, the N225I mutation in the
SdhB protein was detected in the Estonian population. None of the SdhC and SdhB mutations
significantly decrease the sensitivity of SDHIs. The G143A mutation in the strobilurin target
protein CytB is present in 44 to 49 % of isolates, but varies widely between the counties.
Azoles, SDHIs and strobilurins are suitable for use in Estonia to control the Septoria tritici
blotch, but it is recommended to rotate different active ingredients to minimize the risk of
developing fungicide resistance. The choice of control measures should also take regional
specificities into account. Further research is required to enable farmers to prevent fungicide
resistance and to use active substances to which the pathogen is sensitive.

Keywords: Septoria tritici blotch, fungicide resistance, azole, SDHI, strobilurin, CYP51 gene
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SISSEJUHATUS

Rahvastikuarvu pideva tdusuga kaasneb ka kasvav noudlus toidu jarele (Global food supply...
2019). Tuhandeid aastaid kasvatatud nisust on saanud {iks olulisemaid toiduteravilju kogu
maailmas, millest tehakse palju erinevaid tooteid. Taimehaigused aga vidhendavad
potentsiaalset saaki ja vastutavad markimisvéérsete kadude eest pollumajanduses (Tronsmo et
al. 2020). Et tagada nisu stabiilselt kdrge saagikus on vaja taime kaitsta haigustekitajate eest.
Fungitsiide kasutades saab pérssida voi hédvitada konkreetset haigust pdhjustava patogeeni
(McGrath 2004). Fungitsiide on kasutatud juba iile 200 aasta taimede kaitseks seenhaiguste eest
(Brent, Hollomon 2007).

Kuna peamiselt kasvatatakse korreliste helelaiksuse (patogeen Zymoseptoria tritici) suhtes
vastuvotlikke nisusorte, siis on see haigus kujunenud iiheks pohiliseks nisu kahjustajaks. Z.
tritici torjele kulutatakse Euroopa Liidus ligi 70 % kogu fungitsiidikuludest pdllumajanduses
(Brennan et al. 2019). Peamised fungitsiidide rithmad korreliste helelaiksuse tdrjeks on asoolid
(DMI-riihm), suktsinaatdehiidrogenaasi inhibiitorid (SDHI rithm) ja strobiluriinid (Qol-rithm).
Asoole on Euroopas tdrjeks kasutatud pikaajaliselt, mis voib aga pohjustada marklaudvalgus
mutatsioone ja viia resistentsuse tekkele (Jorgensen et al. 2018). Varasemalt ei ole leitud Eesti
Z. tritici populatsioonist mitte iihtegi Sdh geeni mutatsiooni (Mée et al. 2020). Strobiluriinide
resistentne alleel on aga viga kiiresti Euroopas levinud ja selle osakaal muudkui tduseb

(Torriani et al. 2008; Cheval et al. 2017; Heick et al. 2017).

Uurimistoo eesmarkideks oli:

1) vorrelda Z. tritici fungitsiidiresistentsuse levikut 2019. ja 2020. aastate vahel Eestis,
2) méérata Z. tritici fungitsiidiresistentsust pdhjustavad mutatsioonid mérklaudvalkudes.
Uurimistdo hiipoteesideks on:

1) asooli toimeainete suhtes on Z. tritici Eesti populatsiooni tundlikkus véhenenud,

2) asoolide méarklaudvalgu CYP51 mutatsioonid on levinud Z. tritici Eesti populatsioonis,



3) SDHI inhibiitorite méarklaudvalgu alaiihikute SAhC ja SdhB mutatsioonid ei ole Eesti Z. tritici

populatsioonis levinud,

4) strobiluriinide mérklaudvalgu CytB mutatsioon G143A on Eestis Z. tritici populatsioonis

levinud.

To6 autor tdnab juhendajaid Evelin Loit™u, Riinu Kiiker’it ja Pille Soovili't t66 juhendamise ja
suunamise eest. Tanu kuulub ka Andres Mie’le erialase ndu ja véljadppe eest ning Taari talule
pideva erialase praktika eest. Uurimistdd on valminud Maaeluministeeriumi projekti nr. 10.1-
2/177 ja Haridus- ja Teadusministeeriumi projekti “Sordiaretus” nr. 2014-2020.4.01.16-0037

toel.

Uurimistdd pohjal on avaldatud eestikeelne artikkel Agronoomia kogumikus (Juurik et al.
2021) ja teadusartikkel rahvusvahelises eelretsenseeritud ajakirjas Microorganisms (Kiiker et
al. 2021).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Nisukasvatus

Nisu hakati kasvatama 10 000 aastat tagasi, kui mindi {ile jahtimiselt ja koriluselt piisivale
pollumajandusele. Tegemist oli diploidsete ja tetraploidsete nisudega, mis périnesid Tiirgi
kaguosast. Vorreldes teiste parasvootme pollukultuuridega, on nisul optimaalsete
kasvutingimuste korral korge saagikus. Nisu on holpsasti koristatav ja sdilitatav ning seda
kasutatakse nii toidu- kui s66daviljana iile kogu maailma. 2018. aastal kaardistati 94 % ulatuses
heksaploidse nisu genoom, mis on 16 miljardi aluspaari pikkune, sisaldab {ile 107 tuhande geeni
jarjestuse. Nisu genoomijdrjestus on sordiaretuse jaoks oluline vahend nisu omaduste ja

saagikuse parendamisel. (International Wheat Genome... et al. 2018; Shewry 2009)

2015.-2019. aastal kasvatati maailmas nisu keskmiselt 218 miljonil hektaril (ha), Euroopas
keskmiselt 62 miljonil ha-l. Kogu maailma keskmine nisu saagikus jdi alla 4 t/ha, samal ajal
Euroopa nisu saagikus kiitlindis iile 4 t/ha. Regiooniti vaadeldes on Euroopa nisu saagikusega
esirinnas, madalaima tootlikkusega on Okeaania ja Aafrika, mis pole nisu kasvatuseks soodsad
alad. Suurimad tootjad maailmas aastatel 2015-2019 olid riikidest Hiina, India ja Prantsusmaa.
(Food and Agriculture... 2021)

Nisu on pdllumajandustootja jaoks oluline tuluallikas tinu kdrgetele (180-190 EUR/t) teravilja
kokkuostuhindadele (Eesti Pollumajandus-Kaubanduskoda 2021). Nisu kasvupind Eestis on
koikunud aastatel 2010-2020 119 ja 170 tuhande ha vahel, saavutades rekordpindala 2015.
aastal (joonis 1). Kdikumine tuleneb ka kiilvikorrast, mis on ettendhtud. Saagikus on samuti
olnud ebastabiilne, varieerudes 3-5 t/ha vahel. Kuna tava- ja maheviljelusest périt nisu arvatakse

kokku, teeb see maheviljeluse madalama saagikuse tottu nisu keskmise saagikuse madalamaks.
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Joonis 1. Nisu kasvupind ja saagikus Eestis aastatel 2010-2020. Allikas: STAT.

2014. aastal kasvas nisu kasvupind 30 tuhande ha vorra vorreldes eelneva aastaga, kuna talivilja
kiilvi varjutas 2013. aastal vihmane siigis. Aastad 2015 ja 2017 olid rekordilised saagiaastad
nisukasvatuseks soodsate ilmaolude tottu. Kuigi kasvupind ei vihenenud 2016. aastal, siis mirg
suvi raskendas talinisu koristust ja langetas saake. 2018. aastal jdtsid aga kuumus ja kuivus
saagipotentsiaali realiseerimata. Vorreldes eelnevate aastatega piisis 2019. ja 2020. aastatel nisu

suur kasvupind ja koguti aegade suurimad teraviljasaagid Eestis. (Maaeluministeerium 2021)

Tali- ja suvinisu kasvupindade ja saagikuse vdrdlemine viimase 10 aasta jooksul annab
arusaama, millised muutused on nisukasvatuses toimunud (joonis 2). Kui talinisu saagikus on
viimastel aastatel olnud peaaegu 6 t/ha, siis suvinisu puhul on saagikus 4 t/ha ja sedagi vaid
parimatel saagiaastatel. Varasemalt kasvatati suvinisu ronkem kui talinisu, kuid alates 2014.
aastast on talinisu kasvupind olnud suurem ning viimastel aastatel lausa kaks korda suurem
suvinisu kasvupindalast. See néitab jérjest suurenevat trendi taliviljade kasvatamisel tdnu meie
kliimasse paremini sobivatele stabiilsematele ja vastupidavamate omadustega sortide

kéttesaadavusele ja kasvatamisele (Koppel et al. 2020).
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Joonis 2. Tali- ja suvinisu kasvupind ja saagikus Eestis aastatel 2010-2020. Allikas: STAT.

1.1.1 Nisu agrotehnoloogia

Parasvootmes toimub nisu saagikoristus aprillist septembrini ja Idunapoolkeral oktoobrist
jaanuarini. (Curtis et al. 1982; Grains Research... 2016). Eestis kasvatatakse nii tali- kui ka
suvinisu. Talinisu kiilvatakse siigisel, taim piisib talv 1&bi pollul, 1dbib vernalisatsiooni ning
saak koristatakse suvel juulikuus. Suvinisu kiilvatakse kevadel ning saagikoristus toimub
enamasti augustis. Talinisu on sageli suurema saagikusega, kuid suvinisul on kdrgemad
kvaliteedinditajad. (Jabran et al. 2017; Koppel, Ingver 2008)

Idanemine algab seemne vee imemisega endasse ja 10peb idujuure ilmumisega. Nisu idanemine
sOltub temperatuurist, optimaalne temperatuurivahemik on 12-25°C. Taimede kasvuks
optimaalne temperatuur on +25°C, kuid nisu on suuteline kasvama ka minimaalselt +3°C ja
maksimaalselt +31°C juures. Kolmveerand kogu nisu pindalast maailmas saab aastas
keskmiselt 375-875 mm sademeid, siiski kasvatatakse nisu ka kohtades, kus sademete hulk on
adarmuslikum (250-1750 mm aastas). Optimaalseks tootmiseks on vajalik niiskuse

kittesaadavus terve kasvuperioodi véltel, kuid liigsed sademed pdhjustavad saagikuse langust.



Varustades nisu toitainetega on voimalik tOsta saagikust ja kvaliteeti. Kuid peab arvestama, et
vajadus soltub mullaviljakusest, kliimatingimustest, sordi omadustest ja oodatavast saagist.
Nisu vajab kasvuks ja arenguks ldmmastikku, fosforit, kaaliumit, vaavlit, boori, rauda ja tsinki.
Talinisu puhul tekib suurim toitainete vajadus kevadise maksimaalse vegetatiivse kasvu ajal.
Ule 80 % toitainetest vajab taim pihiku loomisel saagipotentsiaali realiseerimiseks. (Pandey et

al. 2020; Roy et al. 2006)

1.1.2 Taimehaigused nisul

Nisu ohustavad mitmed taimehaigused, mis langetavad saagikust. Peamisteks taimehaigusteks
on nisul korreliste jahukaste (Blumeria graminis), roostehaigused (Puccinia triticina, P.
graminis, P. striiformis), laiksused (Zymoseptoria tritici, Pyrenophora tritici-repentis,
Cochliobolus sativus), fusarioos (Fusarium spp.) ja lumiseen (Microdochium nivalis). Kuid
nisu voivad kimbutada ka korreliste juuremédanik (Bipolaris sorokiniana, Fusarium spp.),
silmlaiksus (Oculimacula yallundae), ndgihaigused (Ustilago tritici, Tilletia laevis, T. caries)
ja tungaltera (Claviceps purpurea). (Achieving... 2017; Figueroa et al. 2017; Soovili, Kann
2018)

1.3 Korreliste helelaiksus

Zymoseptoria tritici (teleomorf Mycosphaerella graminicola) pdhjustatud korreliste
helelaiksust (joonis 3) peectakse koige laastavamaks haiguseks parasvootmes kasvanud nisul,
peamiselt talinisul (Fones et al. 2020). Saagikuse langus voib olla 30-50 % (Berraies et al.
2014). Z. tritici peremeestaimedeks on harilik nisu (Triticum aestivum L.) ja durum nisu (T.
turgidum ssp. durum L.) (Orton et al. 2011). Taielikult haiguskindlaid sorte ei kasvatata ja
seetottu suudab patogeen peremeestaime nakatada, pérssides selle vastureaktsioone
nakatumisel (Duba et al. 2018). Haigustekitaja leviku ja nakkuse jaoks on optimaalne

temperatuurivahemik 15-20°C. Niiske ja vihmane ilm on soodne Z. tritici levikuks, niiskus
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aitab askospooridel kergemini lehepinnale kinnituda ja areneb rohkem piikniide (Jorgensen et
al. 2014). Pikaajaliste uuringute alusel mojutavad kliimamuutused Z. tritici populatsioone ja
haiguse intensiivistumist (Bearchell et al. 2005).

Joonis 3. Zymoseptoria triticiga nakatanud taimed talinisupdllul. Foto autor: Riinu Kiiker.

Z. tritici kuulub kottseente hdimkonda. Patogeeni esmane levik toimub kotteoste ja
mittesuguliste piiknidiospooridega tuule ning vihma abil (Orton et al. 2011). Z. tritici elutsiikkel
jaguneb kaheks — siimptomiteta endofiiiitne ja nekrotroofne faas (joonis 4). Stimptomiteta faasis
toimub esmalt taime koloniseerimine seene poolt. Sisenedes ohuldhede kaudu, asustab seen
rakkudevahelised alad (Rudd 2015; Brennan et al. 2019). Nekrotroofses faasis areneb patogeen
peremeestaimes kuni 4 nédalat, siimptomid ilmnevad enamasti 10-14 pédeva pérast nakatumist.
Esialgu tekivad lehtedele klorootilised tépid, mis tihendab leherakkude suremist. Jargneb
ulatuslikum klorootiline kahjustus ja seente mittesuguline sporuleerumine piikniidides,
milledes moodustunud piiknidiospoorid levivad edasi ja nakatavad {ilemisi taimekudesid ja
naabertaimi. Nekroos omakorda takistab taimede arengut ja vidhendab taimede

fotostinteesimisvdimet. (Dean et al. 2012; Orton et al. 2011; Soovili, Kann 2018)
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Z. tritici metsiktiiiip ja vordlusisolaat kdikides Z. tritici populatsiooniuuringutes on IPO323,
mis isoleeriti Hollandis 1984. aastal sordilt ’Arminda.” Metsiktiilibi genoom on sekveneeritud
ja sisaldab 21 kromosoomi, millest 8 vdivad kaduda ilma patogeeni mojutamata. Leiti, et
genoom sisaldas védga vihe taimerakkude seinu I0hustavate ensiiiimide geene, mis iseloomustab

hoopis endofiiiite. (Goodwin et al. 2011)
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Joonis 4. Z. tritici elutsiikkel (Ponomarenko et al. 2011).

1.3.1 Helelaiksuse torje

Talinisu kiilviaeg vaiks olla vdimalikult hiline, et taimedel oleks siigisel liihem kokkupuuteaeg
askospooridega ja kasvuperioodi alguses kevadel oleks taimed vdimalikult vihe nakatunud.
Kuna Z. tritici talvitub taimejaanustel, siis tiheks torjemeetmeks on korrejadnuste hdvitamine.
Minimeeritud harimine suurendab nakatumise riski, eriti kui korrejddnused on hédvitamata

(Curtis et al. 2002). On leitud, et erinevate omadustega nisusortide segud vihendavad Z. tritici
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esinemist ja nakkuse ulatust (Kristoffersen et al. 2020; Vidal et al. 2017). Kasvatamisel tuleks
eelistada haiguskindlamaid ja Eesti tingimuste jaoks aretatud sorte (Brown et al. 2015; Koppel
et al. 2021). Kuid tuleb arvestada, et sordiresistentsus on ajas muutuv, kuna patogeeni
virulentsus muutub (Vagndorf et al. 2018). Suurema kaitse taimedele annab fungitsiidide
kasutamine seemnete puhtimisel ning lehestiku ja pahikute pritsimine taime kasvuajal.

(Agriculture and... 2021; Soovili, Kann 2018)

1.4 Fungitsiidid

Fungitsiidsete omadustega kemikaale on teatud juba palju aastaid. Esimesed fungitsiidid, mis
baseerusid viadvli- ja vaseiihenditel, avastati 19. sajandil. Lébi aastate on fungitsiidid
mirkimisvéérselt arenenud, viimastel aastatel on joutud konkreetse iilesandega molekulide

disainini. (Lucas 2020)

Kaasaegsed selektiivsed fungitsiidid on kohtspetsiifilised, mistottu seonduvad need
spetsiifiliste marklaudvalkudega ja hédirivad teatud olulisi rakuprotsesse. Varasemalt kasutatud
fungitsiidid toimivad mitmetele rakuprotsessidele inhibeerivalt. Kohtspetsiifilise fungitsiidi
tundlikkuse vdhenemine voOib ilmneda maérklaudvalgu muutumisel, aga mittespetsiifilise
fungitsiidi puhul on selleks vaja mitmeid muutusi. Kohtspetsiifilised fungitsiidid on véga
aktiivsed lihendid ja sageli siisteemsed, andes sellega hea kontrolli haiguse iile juba viikeste

koguste kasutamise puhul. (Lucas et al. 2015)

Kaorreliste helelaiksusele suunatud torjele kulutatakse Euroopa Liidus kogu fungitsiidikuludest
70 % (Brennan et al. 2019). Torjeks kasutatakse peamiselt kolme rithma fungitsiide — asoole
(DMI-riihm), suktsinaatdehiidrogenaasi inhibiitoreid (SDHI rithm) ja strobiluriine (Qol rithm)
(tabel 1).
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Tabel 1. Uuritavate fungitsiidi riithmade toimeviisid (Lucas et al. 2015)

Fungitsiidirithm Mdjutatav rakufunktsioon Miirklaudvalk

Asoolid membraani biosiintees sterool 14a-demetiilaas
(CYP51)

SDHI-d rakuhingamine suktsinaatdehiidrogenaas
(SDH)

Strobiluriinid rakuhingamine mitokondriaalne tsiitokroom b
(CytB)

1.5 Fungitsiidiresistentsus

Fungitsiidiresistentsus on seene populatsiooni indiviidide kohandumine fungitsiidi toimeainete
suhtes nii, et need ei mdju enam seene kasvule ja arengule pirssivalt (Leadbeater 2014).
Fungitsiidiresistentsus hakkas levima 1970. aastatel, kui voeti laiemalt kasutusele uute
kohtspetsiifiliste toimeviisidega kemikaalide klassid (Brent 2012). Kohtspetsiifiliste
fungitsiidide resistentsuse teket mdjutavad fungitsiidi toimeviis ja korge efektiivsus ning

patogeeni bioloogia ja epidemioloogia (Lucas et al. 2015).

Fungitsiidiresistentsuse piisimiseks patogeeni populatsioonis on vajalik resistentsust
pohjustavate geenmutatsioonide levimine ja pilisimine 1dbi mitme kasvuperioodi
(Georgopoulos, Skylakakis 1986). Algselt voib resistentne mutant olla 1:1000 miljonist.
Jarjepideval fungitsiidide kasutamisel vOib resistentsete mutantide osakaal suureneda. Kui
populatsioonis 1:100st kuni 1:10st on resistentne mutant, siis v0ib esineda raskusi haigustdrjel
ja resistentsete patogeenide olemasolu on lihtsamini tuvastatav. Mida efektiivsem on fungitsiid,
seda aeglasemalt suureneb resistentsete mutantide arv populatsioonis. (Brent, Hollomon 2007)
Fungitsiidisegude kasutamist ja toimeainete vahetamist peetakse resistentsuse ennetamisel
olulisteks voteteks (Torriani et al. 2015), lisaks on suudetud tdsta selle vottega nisu saagikust

(Wieczorek et al. 2015).

Seentel esineb nelja erinevat fungitsiidiresistentsuse tekkemehhanismi (joonis 5). Kdige
levinum on mirklaudvalgu muutus, mis takistab fungitsiidiga seondumist ehk tekib sihtkoha
resistentsus. Tekkemehhanismideks vdivad olla ka fungitsiidi transportimine rakust vilja,
mérklaudvalgu tleproduktsioon, mistdttu on efektiivseks torjeks vaja kasutada suuremaid
fungitsiidi kulunorme ning fungitsiidi lagunemine metaboolsete ensiiimide abil ehk

detoksifikatsioon. (Brent, Hollomon 2007; Lucas et al. 2015)
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Joonis 5. Fungitsiidiresistentsuse toimemehhanismid taimerakus.

Laia toimespektriga asoolidel pohinevad fungitsiidid tulid turule 1980ndate alguses
(Maintaining the effectiveness... 2002). Asoolide resistentsus on osaliselt tingitud
punktmutatsioonidest CYP51 ensiilimis, mis vastutab viga olulise rakumembraani valgu
ergosterooli siinteesi eest. Kui see protsess hdiritud on, siis on takistatud ka seene normaalne
kasv ja areng (Marichal et al. 1999). CYPS51 ensiiiimi mutatsioonidest on viimastel aastatel
Euroopa populatsioonides levinud D134G, V136A, V136C, A379G, 1381V ja S524T, millest
viimane mutatsioon on seotud oluliselt suurema resistentsuse levikuga (Heick et al. 2020;

Jorgensen et al. 2020).

SDHI esimese pdlvkonna fungitsiide kasutati rohkem kui 40 aastat tagasi, kuid alates 2003ndast
aastast on uue pdlvkonna SDHI-d suurenenud spektri ja tugevusega ning neid arendatakse
pidevalt edasi. SDHI marklaudvalk on suktsinaatdehiidrogenaas (SDH), mis koosneb neljast
alatihikust (A, B, C ja D), kuid SDHI molekul seondub B, C ja D alaiihikutega. Mirklaua
mutatsioonid, mis vdhendavad tundlikkust fungitsiidide suhtes vdivad areneda koigis kolmes
alaiihikus. Viimaste aastate jooksul on Euroopa populatsioonis koige enim levinud

mutatsioonid C-T79N ja C-N86S SDH C alatihikus. On esinenud ka teisi mutatsioone: C-N33T,
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C-N34T, C-T79N, CW80S, C-N86S, B-N225T, B-T268l ja C-H152R (FRAC. SDHI
fungicides, 2021; FRAC. Succinate Dehydrogenase Inhibitor... 2020).

Strobiluriine kasutatakse seenhaiguste tdrjel alates 1990ndatest. Strobiluriinid on molekulid,
mis pérsivaid taimepatogeene blokeerides nende voimet energiat toota. Strobiluriinide suhtes
tekib resistentsus juba iihe spetsiifilise mutatsiooni esinemise korral, Z. tritici CytB valgus
mutatsioon G143A, kus 143 koodonis on gliitsiin asendatud alaniiniga (Fraaije et al. 2005).
Strobiluriinide rithma litkkmete puhul on tegemist ristresistentsusega, mis tdhendab, et kui tekib

resistentsus iihe toimeaine suhtes, siis esineb resistentsus ka teiste sama rithma toimeainete

suhtes (FRAC. Qol fungicides, 2021).
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1 Isolaatide kogumine

Proovid koguti pdllumajandusiihistu Kevili tootjate ja Eesti Taimekasvatuse Instituudi talinisu
monitooringu pdldudelt aastatel 2019-2020 (joonis 6). Kogumine toimus kasvuperioodil juunist
augustini. 2019. aastal isoleeriti 104 Z. tritici isolaati viiest maakonnast (Jogeva, Ladne-Viru,
Viljandi, Voru ja Valga maakond) ja 2020. aastal 179 isolaati iheksast maakonnast (Jarva,

Jogeva, Ladne- ja Ida-Viru, Tartu, Pdlva, Viljandi, Voru ja Valga maakond).

2019 e e 2020

oy v [
.

T O o e
Teovre ] LAY

Joonis 6. Proovid koguti Jdgeva (JO), Jarva (JA), Ladne-Viru (LV), Ida-Viru (IV), Tartu (TA),
Viljandi (VI), Valga (VA), Pdlva (PO) ja Voru (VO) maakondadest aastatel 2019 ja 2020.

Igalt pollult koguti 10-20 patogeeniga nakatanud nisulehte, mis kuivatati toatemperatuuril.
Seejarel Z. tritici puhaskultuuri isoleerimiseks asetati lehed Petri tassi niisutatud filterpaberile
ja jéeti toatemperatuurile (20°C) 24 tunniks. Uksikud piiknidiospoorid kiilvati steriilse ndelaga
kartuli-dekstroos agarsodtmele, kuhu oli lisatud 0,01 % antibiootikumi streptomiitsiin (joonis
7). Petri tasse inkubeeriti temperatuuril 17-20°C. Piiknidiospooridest tekkisid tiksikkolooniad
(puhaskultuurid) 5-6 paeval, mis kiilvati veelkord timber uuele kartuli-dekstroos agarsoétmele.

Puhaskultuure séilitati pikaajaliselt 20 % gliitseroolis -80°C juures.

17



Joonis 7. Nisu lehel olevad piikniidid ja piiknidiospoorid vahetult enne s66tmele kiillvamist.

Foto autor: Marite Juurik

2.2 Fungitsiiditundlikkuse méiramine

Esmalt valmistati Z. tritici eoste suspensioon, kasutades kuue paeva vanuseid Z. tritici isolaate
ja 10 ml steriilset destilleeritud vett Falcon tuubis. Segu iihtlustamiseks loksutati suspensiooni
10 minutit raputis (Heidolph, Schwabach, Saksamaa) 2000 rpm juures. Eoste konsentratsioon

lahjendati 2,5x10* eoseni 1 ml-s vees.

Fungitsiidide tundlikkust asoolide suhtes méérati Z. tritici isolaatidel mikrotiiterplaadimeetodil.
Testitavateks toimeaineteks olid epoksikonasool, protiokonasool-destio ja mefentriflukonasool.
Vaid 2019. aastal testiti tebukonasooli juhuslikult valitud isolaatidel. Iga toimeaine segati eraldi
kahekordse kartuli desktroosi (PDB) lahusega ja tehti lahjendusterida, et mikrotiiterplaadil

oleksid vastavad fungitsiidi kontsentratsioonid (ppm):

1) epoksikonasool — 30; 6; 1,2; 0,240; 0,048; 0,010; 0,002; ja 0;
2) protiokonasool-destio — 6; 2; 0,670; 0,220; 0,074; 0,025; 0,008; ja 0;
3) mefentriflukonasool — 3; 1; 0,330; 0,110; 0,037; 0,012; 0,004; ja 0;
4) tebukonasool —90; 30; 10; 3,3; 1,1; 0,37; 0,12; ja 0.
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96 kannuga mikrotiiterplaadile lisati igasse kannu 100 pl patogeeni suspensiooni ja 100 pl
fungitsiidi lahjendust. Igat isolaati analiiiisiti kahes korduses iihel plaadil ning Hollandi isolaat
IPO323 (asoolidele tundlik) lisati referentsisolaadina. Mikrotiiterplaadid pakiti fooliumisse ja
hoiti pimedas +20°C juures kuus pdeva. Enne proovide optilise tiheduse (OD) modtmist
plaatidel Tecan Sunrise neelduvuslugejaga (Tecan, Méannedorf, Sveits) lainepikkusel 620 nm,

kontrolliti visuaalselt plaatide saastatust bakterite ja seentega.

2.3 Mutatsioonide mairamine marklaudvalkude geenides

Z. tritici puhaskultuuridest eraldati DNA Zhang et al. 2010 termoliiiisi metoodika jérgi.
Isolaatides uuriti CYP51, CytB ja Sdh geenide mutatsioone. CYP51 geenimutatsioonide D134G,
V136A/C, G379A, 1381V ja S524T ning CytB geenmutatsiooni G143A méadramiseks kasutati
konkureeriva alleeli spetsiifilise poliimeraasi ahelreaktsiooni (KASP) genotiipiseerimist, mis
on kirjeldatud Kildea et al. 2014 poolt. Analiiiisid viidi 18bi Applied Biosystems ViiaTM 7
Real-time PCR masinaga (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) tootja protokolli
jargi.

Sdh alaiihik B ja C jérjestused saadi Fraaije et al. 2012 ja Rehfus et al. 2018 protokollide jérgi.
SdhB amplifikatsiooniks kasutati praimereid Mgsdhbfl ja Mgsdhbrl ning SdhC
amplifikatsiooniks KES 584 ja KES 550 (tabel 2). PCR reaktsioon viidi 1dbi 25 pl-s, kus 10,9
ul oli MilliQ vesi, 5,0 ul 5-kordne DreamTaq PCR puhvrit (Thermo Fisher Scientific Inc.), 100
uM dNTP-d, périsuunalist ja vastassuunalist praimerit (mdlemat 0,2 uM), 0,2 ul DreamTaq
DNA poliimeraasi (Thermo Fisher Scientific Inc.), 1,0 ul Z. tritici proovide DNA-d ja iilejdédnud

hulgas steriilset vett.
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Tabel 2. SdhB ja SAhC geenide amplifikatsiooniks kasutatud praimerid

Praimer Geen Praimerijérjestus 5°-3" Viide
Mgsdhbfl SdhB ACTCTTCTCACATACCACACA Fraaije et al.
Mgsdhbrl SdhB CTTTCCAATCATCTCGTTCCAT |2:(r);azije et al.
KES 584 SdhC ATGTTGGCACAGAAGCTCAC ZR%:L?US et al.
KES 550 SdhC TTACGATTCCATACTTCAGAAAGGC E&Zeﬁius et al.

1

Amplifikatsioon teostati termotsiikleris Eppendorf Mastercycler nexus X2 (Eppendorf, Viin,
Austria) jirgmise programmi jargi: 95°C juures 5 minutit, 35 tsiiklit 95°C juures 60 sekundit,

62°C juures 30 sekundit, 72°C juures 90 sekundit, ning 5 minutit 72°C juures..

PCR saadused sekveneeriti, kasutades samu praimereid, Applied Biosystems 3730 DNA
analiisaatoriga Eesti Biokeskuses, Tartus. Jérjestusi vorreldi BioEdit programmis I[P0O323
geeni jarjestustega, midrati mirklaudgeenis olevad mutatsioonid, mis pdhjustavad Sdh valgu
alatihikutes aminohappelise jarjestuse muutusi: C-N33T, C-N34T, C-T79N, C-W80S, C-N86S,
C-H152R, B-N2251 ja B-T268lI.

2.4 Statistline andmetootlus

Statistilised analiitisid viidi 1abi MS Office Excel 2020 ja GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, US) kasutades. Mikrotiiterplaadikatse analiilisimisel arvutati
mittelineaarse regressiooni meetodil iga isolaadi kohta fungitsiidi EC50 védrtus, mis néitab
fungitsiidi konsentratsiooni, mis inhibeerib patogeeni kasvu 50 % vorra. Tegemist on kdige
sagedamini kasutatava parameetriga patogeeni tundlikkuse hindamiseks fungitsiidi suhtes (Li
et al. 2015). EC50 véirtuste visualiseerimiseks kasutati rakendust SuperPlotsOfData Shiny
(Goedhart, 2020). Welchi t-testiga hinnati 2019. ja 2020. aasta Z. tritici populatsioonide
omavahelisi EC50 véirtusi. Pearsoni korrelatsioonanaliilisi kasutati logaritmitud asoolide
toimeainete paaride EC50 véairtuste vordlemiseks. Fisheri tapse testiga (Fisher exact test) leiti

2019. ja 2020. aasta Sdh geeni mutatsioonide olulisustdendosus.
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3. TULEMUSED

3.1 Asooli toimeainete tundlikkus

DMI-riihma fungitsiidide tundlikkuse testimiseks Eesti Z. tritici populatsioonis kasutati
epoksikonasooli, protiokonasooli-destiot, mefentriflukonasooli ja tebukonasooli. Iga isolaadi
kohta arvutati EC50 véirtused ja analiilisiti tulemusi aastate vahel, kui EC50 viairtused
tousevad, siis populatsiooni tundlikkus viheneb toimeaine suhtes. Aastatel 2019-2020 taheldati
mirkimisvédérset tundlikkuse tdusu epoksikonasooli ja mefentriflukonasooli suhtes, mille
keskmised EC50 véirtused langesid 2,76-1t 0,58 ppm-le (1(116)=9,1; p<0,001) ja 0,25-It kuni
0,12 ppm-ni (t(131)=3,63; p<0,001) (joonis 8). Samal perioodil protiokonasool-destio
tundlikkus langes, keskmine EC50 vaartus tousis 0,11-1t kuni 0,21 ppm-ni (t(255)=2,99;
p=0,003) (joonis 8). Tebukonasooli toimet testiti vaid juhuslikult valitud isolaatidel 2019. aastal
ja selle keskmine EC50 védrtus oli kdrge, keskmiselt 14,15 ppm.
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Joonis 8. Epoksikonasooli, protiokonasool-destio, mefentriflukonasooli ja tebukonasooli EC50
vadrtused Eesti Z. tritici populatsioonis 2019-2020. Punasega joonega on margitud

resistentsuspiir, Taani Aarhus Ulikooli T. M. Heicki uuringute avaldamata andmetel.

2019. aasta isolaatide seas oli mefentriflukonasooli suhtes korge EC50 vairtusega 22 isolaati
Jogeva (kesk. EC50=0,41 ppm) ja Ladne-Viru maakonnast (kesk. EC50=0,3 ppm). Edasised
analliiisid néitasid, et nende Z.tritici isolaatide tundlikkus oli vdhenenud tebukonasooli, aga
mitte epoksikonasooli ja protiokonasool-destio suhtes. Pearsoni korrelatsioonanaliiiis kinnitas,
et tebukonasooli ja mefentriflukonasooli tundlikkus on tugevas positiivses korrelatsioonis
(r=0,768, p<0,001) (joonis 9). Mairkimisvddrne seos tuvastati ka epoksikonasooli ja

mefentriflukonasooli (r=0,291, p<0,001) tundlikkuse ning epoksikonasooli ja protiokonasool-
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destio (r=0,197, p=0,001) tundlikkuse vahel. Seevastu tebukonasooli ja protiokonasool-destio

tundlikkus oli Eesti Z. tritici populatsioonis negatiivses korrelatsioonis (r=—0,36, p=0,04).

TEB

P-DES

EPO

MEF

TEB P-DES EPO MEF
- 0,043 <0,001
-0.360 - 0,001 0,080
0,101 0,197 - <0,001
0,108 0,291 -

1.0

0.5

-1,0

Joonis 9. Korrelatsioonimaatriks tebukonasooli (TEB), protiokonasool-destio (P-DES),

epoksikonasooli (EPO) ja mefentriflukonasooli (MEF) fungitsiidi tundlikkuse vahel Eesti Z.

tritici populatsioonis. Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) védrtused on diagonaalist allpool ja p-

vadrtused diagonaalist tilalpool.

3.2 Mutatsioonid CYP51 geenis

Korgenenud EC50 véirtuseid asoolide suhtes on seostatud mitmete mutatsioonidega CYP51

geenis. KASP analiiiis néitas, et koige olulisemaid CYP51 geenis olevad mutatsioonid (D134G,
V136A, V136C, A379G, 1381V ja S524T) esinevad Z. tritici Eesti populatsioonis (joonis 10).
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Joonis 10. Levinumad mutatsioonid CYP51 geenis Eesti Z.tritici populatsioonis 2019.-2020. a.

Mutatsioon 1381V domineeris iile Eesti ja esines maakonniti 86-100 % ulatuses, vilja arvatud
Tartumaal, kus oli 2020. aastal vaid 38 % isolaatidest mutatsiooniga (LISA 1). Mutatsioonid
D134G, V136A, V136C, A379G ja S524T, mis on hiljuti tekkinud ka mujal Euroopa Z. tritici
populatsioonides, erinesid maakonniti markimisvairselt. Populatsiooni tasandil oli D134G,
V136C, A379G ja S524T mutatsioonidega Z. tritici isolaatide proportsioon suurenenud 2020.
aastal, kuid V136A ja 1381V niitasid 2020. aastal hoopis vdhenemist populatsioonis vorreldes
2019. aastaga. Molemal aastal oli kdige domineerivamatel isolaatidel (39 % 2019. aastal ja 27
% 2020. aastal) spetsiifilise KASP analiiiisi alusel ainult iiks mutatsioon (1381V) CYP51 geenis.
Populaarsuselt teine oli mutatsioonide kombinatsioon A379G ja 1381V (14 % 2019. aastal ja
15 % 2020. aastal), millele jargnes D134G, V136A ja [381V kombinatsioon (15 % 2019. aastal
ja 11 % 2020. aastal).

Korgemad EC50 vaartused epoksikonasooli suhtes (EC50> 3 ppm) esinesid isolaatides, millel
olid CYP51 geenis mutatsioonide kombinatsioonid D134G, V136A, 1381V ja S524T; V136A,
1381V ja S524T; A379G, I381V ja S524T. Mairkimisvéarselt oli vdhenenud tundlikkus
mefentriflukonasooli ja tebukonasooli suhtes Z. tritici isolaatides koos A379G, 1381V ja S524T
mutatsioonide kombinatsiooniga geenis CYP51 (mefentriflukonasool EC50=0,82 ppm;
tebukonasool EC50=24,75 ppm). See sama kolme mutatsiooni A379G, 1381V ja S524T
kombinatsioon tuvastati CYP51 geenis 2019. aastal kaheksal Ladne-Viru maakonna isolaadil ja
2020. aastal seda ei esinenudki.
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3.3 Mutatsioonid Sdh geenis

Mitmeid mutatsioone Sdh alaiihikutes B ja C on seostatud korgenenud EC50 vaartustega SDHI
toimeainete suhtes. SAhC valgus tuvastati oluline erinevus mutatsioonide esinemisel aastate
vahel, 2019. aastal esinesid mutatsioonid N33T ja N34T 65 %-I isolaatidel ja 2020. aastal 55
%-l isolaatidel (tabel 3) (p<0,001). 2019. aastal esines mutatsioon N86S vaid 2 %-I isolaatidest
Z. tritici populatsioonis, kuid 2020. aastal tdusis sagedus 9 %-ni (p<0,001). SdhB valgus
paiknev mutatsioon N2251 oli haruldane ja avastati esmakordselt alles 2020. aastal 4 %-I
isolaatidest (p=0,007). Mujal Euroopa riikides tuntud mutatsioone C-T79N, C-W80S, C-
H152R ja B-T268I Eesti Z. tritici populatsioonis ei tuvastatud.

Tabel 3. Sdh geenis esinevad mutatsioonid Eesti Z. tritici populatsioonis 2019-2020.

Geen SdhC SdhB
Mutatsioon N33T (%) N34T (%) N86S (%) N2251 (%)
2019 65 65 1 0
Aasta
2020 55 55 9 4

3.4 Mutatsiooni G143A esinemine CytB geenis

Tundlikkus strobiluriinide suhtes méérati mutatsiooni G143A olemasolu abil geenis CytB,
kasutades KASP analiilisi. Mutatsioon esines ligikaudu pooltel isolaatidel, 2019. aastal 44 % ja
2020. aastal 49 % (p=0,46). Maakondade 16ikes mutatsioonisagedused erinesid (joonis 11).
2019. aastal puudus mutatsioon G143A Valgamaal ja 2020. aastal Tartumaal. 2019. aastal
domineeris mutatsioon VOoru, Viljandi ja Lddne-Viru maakondades, 2020. aastal aga Lééne-

Viru, lda-Viru, Jogeva ja Polva maakondades.
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Joonis 11. Mutatsiooni G143A protsentuaalne esinemine Z. tritici populatsioonis Eesti
maakondades 2019-2020.
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4. ARUTELU

Seenhaigused peavad silmitsi seisma muutuva keskkonnaga ning muude erinevate
viljakutsetega, sealhulgas kohanema resistentsete sortide, fungitsiidide ja bioloogiliste
torjevahenditega. Kéesolevas t00s uuriti korreliste helelaiksusetekitaja Z. tritici Eesti
populatsiooni asoolide tundlikkuse muutusi ja mutatsioonide levikut fungitsiidide

mirklaudvalkude geenides.

Eestist isoleeritud 282 Z. tritici isolaadi uurimisel tuvastati, et asoolide tundlikkus on aastati
erinev. Epoksikonasooli tundlikkus on aastatel 2014-2018 jérk-jargult vihenenud nii Pohja- kui
ka Balti riikides, keskmised EC50 véartused on tousnud 0,07 ppm-It 2,19 ppm-ni (Heick et al.
2017; Mée et al. 2020). Eestis tiheldati epoksikonasooli tundlikkuse langust kuni 2019. aastani
(keskmine EC50=2,95), kuid 2020. aastal tundlikkus suurenes oluliselt (EC50=0,58 ppm).
Vorreldes 2019. aastaga oli 2020. aastal vaid vihestel isolaatidel EC50 véartus suurem kui 2
ppm. Erinevalt epoksikonasoolist vdhenes protiokonasool-destio tundlikkus 2020. aastal
vorreldes 2018. ja 2019. aastatega (Mde et al. 2020). Sarnast suundumust epoksikonasooli ja
protiokonasool-destio tundlikkuse vahel mérgati ka Taanis ja Rootsis aastatel 2012-2019. See
voib viidata sellele, et ensiiim CYP51 ei muteeru enam ja sel puudub voimalus vélja arendada
tdiendav resistentsus epoksikonasooli ja protiokonasooli suhtes (Heick et al. 2020). PU Kevili
andmetel tehakse Eestis talinisule kasvuperioodil 2-4 korda haigustdrjet kdige rohkem asooli
sisaldavate preparaatidega (M.Virnik, avaldamata andmed). Kevili tootjad kasutavad peamiselt
erinevate fungitsiidiriihma kuuluvate toimeainetega segupreparaate. Kuna epoksikonasooli
kasutusluba 16ppeb Eestis 2021. aasta 10puga, siis populaarseid preparaate nagu Viverda
(BASF) ja Tango Super (BASF) enam kasutada ei saa (Pollumajandus- ja toiduamet 2021).
Protiokonasooli esindavatest preparaatidest olid levinud 2019. aastal Kevili tootjate poolt
Curbatur (Bayer), Input (Bayer) ja Prosaro (Bayer), mis peaksid analiitisitud Z. tritici proovide

pohjal veel efektiivsed olema korreliste helelaiksuse torjel.

Mefentriflukonasooli tundlikkust on jélgitud Eesti Z. tritici populatsiooni suhtes alates 2019.

aastast. Toimeainet voiks soovitada korreliste helelaiksuse tdrjeks, kuna selle efektiivsus piisis

Z. tritici populatsioonis korge (2019. aastal EC50=0,29 ppm; 2020. aastal EC=0,12 ppm), kuid
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esines nii suurema kui véiksema tundlikkusega isolaate. 2020. aastal tuli Eestis miitigile
esimene toimeainena mefentriflukonasooli sisaldav preparaat (Revytrex, BASF), mida ka PU
Kevili tootjad on soetanud korreliste helelaiksuse torjeks (M. Virnik, avaldamata andmed).
Taanis lébi viidud uuringud mefentriflukonasooli toimeaine kasutamisel on ndidanud korget

efektiivsust (86-94 %) haigustorjel pollukatsetes (Heick et al. 2020).

Probleem tekib siis kui patogeenil tekib ristresistentsus, ehk resistentsus mitme fungitsiidi
suhtes samaaegselt (Brent ja Hollomon 2007). See voib olla seotud konkreetsete
geenmutatsioonidega, niiteks vidhenenud tundlikkus mitmete asoolide suhtes on seotud
mutatsioonidega D134G, V136A/C, A379G, 1381V ja S524T CYP51 geenis (Jorgensen et al.
2020; Heick et al. 2020). To6s leiti, et tebukonasooli ja mefentriflukonasooli tundlikkuse vahel
on Eesti Z. tritici populatsioonis tugev positiivne seos, mis ei ole kasulik korreliste helelaiksuse
edasisel torjel. Sama tulemust kinnitas ka Heick et al. 2020 Taani Z. tritici populatsiooni
analiilisides, mis néitas viga tugevat ristresistentsust mefentriflukonasooli, difenokonasooli ja
tebukonasooli vahel. Kuid madala tebukonasooli tundlikkusega isolaadid vdivad olla viga
erineva tundlikkusega mefentriflukonasooli suhtes (Heick et al. 2020). Uuringud on nédidanud,
et varasemate aastate jooksul tebukonasooli efektiivsus haigustorjel jarjest langes, kuna seda
toimeainet kasutati palju (Joergensen et al. 2018; Jargensen et al. 2020), kuid hiljaaegu leiti
Pohja-Euroopas, et tebukonasooli tundlikkus on hakanud uuesti suurenema Z. tritici
populatsioonis (Heick et al. 2020). Tebukonasooli kasutamine iiksikpreparaadina ei ole
majanduslikult mdistlik, kuna analiitisid nditasid Eestis 2019. aastal viga korget resistentsust,
mistottu  on  otstarbekas seda toimeainet kasutada kombinatsioonis teistega.
Pollumajandustootjate poolt levinud Zantara (Bayer) on juba segatud SDHI toimeainega
biksafeen, mis tdstab preparaadi efektiivsust. Kasutusel olev Orius 250 EW (ADAMA) on aga
iiksikpreparaat ja vajab kindlasti segamist teise fungitsiidirihma preparaadiga, et saavutada
soovitud tulemust. Siiski korreliste helelaiksuse torjes naitab mefentriflukonasool suuremat
efektiivsust kui tebukonasool oma spetsiifiliste molekulaarsete omaduste tottu (Heick et al.

2020).

PShjuseid voib olla mitmeid, miks asoolide suhtes tundlikkus ei vdhene enam nii kiiresti kui
varasemalt. Esmalt voib pohjus olla selles, et CYP51 geen ei muteeru enam, samas ka kodige
viahem tundlike mutatsioonide kombinatsioonide kohastumisvdime ja piisimine populatsioonis
on madalad, mida vdivad mdjutada ilmastikutingimused, peremeestaimede sordiomadused ja
fungitsiidide kasutamine. Uuringud on nididanud, et CYP51 geenis iiksiknukleotiidsest

muutusest pohjustatud poliimorfismid (SNPs) on olulised asooliresistentsuse tekkeks. Kuid
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peab arvestama, et mitte koik muutused geenis ei ole vordselt olulised. (Cools ja Fraaije 2012;

Cools et al. 2011; Leroux ja Walker 2010).

CYP51 geenis esinevad mutatsioonid voivad esineda iiksi vOi mitmekaupa ning seeldbi
mojutada patogeeni tundlikkust fungitsiidide suhtes (Cools et al. 2011). Eesti Z. tritici
populatsioonis olid CYP51 geenis aastatel 20192020 kdige olulisemad mutatsioonid D134G,
V136A, V136C, A379G, 1381V ja S524T. Neid koiki on avastatud ka resistentsetes isolaatides
(Cools ja Fraaije 2012), mistottu on oluline just neid mutatsioone uurida. Koige levinum
mutatsioon on 1381V, kuigi selle sagedus langes 100 %-It 2019. aastal 88 %-ni 2020. aastal.
Mutatsioon A379G, mis esineb kombinatsioonis mutatsiooniga 1381V, esines 20 % isolaatidel.
Kogu Euroopas on 1381V puhul tegu laialtlevinud mutatsiooniga Z. tritici populatsioonides
(Jorgensen et al. 2018; Heick et al. 2017), mida on seostatud tebukonasooli efektiivsuse
langusega (Fraaije et al. 2007). Kdorge resistentsusega isolaatidel on mutatsioon 1381V
kombinatsioonis alati paaris deletsiooniga Y459/G460 voi punktmutatsioonidega aminohapete
positsioonidel 459 voi 461 (Leroux et al. 2007). Kombinatsioon A379G ja 1381V on Euroopas

enim levinud CYP51 geeni mutatsioonide kombinatsioon (Stammler ja Semar 2011).

Eesti Z. tritici populatsioonis toimus V136A mutatsiooni sageduse vihenemine 45 %-It 30 %-
ni, millel on seos leitud epoksikonasooli, protiokonasooli ja teiste asoolide tundlikkuse
langusega ning mis on tdstnud tebukonasooli ja difenokonasooli tundlikkust (Leroux ja Walker
2011). Torjel asoolide segamisel SDHI-dega vidhenes mutatsioonide V136A ja V136C
esinemine (Wieczorek et al. 2015). Mutatsioonide D134G, V136C ja S524T esinemine tdusis
Eesti populatsioonis eelmiste aastatega vorreldes (Mée et al. 2020). D134G mutatsioon leiti
esmakordselt 2008. aastal kombinatsioonis V136A ja 1381V mutatsioonidega (Stammler et al.
2008). Kdige sagedamini Eestis esinevaid mutatsioonide kombinatsioone (D134G, V136A ja
1381V; A379G ja I1381V) leitakse ka teistes Euroopa riikides (Huf et al. 2018).

Mutatsioon S524T on iiks hilisemalt tekkinud mutatsioone, mida Eesti Z. tritici populatsioonis
esines veel vihe (8 % 2019. a, 24 % 2020. a). See mutatsioon kujutab suurt ohtu asoolide
kasutamisele, kuna on niidatud tugevat seost asoolide tundlikkuse vdhenemisele (Cools ja
Fraaije 2012). Iirimaal on tegu iihe levinuma mutatsiooniga, mis esineb teistega
kombinatsioonis (S. Kildea, avaldamata andmed). Leiti, et kui isolaatidel vdhenes tundlikkus
mefentriflukonasooli suhtes, siis esines geenis CYP51 mutatsioonide kombinatsioon A379G,
1381V ja S524T, kuid sellise mutatsioonide kombinatsiooni ja mefentriflukonasooli

tundlikkuse vihenemise seost pole varasemalt iiheski teises uurimistdds leitud.
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Erinevad molekulaarsed mehhanismid annavad resistentsuse SDHI klassi fungitsiidide suhtes,
koige sagedasemad on SDH valgu mutatsioonid (Scalliet et al. 2012). Aastatel 20122015
teatati mitmes Euroopa riigis viiest erinevast Sdh geenmutatsioonist, C-T79N, C-W80S, C-
N86S, B-N225T ja B-T268I1, mis pohjustasid vihest resistentsust SDHI rithma fungitsiidide
suhtes (FRAC. Succinate Dehydrogenase... 2020). Iirimaal oli laialdase C-T79N mutatsiooni
levikuga vihenenud SDHI-de efektiivsus (S. Kildea, avaldamata andmed). Lisaks nditas seal
mutatsiooni C-H152R esinemine korget resistentsust SDHI-de suhtes (Dooley et al. 2016).
Eesti isolaatidel ei ole leitud SAhC alaiihikus mutatsioone C-T79N ja C-H152R. 2018. aastal
1abi viidud uuringus ei leitud Eesti Z. tritici populatsioonist mitte iihtegi Sdh geeni mutatsiooni
(Mie et al. 2020). 2019. ja 2020. aastal leiti Eesti populatsioonist mutatsioonide kombinatsioon
C-N33T ja C-N34T, mis oli ka kdige levinum. Euroopas on leitud sama kombinatsiooni ning
nende isolaatide tundlikkus on olnud SDHI-de suhtes peamiselt kdrge (Yamashita ja Fraaije
2017; Dooley et al. 2016). Eestis suurenes 2020. aastal C-N86S mutatsiooni levik ning
tiksikutes isolaatides leiti esmakordselt mutatsiooni B-N225I. Mutatsiooni C-N86S puhul ei
lange SDHI-de tundlikkus niivord kui eelnevalt mainitud C-H152R puhul (Rehfus et al. 2018),
kuid tegu on viimastel aastatel enim levinud mutatsiooniga Euroopas (Succinate
Dehydrogenase... 2020). On teada, et mutatsioon B-N2251 on vidhe esinev ning seostatud
tdnaseni madala resistentsus faktoriga (Succinate Dehydrogenase... 2020). Vorreldes
Pohjamaadega (Taani, Rootsi, Soome) on Baltiriikides rohkem erinevate toimeainetega SDHI
fungitsiide miitigil, mis annab eelise vahetada toimeained ja véltida resistentsuse teket (Heick

2019).

Strobiluriinid olid védga tohusad 1990ndatel (Gisi et al. 2002), kuid juba 2000ndatel ilmnes Z.
tritici populatsioonides resistentsus (Fraaije et al. 2005). Korge keskmise EC50 vairtusega
isolaatidel on CytB geenis leitud mutatsioon G143A, mis annab resistentsuse strobiluriinide
suhtes (Jorgensen 2008), teadaolevalt on neil ka kdorge ristresistentsuse tase erinevate
strobiluriinide vahel (Gisi et al. 2002). Resistentne alleel on véga kiiresti Euroopas levinud ja
selle osakaal muudkui touseb (Torriani et al. 2008; Cheval et al. 2017; Heick et al. 2017). Eesti
Z. tritici populatsioonis tuvastati mutatsioon G143A esimest korda 2018. aastal (Mée et al.
2020). Kuigi Eestis kasutatakse endiselt strobiluriine haigustorjeks, siis G143A mutatsiooni
esinemine on olnud kiillaltki stabiilne - 2018. a 50 % (M4e et al. 2020), 2019. a 44 % ja 2020.
a 49 %. Aastate vordluses varieerus G143 A mutatsiooni esinemine vihe, kuid maakondade
vordluses nditeks Tartu maakonnas mutatsiooni ei esinenud, aga Ladne-Viru maakonnas oli

mutatsiooniga isolaate koguni 86 %, mistottu peab rohkem asukohapdhiselt lihenema
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strobiluriinide tundlikkuse vihenemise ennetamisele. 2019. aastal kasutasid PU Kevili tootjad
Eestis korreliste helelaiksuse tdrjeks vaid iihte preparaati Viverdat (BASF), milles oli
strobiluriinide toimeaine piiraklostrobiin segatud asooli ja SDHI toimeainega, kuid see ldheb
2021. aastal miitigist vélja. Kuigi turul on ka strobiluriini toimeainega iiksikpreparaate, siis ei

soovitaks neid ainult iiksinda torjes kasutada (Torriani et al. 2008).

Patogeen siilib nii taimejdénustel kui seemnetes, seega tasub haigustorjele ja ennetusele olulist
tdhelepanu poorata. Varasemalt on leitud, et hilisem kiilv tagab védiksema nakatumise (Gladders
et al. 2005), kuna taime jouab riinnata vihem Z. tritici eoseid. Vihmast ilma viltides piiiitakse
aga pigem kiilvata varem ja seetdttu toimub juba siigisel haigustekitajaga nakatumine. Esmane
nakatumine tuleneb peamiselt nisu taimejddnustest lendunud askospooridega, mida saab édra
hoida piisava viljavaheldusega (Suffert et al. 2011). Nisu nisu jarel kasvatamine jdtab tahtmatult
pollule nakkusallikaid taimejdénuste ndol, sealt on askospoorid valmis levima ka teistele
lahedal asuvatele pdldudele voi jddvad ootama uut nisu kiilvi (Jergensen et al. 2014).
Minimeeritud harimise korral haiguste elutsiiklit ei katkestata, kiindmine aga aitab viia
taimejadnused mulda ja héirida sel viisil patogeenide tavapérast sdilimist. Patogeenil on lihtsam
levida horeda kiilvi puhul, kui taimed ei asetse liialt tihedasti (Bjerre et al. 2006). Kinnitumine
on lehele aga hdlpsam laiuva kasvulaadi ja suurema lehepinna tdttu. Soodsa nakatumise loob
ka varajane tilevdetamine lammastikuga (300 kg/ha) (Leitch ja Jenkins 1995; Wiik et al. 2009),
mistdttu peab kinni pidama eelkdige lubatud vietamisajast ja -normist. Uleviietamine mitte

ainult ei loo soodsat keskkonda haigustele, vaid on ka majanduslikult ebaotstarbekas.

Kuna haigustdrjel on méarkimisvaarne roll teravilja saagikusele ja kvaliteedile, siis tasub
roteerida erinevate toimeainete ja -viisidega fungitsiide, et vahendada fungitsiidiresistentsuse
ohtu Z. tritici populatsioonides (Dooley et al. 2015; Jorgensen et al. 2018; Heick et al. 2020).
Efektiivsel torjel tuleb lahtuda piirkonna isedrasustest, Eestis saab kasutada selleks olemasoleva

t60 andmeid, kuid vajalik on uuringuid iga-aastaselt jitkata.
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KOKKUVOTE

Asoolide intensiivne kasutamine pohjustab asooliresistentsuse arengut, mida néditab CYP51
mutatsioonide laialdane levik Z. tritici Eesti populatsioonis. Mikrotiiterplaadianaliiiis erinevate
fungitsiiditoimeainete mdju hindamiseks nditasid epoksikonasooli, mefentriflukonasooli
tundlikkuse suurenemist ja protiokonasool-destio tundlikkuse vdhenemist ning resistentsust

tebukonasooli suhtes Eesti Z. tritici populatsioonis.

Sdh geeni mutatsioonidest on ulatuslikult levinud C-N33T ja C-N34T, mairksa viiksem

esinemine on mutatsioonidel C-N86S ja B-N2251.

G143A mutatsioon CytB geenis on levinud 44 % (2019. a) ja 49 % (2020. a) Eesti Z. tritici

populatsiooni isolaatidel ning mutatsiooni esinemine erineb maakondade 16ikes.

Helelaiksuse torjel tuleks fungitsiidide valikul 1dhtuda Z. tritici mérklaudvalkude mutatsioonide
levimusest nii Eestis tldiselt kui ka tdpsemalt maakonniti. Ettevaatlik tuleks olla asoolide
iiksikpreparaatide kasutamisel, pigem vahetada kasutatavaid toimeaineid ja kasutada
kombineeritult SDHI ja strobiluriinide rithma fungitsiidega. Ka vihese hulga resistentsete
isolaatide puhul populatsioonis peaks tdhelepanu pdorama, kuna asoolide pikaajaline voi
laialdane kasutamine v3ib populatsioonis suurendada asooliresistentsust. Sdh geenist leitud
mutatsioonid ei ole ndidanud méargatavat SDHI-de efektiivsuse langust, mistdttu on nende
kasutamine tdrjeks pohjendatud. G143A mutatsiooni stabiilne esinemine CytB geenis
vOimaldab strobiluriinide kasutamist korreliste helelaikuse torjeks, kuid seda kombinatsioonis

teiste fungitsiidi rithmadega resistentsuse tekkeriski vidhendamiseks.

Vajalik on uuringuid jatkata, et hinnata korreliste helelaiksuse tekitaja Z. tritici
fungitsiidiresistentsuse arengut Eestis. Mida rohkem hdlmata erinevaid piirkondi, seda
laialdasem teadmine saadakse tervikuna. Preparaatide ja toimeainete vahetumise tottu on tarvis
anda iga-aastaselt infot pdllumajandustootjatele, kuidas need toimivad korreliste helelaiksuse

torjel.
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Lisa 1. CYP51 geenis esinevate mutatsioonide sagedused Eesti Z. tritici
populatsioonis 2019-2020.

D134G (%) V136A (%) V136C (%) A379G (%) 1381V (%) S524T (%)
Maakond 2019 2020 2019 2020 2019 2020 2019 2020 2019 2020 2019 2020
Lidine-Viry 12 33 33 24 22 19 33 33 20 24
Ida-Virum{ NA* 5 NA 5 NA NA 42 NA NA
Jdgevam: 38 38 25 31 8 0 33
Jirvamaa NA NA NA 0 NA 10 NA NA 40
Viljandim 46 46 48 12 14 23 48 12 19
Valgamaa 40 33 6 33
Vorumaa 42 5 16 16 10 16
Pdlvamaa NA 29 NA 35 NA NA 24 NA NA 35
Tartumaa NA NA 19 NA NA 10 NA 38 NA 14
Keskming 37 41 45 29 7 8 19 21 8 24
Mirkused:

1. roheline — 1-20 %.

2. kollane — 21-50 %.

3. punane — 51-100 %.

4, sinine — 0 %.

5. NA* - véirtus puudub.
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