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Projektitulemuste liihikokkuvdte: Kédesoleva monitooringu programmi tiheks eesmérgiks oli
analiiisida asooli- ja strobiluriini-rithma fungitsiidide suhtes resistentsust pohjustavate
mutatsioonide olemasolu teravilju kahjustavate fiitopatogeenide Septoria tritici, Blumeria
graminis, Pyrenophora teres ja Ramularia collo-cygni genoomides. Resistentsuse
monitooringu tulemused niitasid, et uuritud Septoria tritici populatsioonidest ainult iiks kandis
asooli-rithma fungitsiidide suhtes resistentsust pohjustavat mutatsiooni CYP51 valgus. Lisaks
oli ithes Pyrenophora teres populatioonis mutatsioon CytB valgus, mida seostatakse patogeeni
resistentsusega strobiluriini-rithma fungitsiidide suhtes. Pyrenophora teres ja Ramularia collo-
cygni genoomides resistentsusega seotud mutatsioone ei leitud.

Naeri-hiilamardika resistentsuse monitooringu tulemused niitasid, et Eestis on juba vilja
kujunemas piiretroidi- ja strobiluriiniresistentsed naeri-hiilamardika populatsioonid. Mdlema
insektitsiidiriihma suhtes resistentseid populatsioone esines nii Jogeva maakonnas, aga
iiksikuid populatsioone oli ka Ida- ja L&dne-Viru maakonnas. Resistentsuse levimise
pidurdamiseks naeri-hiilamardikate hulgas tuleks viltida sama toimeainega piretroidide ja
neonikotinoidide jarjepidevat kasutamist ning korduvaid pritsimisi.

Projektitulemuste liihikokkuvéte inglise keeles: Monitoring for fungicide resistance in
Septoria tritici, Blumeria graminis, Pyrenophora teres ja Ramularia collo-cygni populations
was carried out to test the most frequent mutations in CYP51 for azole resistance and in CytB
gene for strobilurin resistance. This study provides evidence for very few incidence of fungicide
resistance in the current population Septoria tritici (one mutation for azole resistance) and
Pyrenophora teres (one mutation for strobilurin resistance).

The results of monitoring for insecticide resistance of pollen beetle, Meligethus aeneus indicate
that there is an increase of pyrethroid and neo-nicotinoid resistance in Jogeva, West-Viru and
East-Viru County compared to previous studies. Furthermore, though the results showed
different sensitivity to insecticides, all the tested pollen beetles were highly resistant to both
tested insecticides. Continuous monitoring of populations and insecticides with different mode
of action should be used necessary to avoid field control failures.




Projektis esitatud eesmirkide saavutamine (sh kasutatud metoodika):

Taimekaitses on resistentsuse tekkimise oht seotud mitmete teguritega, sealhulgas nii
haigustekitajate taimekaitsevahendite kokkupuutumistasemega aga ka haigustekitajate
bioloogiaga. Sellest tulenevalt oli kéesoleva projekti esimeseks eesmairgiks analiilisida
fungitsiidiresistentsust tekitavate mutatsioonide esinemist teraviljahaigusi pohjustavatel
flitopatogeensetel seentel Septoria tritici, Blumeria graminis, Pyrenophora teres ja Ramularia
collo-cygni. Projekti teiseks osaks oli teostada naeri-hiilamardika resistentsuse monitooring, et
teha kindlaks vdimalik insektitsiidiresistentsus A-cyhalotrini (piiretroid) ja thiaclopridi
(neonikotinoid) suhtes.

Proovide votmine, Teraviljaproovid (haigustunnustega lehed). Projekti kdigus koguti 16
talinisu, 6 suvinisu, 16 taliodra ja 7 suviodra proovi, 7 erineva maakonna pdldudelt kokku 45
proovi (tabel 1.). Proovide kogumine toimus alates 12.06.2017 kuni 23.08.2017.
Hiilamardikate proovid. Selle t66 raames koguti naeri-hiilamardikaid Jogeva mk. 18 erinevalt
pollult (8 talirapsi ja 10 suvirapsi pollult), Ladne-Viru mk. 4 pdllult (2 talirapsi ja 2 suvirapsi
pollult) ja Ida-Viru mk. 1 pollult (1 suvirapsi pdllult) (tabel 4.). Proovide kogumine toimus
suvirapsi poldudel alates 03.07.2017 kuni 11.07. 2017 ja talirapsi pdldudel alates 12.06.2017
kuni 11.07.2017.

Tabel 1. Talinisu, suvinisu, taliodra ja suviodra proovivdtu kohad.

Teravili |Proovide arv |[Maakond Proovivotu koht
1. Talinisu 4 Jarva mk Vaoveski, Sargavere
8 Viljandi mk. Pondi, Vaistre,
Matapera
4 Jogeva mk. Annamaisa, Sulustvere
2. Suvinisu 1 Lidne-Viru mk. |Simuna
3 Jogeva mk. Tabivere, Kapu
1 Tartu mk. Karevere
1 Viljandi mk Kavakiila
3. Talioder 10 Viljandi mk. Uduallika, Matapera
3 Jogeva mk. Sulustvere
2 Voru mk. Viimela
1 Pa&lva mk. Jaanimoisa
. \Voore, Salla,
4, Suvioder 4 Léine-Viru mk. Koluvere, Simuna
2 Tatu mk. Tuki, Noo
1 Viljandi mk. Sultsi

Tabel 4. Naeri-hiilamardikate proovivotu kohad.

Raps Maakond Proovivotukoht
1. Suviraps Jogeva mk. Ankiila
2. Suviraps Jogeva mk. Kopu
3. Suviraps Jogeva mk. Liivoja




4 Suviraps Jogeva mk. Mallikvere
5. Suviraps Jogeva mk. Mooritsa 2
6. Suviraps Jogeva mk. Mooritsa

7 Suviraps Jogeva mk. Mullavere

8 Suviraps Jogeva mk. Selli

9. Suviraps Jogeva mk. Sulustvere
10. | Suviraps Jogeva mk. Torma

11. | Suviraps Ida-Viru mk. Kodrvemetsa
12. | Suviraps Lédne-Viru mk. | Lammaskiila
13. | Suviraps Lédne-Viru mk. | Lammaskiila
14. | Taliraps Jogeva mk. Aidu

15. | Taliraps Jogeva mk. Ouna

16. | Taliraps Jogeva mk. Palamuse
17. | Taliraps Jogeva mk. Pikkjirve
18. | Taliraps Jogeva mk. Voikvere

19. | Taliraps Jogeva mk. Kuningamde
20. | Taliraps Jogeva mk. Rostla

21. | Taliraps Jogeva mk. Sulustvere
22. | Taliraps Ladne-Viru mk. | Voivere

23. | Taliraps Lésdne-Viru mk. | Nadalama

Laborianaliiiisid. Haigustunnustega taliodra, suviodra, talinisu ja suvinisu lehtedest DNA
eraldamiseks kasutati DNeasy Mini Kit (Qiagen) ja proovide tdiendavaks puhastamiseks DNA
Clean &Concentrator-5Kit (Zymo Research). PCR meetodiga testiti asooli-rithma fungitsiidide
suhtes resistentsust andvate mutatsioonide A134G, Y136F ja 120 bp insertsiooni ning
strobiluriini-rithma fungitsiidide suhtes resistentsust andvate mutatsioonide G143A ja F129L
esinemist Septoria tritici, Blumeria graminis, Pyrenophora teres ja Ramularia collo-cygni
genoomides. Mutatsioonide tuvastamiseks puhastati nii resitentsetest kui ka kontroll
variantidest saadud PCR fragmendid ja saadeti sekveneerimiseks Eesti Biokeskuse
tuumiklaborisse.

Insektitsiiditundlikkuse hindamiseks kasutati IRAC’1 poolt vélja tootatud tundlikkuse
hindamise skeeme IRAC No. 11 ja IRAC No. 021. Resistentsetest naeri-hiilamardikatest DNA
eraldamiseks kasutati DNeasy Mini Kit (Qiagen) ja proovide tdiendavaks puhastamiseks DNA
Clean & Concentrator-5Kit (Zymo Research). PCR meetodiga testiti insektitsiidide suhtes
resistentsetes hiilamardikates resistensust andvate mutatsioonide L1014F (A-cyhalotrini
resistentsus) ja R18T (neonikotinoidi resistentsus) olemasolu genoomis. Kontrolliks kasutasime
insektitsiidide suhtes tundlikke naeri-hiilamardikaid. Nii resitentsetest kui ka kontroll
variantidest saadud PCR fragmendid puhastati ja saadeti sekveneerimiseks Eesti Biokeskuse
tuumiklaborisse.

Uuringu tulemused:

1. Fungitsiidiresistentsust pohjustavad mutatsioonid fiitopatogeensetes seentes. Resistentsete
haigustekitajate viljakujunemist on véiga raske eelnevalt prognoosida, kuna see soltub paljude
bioloogiliste ja agronoomiliste tegurite koosmdjust. Fungitsiidiresistentsuse tekke
mehhanismiks on nn toimekoha resistentsus, mille pdhjuseks on mutatsioon(id) toimekoha
valkudes (mille geneetiliseks aluseks on mutatsioon vastava valgu silinteesi mééravas geenis).
Nakatunud suvi- ja talinisu taimedelt isoleeritud fiitopatogeensete seente DNA analiiiis néitas,
et ainult tihes Septoria tritici genoomis oli mutatsioon (120 bp insertsioon cyp5I geeni




promootorpiirkonnas), mida seostatakse resistentsusega asool-tiilipi fungitsiidide suhtes.
Mutatsiooni kandva patogeeniga proov isoleeriti talinisu pollult Sérgveres, Jarva maakonnas
(tabel 2.). Teine muatsiooniga fiitopatogeenne seen leiti suviodra pdllult Voorel, Ladne-Viru
maakonnas (tabel 3.). Siin kandis mutatsiooni odra vorklaiksust pdhjustav Pyrenophora teres.
Patogeenis oli toimunud CytB valgus mutasioon G143A (punktmutatsioon cytB geenis
pOhjustas aminohappe vahetuse CytB valgus), mida seostatakse resistentsusega strobiluriin-
tiilipi fungitsiidide suhtes.

Blumeria graminis ja Ramularia collo-cygni genoomides asool- ja strobiluriin-tiilipi
fungitsiidide suhtes resistenstsust andvaid mutatsioone G143 A, F129L (resistentsus azool-tiitipi
fungitsiidide suhtes) ning A134G, Y136F ja insert. 120 bp (resistentsus strobiluriin-tiiiipi
fungitsiidide suhtes) ei tuvastatud.

Tabel 2 Asool-tiiiipi fungitsiidide suhtest resistentsust andvad mutatsioonid fiitopatogeensetes
seentes.

Asool-tiiiipi fungitsiidide resistentsus; mutatsioonid
A134G; Mut Y136F; insert. 120 bp
. Korreliste !(orrehste - Odl:a Ramularia
... |Proovide . jahukaste | vorklaiksus .
Teravili Maakonnad helelaiksus . Ramularia
arv . ...|Blumeria | Pyrenophora .
Septoria tritici .. collo-cygni
graminis teres
Jirva mk.; Viljandi mk.; J5geva |1sert-120'bp,
mk. Sirgavere, 0 0 0
1. |Talinisu 16 Jirvamaa
Ladne-Viru mk.; Jogeva mk.;
N 0 0 0 0
2 |suvunisu 6 Tartu mk; Viljandi mk.
Viljandi mk.; Jogeva mk.; Voru
. . P 0 0 0 0
3. |Talioder 16 mk.; Pglva mk.
L&ane-Vi k.; Tartu mk;
. adne |r~um ; Tartu mk; 0 0 0 0
4. |Suvioder 7 Jogeva mk

Tabel 3. Strobiluriin-tiitipi fungitsiidide suhtest resistentsust andvate mutatsioonid
flitopatogeensetes seentes.

Strobiluriin-tiiiipi fungitsiidi resistentsus; mutatsioonid
G143A; F129L
. Korreliste F(orrellste - Odl:a Ramularia
... |Proovide . jahukaste | vorklaiksus .
Teravili Maakonnad helelaiksus R Ramularia
arv . ... /Blumeria | Pyrenophora .
Septoria tritici . . collo-cygni
graminis teres
1| Tatinisu 16 Jarva mk.; Viljandi mk.; Jogeva 0 0 0 0
mk.;
. Léane-Viru mk.; Jogeva mk.;
2. | Suvinisu 6 Tartu mk.; Viljandi mk. 0 0 0 0
. Viljandi mk.; Jogeva mk.; Vo
3. | Talioder | 16 ) n 08¢ or 0 0 0 0
mk.; Pdlva mk.
. . . F129L, Voore,
4. | suvioder 7 Laane-V|~ru mk.; Tartu mk.; 0 0 Lidne 0
Jogeva mk. .
Virumaa
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2. Naeri-hiilamardikate insektitsiidiresistentsuse monitooring.

Naeri-hiilamardikate insektitsiiditundlikkust hinnati rahvusvahelise IRAC metoodika kohaselt.
Naeri-hiilamardikate A-cyhalotrini (piiretroid) tundlikkuse testi tulemused on esitatud joonisel
1 A, B. IRAC’1 poolt vilja todtatud insektitsiiditundlikkuse hindamise skeemi (IRAC No.11)
kriteeriumite kohaselt on nii suvi- kui ka talirapsi pdldudelt kogutud hiilamardikad A-
cyhalotrini (piiretroidi) suhtes resistentsed (IRAC kood 4), sest nende suremus katses kasutatud
insektitsiidi 100% pdlludoosi suhtes on vidiksem kui 90%. DNA sekveneerimise tulemuste
analiiiis nditas, et 10 piiretroidresistensest naeri-hiilamardikast 2-el esineb mutatsiooni L1014,
mis pdhjustab muutusi insektisiidi toimekoha (kodeerib natriumpumba kanalivalgu siinteesi)
valgus ja annab pliretroidide vastu nn toimekoha tundetuse (tabel 5. ).

Hiilamardikate thiaclopridi (neonikotinoid) tundlikkuse testi tulemused on esitatud joonisel 2
A, B. IRAC’1 poolt vilja tootatud insektitsiiditundlikkuse hindamise skeemi (IRAC No.021)
kriteeriumite kohaselt on nii suvi- kui ka talirapsi pdldudelt kogutud naeri-hiilamardikad
thiacloprid (neonikotinoid) suhtes resistentsed, sest nende suremus katses kasutatud
insektitsiidi 100% pdlludoosi suhtes on vdiksem kui 93+6% ja 200% pdlludoosi kasutamisel
viaitksem kui 98+3%. DNA sekveneerimise tulemuste analiilis nditas, et 10-st
piiretroidresistensest naeri-hiilamardikast tihel esineb mutatsiooni R81T, mis pdhjustab muutusi
insektisiidi toimekoha (kodeerib atsetiililkoliini retseptorivalgu siinteesi) valgus ja annab
thiaclopridi (neonikotinoid) vastu nn toimekoha tundetuse (tabel 6. ).
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Joonis 1. Surnud naeri-hiilamardikate osakaalu % A-cyhalotrini eri kontsentratsioonidega ja
kontrollvariantidega todtluses. (A) suvirapsi ja (B) talirapsi pdldudelt kogtud naeri-
hiilamardikad 2017 a.
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Joonis 2. Surnud naeri-hiilamardikate osakaalud % thiaclopridi eri kontsentratsioonidega ja

kontrollvariantidega tootluses. (A) suvirapsi ja (B) talirapsi podldudelt kogutud naeri-
hiilamardikad 2017 a.

Tabel 5. L1014F mutatsiooni esinemine naeri-hiilamardika genoomis.

L1014F
Nr. | Proovivotukoht Insektitsiid Peremeestaim | mutatsioon
1. | Aidu Jogevamaa A- Cyhalothrin Taliraps puudub
2. | Pikkjérve, Jogevamaa A- Cyhalothrin Taliraps L1014F
3. | Kuningamade, Jogevamaa A- Cyhalothrin Taliraps puudub
4. | Voivere, Ladne-Virumaa A- Cyhalothrin Taliraps puudub
5. | Nadalama, Ld4ne-Virumaa A- Cyhalothrin Taliraps puudub
6. | Ankiila, Jogevamaa A- Cyhalothrin Suviraps puudub
7. | Mooritsa, Jogevamaa A- Cyhalothrin Suviraps puudub
8. | Sulustvere, Jogevamaa A- Cyhalothrin Suviraps L1014F
9. | Torma, Jogevamaa A- Cyhalothrin Suviraps puudub
10. | Kdrvemetsa, Ida-Virumaa A- Cyhalothrin Suviraps puudub

Tabel 6. R81T mutatsiooni esinemine naeri-hiilamardika genoomis.
RS81T

Nr. | Proovivotukoht Insektitsiid | Peremeestaim | mutatsioon
1. | Aidu, Jogevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub
2. | Pikkjérve, Jogevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub
3. | Kuningamde, Jogevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub




4. | Voivere, Ladne-Virumaa Thiacloprid | Taliraps puudub
5. | Nadalama, Li4ne-Virumaa Thiacloprid | Taliraps puudub
6. | Ankkiila, Jdgevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub
7. | Mooritsa, Jogevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub
8. | Sulustvere, Jogevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub
9. | Torma, Jogevamaa Thiacloprid | Taliraps puudub
10. | Kdrvemetsa, Ida-Virumaa Thiacloprid | Taliraps R81T

Soovitused ja ettepanekud:
Septoria tritici, Blumeria graminis, Pyrenophora teres ja Ramularia collo-cygni fungitsiidide
resistentsuse monitoorig.

e Analiiiisid néitasid, et resistentsust pOhjustavate mutatsioone esines ainult kahes
populatsioonis, iihes Septoria tritici ja ithes Pyrenophora teres populatsioonis. Seega ei
ole siin otsest vajadust jargmisel aastal monitooringut koikide patogeenidega korrata.
Arvestades erinevate patogeenide levikut teravilja pdldudel, oleks motekas jitkata
resistensuse leviku analiiiisi Septoria tritici populatsioonides. Septoria tritici on laialt
levinud fiitopatogeenne seen, mis pohjustab olulist kahju nii suvi- kui ka talinisu
poldudel.

Naeri-hiilamardikate monitooring.

e Eestis Jogeva maakonnas on hiilamardika piiretroidi- ja neonikotinoidi tundlikkus
piirkonniti erinev, kuid IRAC-i insektitsiiditundlikkuse hindamise skeemi/kriteriumite
jérgi on maakonna populatsioon(id) resistentsed insektitsiidile. Sama kehtib ka tiksikute
testitud lda- ja Liine-Viru maakonna populatsioonide kohta. Uhe mdttena tasuks
kaaluda siistemaatilise monitooringu laiendamist ka Jdgeva mk. kiilgnevatesse
maakondadesse. Vaatluse alla tuleks votta nii suvi- kui ka talirapsi pollud

Muud olulised asjaolud:

Resistensuse leviku monitooringut vOiks ka plaani votta mitmeaastase projektina, sest
kahtlemata mojutavad iga patogeeni levikut ja ka elumust oluliselt néiteks ilmastik, mis v3ib
aastate 10ikes olla véga erinev. Nii nditeks mdjutas kéesolev 2017 aasta fiitopatogeensete seente
arengut jahe kevad ja suvi. Patogeenid levisid, aga haigustunnused ilmnesid vorreldes
varasemate aastatega hiljem (ilmselt oli see tingitud suhteliselt madalatest temperatuuridest).
Samuti oli fiitopatogeensete seente puhaskultuuride isoleerimine raske, kuna aasta soodustas nn
tavahallituste intensiivset paljunemist. Viimased kasvavad olulselt kiiremini nii pollul( sest ei
ole nii tundlikud temperatuuri koikumistele) kui ka selektiivsdotmetel laboris. Seetottu
homogeense fiitopatogeeni puhaskultuuri isoleerimine tdomahukas ja aega ndudev.



