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Identification of benzimidazole resistant strains
of Cercospora beticola by PCR-RFLP

Identyfikacja szczepow Cercospora beticola odpornych
na benzimidazole metodg PCR-RFLP

Katarzyna Pieczul, Jacek Piszczek

Summary

Cercospora leaf spot caused by the fungus Cercospora beticola is one of the most serious diseases of sugar beet. The widespread
use of benzimidazoles to protect sugar beets led to increased incidence of resistant strains of C. beticola. The immediate cause of the
resistance is a single mutation causing a substitution of amino acid in the B-tubulin protein. The aim of the study was to use PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) analysis to identify benzimidazole sensitive and resistant
strains of C. beticola. Applied studies enabled a precise and rapid identification of individual strains of C. beticola.

Key words: leaf spot of sugar beet, Cercospora beticola, benzimidazole resistance

Streszczenie

Grzyb Cercospora beticola wywotuje jedng z najgrozniejszych chordb lisci buraka cukrowego — chwoscika. Powszechne stosowanie
do ochrony burakéw substancji z grupy benzimidazoli spowodowato nasilenie czestosci wystepowania odpornych szczepoéw C. beticola.
Bezposrednig przyczyng odpornosci jest pojedyncza mutacja powodujgca zamiane jednego z aminokwasow w biatku B-tubuliny. Celem
badan byto zastosowanie analizy PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) do identyfikacji
szczepow C. beticola odpornych oraz wrazliwych na benzimidazole. Zastosowane badania umozliwity precyzyjna i szybka identyfikacje
poszczegblnych szczepow C. beticola.
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Wstep / Introduction

Grzyb Cercospora beticola Sacc. jest sprawca jednej
z najpowazniejszych chorob lici buraka cukrowego —
chwoscika. Choroba rozpowszechniona jest w wielu
rejonach uprawy burakéw na $wiecie, takze w Polsce
(Nowakowska 1 wsp. 1997, 1999; Holtschulte 2000).
Porazenie roslin powoduje znaczne obnizenie wielkosci
i jakosci plonu, co przektada si¢ na konieczno$¢ sto-
sowania chemicznej ochrony upraw (Holtschulte 2000;
Wolfi Verreet 2002). W ochronie buraka cukrowego przed
chwoscikiem przez wiele lat wykorzystywane byty zwiazki
chemiczne z grupy benzimidazoli. Konsekwencja ich
intensywnego stosowania stalo si¢ rozpowszechnienie
wystepowania odpornych szczepow grzyba. Pierwsze
izolaty C. beticola odporne na benzimidazole obserwo-
wano w Europie juz na poczatku lat 70. XX wieku,
aw Polsce od 2001 roku (Campbell i wsp. 1998; Briere
i wsp. 2001; Weiland i Halloin 2001; Piszczek 2004; Pisz-
czek i Czekalska 2006). Obecnie C. beticola jest jednym
z patogenow, u ktorych odporno$¢ na benzimidazole jest
obserwowana bardzo czgsto, co wlasciwie powinno
wykluczaé stosowanie fungicydéw z tej grupy chemicznej
w ochronie buraka cukrowego przed chwoscikiem.

Badania molekularne wykazaty mutacje w genie B-tu-
buliny, ktore sa bezposrednia przyczyna wystgpowania
odporno$ci na benzimidazole u roéznych gatunkéw
grzybow patogenicznych dla roslin uprawnych (Ma i Mi-
chailides 2005). Mutacje te powoduja zmiany w sekwencji
aminokwasow biatka B-tubuliny grzybow wptywajace na
obnizenie wiazania przez B-tubuling substancji aktywnych
z grupy benzimidazoli (Davidse 1986). W przypadku
C. beticola zidentyfikowana zostata dotychczas pojedyn-
cza mutacja w genie B-tubuliny, w pozycji 198, pro-
wadzaca do zamiany kwasu glutaminowego alaning
u szczepdéw odpornych (Davidson i wsp. 2006). Szybka
identyfikacja takich zmian jest mozliwa przy zastosowaniu

technik biologii.
Celem badan bylo zastosowanie analizy PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment

Length Polymorphism) do identyfikacji szczepow C. be-
ticola odpornych oraz wrazliwych na karbendazym i tio-
fanat metylu.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolaty zbierane byly w latach 2007-2009 na terenie
centralnej 1 potnocnej Polski. Porazony materiat roslinny
po odkazeniu powierzchniowym wyktadany byt na
pozywke PDA (Potato Dextrose Agar). Identyfikacji
uzyskanych kultur C. beticola dokonywano na podstawie
oceny cech morfologicznych kolonii 1 zarodnikow
konidialnych (Ellis 2001).

Izolaty przeznaczone do badan genetycznych wybrano
na podstawie wynikow testow laboratoryjnych okresla-
jacych stopien odpornosci na karbendazym i tiofanat
metylu. Wykonano je na pozywce PDA z dodatkiem
fungicydéw: Karben 500 SC i Topsin 500 SC, tak aby
koncowa zawarto$¢ substancji aktywnej wynosila 1 ppm
(Karaoglanidis i wsp. 2000; Briere i wsp. 2001). Kontrole

stanowity kolonie grzyba rosnace na pozywce PDA wolnej
od fungicydow. Po 7 dniach inkubacji w temperaturze
25°C dokonywano pomiaréw $rednicy kolonii (Kara-
oglanidis i wsp. 2000). Wzrost liniowy grzybni badanych
izolatdbw na podtozach z fungicydami wyrazano w pro-
centach do wzrostu na podlozu kontrolnym. Izolaty
pogrupowano wedhug ich zdolnosci do wzrostu liniowego
w stosunku do kontroli. W badaniach wykorzystano
90 izolatéw C. beticola: 45 izolatow bardzo wrazliwych
(0 do 20%) oraz 45 odpornych (60,1 do 80%) i bardzo
odpornych (> 80%) na karbendazym i tiofanat metylu
(Piszczek 2010).

Izolacje DNA (deoxyribonucleic acid) przeprowadzono
ze $wiezej grzybni rosnacej na statej pozywce PDA przy
uzyciu zestawu ,.DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen).
Fragmenty grzybni oddzielone od podloza przenoszono do
mozdzierza i rozcierano na jednolita masg¢. Do analiz
przygotowano roztwér DNA o stezeniu 20 ng/ul. W re-
akcji PCR (Polymerase Chain Reaction) zastosowano
startery Bt 512F i Bt 922R (Davidson i wsp. 2006)
pozwalajace na amplifikacje fragmentu DNA kodujacego B-
tubuling o wielkosci okoto 500 pz. Reakcje PCR
przeprowadzono w mieszaninie reakcyjnej o koncowej
objetosci 20 pl, ktora zawierata: po 0,2 pul 10 mM starterow,
1 pl Dream Tag PCR Bufor (Fermenthas), 0,2 pl ANTP mix
(Fermentas), 0,05 pl Dream Taq Polimerase (Fermentas), 40
ng DNA. Zastosowano nastgpujacy profil termiczny reakcji
PCR: wstgpna denaturacja przez 2 min w 94°C; 39 cykli
obejmujacych: denaturacje 40 s w 95°C, hybrydyzacje
starterow 30 s w 62°C, elongacje 40 s w 72°C; koncowa
elongacje — 5 min w 72°C. Do trawienia powielonych
fragmentow DNA stosowano enzym restrykcyjny Bsh
1236 I (Fermentas). Zostat on wybrany na podstawie analizy
sekwencji genu B-tubuliny izolatow C. beticola wrazliwych
oraz odpornych na karbendazym i tiofanat metylu (dane
niepublikowane) przeprowadzonej w programie Nebcutter
V 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Mieszanina reak-
cyjna zawierata 5 ul produktu PCR, 1 pl buforu R oraz 1 U
enzymu restrykcyjnego (Bsh 1236 I). Trawienie prowa-
dzono przez noc w 37°C. Produkty trawienia rozdzielano
elektroforetycznie w 2,5% zelu agarozowym z bromkiem
etydyny i analizowano w §wietle UV.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W wyniku trawienia restrykcyjnego fragmentu DNA
kodujacego B-tubuling (500 pz) szczepdw C. beticola
odpornych na benzimidazole obserwowano 3 fragmenty
o wielkosciach okoto 80, 220 oraz 200 pz, a w wyniku
trawienia DNA szczepow wrazliwych dwa o wielkosciach
okoto 80 i1 420 pz (rys. 1). Uzyty do trawienia enzym
restrykcyjny Bsh 1236 1 rozpoznaje i trawi DNA
wylacznie w miejscu sekwencji zasad 5'...C G"C G..3'.
Sekwencja zasad GCG jest kodonem alaniny, ktora
uszczepdw C. beticola odpornych na benzimidazole
zastapita kwas glutaminowy (kodon GAG) w wyniku
zamiany C — A w pozycji 198. Podwdjne cigcie
restrykcyjne badanego DNA obserwowane u izolatow
C. beticola odpornych na benzimidazole moze stanowi¢
marker odpornosci na w/w zwiazki. Uzyskane wyniki
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2,3,4,5,6,8,9, 10, 13, 15, 19, 21, 22, 23 — DNA izolatéw C. beticola odpornych na benzimidazole — DNA of C. beticola strains resistant
to benzimidazole; 1, 7, 11, 12, 14, 16, 17, 20, — DNA izolatéw C. beticola wrazliwych na benzimidazole — DNA of C. beticola strains
sensitive to benzimidazole; 24 — nietrawiony produkt PCR — non digested PCR product, m — marker wielkosci — size marker

Rys. 1. Analiza polimorfizmu miejsc restrykcyjnych izolatéw C. beticola odpornych oraz wrazliwych na benzimidazole
Fig. 1. Analysis of polymorphic digestion sites of C. beticola strains resistant and sensitive to benzimidazole

potwierdzaja informacje zawarte w pracy Davidsona i wsp. 1 moze by¢ wykorzystywane do oceny zagrozenia upraw ze

(2006). Autorzy opisuja badana w niniejszej pracy mutacje  strony szczepow grzyba odpornych na benzimidazole.

jako jedyna, ktoéra odpowiada za powstawanie odpornosci

na benzimidazole u C. beticola na terenie Standéw

Zjednoczonych. Takze w Polsce, szczepy C. beticola za-  Wnioski / Conclusions

wierajace opisang mutacj¢ sa powszechnie obserwowane,

stanowiac dodatkowe utrudnienie w efektywnej ochronie Zastosowanie analizy RFLP umozliwia identyfikacje

upraw. Zastosowanie opisanej analizy umozliwia szybkie  szczepdéw C. beticola odpornych na benzimidazole i moze

rozpoznawanie szczepéw odpornych na benzimidazole  by¢ wykorzystywane do oceny czgstosci ich wystgpowania
na terenie Polski.

Literatura / References

Briere S.C., Franc G.D., Kerr E.D. 2001. Fungicide sensitivity characteristics of Cercospora beticola isolates recovered from the high
plains of Colorado, Montana, Nebraska, and Wyoming. Benzimidazole and triphenyltin hydroxide. J. Sugar Beet Res. 38: 111-120.

Campbell L.G., Smith G.A., Lamey H.A., Cattanach A.W. 1998. Cercospora beticola tolerant totriphenyltin hydroxude and resistant to
tiophanate methyl in North Dacota and Minnesota. J. Sugar Beet Res. 35: 29—41.

Davidse L.C. 1986. Benzimidazole fungicides: mechanism of action and biological impact. Annu. Rev. Phytopathol. 24: 43-65.

Davidson R.M., Hanson L.E., Franc G.D., Panella L. 2006. Analysis of B-tubulin gene fragments from benzimidazole-sensitive and
tolerant Cercospora beticola. J. Phytopathology 154: 321-328.

Ellis M.B. 2001. More Dematiaceus Hyphomycetes. CABI Publishing, 248 pp.

Holtschulte B. 2000. Cercospora beticola — worldwide distribution and incidence. p. 5-16. In: ,,Cercospora beticola Sacc. Biology,
Agronomic Influence and Control Measures in Sugar Beet. Advances in Sugar Beet Research” (M.J.C. Ascher, B. Holtschulte,
M.R. Molard, F. Rosso, G. Steinriicken, R. Beckers, eds). International Institute for Beet Research, Brussels, 215 pp.

Karaoglanidis G.S., Ioannidis P.M., Thanassoulopoulos C.C. 2000. Reduced sensitivity of Cercospora beticola isolates to strerol-
demethylation-inhibiting fungicides. Plant Pathol. 49: 567-572.

Ma Z., Michailides T.J. 2005. Advances in understanding molecular mechanism of fungicide resistance and molecular detection of
resistant genotypes in phytopathogenic fungi. Crop Prot. 24: 853-863.

Nowakowska H., Piszczek J., Wiodarski J. 1997. Porazenie odmian buraka cukrowego przez Cercospora beticola w 1995 i 1996 roku
w roznych rejonach uprawy. Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Ro$lin 37 (2): 340-342.

Nowakowska H., Piszczek J., Lewinska-Frymark L. 1999. Wystepowanie Erysiphe betae i Cercospora beticola w 1998 roku na buraku
cukrowym w roznych rejonach kraju. Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Ro$lin 39 (2): 848-851.

Piszczek J. 2004. Odpornos¢ na fungicydy stosowane w uprawach buraka. Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roslin 44 (2): 1028-1031.

Piszczek J. 2010. Epidemiologia chwoscika buraka cukrowego (Cercospora beticola) w Centralnej Polsce. Rozpr. Nauk. Inst. Ochr.
Roslin — PIB 23, 70 ss.

Piszczek J., Czekalska A. 2006. Oporno$¢ chwoscika buraka — grzyba Cercospora beticola Sacc. na fungicydy stosowane do jego
zwalczania w Polsce. Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roslin 46 (1): 375-379.

Wolf P.F.J., Verreet J.A. 2002. An integrated pest management system in Germany for the control of fungal leaf diseases in sugar beet:
the IPM sugar beet model. Plant Dis. 86: 336-344.

Weiland J.J., Halloin J.M. 2001. Benzimidazole resistance in Cercospora beticola sampled from sugarbeet fields in Michigan, USA.
Can. J. Plant. Pathol. 23: 78-82.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


