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Identification of strobilurin resistant strains
of Mycosphaerella graminicola by PCR-RFLP

Identyfikacja szczepdw Mycosphaerella graminicola odpornych
na strobiluryny metodg PCR-RFLP

Katarzyna Pieczul*

Summary

Septoria leaf blotch caused by Mycosphaerella graminicola is one of the most important diseases of cereals. The pathogen belongs
to species rapidly developing resistance to used fungicides. The increase of resistance of M. graminicola isolates to strobilurin in
western Europe was already recorded in 2002, while in Poland about 10 years later. The aim of the study was to develop a PCR-RFLP
(polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism) assay for the identification of mutation (G143A) in
cytochrome b gene of M. graminicola, which confers resistance to strobilurin. The analysis enabled to distinguish strains of
M. graminicola resistant and sensitive to strobilurin, and it can be used for rapid monitoring of M. graminicola resistance to this group
of fungicides.
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Streszczenie

Septorioza paskowana lisci pszenicy powodowana przez Mycosphaerella graminicola jest jedng z najwazniejszych choréb zbdz.
Patogen jg wywotujacy nalezy do gatunkow grzybdéw szybko nabywajgcych odpornosé na stosowane substancje czynne fungicyddw.
Wozrost odpornosci M. graminicola na strobiluryny odnotowany byt w Europie Zachodniej juz w roku 2002, a w Polsce okoto 10 lat
pdzniej. Celem badan bylo opracowanie analizy PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism)
umozliwiajacej identyfikacje mutacji w genie cytochromu b (G143A) warunkujacej odpornos¢ na strobiluryny. Opracowany protokét
diagnostyczny umozliwia identyfikacje szczepéw M. graminicola odpornych oraz wrazliwych na strobiluryny i moze by¢ wykorzys-
tywany do szybkiego monitoringu populacji M. graminicola pod katem odpornosci na te grupe fungicydow.

Stowa kluczowe: Mycosphaerella graminicola; odpornos¢ na strobiluryny; PCR-RFLP
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Wstep / Introduction

Septorioza paskowana liSci pszenicy wywolywana
przez Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schrét (ana-
morfa Septoria tritici Rob. ex Desm.) nalezy do najgroz-
niejszych chordb pszenicy i pszenzyta. W sprzyjajacych
warunkach pogodowych patogen rozwija si¢ dynamicznie,
co wymaga stosowania intensywnej ochrony chemicznej
upraw (Eyal 1999). Do ograniczania nasilenia objawdow
septoriozy paskowanej liSci pszenicy w Polsce zarejestro-
wanych jest szereg fungicydow nalezacych do réznych
grup chemicznych, w tym strobiluryny (Qol — quinone
outside inhibitors). M. graminicola nalezy do patogendw,
ktére szybko nabywaja odpornos¢ na stosowane substancje
czynne fungicydow. Wigkszo$¢ doniesien o szczepach
M. graminicola odpornych na strobiluryny pochodzi
z krajow Europy Zachodniej (Fraaije i wsp. 2005). W Pols-
ce wsrdd izolatow pochodzacych z terenu Wielkopolski
izolowanych w latach 2012-2013 odpornych lub wysoce
odpornych na strobiluryny byto do 30% badanych izolatow
(Pieczul i Swierczynska 2015). Czesto§é wystepowania
izolatow M. graminicola odpornych na strobiluryny
wzrasta wraz z intensywnoscig wykorzystywania tej grupy
fungicydow w ochronie upraw (Torriani i wsp. 2008).
Konsekwencja dominacji w populacji M. graminicola
szczepow odpornych moze by¢ zanik skuteczno$ci stro-
biluryn w zwalczaniu tego patogena.

Grzybobojcze dziatanie strobiluryn polega na hamo-
waniu procesOw zachodzacych w mitochondriach przez
pofaczenie si¢ z kompleksem cytochromowym bc;, nale-
zacym do III kompleksu oddechowego. Powoduje ono
zablokowanie transferu elektronow pomigdzy cytochro-
mem b i c¢; oraz zahamowanie syntezy ATP (adeno-
zynotrojfosforan) prowadzace do deficytu energetycznego
w komorkach grzybow (Fernandez-Ortuno i wsp. 2008;
Fisher i Meunier 2008). Mutacje punktowe pojawiajace si¢
w genie cytochromu b (cyth) sa podstawowa przyczyng
nabywania przez grzyby odporno$ci na strobiluryny
(Fraaije i wsp. 2005; Bolton i wsp. 2013; Estep i wsp.
2013). Powodujg one zmiang w sekwencji aminokwasoéw
biatka cytochromu b uniemozliwiajacg lub ostabiajaca
przylaczanie do niego fungicydu. Dotychczas u rdéznych
gatunkéw grzybow zostalo opisanych kilka mutacji
odpowiedzialnych za nabywanie odpornosci. U M. grami-
nicola mutacja polegajaca na zamianie w 143 pozycji
kodonu glicyny alaning (G143A) ma znaczenie dominu-
jace (Fraaije 1 wsp. 2005; Fernandez-Ortuno i wsp. 2008;
Elbekali i wsp. 2011; Bolton i wsp. 2013; Estep i wsp.
2013). Wsrod innych przyczyn wzrostu odpornosci izola-
tow wymienia si¢ m.in. zwickszong aktywno$¢ alterna-
tywnej oksydazy zastepujacej funkcje blokowanego cyto-
chromu b oraz dzialanie transportowych biatek btonowych
usuwajacych z wnetrza komoérek grzybow szkodliwe sub-
stancje (Wood i Hollomon 2003; Ma i Michailides 2005;
Deising i wsp. 2008; Fernandez-Ortuno i wsp. 2008).

Celem badan bylo opracowanie protokotu diagno-
stycznego opartego na analizie PCR-RFLP (polymerase
chain reaction — restriction fragment length polymorphism)
umozliwiajacego szybka identyfikacje mutacji (G143A)
w genie cytochromu b warunkujacej odpornos$¢ na strobi-
luryny u M. graminicola.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolaty

Préby porazonej przez M. graminicola pszenicy
1 pszenzyta zbierane byly w latach 2012-2015 na polach
zlokalizowanych na terenie Wielkopolski. Izolacje grzy-
boéw wykonywano ze $§wiezego materialu roslinnego.
Z porazonych liSci wycinano fragmenty o powierzchni
0,25 cmz, ktére odkazano powierzchniowo w roztworze
podchlorynu sodu (wybielacz ACE) przez 30 sekund. Po
odkazeniu skrawki ptukano dwukrotnie w sterylnej wodzie
destylowanej, suszono rg¢cznikiem papierowym i wyktada-
no na pozywke WA (wodny agar). Po 2—5 dniach inkubacji
w temperaturze pokojowej (okoto 21°C) z zarodnikujacych
na powierzchni lisci piknidiow grzyba, za pomoca igly
preparacyjnej pobierano zarodniki konidialne i spo-
rzadzano z nich wodna zawiesing, ktora rozprowadzano na
plytce Petriego zawierajacej pozywke PDA (Potato
Dextrose Agar, Difco). Wyrastajace, jednozarodnikowe
kolonie grzyboéw o cechach morfologicznych M. grami-
nicola przeszczepiano na nowg pozywke PDA. Identy-
fikacji gatunkowej uzyskanych izolatoéw dokonywano na
podstawie cech morfologicznych grzybni oraz zarodnikow
konidialnych.

Badania odpornosci na strobiluryny

Badania wrazliwosci izolatow M. graminicola na stro-
biluryny wykonano przez wyszczepienie fragmentow
pozywki PDA (o powierzchni 0,25 cm®) przero$nietych
2-tygodniowa grzybnia, na pozywke PDA zawierajaca
azoksystrobing, krezoksym metylu lub piraklostrobing
(Sigma) w stezeniu 1 ppm. Substancje czynne przed
dodaniem do pozywki zostaly rozpuszczone w metanolu,
w stezeniu 5 mg/ml. Kontrole stanowity kolonie grzyba
rosngce na czystej pozywce PDA. Po 14 dniach inkubacji
w temperaturze pokojowej (okoto 21°C) izolaty mierzono
i obliczano procentowy stopien hamowania ich wzrostu
przez substancje czynne obecne w podiozu w stosunku do
kontroli. Za izolaty o podwyzszonej odpornosci uznawano
te, ktorych $rednica osiagneta minimum 50% wzrostu
w stosunku do $rednicy kolonii kontrolnej. Doswiadczenie
wykonano w 2 powtorzeniach.

Badania genetyczne

Do badan wytypowano 15 izolatow M. graminicola
charakteryzujacych si¢ podwyzszong odpornoscia na
strobiluryny oraz 5 izolatdow calkowicie wrazliwych.
Wszystkie izolaty zostaly poddane analizie sekwencji
fragmentu cytochromu b zawierajacego miejsce mutacji
G143A (dane niepublikowane).

Izolacja DNA. Izolacje DNA przeprowadzono ze $wiezej
grzybni rosngcej na plynnej pozywce NB (Nutrient Broth,
Oxoid). Odsaczong grzybni¢ (10 mg) przenoszono do
probowki i dokfadnie rozcierano w buforze APA (Nova-
zym) z dodatkiem piasku kwarcowego za pomoca sterylne-
go mikrotluczka. Izolacje przeprowadzono wedlug proto-
kohu producenta (Novazym).

Reakcja PCR. Do analizy PCR przygotowano roztwor
DNA o stgzeniu 30 ng/pl. Do reakcji PCR zastosowano
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startery StcbF1 i StcbR1 (Fraaije i wsp. 2005) pozwalajace
na amplifikacj¢ fragmentu DNA kodujacego cytochrom b
(cytb) o wielko$ci 1468 pz. Reakcje PCR przeprowadzono
w mieszaninie reakcyjnej o koncowej objetosci 20 pl,
ktora zawierata: po 0,2 pl 10 mM starterow, 1 pl Dream
Taq PCR Bufor (Fermentas), 0,2 pl ANTP mix (Fermen-
tas), 0,05 pul Dream Taq Polimerase (Fermentas), 60 ng
DNA. Zastosowano nast¢pujacy profil termiczny reakcji
PCR: wstegpna denaturacja przez 4 min. w 94°C; 36 cykli
obejmujagcych: denaturacje 40 s w 94°C, hybrydyzacje
starterow 40 s w 50°C, elongacje 90 s w 72°C; koncowa
elongacja — 5 min. w 72°C. Uzyskany produkt PCR pod-
dano trawieniu restrykcyjnemu (PCR-RFLP).

Trawienie restrykcyjne. Do trawienia produktu PCR
wykorzystano enzym restrykcyjny Tse I (BioLabs). Enzym
wybrany zostal na podstawie wczesniejszych badan rdznic
w sekwencji DNA genu cytochromu b izolatow odpornych
oraz wrazliwych na strobiluryny przeprowadzonych w pro-
gramie Nebcutter V 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2).
Mieszanina reakcyjna skladata si¢ z 5 pl produktu PCR,
1 ul buforu NEB oraz 0,08 pl enzymu restrykcyjnego Tse 1.
Trawienie prowadzono w temperaturze 65°C przez 30 min.
Produkty trawienia obserwowano w 1,5% zelu agarozo-
wym z dodatkiem barwnika Midori Green (Thermo Scien-
tific) w $wietle UV po 1 godzinie i 2,5 godzinach roz-
dziatu.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Analiza sekwencji fragmentu cytochromu b polskich
izolatow M. graminicola wykazala, ze za wzrost odpor-
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nosci na strobiluryny odpowiada mutacja G143A (dane
niepublikowane). Opracowany protokol diagnostyczny
umozliwia szybkg detekcje tej mutacji. Wykorzystany do
trawienia restrykcyjnego produktu PCR enzym Tse I trawi
DNA jedynie w miejscach o specyficznej sekwencji zasad
5’G/CWGC3” (W = A lub T). W badanym fragmencie
DNA kodujacym bialko cytochromu b zidentyfikowane
zostaly dwa miejsca restrykcyjne. Jedno z nich jest
miejscem neutralnym wystepujacym zaré6wno u izolatéw
odpornych, jak i wrazliwych. Drugie miejsce restrykcyjne
jest charakterystyczne jedynie dla izolatow M. graminicola
odpornych na strobiluryny i jest markerem odpornosci na
te grupe fungicydéw. Sekwencja zasad GGA (kodon
glicyny) u szczepow M. graminicola odpornych na stro-
biluryny jest zastgpiona kodonem alaniny GCA (rozpozna-
wany przez enzym Tse ). W wyniku rozdziatu elektro-
foretycznego produktow trawienia fragmentu DNA kodu-
jacego cytochrom b szczepdw M. graminicola wrazliwych
na strobiluryny obserwowano dwa produkty o wielkos-
ciach: 830 i 638 pz, a u odpornych 3 produkty o wiel-
kosciach: 144, 638 1686 pz (rys. 1, 2). U niewielkiej czgsci
badanych izolatéw wzrost odpornosci na strobiluryny nie
byl zwigzany z mutacjg G143A.

Badania prowadzone w kraju wskazuja, ze szczepy
M. graminicola odporne na strobiluryny s3 obecne
w Polsce przynajmniej od roku 2012. Niestety, zasi¢g
prowadzonych badan zostat ograniczony jedynie do terenu
Wielkopolski (Pieczul i Swierczynska 2015). Zastoso-
wanie analizy PCR-RFLP umozliwia szybka identyfikacje
szczepOdw M. graminicola odpornych na strobiluryny, bez
koniecznosci wykonywania czasochlonnych testow po-
zywkowych. Moze stwarza¢ to perspektywy dla precy-
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3,4,6,7,10, 11 — produkt PCR trawiony enzymem Tse | — izolaty Mycosphaerella graminicola odporne na strobiluryny —
PCR product digested by Tse | enzyme — isolates of Mycosphaerella graminicola resistant to strobilurin

1, 2,5, 8, 9 — produkt PCR trawiony enzymem Tse | — izolaty Mycosphaerella graminicola wrazliwe na strobiluryny —
PCR product digested by Tse | enzyme — isolates of Mycosphaerella graminicola sensitive to strobilurin

12, 13 — produkt PCR nietrawiony — not digested PCR product

Rys. 1. Analiza polimorfizmu miejsc restrykcyjnych izolatow Mycosphaerella graminicola odpornych oraz wrazliwych na strobiluryny

(elektroforeza zelu 1 h)

Fig. 1. Analysis of polymorphic digestion sites of strains of Mycosphaerella graminicola resistant and sensitive to strobilurin (gel

electrophoresis 1 h)
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3,4,6,7,10, 11 — produkt PCR trawiony enzymem Tse | — izolaty Mycosphaerella graminicola odporne na strobiluryny —
PCR product digested by Tse | enzyme — isolates of Mycosphaerella graminicola resistant to strobilurin

1, 2,5, 8,9 —produkt PCR trawiony enzymem Tse | — izolaty Mycosphaerella graminicola wrazliwe na strobiluryny —
PCR product digested by Tse | enzyme — isolates of Mycosphaerella graminicola sensitive to strobilurin

12, 13 — produkt PCR nietrawiony — not digested PCR product

Rys. 2. Analiza polimorfizmu miejsc restrykcyjnych izolatow Mycosphaerella graminicola odpornych oraz wrazliwych na strobiluryny

(elektroforeza zelu 2,5 h)

Fig. 2. Analysis of polymorphic digestion sites of strains of Mycosphaerella graminicola resistant and sensitive to strobilurin (gel

electrophoresis 2.5 h)

zyjnej oceny skali zjawiska na terenie calego kraju.
Badania wskazuja, ze w przypadku wzrostu czestosci
wystgpowania szczepdw M. graminicola odpornych na
strobiluryny skuteczne zwalczanie septoriozy paskowanej
lisci pszenicy fungicydami z tej grupy chemicznej moze
sta¢ si¢ problemem takze w Polsce. Wzrost odpornosci
izolatow M. graminicola na strobiluryny w krajach Europy
Zachodniej odnotowany byt juz na poczatku 21. wieku
(Fraaije i wsp. 2005). Obecnie izolaty M. graminicola
G143A stwierdzane s3 w nowych lokalizacjach, na przyk-
fad w Irlandii, Maroko oraz USA (Torriani i wsp. 2008;
Elbekali i wsp. 2011; Estep i wsp. 2013).

Analiza PCR-RFLP jest prostg i stosunkowo niedrogg
technika, ktora moze by¢ wykorzystywana w laboratoriach
wykonujacych badania metodami biologii molekularne;j.
Warto podkresli¢, ze ze wzgledu na ograniczong liczbe
enzymow restrykcyjnych analiza PCR-RFLP znajduje
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