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Fungicide resistance of Rhizoctonia cerealis isolates

Odpornos¢ na fungicydy izolatéw Rhizoctonia cerealis

Katarzyna Pieczul, llona Swierczyriska

Summary

Sharp eyespot caused by Rhizoctonia cerealis is a common disease of cereals in Poland. R. cerealis is considered a weak pathogen,
but under favourable conditions the incidence of the disease increases. The pathogen control is performed with fungicides used
against other stem base diseases. The aim of the study was to evaluate the resistance level of R. cerealis isolates to selected fungicides
that are used in the cereal crop protection. Cyproconazole and pyraclostrobin were fungicides that highly limited growth of the
examined isolates. The group of the fungicides well-inhibiting growth of R. cerealis includes: epoxiconazole, flusilazole, tebuconazole,
tetraconazole, azoxystrobin, carbendazim and next kresoxim-methyl and phenpropimorph. Most of the tested isolates were resistant
to thiophanate-methyl, cyprodinil and prochloraz. The results indicate the possibility of effective control of R. cerealis by fungicides
used for protection of other stem base diseases.
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Streszczenie

Grzyb Rhizoctonia cerealis wywotujacy ostrg plamistos¢ oczkowg jest czestym patogenem zbdz w Polsce. R. cerealis uwazany jest
za stabego patogena, lecz w sprzyjajacych warunkach wystepowanie choroby wzrasta. Grzyb zwalczany jest przy uzyciu fungicydow
stosowanych do ochrony upraw zbdéz przed innymi patogenami podstawy zdzbta. Celem badan byta ocena odpornosci izolatow
R. cerealis na wybrane fungicydy stosowane w ochronie zb6z. Do zwigzkéw bardzo dobrze ograniczajacych wzrost badanych izolatéw
zaklasyfikowane zostaty cyprokonazol i piraklostrobina, do grupy dobrze hamujacej wzrost R. cerealis: epoksykonazol, flusilazol,
tebukonazol, tetrakonazol, azoksystrobina, karbendazym, nastepnie krezoksym metylu i fenpropimorf. Wiekszos¢ badanych izolatéw
R. cerealis byta odporna na tiofanat metylu, cyprodinil i prochloraz. Wyniki wskazujg na mozliwos$¢ skutecznego ograniczania R. cerealis
fungicydami przeznaczonymi do zwalczania innych choréb podstawy zdzbta.

Stowa kluczowe: ostra plamisto$¢ oczkowa; Rhizoctonia cerealis; odpornosé na fungicydy
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Wstep / Introduction

Grzyb Rhizoctonia cerealis v.d. Hoeven (st. dosk.
Ceratobasidium cereale Murray et Burpee) wywotujacy
ostra plamisto§¢ oczkowa jest czgstym patogenem zbdz
ozimych, glownie pszenicy i pszenzyta. Patogen moze
poraza¢ takze inne gatunki zbdz oraz traw, m.in.
wykorzystywane do produkcji nawierzchni sportowych
(Burpee 1980). Charakterystyczne objawy chorobowe
w postaci jasnych, soczewkowatych plam z ciemna
obwodka wystepuja na pochwach i1 zdzbtach dolnych
migdzywezli. R. cerealis uwazany byl dotychczas za
stabego patogena zbdz. Pojawia si¢ on jednak corocznie,
a w sprzyjajacych warunkach czgsto$¢ jego wystgpowania
wzrasta. Nowsze doniesienia wskazuja na wzrost
znaczenia tego patogena w ostatnich 10 latach w Polsce
oraz innych panstwach (Clarkson i Cook 1983; Tunali
i wsp. 2008; Hamada i wsp. 2011a; Lemanczyk 2012;
Lemanczyk i Kwasna 2013). Rozwojowi patogena sprzyja
niska temperatura powietrza (16-20°C) oraz mata ilo$¢
opadow (Hamada i wsp. 2011a). Patogen moze przetrwac
jako grzybnia w szczatkach roslin lub w postaci sklerocjow
w glebie. R. cerealis nie wytwarza zarodnikow konidia-
nych, a stadium doskonate grzyba rzadko obserwowane
jest w warunkach naturalnych (Clarkson i Cook 1983;
Hamada i wsp. 2011a).

W Polsce grzyb zwalczany jest przy uzyciu $rodkow
stosowanych do ochrony upraw zb6z przed grozniejszymi
patogenami podstawy zdzbta — Fusarium spp. (fuzaryjna
zgorzel podstawy zdzbla i korzeni) oraz Oculimacula spp.
(famliwos$¢ zdzbta zbdz). Do zwalczania wymienionego
kompleksu choréb wykorzystywane sa fungicydy o szero-
kim spektrum grzybobdjczym z grup: benzimidazoli,
triazoli, strobilurin, morfolin i pirymidyn.

Celem badan byla ocena odpornosci izolatow
R. cerealis na wybrane fungicydy stosowane w zwalczaniu
chorob zboz.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolaty. Porazone roéliny zbierane byty w latach 2006—
2012 na polach doswiadczalnych 1 hodowlanych
w Winnej Gorze, Baborowku i Pawlowicach oraz na
polach rolnikéw indywidualnych zlokalizowanych gtownie
na terenie Wielkopolski. Proby pochodzity z naturalnie
porazonych zbdz: pszenicy, pszenzyta 1 jgczmienia.
Izolacji kultur grzybow dokonywano ze $wiezego
materiatu roslinnego. Niewielkie fragmenty todyg z obja-
wami ostrej plamistosci oczkowej odkazano powierzchnio-
wo przez 40 sekund w wybielaczu ACE (< 5% roztwor
podchlorynu sodu, Procter & Gamble), ptukano dwukrot-
nie w sterylnej wodzie destylowanej, suszono i wykladano
na pozywke PDA (Potato Dextrose Agar, Difco).
Wozrastajace, pojedyncze kolonie o cechach morfologicz-
nych R. cerealis przeszczepiano na nowa pozywke PDA.
Izolaty zostaly zidentyfikowane jako R. cerealis na
podstawie liczby jader komoérkowych (gatunek dwu-
jadrowy) wybarwionych zasadowa safranina.

Badania odpornoS$ci na substancje czynne fungicydéw.
Do badan odpornosci na fungicydy wytypowano 47 izo-
latéw R. cerealis. Badania wykonano na pozywce PDA
zawierajacej dodatek czystych substancji czynnych
(Sigma). Substancje czynne zostaly rozpuszczone w meta-
nolu w stezeniu 5 mg/ml. Do pozywki dodawano taka ilo$¢
roztworu, aby uzyska¢ koncowe stgzenie fungicydu 1, 3
i 10 ppm. Na pozywki zaszczepiano niewielki fragment
pobrany z dwutygodniowe]j grzybni rosnacej na pozywce
PDA bez dodatku fungicydu. Kontrolg stanowity kolonie
grzyba rosnace na pozywce PDA (bez substancji
czynnych). W badaniach wykorzystano nast¢pujace sub-
tancje czynne: karbendazym, tiofanat metylu (benzimi-
dazole), prochloraz (imidazol), cyprokonazol, epoksyko-
nazol, flusilazol, tebukonazol, tetrakonazol (triazole),
fenpropimorf (morfolina), azoksystrobing, krezoksym
metylu, piraklostrobing (strobiluryny) oraz cyprodinil
(anilino-pirymidyna). Po 5 dniach inkubacji w tempera-
turze pokojowej mierzono wzrost liniowy wszystkich
izolatow, oznaczajac go w skali 0—4 wyrazajacej stosunek
wielkos$ci wzrostu kolonii rosnacej na podtozu z substancja
czynna do kolonii kontrolnej rosnacej na czystej pozywce
PDA. W badaniach przyj¢to nastgpujace oznaczenia
0 — izolaty bardzo wrazliwe, brak wzrostu, 1 — wrazliwe
(1-20% wzrostu w stosunku do s$rednicy kolonii kontrol-
nej), 2 — $rednio wrazliwe (21-50%), 3 — odporne
(51-80%), 4 — wysoce odporne (> 81%). Do poréwnania
$redniego stopnia odpornosci izolatbw na badane
fungicydy zastosowano analiz¢ wariancji i wielokrotny test
Tukeya przy poziomie istotno$ci 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W przeprowadzonej analizie statystycznej zbadano
jednorodnos$¢ wariancji badanych fungicydow. Z badania
jednorodnosci wariancji (test Bartletta chi-kwadrat =
15,755, df = 11, p = 0,15) stwierdzono, ze wariancje sa
jednorodne. Z przeprowadzonej analizy wariancji (test F =
6,731, df = 12 i 26, p < 0,001) wynika istotne
zrdéznicowanie $rednich warto$ci  odpornosci izolatow
R. cerealis na badane substancje (tab. 1). Wigkszos¢
badanych izolatow R. cerealis byta wysoce odporna na
tiofanat metylu (100%) i cyprodinil (100-85,4%) dodane
do pozywki w stezeniu 1, 3 oraz 10 ppm (Srednie stopnie
odpornosci 4 1 3,895) (tab. 1). Karbendazym dobrze
ograniczal wzrost badanych izolatéw (Sredni stopien
odpornosci 1,694), lecz w dawce wyzszej niz 1 ppm.
Wsrod izolatdw R. cerealis nie zidentyfikowano szczepow
odpornych na triazole w stgzeniu przekraczajacym 1 ppm.
Do triazoli charakteryzujacych si¢ najwyzsza skutecz-
no$cia ograniczania wzrostu izolatow R. cerealis nalezal
cyprokonazol (§redni stopien odpornosci 0,409), nastgpnie
epoksykonazol, tebukonazol, flusilazol i tetrakonazol
($rednie stopnie odpornosci: 1,0347; 1,097; 1,583 i 1,687)
(tab. 1). Poza Polska triazole naleza do $rodkow czgsto
stosowanych w zwalczaniu ostrej plamistosci oczkowe;j.
Doniesienia wskazuja na ich duza skuteczno$¢ w ograni-
czaniu rozwoju patogena oraz brak nabywania na nie
odpornosci (Kataria i Gisi 1989; Kataria i wsp. 1991;
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Tabela 1. Stopien odpornosci izolatow R. cerealis na fungicydy i wyniki testu Tukeya dla a = 0,05

Table 1. Resistance level of R. cerealis isolates to fungicides and Tukey’s test results for a = 0.05

Stezenie fungicydu

Izolaty — Isolates

Sredni stopien

Fungicyd The fungicide [%e] odpornosci izolatow
Fungicide concentration stopien odpornosci — resistance level Mean resistance level
[ppm] 0 1 5 3 4 of isolates
1 0,0 0,0 0,0 8,3 91,7 3,92
Carbendazim 3 6,3 75,0 18,8 0,0 0,0 1,13 1,694 (be)*
10 97,9 0,0 2,1 0,0 0,0 0,04
1 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 4,00
Tiophanate-methyl 3 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 4,00 4,000 (e)
10 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 4,00
1 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 4,00
Prochloraz 3 0,0 0,0 0,0 37,5 62,5 3,63 3,319 (de)
10 0,0 42 58,3 37,5 0,0 2,33
1 16,7 75,0 8,3 0,0 0,0 0,92
Cyproconazole 3 68,8 31,3 0,0 0,0 0,0 0,31 0,409 (a)
10 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
1 2,1 43,8 54,2 0,0 0,0 1,52
Epoxiconazole 3 12,5 56,3 31,3 0,0 0,0 1,19 1,034 (abc)
10 64,6 31,3 4,2 0,0 0,0 0,40
1 0,0 0,0 458 52,1 2,1 2,56
Flusilazole 3 0,0 64,6 33,3 2,1 0,0 1,38 1,583 (abc)
10 25,0 68,8 6,3 0,0 0,0 0,81
1 0,0 45,8 47,9 6,3 0,0 1,60
Tebuconazole 3 8,3 75,0 16,7 0,0 0,0 1,08 1,097 (abc)
10 41,7 56,3 2,1 0,0 0,0 0,60
1 0,0 2.1 45,8 50,0 2.1 2,52
Tetraconazole 3 0,0 66,7 31,3 2,1 0,0 1,35 1,687 (abc)
10 6,3 70,8 20,8 2,1 0,0 1,19
1 42 31,3 42 42 56,3 2,77
Phenpropimorph 3 42 333 8,3 333 20,8 2,33 2,222 (cd)
10 16,7 31,3 333 16,7 2,1 1,56
1 333 42 8,3 54,2 0,0 1,83
Azoxystrobin 3 41,7 8,3 8,3 41,7 0,0 1,50 1,534 (abc)
10 41,7 10,4 27,1 20,8 0,0 1,27
1 14,6 2,1 10,4 72,9 0,0 2,42
Kresoxim-methyl 3 18,8 6,3 20,8 54,2 0,0 2,10 2,104 (cd)
10 29,2 8,3 16,7 458 0,0 1,79
1 12,5 56,3 31,3 0,0 0,0 1,19
Pyraclostrobin 3 39,6 60,4 0,0 0,0 0,0 0,60 0,784 (ab)
10 43,8 56,3 0,0 0,0 0,0 0,56
1 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 4,00
Cyprodinil 3 0,0 2,1 0,0 0,0 97,9 3,94 3,895 (e)
10 2,1 2,1 0,0 10,4 85,4 3,75

Stopien odpornosci izolatow podany w skali 0—4 wyrazajacej stosunek wielkosci kolonii rosnacej na podiozu z fungicydem do kolonii kontrolnej
rosnacej na czystej pozywce PDA, 0 — izolaty bardzo wrazliwe, 1 — wrazliwe (1-20%), 2 — $rednio wrazliwe (21-50%), 3 — odporne (51-80%), 4 —

wysoce odporne (> 81%)

The resistance level of isolates in a scale of 0—4 expressing the ratio of colonies growing on the fungicide medium to control colonies growing on pure
PDA medium, 0 — isolates highly sensitive, 1 — sensitive (1-20%), 2 — medium sensitive (21-50%), 3 — resistant (51-80%), 4 — highly resistant (> 81%)
*wyniki testu Tukeya dla o = 0,05 — Tukey’s test results for oo = 0.05



Progress in Plant Protection 54 (2) 2014 177

Hamada i wsp. 2011b). Zdecydowanie gorzej wzrost
izolatbw R. cerealis ograniczal imidazol — prochloraz
($redni stopien odpornosci — 3,319). Stabe ograniczanie
wzrostu R. cerealis przez prochloraz opisywane jest takze
przez innych autoréw (Kataria i Gisi 1989; Kataria i wsp
1991). Strobiluryny: piraklostrobina, azoksystrobina,
krezoksym metylu oraz fenpropimorf (morfolina) nalezaty
do substancji ograniczajacych wzrost badanych izolatow
w stopniu bardzo dobrym (piraklostrobina) Iub dobrym.
Srednie stopnie odpornosci izolatow dla wyzej wymie-
nionych substancji wynosity kolejno: 0,784; 1,534; 2,104
oraz 2,222. Nalezy zaznaczy¢, ze wsrod badanych izolatow
zidentyfikowano szczepy o podwyzszonej odpornosci na
azoksystrobing (54,2; 41,7 i 20,8% badanych izolatow)
i krezoksym metylu (72,9; 54,2 i 45,8% badanych
izolatow) dodane do pozywki w stezeniach 1, 3 i 10 ppm
(tab. 1). W przypadku fenpropimorfu odpornych lub wyso-
ce odpornych na stgzenie 1, 3 i 10 ppm bylo odpowiednio
60,5; 54,1 oraz 18,8% badanych izolatow (tab. 1). Stabe
oddziatywanie fenpropimorfu na R. cerealis opisywane
byto juz w latach wczesniejszych (Kataria i wsp. 1991).

Na podstawie wynikow wielokrotnego testu Tukeya
mozna stwierdzi¢ na poziomie istotnosci 0,05, ze badane
fungicydy charakteryzowatly si¢ duza zmiennoscia w przy-
padku $rednich stopni odpornosci na badane fungicydy.
Zostaly one podzielone na ptynnie zachodzace na siebie
grupy. Do grupy (a i ab) zwiazkow bardzo dobrze ogra-
niczajacych wzrost badanych izolatow zaklasyfikowane
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zostaty cyprokonazol i piraklostrobina. Do grupy (abc i bc)
dobrze hamujacej wzrost R. cerealis pozostale zwiazki
z grupy triazoli, azoksystrobina i karbendazym. W ko-
lejnych grupach stabiej (cd) lub niewystarczajaco (de i e)
ograniczajacych wzrost izolatéw R. cerealis znalazly sie
zwiazki z grupy strobiluryn (krezoksym metylu i fen-
propimorf), nastgpnie prochloraz, cyprodinil i tiofanat
metylu (tab. 1). Wyniki wskazujg na mozliwo$¢ skutecz-
nego zwalczania R. cerealis fungicydami przeznaczonymi
do ograniczania innych choréb podstawy zdzbta z wyla-
czeniem substancji, takich jak: tiofanat metylu, cyprodinil
i prochloraz.

Whioski / Conclusions

1. Wigkszos¢ badanych izolatoéw R. cerealis byta odporna
na tiofanat metylu i cyprodinil (Srednie stopnie
odpornosci — 4,00 i 3,895).

2. Wigkszos$¢ badanych izolatdw R. cerealis byta wrazli-
wa na substancje czynne z grupy triazoli (Srednie stop-
nie odpornoséci 0,409-1,687), strobiluryny (0,784—
2,104) oraz karbendazym (1,694).

3. Wsrod badanych izolatow R. cerealis zidentyfikowano
szczepy o zwigkszonej odpornosci na prochloraz
i fenpropimorf.
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