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Cross resistance analysis of Cercospora beticola
to triazole (DMI) fungicides

Analiza odpornosci krzyzowej Cercospora beticola
na fungicydy triazolowe (DMI)

Katarzyna Pieczul'*, Agnieszka tacka®

Summary

The results of the growth inhibition level of isolates culturing on PDA (Potato Dextrose Agar) medium containing prochloraz,
cyproconazole, epoxiconazole, flusilazole, tebuconazole and tetraconazole at various concentrations were used in the studies of
Cercospora beticola cross resistance to triazole (demethylation inhibitors — DMI) fungicides. Spearman correlation matrix was
determined for all active substances and illustrated by heat maps, and followed by cluster analysis. Between the ranks of correlation
coefficients of the individual active substances a trend emerged indicating the similarity between some of them and, associated with
the risk of resistance development. The greatest risk of cross resistance forming was identified for the following groups: cyproconazole
and tetraconazole; tebuconazole, flusilazole and epoxiconazole. The statistical analysis indicated also the possibility of using
prochloraz for control of C. beticola strains with decreasing sensitivity or resistant to triazoles.
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Streszczenie

W badaniach odpornosci krzyzowej izolatéw Cercospora beticola na fungicydy triazolowe (demethylation inhibitors — DMI)
wykorzystano wyniki analiz stopnia hamowania wzrostu izolatéw rosngcych na pozywce PDA (Potato Dextrose Agar) przez dodane do
podtoza w rdinych stezeniach: prochloraz, cyprokonazol, epoksykonazol, flusilazol, tebukonazol i tetrakonazol. Dla wszystkich
badanych substancji czynnych wyznaczono macierz korelacji rang Spearmana, ktérg zilustrowano przy pomocy map ciepta, a nastepnie
przeprowadzono analize skupien. Pomiedzy wartosciami wspoétczynnikdéw korelacji poszczegdlnych substancji czynnych zarysowaty sie
tendencje do grupowania, wskazujgce na podobienstwa miedzy niektérymi z nich zwigzane z ryzykiem powstawania odpornosci na
triazole. Najwieksze ryzyko powstawania odpornosci krzyzowej zidentyfikowano dla grup: cyprokonazol i tetrakonazol oraz tebu-
konazol, flusilazol i epoksykonazol. Analiza statystyczna wskazata jednoczesnie na mozliwos¢ wykorzystania prochlorazu w zwalczaniu
szczepow C. beticola o obnizonej wrazliwosci lub odpornych na triazole.

Stowa kluczowe: odpornos¢ krzyzowa; Cercospora beticola; triazole
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Wstep / Introduction

Chwoscik buraka wywotywany przez Cercospora
beticola jest jedna z najwazniejszych chordb buraka
cukrowego, wystepujacych w Polsce corocznie. Na szybki
rozwoj 1 rozprzestrzenianie choroby wplywaja m.in.:
dostepno$¢ inokulum patogena, wysokie temperatury oraz
czeste opady deszczu sprzyjajace rozprzestrzenianiu zarod-
nikow konidialnych. W ograniczeniu wystepowania
chwoscika wazng rolg odgrywa dobdr odmian o pod-
wyzszonej odporno$ci, prawidlowe wykonywanie zabie-
gow agrotechnicznych oraz stosowanie fungicydow (Wolf
i Verreet 2002). Podstawowymi fungicydami stosowanymi
w Polsce do ochrony buraka cukrowego przed ta choroba
s triazole, gldownie epoksykonazol, tebukonazol i tetra-
konazol (Zalecenia Ochrony Roslin 2014/2015).

Triazole (demethylation inhibitors — DMI) sa liczna
grupa systemicznych fungicydow, wprowadzona do stoso-
wania w ochronie roslin w latach 70. XX wieku. Ich
dziatanie polega na specyficznym wigzaniu z 14a-dime-
tylaza sterolu, enzymem uczestniczacym Ww syntezie
ergosterolu. Skutkiem zahamowania prawidlowego funk-
cjonowania enzymu jest gromadzenie intermediatow
ergosterolu, prowadzacych do zmian funkcjonowania
i struktury blony komoérkowej (Lepesheva i Waterman
2007). Triazole naleza do fungicyddéw, na ktére grzyby
uodporniaja si¢ Srednio szybko. Stopniowy spadek
wrazliwosci izolatow C. beticola na triazole jest obserwo-
wany w Europie od polowy lat 90. XX wieku, w Polsce
okoto 10 lat po6zniej (Karaoglanidis i wsp. 2000; Kara-
oglanidis i Thanassoulopoulos 2003; Piszczek 2010). Na
podstawie badan laboratoryjnych szacuje si¢, ze w roku
2012 liczba izolatow C. beticola o obnizonej wrazliwosci
na triazole w zaleznosci od stosowanej substancji czynnej
oraz miejsca pochodzenia wynosita od 0 do 30% (Pieczul
i Perek 2013). Wczesniejsze badania, prowadzone w latach
2004-2008 na terenie centralnej Polski wskazuja, ze
czesto$¢ wystepowania izolatdow o obnizonej wrazliwosci
na triazole byla podobna i wynosita od 0 do 32% (Piszczek
2010).

Odpornos¢ patogenéw na fungicydy z grupy triazoli
zazwyczaj spowodowana jest mutacjami w genie 14a-di-
metylazy sterolu (cyp51). Dotychczas opisanych zostato
kilkanascie mutacji odpowiadajacych za to zjawisko u roz-
nych gatunkéw grzybow (Wynard i Brown 2005; Cools
iwsp. 2011), lecz nie u C. beticola. Inng przyczyna spadku
wrazliwosci grzybéw na triazole moze by¢é wzrost
ekspresji genu cyp51 lub bialek transportowych, usuwa-
jacych fungicydy z wnetrza komoérek (Ma 1 Michailides
2005; Nikou i wsp. 2009; Bolton i wsp. 2013). U izolatow
grzybow, ktore nabyly odporno$é na substancje czynne
z grupy triazoli cz¢sto obserwowane jest zjawisko odpor-
nosci krzyzowej. Polega ono na jednoczesnym wyksztal-
ceniu odpornos$ci na szereg substancji czynnych o takim
samym mechanizmie dziatania grzybobdjczego. Odpor-
no$¢ krzyzowa w obrebie grupy DMI obserwowana
u patogenéw, kazdorazowo stanowi powazng przeszkode
w zastepowaniu jednych fungicydéw triazolowych innymi
(Cunha i Rizzo 2003; Karaoglanidis i Thanassoulopoulos
2003; Faria-Ramos i wsp. 2014).

Celem badan byfa ocena ryzyka powstawania odpor-
nosci krzyzowej u izolatow C. beticola na rozne substancje
czynne z grupy triazoli.

Materiaty i metody / Materials and methods

Badania laboratoryjne

Izolaty C. beticola (55 izolatéw) uzyskano z naturalnie
porazonych lisci buraka cukrowego, zbieranych na terenie
Wielkopolski w 2013 roku. Izolacji kultur grzybow doko-
nywano wedlug metodyki opisanej przez Pieczul i Perek
(2013).

Przeprowadzone badania laboratoryjne polegaly na
ocenie hamowania wzrostu liniowego izolatow przez
czyste substancje czynne (Sigma): prochloraz (imidazol),
epoksykonazol, cyprokonazol, flusilazol, tebukonazol,
tetrakonazol (triazole) dodane do pozywki PDA (Potato
Dextrose Agar, Difco) w stezeniach 1, 3 i 10 ppm.
Substancje czynne przed dodaniem do pozywki zostaly
rozpuszczone w metanolu, w stezeniu 5 mg/ml. Kontrolg
stanowily kolonie rosnace na pozywce PDA bez dodatku
fungicydu. Na pozywki z okre$long zawarto$cig substancji
czynnej zaszczepiano niewielki fragment pobrany z dwu-
tygodniowej grzybni rosngcej na pozywce PDA. Po
7 dniach inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono
wzrost liniowy wszystkich izolatow i przeliczano w sto-
sunku do wzrostu kultury kontrolnej, oznaczajac w skali
04, wyrazajacej stosunek wielkosci wzrostu kolonii
rosngcej na podiozu z substancja czynng do kolonii
kontrolnej rosnacej na pozywce PDA bez fungicydu.
W badaniach przyjeto nastgpujace oznaczenia: 0 — izolaty
bardzo wrazliwe, brak wzrostu, 1 — wrazliwe (1-20%
wzrostu w stosunku do $rednicy kolonii kontrolnej), 2 —
$redniowrazliwe (20-50%), 3 — odporne (50-80%), 4 —
catkowicie odporne (> 80%). Badanie zostalo wykonane
dwukrotnie.

Do analizy statystycznej dolaczono wyniki badan ha-
mowania wzrostu liniowego przez substancje czynne
z grupy triazoli 185 izolatéw zbieranych w roku 2012 na
terenie wojewodztwa wielkopolskiego (Pieczul i Perek
2013). Podsumowanie wynikéw badan laboratoryjnych ja-
ko $rednie odpornosci dla 240 izolatow (z lat 2012-2013)
na poszczegodlne substancje czynne przedstawione zostato
w tabeli 5.

Analiza statystyczna

Dla substancji czynnych w poszczeg6lnych stezeniach
(1, 3110 ppm) oraz dla substancji bez podziatu na stezenia
wyznaczono macierz korelacji rang Spearmana, ktora
zilustrowano przy pomocy map ciepta. W kolejnym kroku
analizy przeprowadzono analize skupien (cluster analysis),
ktorej celem bylo ulozenie badanych kombinacji w grupy
w taki sposob, aby stopien powigzania ich w obrgbie tej
samej grupy byl jak najwickszy, a z kombinacjami z in-
nych grup jak najmniejszy. Stosujac miar¢ odleglosci
euklidesowej uzyskano diagram drzewa. Na tej podstawie
mozna stwierdzi¢, ze struktura podobienstwa oddziaty-
wania poszczego6lnych substancji czynnych na zahamo-
wania wzrostu izolatow jest podobna mniej lub bardziej
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w zaleznosci od obranej wartosci odleglosci euklidesowe;.
Analiza zostala wykonana w programie R 3.2.2.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Triazole oraz prochloraz naleza do substancji skutecz-
nie ograniczajacych wzrost liniowy izolatow C. beticola
(tab. 5). Wsérdd izolatéw zbieranych w latach 2012-2013
zidentyfikowane zostaly jednak szczepy charakteryzujace
si¢ obnizong wrazliwos$cia na triazole oraz prochloraz
dodane do pozywki w stgzeniach 1, 3, a nawet 10 ppm.
W zalezno$ci od stezenia i rodzaju substancji czynnej
liczba izolatow odpornych wynosita od 0 do 30%.
Wigkszo$¢ z ww. izolatow charakteryzowata si¢ jedno-
czesnym spadkiem wrazliwosci na rdézne substancje
z grupy triazoli.

Na podstawie analiz statystycznych przedstawionych
W niniejszej pracy stwierdzono, ze miedzy wartoSciami
wspotczynnikow korelacji wyrazajacymi stopien hamo-
wania wzrostu izolatow przez poszczegdlne substancje
czynne zarysowaly si¢ tendencje do grupowania, mogace
wskazywaé na ryzyko powstawania odporno$ci krzyzowej
u izolatow C. beticola na fungicydy triazolowe. Tendencje
te podlegaly niewielkim zmianom, w zaleznosci od zasto-
sowanego stezenia badanych substancji czynnych. W przy-
padku stgzen 1 oraz 3 ppm, stwierdzono podobienstwo
w strukturze skupien. W obu przypadkach, przyjmujac
odleglo$¢ 0,65 wyodrebnione zostaly trzy gldéwne skupie-
nia (tab. 1, 2, rys. 1, 2). Do pierwszego skupienia nalezat
jedynie prochloraz — substancja stabo skorelowana z po-
zostalymi zwigzkami pod wzgledem stopnia hamowania
wzrostu izolatow. Do drugiej grupy zaliczono tetrakonazol
i cyprokonazol, a korelacje migdzy tymi zwigzkami uksz-

taltowaly si¢ na poziomie 0,83 w przypadku stezenia
1 ppm i 0,68 dla stgzenia 3 ppm. Skupienie trzecie wy-
kazywalo charakter wstepujacy. Najmniejsza odlegloscia
w obrebie tego skupienia charakteryzowat si¢ flusilazol
i tebukonazol, dla ktorych wspofczynnik korelacji wynosit
0,76 w przypadku stgzenia 1 ppm i 0,75 dla stezenia
3 ppm. Ostatnim obiektem nalezacym do tego skupienia
byt epoksykonazol, skorelowany zarowno z flusilazolem
(wspotczynnik korelacji 0,75 dla st¢zenia 1 ppm i 0,63 dla
3 ppm), jak i z tebukonazolem (odpowiednio 0,63 i 0,59
dla 1 i3 ppm) pod wzgledem stopnia hamowania wzrostu
izolatow. Analiza statystyczna wynikow badan wykonana
dla stezenia 10 ppm zmienita sposdb grupowania sub-
stancji czynnych, wskazujac na najwigksze podobienstwo
wspotczynnikow korelacji migdzy cyprokonazolem i flu-
silazolem (tab. 3, rys. 3). Wspotczynnik korelacji tych
substancji dla stopnia hamowania wzrostu izolatow
wynidst 0,70. Zbiorcza analiza wynikow (bez podziatu na
stezenia) wskazala ponownie na najwigksze prawdopo-
dobienstwo powstawania odpornosci krzyzowej w gru-
pach: cyprokonazol i tetrakonazol oraz tebukonazol,
flusilazol i epoksykonazol (tab. 4, rys. 4).

Zjawisko odpornosci krzyzowej izolatéw C. beticola na
fungicydy triazolowe, ale takze inne grupy fungicydow
obserwowane bylo przez Karaoglanidisa i Thanassou-
lopulosa (2003). Na podstawie uzyskanych wynikow ww.
autorzy wskazali korzystne lub niekorzystne potaczenia
fungicyddéw stosowanych w ochronie buraka cukrowego.
Takze wyniki uzyskane w niniejszej pracy pozwalaja
wskaza¢é mniej lub Dbardziej korzystne polaczenia
fungicydow. Przykladem moze by¢ unikanie ciaglego
stosowania preparatow posiadajagcych w swoim sktadzie
tebukonazol i epoksykonazol, przez zastgpienie jednego
z nich tetrakonazolem lub substancja czynng z innej grupy

Tabela 1. Macierz korelacji dla stopnia hamowania wzrostu izolatow przy stgzeniu 1 ppm
Table 1. Correlation matrix for the degree of growth inhibition of isolates at the concentration of 1 ppm

S:Etsitj:z&;zﬁr;a Prochloraz Cyproconazole | Epoxiconazole Flusilazole Tebuconazole Tetraconazole
Prochloraz 1,000 0,474 0,339 0,316 0,331 0,430
Cyproconazole 0,474 1,000 0,647 0,647 0,678 0,827
Epoxiconazole 0,339 0,647 1,000 0,753 0,721 0,663
Flusilazole 0,316 0,647 0,753 1,000 0,756 0,620
Tebuconazole 0,331 0,678 0,721 0,756 1,000 0,667
Tetraconazole 0,430 0,827 0,663 0,620 0,667 1,000
Tabela 2. Macierz korelacji dla stopnia hamowania wzrostu izolatow przy stgzeniu 3 ppm
Table 2. Correlation matrix for the degree of growth inhibition of isolates at the concentration of 3 ppm

S:lc)tsit;?(s:{la b(s:tzgr?cnea Prochloraz Cyproconazole | Epoxiconazole Flusilazole Tebuconazole Tetraconazole
Prochloraz 1,000 0,277 0,270 0,369 0,406 0,356
Cyproconazole 0,277 1,000 0,569 0,575 0,510 0,682
Epoxiconazole 0,270 0,569 1,000 0,633 0,592 0,628
Flusilazole 0,369 0,575 0,633 1,000 0,750 0,675
Tebuconazole 0,406 0,510 0,592 0,750 1,000 0,675
Tetraconazole 0,356 0,682 0,628 0,675 0,675 1,000
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Tabela 3. Macierz korelacji dla stopnia hamowania wzrostu izolatow przy stezeniu 10 ppm
Table 3. Correlation matrix for the degree of growth inhibition of isolates at the concentration of 10 ppm

S:Eg?:glgfg&? Prochloraz Cyproconazole | Epoxiconazole Flusilazole Tebuconazole Tetraconazole
Prochloraz 1,000 0,254 0,181 0,196 0,281 0,259
Cyproconazole 0,254 1,000 0,599 0,698 0,595 0,682
Epoxiconazole 0,181 0,599 1,000 0,667 0,569 0,548
Flusilazole 0,196 0,698 0,667 1,000 0,693 0,651
Tebuconazole 0,281 0,595 0,569 0,693 1,000 0,631
Tetraconazole 0,259 0,682 0,548 0,651 0,631 1,000
Tabela 4. Macierz korelacji dla stopnia hamowania wzrostu izolatow bez podziatu na stgzenia
Table 4. Correlation matrix for the degree of growth inhibition of isolates without the concentration substances

S:Etsltj:gl %b(s:tzgr?cnea Prochloraz Cyproconazole | Epoxiconazole Flusilazole Tebuconazole Tetraconazole
Prochloraz 1,000 0,410 0,345 0,386 0,415 0,415
Cyproconazole 0,410 1,000 0,698 0,727 0,684 0,804
Epoxiconazole 0,345 0,698 1,000 0,751 0,707 0,688
Flusilazole 0,386 0,727 0,751 1,000 0,793 0,718
Tebuconazole 0,415 0,684 0,707 0,793 1,000 0,715
Tetraconazole 0,415 0,804 0,688 0,718 0,715 1,000

Tabela 5. Srednie stopnie hamowania wzrostu izolatéw Cercospora beticola zbieranych w latach 2012-2013 przez substancje czynne
Table 5. The mean growth inhibition level of Cercospora beticola isolates collected in 2012-2013 by active substances

Substancja czynna

Stezenie w ppm — Concentration in ppm

Active substance 1 3 10
Prochloraz 1,50 1,28 1,00
Cyproconazole 1,96 1,15 0,59
Epoxiconazole 1,42 0,85 0,42
Flusilazole 1,54 0,95 0,44
Tebuconazole 1,67 1,20 0,60
Tetraconazole 1,50 1,03 0,54
Najnizsze warto$ci liczbowe wskazuja na najwyzsza skuteczno$¢ ograniczania wzrostu izolatow (w skali 0—4)
The lowest numbers indicate the highest effectiveness of control of the growth of isolates (in the 0—4 scale)
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Rys. 1. Mapa ciepta dla wartosci wspotczynnikow korelacji rang
Spearmana dla stopnia hamowania wzrostu izolatow przy

stezeniu 1 ppm oraz odpowiedni diagram drzewa

Fig. 1.

Heat map for Spearman's rank correlation coefficients for
the degree of growth inhibition isolates at a concentration

of 1 ppm and the appropriate tree diagram

Rys. 2. Mapa ciepta dla wartosci wspotczynnikéw korelacji rang
Spearmana dla stopnia hamowania wzrostu izolatow przy

stezeniu 3 ppm oraz odpowiedni diagram drzewa

Fig. 2.

of 3 ppm and the appropriate tree diagram

Heat map for Spearman's rank correlation coefficients for
the degree of growth inhibition isolates at a concentration
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Rys. 3. Mapa ciepta dla warto$ci wspotczynnikow korelacji rang
Spearmana dla stopnia hamowania wzrostu izolatoéw przy
stezeniu 10 ppm oraz odpowiedni diagram drzewa

Fig. 3. Heat map for Spearman's rank correlation coefficients for
the degree of growth inhibition isolates at a concentration
of 10 ppm and the appropriate tree diagram

chemicznej (np. fenpropimorf, piraklostrobina). Analiza
statystyczna wskazata jednoczesnie mozliwos¢ wyko-
rzystania prochlorazu w zwalczaniu szczepow C. beticola
0 obnizonej wrazliwosci lub odpornych na triazole.
Prochloraz wykazywat najnizsze wartosci wspotczynnikow
korelacji we wszystkich rozwazanych stezeniach (tab. 14,
rys. 1-4). Zjawisko to moze $wiadczy¢ o zaangazowaniu
innych mechanizméw w nabywanie odpornosci na pro-
chloraz i triazole. Prochloraz wedlug Zalecen Ochrony
Roslin (2014/2015) nie znajdowat si¢ na licie preparatow
zarejestrowanych do zwalczania chwoscika buraka.
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Rys. 4. Mapa ciepta dla wartosci wspotczynnikow korelacji rang
Spearmana dla stopnia hamowania wzrostu izolatoéw bez
podziatu na st¢znia oraz odpowiedni diagram drzewa

Fig. 4. Heat map for Spearman's rank correlation coefficients for
the degree of growth inhibition isolates without the
segregation by concentration and the appropriate tree dia-
gram

Whioski / Conclusions

1. Migdzy wartosciami wspotczynnikow korelacji dla
poszczegodlnych substancji czynnych zarysowaly sig
tendencje do grupowania, mogace wskazywaé¢ na
ryzyko powstawania odpornosci krzyzowej na triazole
(grupy: tetrakonazol i cyprokonazol oraz tebukonazol,
epoksykonazol i flusilazol) wsrod izolatow C. beticola.

2. Prochloraz wykazywal najnizsze wartosci wspol-
czynnikow korelacji z substancjami czynnymi z grupy
triazoli, co wskazuje na mozliwosci wykorzystania tej

substancji w zwalczaniu szczepow C. beticola o obni-
zonej wrazliwosci lub odpornych na triazole.
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