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Identification of the F129L mutation among isolates of Pyrenophora teres
Drechsler from central-western Poland

Identyfikacja mutacji F129L wsrod izolatdw Pyrenophora teres Drechsler
pochodzacych ze srodkowo-zachodniej Polski

Patrycja Marciniak'*, Tomasz Kosiada®, tukasz Wolko?

Summary

Barley (Hordeum vulgare L.) is one of the major cereal species cultivated worldwide. World production of barley is over 140 million
tons. Fungal diseases usually cause significant yield losses. A major risk for crops is net blotch of barley disease caused by Pyrenophora
teres. Pathogen rapidly develops resistance to fungicides and it is usually a result of a point mutation. In this study the isolates from
central and western part of Poland were tested and the efficacy of Qol against P. teres was investigated. Based on the results of the in
vitro tests of sensitivity of some isolates the analysis of a fragment containing the F129L mutation in the cytochrome b gene was
performed. The average growth inhibition degree was 46.5%. Although partial insensitivity to fungicides were observed for some
isolates, the mutations have not be detected.
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Streszczenie

Jeczmiers (Hordeum vulgare L.) jest jednym z najczesciej uprawianych zbdz na catym $wiecie. Swiatowa produkcja jeczmienia
wynosi ponad 140 milionéw ton. Choroby, ktérych sprawcami sg grzyby przyczyniaja sie do znaczacego obnizenia plonéw. Duze
zagrozenie dla upraw jeczmienia stanowi Pyrenophora teres, sprawca plamistosci siatkowej jeczmienia. Grzyb dos$¢ szybko nabywa
odpornos¢ na niektére ze stosowanych srodkéw ochrony roslin. Odpornosc¢ jest zazwyczaj skutkiem mutacji punktowej. W niniejszej
pracy badano izolaty pochodzgce z rejonéw srodkowo-zachodniej Polski. W oparciu o wyniki testu wrazliwosci patogena na fungicydy
strobilurynowe wykonano analize fragmentu genu cytochromu b, zawierajgcego mutacje w 129 pozycji sekwencji aminokwasowe;j
biatka. Srednia warto$é¢ stopnia hamowania wzrostu wyniosta 46,5%. Mimo zaobserwowania cze$ciowej niewrazliwoéci na Qol prawie
u potowy badanych izolatéw, nie zidentyfikowano szczepdéw grzyba posiadajgcych substytucje F129L.

Stowa kluczowe: Pyrenophora teres; plamistosc¢ siatkowa jeczmienia; odpornos¢ na strobiluryny
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Wstep / Introduction

Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) nalezy do
rzedu Poales i rodzaju Hordeum, w ktérym jest jedynym
gatunkiem uprawnym. Powierzchnia upraw jeczmienia
w Polsce w 2015 roku wyniosta 839 tys. ha, a wielko$¢
zbiorow to ponad 2,9 mln ton (GUS 2016). W skali $wiato-
wej jeczmien pod wzgledem zasiewdw zajmuje czwarte
miejsce wsrod zb6z uprawnych, zaraz za pszenica, ryzem
i kukurydzg. Jeczmien wykorzystywany jest glownie na
pasz¢ (70-80%), a takze do produkcji pieczywa, kaszy
oraz stodu jeczmiennego w przemys$le browarniczym
(Gasiorowski 1997).

Do najwazniejszych patogendéw jeczmienia nalezy
Pyrenophora teres powodujacy plamisto$¢ siatkows jecz-
mienia, grzyb zaliczany jest do typu Ascomycota.
Wyrdznia si¢ dwie formy patogena: P. teres f. teres i P. te-
res f. maculata. Kazda z tych form odpowiada za inny
rodzaj objawow chorobowych (Kryczynski i Weber 2011).

Plamistos¢ siatkowa jeczmienia jest glowna przyczyna
obnizenia plonu jeczmienia, straty moga siegaé nawet
40%. Zrodtem choroby sg zakazone ziarniaki oraz resztki
pozniwne, na ktérych wystepuja zarodniki workowe
powstajace w pseudotecjach. Wystgpieniu choroby sprzyja
temperatura (5-18°C) oraz wysoka wilgotno$¢ powietrza
(Hani i wsp. 1998; Kryczynski i Weber 2011).

Do zwalczania plamistosci siatkowej jgczmienia
wykorzystywane sg m.in. fungicydy. Substancje te zabu-
rzaja przebieg kluczowych proceséw zyciowych patogena.
Gtéwnie stosowane sg $rodki nalezace do grupy fungi-
cydéw Qol (Quinone ‘outer’ inhibitor) oraz fungicydy
triazolowe (Zalecenia 2016/2017). Do najczgsciej uzywa-
nych substancji czynnych wérod inhibitoréw Qo zaliczamy
strobiluryny, np. azoksystrobing. Zwiazki z tej grupy
zaburzajg procesy energetyczne zwigzane z produkcja ATP
w mitochondriach. Powoduja one zablokowanie transportu
elektrondow pomigdzy cytochromem b i ¢l (Anke 1995;
Broniarek-Niemiec 2016).

Nadmierne 1 niewlasciwe stosowanie fungicydow
strobilurynowych przyczynito si¢ do wyksztalcenia przez
niektore grzyby odpornosci. Proces ten jest naturalnym
zjawiskiem ewolucyjnym wynikajacym z presji selekcyj-
nej. Zjawisko odpornosci przyczynia si¢ do ogromnych
strat finansowych zar6wno w rolnictwie, jak i w przemysle
produkcji srodkow ochrony roslin (Deising i wsp. 2008;
Pieczul 2015).

Odporno$¢ na fungicydy strobilurynowe czesto warun-
kuja mutacje punktowe w genie kodujacym cytochrom
b — podjednostke kompleksu mitochondrialnego cytochro-
mu bcl. Mutacje te majg charakter substytucji, czyli
zastgpienia jednego nukleotydu w konkretnej pozycji genu
przez inny. Za omawiang odporno$¢ odpowiada zazwyczaj
zmiana w pozycji aminokwasowej 143 lub 129 cyto-
chromu b. Pierwsza substytucja (G143A) powoduje
zmiang kodonu GGT na GCT (G>C), w efekcie glicyna
zastgpiona zostaje alaning. Druga mutacja (F129L), odpo-
wiedzialna za czgdciowa odpornos¢ na Qol u P. teres
polega na zastgpieniu fenyloalaniny przez leucyng
w 129 pozycji aminokwasowej cytochromu b. Zmiana ta
wynika z jednego z trzech polimorfizméw mutacji zmie-
niajacych kodon fenyloalaniny (TTC) w kodony leucyny

(TTA, TTG lub CTC) (Semar i wsp. 2007). U P. teres
i P. tritici-repentis zaobserwowano roéwniez inna, rzadziej
wystepujaca mutacje — G137R, polegajaca na zamianie
glicyny argining. Mutacja ta nie ma znaczacego wplywu na
poziom odpornosci grzybow na fungicydy strobilurynowe
(Marzani 2011).

Celem badan byta identyfikacja mutacji F129L, warun-
kujacej czg$ciowa niewrazliwo$¢ na fungicydy Qol wsrod
izolatow P. teres.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolaty P. teres wykorzystane w badaniach uzyskano
z liSci jeczmienia z wyraznymi objawami plamistosci
siatkowej jeczmienia. Pochodzity one z pigciu lokalizacji
znajdujacych si¢ na terenie $rodkowo-zachodniej Polski:
Poznania, Koscielca (gmina Pako$¢), Bukowca (gmina
Nowy Tomysl), Wiatrowa (gmina Wagrowiec) oraz Cho-
ryni (gmina Kos$cian). Materiat pobierano z pél doswiad-
czalnych i uprawnych w 2015 roku, w miesigcach od
marca do maja.

Do izolacji DNA (deoxyribonucleic acid) wykorzysta-
no 2-tygodniowa grzybni¢ P. teres hodowang na ptynnej
pozywce glukozowej z dodatkiem wyciagu drozdzowego
(5 g glukozy i 1 g ekstraktu drozdzowego na 1000 ml
wody destylowanej). Izolacj¢ wykonano wedlug zmody-
fikowanej procedury Doyle’a (Doyle i Doyle 1987; Aamir
i wsp. 2015).

Tradycyjna identyfikacje P. teres oparta na obserwacji
makro- i mikroskopowej potwierdzono przy uzyciu
techniki PCR (polymerase chain reaction). W badaniu
wykorzystano dwa zestawy specyficznych gatunkowo
starteréw (SCAR): DTT471h i DTM494d, ktére dodat-
kowo pozwalaly na rozroznienie form: P. teres f. teres
(91 pz) i P. teres f. maculata (161 pz) (Leisova i wsp.
2005; Baturo 2009). W tym celu przeprowadzono dwie
niezalezne reakcje. Mieszaniny reakcyjne zawieraly po
5 ul 2x PCR MIXu (A&A Biotechnology, Polska), 50 ng
matrycy DNA, 0,2 pul startera forward i reverse (0,2 pM)
oraz sterylng wode, dodang do lacznej objetosci 10 pl
PCR prowadzono w nastgpujacych warunkach: wstgpna
denaturacja: 95°C — 5 min.; dla kolejnych 40 cykli
denaturacje prowadzano przez 30 s w 95°C; hybrydyzacja
starterow: 30 s w 62°C dla DTT471lh, a w 55°C dla
DTM494d, elongacje w 72°C przez 40 s, ostatni etap
elongacji trwat 5 min. (72°C) (Leisova i wsp. 2005; Baturo
2009). W pracy przeanalizowano 40 izolatéw.

Oceny wrazliwosci izolatow P. teres na fungicydy
strobilurynowe oraz identyfikacji potencjalnej odpornosci
dokonano za pomocag testu polegajacego na 0znaczeniu
stopnia zahamowania wzrostu w obecnosci fungicydu
strobilurynowego. Na podstawie pomiaru wzrostu kolonii
obliczono stopien hamowania wzrostu grzybni (w %) wo-
bec prob kontrolnych, rosnacych bez dodatku fungicydu.
W dos$wiadczeniu uzyto azoksystrobing (Amistar 250 SC,
Syngenta). Stezenie koncowe substancji czynnej w podto-
7u PDA (Potato Dextrose Agar, A&A Biotechnology,
Polska) wynosito 20 ppm. Czterdziesci losowo wybranych
2-tygodniowych izolatow P. teres przepasazowano na
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przygotowane podloze. Kazdy izolat hodowano w trzech
powtorzeniach. Kontrole w badaniu stanowity kolonie
rosngce na pozywce PDA bez fungicydu. Trzeciego i siod-
mego dnia hodowli dokonano pomiaru $rednicy wyrostych
kolonii, wyliczono $redni dobowy wzrost grzybni i obli-
€zono stopien hamowania wzrostu izolatow przez azoksy-
strobing. Analize danych przeprowadzono w programie
STATISTICA v. 12.0, wykorzystujac w tym celu jedno-
czynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) i test Newmana-
-Keulsa na poziomie istotnosci p = 0,05.

Do procedury PCR majacej na celu amplifikacje
fragmentu DNA zawierajacego miejsce potencjalnej zmia-
ny FI29L wybrano 9 izolatdw charakteryzujacych sie
najmniejsza wrazliwos$cig na dziatanie azoksystrobiny
(stopien hamowania wzrostu ponizej 50%). Startery
CytbC1(F) i CytbC2(R) wykorzystane w reakcji pozwolity
na powielenie fragmentu genu cytochromu b o wielko$ci
351 pz (Semar i wsp. 2007). Stosowano nastepujace
warunki reakcji PCR: denaturacja wstgpna 3 min. w 95°C,
36 cykli: denaturacja w 95°C — 30 s, annealing w 60°C
— 30 s, elongacja w 72°C — 1 min., koficowa elongacja
15 min. w 72°C. Do mieszaniny reakcyjnej o objetosci
100 pl uzywano: 2x PCR MIXu (50 pl), wody sterylne;j
(38 pl), kazdego startera w ilosci 0,2 pM i 500 ng matrycy

DNA. Produkty PCR obserwowano w 1,5% zelu agaro-
zowym.

Otrzymany produkt PCR oczyszczono przy uzyciu
zestawu Clean-up (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie
z protokotem producenta i przekazano do sekwencjo-
nowania (30 pl). Analiz¢ wykonano w Macrogen Europe
(Holandia). Uzyskane wyniki poddano analizie w programie
ChromasPro oraz poréwnano za pomocg programu BLAST
z sekwencja genu cytochromu b P. teres (DQ919067.1)
dostepng w bazie GenBank.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Do identyfikacji izolatow wykorzystano technike PCR.
W efekcie rozdzialu elektroforetycznego uzyskano
produkty o diugosci 91 par zasad — potwierdzajace identy-
fikacje patogena jako P. teres oraz identyfikujace forme
patogendéw jako teres.

Wsrod 40 izolatéw $rednia warto$¢ stopnia hamowania
wzrostu wyniosta 46,47%. Prawie polowe izolatow (19)
zakwalifikowano jako potencjalnie niewrazliwe na dziala-
nie fungicydow Qol, ze wzgledu na mniejszy niz 50%
stopien hamowania wzrostu. Otrzymane wartosci ,,stopnia

Tabela 1. Stopien hamowania wzrostu izolatow w obecnos$ci fungicydu strobilurynowego wraz z grupami jednorodnymi (test Newmana-

-Keulsa)

Table 1. Growth inhibition degree of Pyrenophora teres isolates in the presence of strobilurin fungicide and homogeneous groups

(Newman-Keuls test)

NI izolatu Stopien za}_lan}oyania wzrostu NI izolatu Stopien zal.lam-oyv_ania wzrostu
Isolate No. Growth mh[lok/Jol]tlon degree Isolate No. Growth II"Ih[IOZI]tIOI’] degree
24 23,33 hijk 97 34,57 fghij
331 48,75 defghi 98 60,19 bcde
33/2 54,59 defghi 99 7,09 jk
34 64,69 abcde 103 59,75 bcdefgh
40 82,60 abcd 104 36,87 efghij
43 48,07 defghi 107 52,78 defghi
46 55,61 defghi 108 0,13k
48/1 58,52 cdefgh 109 93,33 ab
48/2 50,98 defghi 114 79,53 abcd
48/3 50,80 defghi 116 39,47 efghij
49 19,44 ijk 120 46,99 defghi
59 34,62 fghij 125 36,90 efghij
60 24,24 hijk 127 48,07 defghi
61 94,29 a 140 71,98 abcde
63 7,99 jk 145 -77,30m
65 76,85 abcd 164 23,75 hijk
67 69,97 abcde 166 47,22 defghi
73 83,33 abc 167 39,79 efghij
95/1 28,30 ghijk 171 60,94 bcde
95/2 52,38 defghi 181 67,43 abcde

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ statystycznie w sposob istotny

Values marked by the same letters are not significantly different
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hamowania wzrostu” poddano obrdbce statystycznej.
Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA potwierdzita
réznice migdzy izolatami. Z kolei za pomocg testu
Newmana-Keulsa wyznaczono 12 grup jednorodnych o po-
dobnych wartosciach stopnia hamowania wzrostu (tab. 1).

W pracy Marzani (2011) opisano wplyw rdéznych
stezen fungicydow, w tym azoksystrobiny na wzrost
P. teres typu dzikiego oraz izolatbw z mutacjg F129L.
Warto$¢ stopnia hamowania wzrostu izolatow przez
azoksystrobing byta nizsza niz dla izolatéw poddanych
dziataniu innych fungicydéw z grupy Qol. Mimo to nawet
w przypadku izolatow ze zmiang F129L, azoksystrobina
charakteryzowata si¢ znaczng skuteczno$cig (procent
hamowania wzrostu utrzymywat si¢ na poziomie 60-80%).
Oznacza to, ze obecno$¢ mutacji F129L przektada si¢ na
sredni poziom odpornosci grzybow na fungicydy
strobilurynowe (Marzani 2011).

Wedlug obserwacji Sierotzkiego i wsp. (2007), autorow
badan nad strukturg genu cytochromu b, mutacja F129L
jest dos¢ czesto spotykang przyczyng niewrazliwos$ci na
fungicydy strobilurynowe wsrdd populacji P. teres na tere-
nie Anglii, Szkocji i Francji. Po raz pierwszy odpornos¢ na
Qol u P. teres zaobserwowano we Francji w 2003 roku
(Sierotzki i wsp. 2007). Z czasem odporno$¢ wynikajaca
ze zmiany F129L obserwowano rowniez w Wielkiej Bry-
tanii, Niemczech, Belgii, Szwajcarii i Irlandii (Sierotzki
i wsp. 2007). Dlatego w niniejszej pracy wykonano PCR
z uzyciem zestawu starterd0w odpowiadajacych za amplifi-
kacje fragmentu genu cytochromu b o dhigosci 351 pz.
Fragment obejmowat miejsce wystepowania mutacji F129L
(GenBank NCBI, DQ919067).

Do analizy fragmentu sekwencji cyt b wybrano 5 izo-
latow. Uzyskane sekwencje poréwnano z sekwencja genu
cytochromu b P. teres (nr akcesu: DQ919067) za pomoca
programu BLAST. Nie zidentyfikowano mutacji F129L
u badanych izolatow. W zwiazku z tym wyklucza sie, ze
przyczyna czgsciowej niewrazliwosci izolatow P. teres ba-
danych w pracy jest mutacja F129L. Podlozem zmniej-
szonej wrazliwosci jest inny mechanizm.

Podobna sytuacja miala miejsce w badaniach Marzani
(2011). Na 23 izolaty P. teres, ktore wykazywaty niewraz-
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