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The use of RFLP analysis in the monitoring of Cercospora beticola strobilurin
resistance occurring in sugar beet (Beta vulgaris L.)

Wykorzystanie analizy RFLP w monitoringu odpornosci Cercospora beticola
na strobiluryny wystepujgcej w buraku cukrowym (Beta vulgaris L.)

Agnieszka Kiniec'*, Katarzyna Pieczul?, llona S'wierczyrﬁskaz, Jacek Piszczek®

Summary

Cercospora leaf spot (CLS) caused by Cercospora beticola is one of the most serious diseases of sugar beet (Beta vulgaris L.).
C. beticola has been rapidly developing resistance to commercially used fungicides. In recent years strobilurin has been intensively
used to control CLS and this induced an increase of C. beticola resistance to this group of fungicides. The aim of the study was to
identify sensitive and resistant strains based on the RFLP analysis in plant material collected in different regions in Poland. Application
of RFLP technique allowed for quick monitoring of pathogen population, eliminating fungus isolation and time-consuming tests on
culture media. The results showed the presence of either sensitive or resistant strains in some regions, mixed strains in others. The
obtained results confirmed rapid changes in population structure and increase in the frequency of G143A mutation.
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Streszczenie

Chwoscik jest jedng z najpowazniejszych chordb buraka cukrowego. Patogen — Cercospora beticola — w szybkim tempie nabywa
odporno$¢ na substancje czynne stosowanych fungicydow. W ostatnich latach do ochrony buraka cukrowego intensywnie
wykorzystuje sie strobiluryny. Spowodowato to z kolei znaczny wzrost odpornosci C. beticola na te grupe substancji czynnych. Celem
badan byto oznaczenie na podstawie wynikéw analizy RFLP obecnosci szczepdéw wrazliwych i odpornych w réznych lokalizacjach na
terenie Polski, bezposrednio w materiale roslinnym. Zastosowanie takiej procedury pozwolito na szybki monitoring populacji patogena,
z pominieciem izolacji grzyba oraz czasochtonnych testéw na podtozach hodowlanych. Na czesci z badanych plantacji zidentyfikowano
szczepy wrazliwe, a na innych odporne lub populacje mieszane. Uzyskane wyniki potwierdzajg szybkie zmiany zachodzgce w strukturze
populacji patogena i wzrost czestosci wystepowania mutacji G143A.
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Wstep / Introduction

Cercospora beticola, grzyb powodujacy chwoscika
buraka, jest jednym z najgrozniejszych patogenéw buraka
cukrowego. Infekcje powodowane przez ten gatunek
stanowig problem praktycznie we wszystkich rejonach
uprawy na s$wiecie (Holtschulte 2000). Ograniczanie
obecnos$ci chwoscika jest niezwykle istotne, gdyz choroba
powoduje znaczng degradacje plonéw korzeni. Przy
optymalnych warunkach rozwoju infekcji straty te moga
wynie$¢ nawet 50% (Shane i Teng 1992). Nasilenie
choroby mozna hamowaé poprzez odpowiedni plodo-
zmian, gleboka uprawe gleby, eliminacje zywicieli
wtdérnych, czy siew odmian odpornych (Windels i wsp.
1998), jednak glownym narzedziem ochrony burakow
przed chwoscikiem, niezb¢dnym do uzyskania wysokiego
plonu Korzeni pozostaja zabiegi chemiczne z zastosowa-
niem fungicydéw (Piszczek 2010).

Sprawca chwoscika buraka nalezy do patogenow
szybko nabywajacych odporno$¢ na substancje czynne
fungicydow (Bolton i wsp. 2013). Z badan prowadzonych
w Terenowej Stacji Doswiadczalnej Instytutu Ochrony
Roslin — Panstwowego Instytut Badawczego w Toruniu
wynika, ze w latach 20132016 odpornos¢ C. beticola na
strobiluryny (Qol — Quinone Outside Inhibitors) wzrosta
od 4,6% w 2013 do 46,7% w 2016 roku (dane niepubliko-
wane). Tak drastyczny wzrost odpornosci grzyba na t¢
grupe fungicydow ma zwiazek z intensywnym wykorzys-
tywaniem ich przez rolnikéw (Secor i wsp. 2010). Efektem
takich dziatan moze by¢ catkowity brak skutecznosci tych
substancji czynnych w ochronie plantacji przed chwos-
cikiem. Stwarza to potrzebe szybkiego i wiarygodnego
monitoringu.

Strobiluryny tacza si¢ z kompleksem cytochromowym
bel, nalezacym do IIT kompleksu oddechowego, przez co
hamuja procesy oddechowe zachodzace w mitochondriach.
Konsekwencja takiego potaczenia jest zablokowanie trans-
feru elektronéw pomigdzy cytochromem b i cl, w nastep-
stwie czego dochodzi do ograniczenia syntezy ATP (ade-
nozynotréjfosforan) i deficytdw energetycznych u grzybéw
(Fernandez-Ortuno i wsp. 2008; Fisher i Meunier 2008).
Najistotniejszym zroédtem nabywania odpornoéci C. betico-
la na strobiluryny sa mutacje punktowe, powodujace
zmiang w sekwencji aminokwasoéw biatka cytochromu b,
co ostabia lub calkowicie uniemozliwia przylaczenie
fungicydu (Fernandez-Ortuno i wsp. 2008). Wér6d mutacji
odpowiedzialnych za spadek wrazliwo$ci patogena na
wspomniang wyzej grupg fungicydow wymienia si¢
zamian¢ w 143 pozycji kodonu glicyny alaning (G143A),
zamian¢ w 129 pozycji fenyloalaniny leucyna (F129L),
czy zamiang glicyny argining w pozycji 137 (G137R).
U wigkszosci grzybow odpornych na strobiluryny identy-
fikowana jest pierwsza z wymienionych mutacji (Fernan-
dez-Ortuno i wsp. 2008; Fisher i Meunier 2008; Bolton
i wsp. 2013). Innymi przyczynami powstawania odpor-
nosci u grzybow sa zwickszenie aktywnosci alternatywnej
oksydazy, dzieki czemu dochodzi do obejscia bloko-
wanego cytochromu b, czy dzialanie transportowych biatek
blonowych, ktore zapobiegaja gromadzeniu si¢ substancji
toksycznych wewnatrz komorek grzybowych (Fernandez-
-Ortuno i wsp. 2008).

Celem prowadzonych badan bylo wykonanie testow
diagnostycznych, opartych na analizie RFLP (restritction
fragment lenght polymorphism), monitorujacych wystepo-
wanie odporno$ci C. beticola na strobiluryny (mutacja
G143A) w réznych rejonach uprawy buraka cukrowego
w Polsce.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material

W pracy wykorzystano licie buraka cukrowego pora-
zone C. beticola, zbierane na terenie wojewddztw: wielko-
polskiego, lubelskiego, kujawsko-pomorskiego, pomor-
skiego i t0dzkiego (tab. 1). W roku 2016 ocenie poddano
liscie pochodzace z 16, a w 2017 z 17 lokalizacji. Liscie
kazdorazowo zbierane byly w roznych miejscach plantacji,
tak aby pobdr obejmowat swym zasi¢ggiem mozliwie duza
czgs¢ pola.

Izolacja DNA

Izolacjc DNA przeprowadzono z losowo wybranych
$wiezych lub wysuszonych fragmentow lisci buraka
cukrowego. Kazdorazowo wycinano niewielkie fragmenty
lisci (okoto 100 fragmentéw) zawierajgce objawy choro-
bowe wywolywane przez C. beticola, starajac si¢ zminima-
lizowa¢ w probach zawartos¢ tkanki zdrowej. Izolacje
przeprowadzono przy uzyciu zestawu Plant/Fungi DNA
isolation Kit (Norgen Biotek), wedlug protokotu produ-
centa. Do izolacji ze §wiezych lisci uzyto 100 mg tkanki,
z lisci suchych — 60 mg. Materiat roslinny zostat starannie
roztarty w probowkach typu eppendorf 1,5 ml przy uzyciu
mikrotluczka. W celu jak najlepszej maceracji materiatu do
kazdej probowki dodano szczypte sterylnego piasku kwar-
cowego.

Analiza PCR-RFLP

W reakcji PCR (polymerase chain reaction) zastoso-
wano startery cytbSF i cyrbSR (Malandrakis i wsp. 2011),
zsyntetyzowane przez Genomed S.A., ktére pozwalajg na
amplifikacje fragmentu genu cytochromu b (cyt b) wiel-
kosci okoto 800 pz. Reakcje PCR przeprowadzono
w mieszaninie reakcyjnej o koncowej objetosci 20 pl, ktora
zawierata: po 0,3 ul 10 mM starterow, 2 pl Dream Tag
PCR Bufor (Thermo Fischer Scientific), 0,3 ul ANTP mix
(Thermo Fischer Scientific), 0,1 ul Dream Taq Polimerase
(Thermo Fischer Scientific) oraz 2 pl DNA. Zastosowano
nastepujacy profil termiczny reakcji PCR: wstgpna
denaturacja przez 5 min w 94°C; 39 cykli obejmujacych:
denaturacje¢ 40 s w 95°C, hybrydyzacj¢ starterow 30 s
w 52°C, elongacje 40 s w 72°C; koficowa elongacje — 5 min
w 72°C.

Do trawienia powielonych fragmentéw DNA stosowa-
no enzym restrykcyjny Alul. Zostal on wybrany na
podstawie analizy sekwencji genu cytochromu b izolatow
C. beticola wrazliwych oraz odpornych na strobiluryny
przeprowadzonej w programie NEB cutter2 (http://www.
.labtools.us/nebcutter-v2-0/). Alul hydrolizuje DNA wytacz-
nie w miejscu sekwencji zasad 5'...AG"CT...3". Sekwencja
zasad GCT jest kodonem alaniny, ktéra u szczepéw C. be-
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ticola odpornych na strobiluryny zastagpita glicyne (kodon
GGT) w pozycji 143 sekwencji genu cytochromu b.

Mieszanina reakcyjna zawierata 5 ml produktu PCR,
1 ml buforu Cut Smart oraz 1 U enzymu restrykcyjnego
Alul (New England Bio Labs). Trawienie prowadzono
przez 1 h w 37°C. Produkty trawienia rozdzielano elektro-
foretycznie w buforze TBE (Tris-Borate-EDTA), w 2%
zelu agarozowym, barwionym Midori Green stain (Nip-
pon) i analizowano w $wietle UV. W wyniku trawienia
restrykcyjnego DNA izolatéw C. beticola odpornych na
strobiluryny obserwowane byty fragmenty o wielko$ciach
473, 171, 144, a w wyniku trawienia DNA szczepow wraz-
liwych fragmenty o wielko$ciach 473 i 315 pz.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wzrost odpornosci grzybow na substancje czynne
fungicydow jest jednym z najpowazniejszych problemow
pojawiajacych si¢ w ochronie roslin. Zjawisko to wymaga
prowadzenia uwaznego oraz szybkiego monitoringu,
pozwalajacego oceni¢ strukture populacji patogena. W ni-
niejszej pracy do oceny wystepowania mutacji G143A wy-
wolujacej odpornos$¢ na strobiluryny u C. beticola wyko-
rzystana zostata analiza RFLP. Dotychczas w wigkszoS$ci
badan opisujgcych zastosowanie analizy RFLP w diagnos-
tyce odpornosci grzybow na fungicydy wykorzystywano
DNA uzyskane z czystych kolonii patogena, wyhodo-
wanych na pozywkach (Obuya i Franc 2016). W niniejszej
pracy zrodlem materialu genetycznego byly porazone
liscie, co pozwolilo na pominigcie izolacji kolonii grzyba
z materialu ro$linnego. Zaletg takiego przeprowadzenia
analizy RFLP jest nie tylko obnizenie kosztow prowa-
dzonych badan, ale takze skrdcenie czasu trwania analizy
zaledwie do kilku godzin od momentu dostarczenia lisci do
laboratorium.

Na podstawie przeprowadzonych analiz genetycznych
w roku 2016 na wigkszosci plantacji (62,4%) nie
stwierdzono wystepowania izolatdow z mutacjg G143A.
Szczepy odporne na strobiluryny  zidentyfikowano
w trzech miejscowosciach (18,8% plantacji), a w kolejnych
trzech (18,8% plantacji) populacje mieszane, zawierajace
zarowno izolaty odporne, jak i wrazliwe. W probach
zbieranych na terenie wojewddztwa lubelskiego oraz
pomorskiego szczepy C. beticola odporne oraz wrazliwe
na strobiluryny stwierdzono w podobnych proporcjach.
W wojewodztwie Kkujawsko-pomorskim w  wigkszosci
lokalizacji nie zidentyfikowano izolatow C. beticola
z mutacja G143 A warunkujacg odporno$é na strobiluryny.
Na plantacjach zlokalizowanych w wojewddztwie 16dzkim
zidentyfikowano wylgcznie izolaty wrazliwe na strobi-
luryny. W roku 2017 na Lubelszczyznie nie zdiagnozo-
wano juz plantacji zawierajacych jedynie izolaty C. be-
ticola wrazliwe na strobiluryny. W 2017 roku w Wielko-
polsce na polowie badanych plantacji zidentyfikowano
obecnos¢ izolatdéw C. beticola z mutacjg G143A, jednak
tylko na jednej z nich zidentyfikowano wylacznie szczepy
odporne ma strobiluryny (tab. 1). Porownujac wyniki ana-
lizy materiatu pochodzacego z dwodch lat mozna stwier-
dzi¢, iz udziat szczepoéw wrazliwych na dzialanie strobilu-
ryn znacznie zmalat — z 62,4% w 2016 roku do 35,3%

w kolejnym roku. Odsetek populacji wytacznie odpornych
ksztaltowat si¢ na podobnym poziomie, natomiast znacznie
wzrosta liczba pol, na ktorych wykryto mieszaniny
obydwu szczepéw (proporcje DNA izolatow wrazliwych
i odpornych byly rozne) (rys. 1). Uzyskane wyniki moga
by¢ dowodem na szybkie zmiany zachodzace w strukturze
populacji patogena i wzrost obecnosci mutacji G143A
warunkujacej odporno$¢ na strobiluryny. W badaniach
prowadzonych na terenie Stanéw Zjednoczonych, w latach
2003-2008, przez Secor i wsp. (2010), nie zauwazono
znaczgcego wzrostu odpornosci izolatdw C. beticola na
strobiluryny. Natomiast w 2013 roku Bolton i wsp. (2013)
po raz pierwszy opisali wykrycie mutacji G143A w USA.
Jeszcze do 2013 roku mutacja ta nie zostala odnotowana
w Polsce, cho¢ obserwowano wzrost odpornosci na
strobiluryny (Pieczul i Perek 2015). Zaledwie dwa lata
pozniej Piszczek 1 wsp. (2017) zidentyfikowali mutacjg
G143A u izolatow C. beticola pochodzacych ze wschod-
niej Polski.

Przeprowadzone badania pozwalajg przypuszczal, ze
skuteczno§¢ strobiluryn w ochronie buraka przed
chwoscikiem nadal bedzie spadaé. Konieczny jest wigc
dalszy monitoring czestosci wystgpowania mutacji G143 A
w populacji C. beticola. Opisana metoda ze wzgledu na
niskie koszty oraz proste wykonanie moze by¢ stosowana
na szeroka skalg do szybkiego monitoringu, czy tez oceny
zasadnos$ci stosowania zabiegéw fungicydami zawiera-
jacymi strobiluryny. W przypadku obecno$ci w populacji
znaczacej liczby izolatow posiadajacych mutacje G143A,
takie zabiegi moga okazac si¢ nieskuteczne.

1-4 — préby zawierajgce DNA izolatéw Cercospora beticola
wrazliwych na strobiluryny — samples containing DNA of isolates of

Cercospora beticola sensitive to strobilurin, 5-9 — préby
zawierajgce DNA izolatbw Cercospora beticola wrazliwych i od-
pornych na strobiluryny w niejednakowych proporcjach (5, 8 —
przewaga izolatéw wrazliwych, 6, 9 — przewaga izolatéw odpor-
nych, 7 — zblizone proporcje izolatéw odpornych i wrazliwych)
— samples containing DNA of isolates of Cercospora beticola
sensitive and resistant to strobilurin in unequal proportion (5, 8 —
predominance of sensitive isolates, 6, 9 — DNA predominance of
resistant isolates, 7 — similar ratios of resistant and susceptible
isolates)

M — marker wielko$ci — size marker

Rys. 1. Analiza polimorfizmu miejsc restrykcyjnych w badanych
prébach Cercospora beticola

Fig. 1. Analysis of polymorphic digestion sites of tested strains
of Cercospora beticola
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Tabela 1. Badane proby buraka cukrowego oraz oznaczenie szczepow na podstawie analizy RFLP
Table 1. Tested samples of sugar beet and strain assignation by RFLP analysis

Numer izolatu Rok Wojewddztwo Miejscowos¢ Oznaczenie RFLP

Isolate number Year Province Locality RFLP assignation
1 Zamostek wrazliwy — sensitive
2 ) Wiadystawin odporny - resistant
3 Lubli:]u{)/i)lis\l/(cfjeship Borun mieszany — mixed
4 Stezyca Nadwieprzanska odporny — resistant
5 Trzeszkowice wrazliwy — sensitive
6 Chodeczek wrazliwy — sensitive
7 kujawsko-pomorskie Kamienna wrazliwy — sensitive

Kujawsko-Pomorskie . . .

8 2016 Voivodeship Krolikowo mieszany — mixed
9 Suchary wrazliwy — sensitive
10 Suchy Dab wrazliwy — sensitive
11 pomorskie Trepnowy mieszany — mixed
12 Pomeranian Voivodeship Gniewskie Pole odporny — resistant
13 Gurcz wrazliwy — sensitive
14 o Ostrowy wrazliwy — sensitive
15 Lods }\(;gizi(cl)ileship Kajew wrazliwy — sensitive
16 Siedlec wrazliwy — sensitive
17 ) Zakrecie mieszany — mixed
18 LuinLu{)/e()I?\l/((l)Zeship Stezyca odporny - resistant
19 Mastomecz mieszany — mixed
20 Dopiewiec wrazliwy — sensitive
21 Zamystowo wrazliwy — sensitive
22 Witobel mieszany — mixed
23 Wrabczyn mieszany — mixed
24 Trzcielin wrazliwy — sensitive
25 2017 Ponin mieszany — mixed
26 wielkopolskie Lubiechowo wrazliwy — sensitive
27 Wielkopolska Voivodeship Kowalewo mieszany — mixed
28 Granowo mieszany — mixed
29 Gnin mieszany — mixed
30 Kamieniec wrazliwy — sensitive
31 Parzeczewo wrazliwy — sensitive
32 Ptaszkowo odporny — resistant
33 Ruchocice mieszany — mixed

Whnioski / Conclusions

1. Opisany protokoét diagnostyczny moze by¢ wykorzysty-
wany do szybkiego monitoringu populacji patogena
bezposrednio w materiale roslinnym, z pomini¢gciem

izolacji kolonii C. beticola.
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