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Evaluation of validity of the use of thiophanate-methyl in controlling
Cercospora leaf spot (Cercospora beticola Sacc.) based on RFLP analysis

Ocena zasadnosci stosowania tiofanatu metylowego w zwalczaniu
chwoscika buraka (Cercospora beticola Sacc.) na podstawie analizy RFLP

Agnieszka Kiniec'*, Katarzyna Pieczul?, Jacek Piszczek!

Summary

Cercospora beticola Sacc. is the cause of Cercospora leaf spot (CLS), is the most destructive pathogen of sugar beet (Beta vulgaris
L.) worldwide. The fungus has been rapidly developing resistance to fungicides. Benzimidazole, one of the first systemic fungicides,
were first used in Polish agriculture in the 1980s. The aim of the study was to analyze the occurrence of the E198A mutation among
C. beticola isolates collected from Polish sugar beet plantations and to evaluate validity of using thiophanate-methyl in controlling
the CLS. Benzimidazole-resistant strains dominate within C. beticola population occurring in Poland. The application of benzimidazole
based fungicides to protect sugar beet crops against CLS should be excluded. Benzimidazole treatments create numerous issues as
they are not efficient and do not control CLS and they affect environment conditions by generating chemical waste, and finally their
applications increase production costs. The fungus’s resistance to benzimidazole has been persistent for many years and is based on
genetic changes.
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Streszczenie

Cercospora beticola Sacc. wywotujgcy chwoscik buraka, jest najgrozniejszym patogenem atakujgcym buraki cukrowe. Grzyb
szybko nabywa odpornosé na substancje czynne fungicydéw. Benzimidazole, jedne z pierwszych fungicydéw systemicznych, w polskim
rolnictwie zaczeto stosowac w latach 80. XX wieku. Celem prowadzonych badan byta analiza wystepowania mutacji E198A wsrdd izolatow
C. beticola zbieranych na terenie polskich plantacji burakéw cukrowych oraz ocena zasadnosci stosowania tiofanatu metylowego
w zwalczaniu chwoscika buraka. W polskiej populacji C. beticola dominujg szczepy odporne na benzimidazole, co powinno wykluczy¢
uzywanie tych fungicydéw do ochrony burakéw cukrowych przed chwoscikiem. Stosowanie benzimidazoli nie tylko nie zwalcza patogena,
ale takze powoduje obcigzanie srodowiska substancjami chemicznymi i nieuzasadniony wzrost kosztéw produkcji. Odpornosé grzyba na
benzimidazole utrzymuje sie przez wiele lat, a jej podstawg s zmiany genetyczne.

Stowa kluczowe: chwoscik buraka, Cercospora beticola, odpornosc na benzimidazole, E198A
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Wstep / Introduction

Cercospora beticola Sacc. wywolujacy chwoscik
buraka, jest najgrozniejszym patogenem atakujacym buraki
cukrowe. Grzyb wystepuje na calym obszarze uprawy
tej rosliny (Holtschulte 2000), jednak najwigksze straty
powoduje w rejonach cieplych, z czgstymi opadami deszczu
(Wolf i Verreet 2002). Choroba moze doprowadzi¢ do
catkowitego zamierania lisci, w konsekwencji czego roslina
odtwarza aparat lisciowy kosztem zgromadzonego cukru,
a strata plonu korzeni moze wynie$¢ nawet 50% (Shane
i Teng 1992). Infekcje mozna ogranicza¢ m.in. poprzez:
siew odmian odpornych, odpowiedni ptodozmian, gleboka
uprawe gleby, eliminacje zywicieli wtdrnych oraz zabiegi
chemiczne (Windels i wsp. 1998; Piszczek 2010).

Cercospora beticola nalezy do patogenéw szybko naby-
wajacych odpornos¢ na stosowane zwiazki chemiczne (Bol-
ton i wsp. 2013), decyduje o tym m.in. mozliwos¢ wielo-
krotnego powtarzania infekcji w trakcie sezonu wegetacyj-
nego, wytwarzanie duzej liczby zarodnikéw konidialnych
oraz predyspozycje genetyczne (Ma i Michailides 2005; De-
ising i wsp. 2008). W ostatnich latach problem szkodliwosci
chwoscika buraka znacznie si¢ nasila, poniewaz intensywne
wykorzystywanie srodkéw ochrony roslin doprowadzito do
powstawania odpornosci na ich substancje czynne (Secor
i wsp. 2010; Kiniec i wsp. 2019).

Benzimidazole, jedne z pierwszych fungicydow sys-
temicznych, byly chetnie wykorzystywane przez rolni-
kéw glownie z uwagi na szerokie spektrum dziatania
(Suwan i wsp. 2012). Ich dzialanie polega na laczeniu si¢
z tubuling grzybowa, co powoduje zahamowanie mitozy
oraz zaklocenie funkcjonowania cytoszkieletu (David-
se 1986; Ma i Michailides 2005). Odpornos$¢ na te¢ gru-
pe zwigzkow chemicznych warunkuje obecnos¢ mutacji
w genie B-tubuliny, powodujaca zmiany w sekwencji ami-
nokwasow biatka, co skutkuje zmniejszeniem powinowac-
twa wigzania benzimidazoli (Sisler 1988). U C. beticola za
nabywanie odpornosci odpowiada zasadniczo jedna mutacja
—zamiana kwasu glutaminowego alaning w 198 pozycji ko-
donu (E198A) (Davidson i wsp. 2006; Trkulja i wsp. 2013).
Pierwsze doniesienia na temat odpornosci C. beticola na
benzimidazole pochodza juz z lat 70. XX wieku. Szczepy
odporne na benomyl zdiagnozowano zaledwie po 3 latach
stosowania tej substancji czynnej (Dovas i wsp. 1976),
po czym wycofano ja z uzycia. W 2006 roku Piszczek
i Czekalska (2006) zaobserwowali pierwsze przypadki
odpornosci grzyba w Polsce. Trzy lata pozniej, Piszczek
(2010) stwierdzit, ze 29,4% izolatdéw pochodzacych z cen-
tralnej Polski, wykazuje odporno$¢ na tiofanat metylowy,
natomiast w 2006 roku ten odsetek wzrost do 70,1%.

W polskim rolnictwie karbendazym zacz¢to stosowac
w latach 80. XX wieku, a tiofanat metylowy na poczatku
XXI wieku (Sobczak i wsp. 2015). Na przetomie XX
i XXI wieku do ochrony plantacji buraka cukrowego

przed chwoscikiem zalecane byly gltownie preparaty,
ktérych substancje czynne nalezaty tylko do dwoch grup
chemicznych: benzimidazoli i triazoli (Piszczek 2004).
Do wykonania kolejnych zabiegdw ochronnych czg-
sto wykorzystywane byly substancje czynne z tej samej
grupy, co musiato doprowadzi¢ do wzrostu odpornosci
grzyba (Piszczek 2003). Fungicydy benzimidazolowe
najwickszg sprzedaz osiagnety w naszym kraju w 2005
roku (Sporek i Sporek 2014). Obecnie benzimidazole
sa przestarzalymi fungicydami, ktérych uzycie syste-
matycznie spada (GUS 2013, 2014, 2015, 2016, 2017,
2018). Pomimo tego w ciaggu ostatnich 7 lat wzrosta licz-
ba $rodkéow grzybobojczych zawierajacych tiofanat me-
tylowy zarejestrowanych w buraku cukrowym — od 20%
wszystkich zarejestrowanych fungicydow w 2012 roku,
do 51% w 2019 roku. Prawdopodobnie jest to spowo-
dowane faktem, ze tiofanat metylowy w dalszym ciagu
wykazuje do$¢ dobrg skuteczno$¢ w innych uprawach
i firmy rejestrujace swoje fungicydy nie zmieniaja zakre-
su stosowania produkowanych preparatow.

Celem prowadzonych badan byta analiza wystepowa-
nia mutacji E198A metoda PCR-RFLP wsrod izolatow
C. beticola zbieranych na terenie polskich plantacji bura-
kéw cukrowych oraz ocena zasadnosci stosowania tiofanatu
metylowego w zwalczaniu chwoscika buraka.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolaty zbierane byly w latach 20122018 na terenie wo-
jewodztw: lubelskiego, t6dzkiego, kujawsko-pomorskiego,
pomorskiego i wielkopolskiego. Skrawki porazonych lisci
po odkazeniu powierzchniowym (30 sekund w wybielaczu
ACE) wyktadane byly na pozywke PDA (Potato Dextrose
Agar; Oxoid). Identyfikacji uzyskanych kultur C. beticola
dokonywano na podstawie oceny cech morfologicznych
kolonii oraz zarodnikéw konidialnych (Ellis 2001). W ba-
daniach wykorzystano 67 izolatow. Izolacj¢ DNA przepro-
wadzono ze $wiezej grzybni rosngcej na stalej pozywce
PDA przy uzyciu zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Fragmenty grzybni oddzielone od podioza rozcierano na
jednolita mas¢ w sterylnych probéwkach Eppendorf. Pro-
cedure izolacji wykonano wedtug protokotu producenta.
Do reakcji PCR przygotowano roztwor DNA o st¢zeniu
20 ng/ul. Do reakcji PCR zastosowano startery Bt 512F
i Bt 922R umozliwiajace amplifikacje fragmentu DNA ko-
dujacego B-tubuling o wielkosci okoto 500 pz (Davidson
i wsp. 2006). Reakcje PCR przeprowadzono w mieszaninie
reakcyjnej o koncowej objetosci 20 ul, ktora zawierata po:
0,2 pul 10 mM starterow, 1 pl Dream Tag Green PCR Master
Mix 2x (Thermo Scientific), 3 ul DNA. Zastosowano naste-
pujacy profil termiczny reakcji PCR: wstepna denaturacja
przez 3 min w 95°C; 39 cykli obejmujacych: denaturacje
40 s w 95°C, hybrydyzacje starterow 40 s w 58°C, elongacje
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60 s w 72°C; koncowg elongacje — 5 min w 72°C. Do tra-
wienia restrykcyjnego zamplifikowanego DNA stosowa-
no enzym restrykcyjny BstU I (New England BioLabs).
Zostal on wybrany na podstawie analizy sekwencji
genu P-tubuliny izolatdéw C. beticola wrazliwych oraz
odpornych na benzimidazole przeprowadzonej w progra-
mie NEBcutter2 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). BstU I
hydrolizuje DNA wylacznie w miejscu sekwencji zasad
5°...CG"CG...3’. Sekwencja zasad GCG jest kodonem ala-
niny, ktéra u szczepow C. beticola odpornych na benzimi-
dazole zastgpita kwas glutaminowy (kodon GAG) w pozy-
cji 198 sekwencji genu B-tubuliny. Mieszanina reakcyjna
zawierata 8 pl produktu PCR, 1 pl buforu CutSmart Buffer
oraz 1 pl enzymu restrykcyjnego (BstU I). Trawienie pro-
wadzono przez 15 min w 60°C. Produkty trawienia rozdzie-
lano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym z Midori
Green (Thermo Scientific) i analizowano w swietle UV.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W wyniku trawienia restrykcyjnego fragmentu DNA
kodujacego B-tubuling (500 pz) szczepdw C. beticola
odpornych na benzimidazole obserwowano 3 fragmenty
o wielkosciach okoto 80, 220 oraz 200 pz, a w wyniku
trawienia DNA szczepow wrazliwych dwa o wielkosciach
okoto 801420 pz (rys. 1). Na podstawie wykonanej analizy
RFLP jako odporne na benzimidazole oznaczono 39,
a jako wrazliwe 13 izolatow. Pigtnascie izolatow nalezato
do szczepéw mieszanych zawierajacych DNA obydwu
rodzajow z mutacja E198A oraz bez nie;j.

W Polsce szczepy C. beticola zawierajace opisang mu-
tacj¢ sa powszechnie obserwowane na terenie catego kra-
ju od kilku lat (tab. 1). Ich przewaga w populacji patogena
decyduje o nieskutecznos$ci tiofanatu metylowego w efek-

tywnej ochronie upraw przed chwoscikiem. W roku 2017
okoto 92% izolatow C. beticola pochodzacych z terenu ca-
lej Polski wykazywato wysoka odporno$¢ na tiofanat mety-
lowy, co powinno wykluczy¢ uzywanie tego zwigzku che-
micznego do ochrony burakéw cukrowych przed tym pa-
togenem (Pieczul i Piszczek 2012). Tiofanat metylowy jest
w dalszym ciggu wykorzystywany do zabiegéw ochron-
nych, w szczegolnosci w fungicydach dwuskladnikowych,
gdzie druga substancja czynng jest zwigzek z grupy triazoli,
cho¢ strategie ochrony plantacji buraczanych przed chwo-
scikiem powinny zmierza¢ w kierunku catkowitej rezygna-
cji z aplikacji benzimidazoli na rzecz substancji dziataja-
cych w inny sposob.

Odpornos¢ grzyba na tiofanat metylowy jest stabilna
i utrzymuje si¢ przez wiele lat. Wskazuja na to badania Ka-
raoglanidisa i Bardasa (2006), ktorzy w latach 2000-2001
wykonali monitoring wystgpowania odpornosci na be-
nomyl. Dos$wiadczenie prowadzono w 4 lokalizacjach:
w dwoch stosowanie benomylu przerwano juz w latach
70., kiedy stwierdzono odpornos¢ na t¢ substancje czynna,
a w dwoch kolejnych, w pdznych latach 90. ponownie uzy-
wano benomylu do ochrony burakéw przed chwoscikiem.
Badacze wykazali, ze juz po jednej lub dwoch aplikacjach,
poziom odpornosci wzrdst do tego z lat 70. Na obszarach,
gdzie nie zastosowano ponownie benomylu, obserwowano
dalszy spadek odpornosci (Karaoglanidis i Bardas 2006).
Weczesniej Dovas i wsp. (1976) stwierdzili, ze szczepy od-
porne na benzimidazole wystepuja nawet tam, gdzie nie
byt on nigdy uzywany, a ich obecno$¢ w populacji stwier-
dza si¢ nawet 3 lata po aplikacji fungicydu. Zdaniem tych
badaczy podstaw odporno$ci powinno doszukiwac si¢
w zmianach genetycznych (Dovas i wsp. 1976). Secor
i wsp. (2010) zauwazyli natomiast, ze w latach 1998-2007,
na terenie Dakoty Pélnocnej i Minessoty, spadta odpornosé¢
grzyba na tiofanat metylowy i mozna juz mowi¢ nawet

1 — produkt PCR nietrawiony; 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 13 — izolaty Cercospora beticola odporne na
tiofanat metylowy; 12 — izolat Cercospora beticola wrazliwy na tiofanat metylowy; 6, 7, 14 — izolaty
mieszane (szczepy zawierajgce czes¢ DNA z mutacjg E198A); M — marker wielkosci

1 — PCR product not digested; 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 13 — Cercospora beticola isolates resistant
to thiophanate-methyl; 12 — Cercospora beticola isolate sensitive to thiophanate-methyl; 6, 7, 14 —
mixed isolates (strains containing part of the DNA with the E198A mutation); M — size marker

Rys. 1. Analiza produktow PCR-RFLP badanych izolatoéw Cercospora beticola
Fig. 1. Analysis of PCR-RFLP products of tested Cercospora beticola strains
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Tabela 1. Badane proby buraka cukrowego oraz oznaczenie szczepéw na podstawie analizy RFLP
Table 1. Tested samples of sugar beet and strain assignation by RFLP analysis

Oznaczenie RFLP
Rok Wojewoddztwo RFLP specification Liczba przebadanych izolatow
Year Province odporny wrazliwy mieszany Number of isolates tested
resistant sensitive mixed
lubelskie
2012 Lublin Voivodeship B ! a !
lubelskie
2014 Lublin Voivodeship 2 ! B 3
lubelskie 3 | B 4
Lublin Voivodeship
2015
todzkie 1 3 3 |
1.6dz Voivodeship
kujawsko-pomorskie
Kujawsko-Pomorskie 4 1 1 6
Voivodeship
lubelskie
2016 Lublin Voivodeship > 4 7 16
todzkie
1.6dZ Voivodeship 3 3 2 8
pomorskie 4 B | 5
Pomeranian Voivodeship
lubelskie 4 B 3 4
Lublin Voivodeship
2017 konolski
wielkopolskie
Wielkopolska Voivodeship 8 2 2 12
wielkopolskie
2018 Wielkopolska Voivodeship > B 2 7
Suma — Totally 39 13 15 67

o wrazliwosci na ten zwigzek chemiczny w tamtejszej po-
pulacji C. beticola. Wedtug badaczy byto to spowodowane
mniejsza presja selekeyjna, gdyz w tym okresie znaczaco
spadto wykorzystanie tiofanatu metylowego w ochronie
plantacji buraka cukrowego przed chwoscikiem na rzecz
alternatywnych substancji czynnych. Jednakze Rosenzweig
i wsp. (2015) stwierdzili mutacje E198A u 80% przebada-
nych izolatow patogena pochodzacych z Michigan. Réwniez
wedtug danych publikowanych przez American Crystal Su-
gar Company, najwigkszego producenta cukru buraczanego
w Stanach Zjednoczonych, odsetek izolatow C. beticola od-
pornych na tiofanat metylowy jest bardzo wysoki. Jednak
koncern nadal zaleca stosowanie preparatow dwusktadniko-
wych zawierajacych tiofanat metylowy do ochrony planta-
cji buraka cukrowego przed chwoscikiem (Anonim 2019).
Truklja i wsp. (2013) nie stwierdzili réznic w czestotliwo-
$ci wystgpowania izolatow odpornych na benzimidazole
na polach burakéw cukrowych chronionych i niechronio-
nych tymi zwigzkami chemicznymi. Izolaty odporne na
fungicydy benzimidazolowe wykrywano nawet na polach,
gdzie nie uzywano substancji z tej grupy. Na podstawie
przeprowadzanych analiz badacze stwierdzili, Zze pomiedzy

wykorzystaniem benzimidazoli a wystapieniem odpornosci
na t¢ grupe srodkow ochrony roslin, prawdopodobnie nie
moze by¢ zadnej korelacji. Nalezy jednak przypuszczaé, ze
obecnos¢ izolatow odpornych na benzimidazole na polach
nietraktowanych tymi §rodkami grzybobdjczymi wynika ra-
czej z braku wptywu mutacji E198 A na patogeniczno$¢ oraz
przezywalnosc C. beticola i jej obecnos¢ stala sig trwatg ce-
cha w populacji patogena.

Wyniki cytowanych oraz wlasnych badan jasno wska-
zuja, ze wykorzystywanie tiofanatu metylowego do
ochrony plantacji przed chwoscikiem jest bezzasadne. Po-
nowne wprowadzenie do uzytku, poprzedzone przerwa
w stosowaniu tej substancji czynnej, nie pozwoli na sku-
teczng ochrong plantacji, gdyz nawet po jednym zastoso-
waniu liczba szczepdéw odpornych drastycznie wzrasta.
Stosowanie tej substancji nie tylko nie zwalcza patogena,
ale takze powoduje obcigzanie Srodowiska substancjami
chemicznymi i nieuzasadniony wzrost kosztow produkcji.
Ze wzgledu na wzrost odpornosci C. beticola takze na zare-
jestrowane substancje czynne z grupy triazoli i strobiluryn
niezbgdna jest rejestracja nowych preparatéw, pozwalaja-
cych na skuteczne ograniczanie rozwoju choroby.
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Whioski / Conclusions 2. Od kilku lat w polskiej populacji C. beticola dominuja
szczepy odporne na benzimidazole.
1. Zastosowanie analizy RFLP umozliwia szybkg identyfi- 3. Substancje czynne z grupy benzimidazoli powinny by¢
kacje szczepow C. beticola odpornych na benzimidazole definitywnie wycofane ze stosowania w ochronie buraka
i moze by¢ wykorzystywana do monitoringu ich wyste- cukrowego przeciw chwoscikowi.

powania na terenie Polski.

Literatura / References

Anonim 2019. Map: Cercospora Sensitivity/Resistance — 2018 For Topsin M at 5 PPM. American Crystal Sugar Company. https://www.
crystalsugar.com/sugarbeet-agronomy/pest-alert/2018-cercospora-res-maps/ [dostep: 17.11.2019].

Bolton M.D., Riviera V., Secor G. 2013. Identification of the G143 A mutation associated with Qol resistance in Cercospora beticola field
isolates from Michigan. Pest Management Science 69 (1): 35-39. DOI: 10.1002/ps.3358

Davidse L.C. 1986. Benzimidazole fungicides: mechanism of action and biological impact. Annual Review of Phytopathology 24: 43—65.
DOI: 10.1146/annurev.py.24.090186.000355

Davidson R.M., Hanson L.E., Franc G.D., Panella L. 2006. Analysis of B-tubulin gene fragments from benzimidazole-sensitive and
tolerant Cercospora beticola. Journal of Phytopathology 154 (6): 321-328. DOI: 10.1111/j.1439-0434.2006.01080.x

Deising H.B., Reiman S., Pascholati S.F. 2008. Mechanism and significance of fungicide resistance. Brazilian Journal of Microbiology
39 (2): 286-295. DOIL: 10.1590/S1517-838220080002000017

Dovas C., Skylakakis G., Georgopoulos S.G. 1976. The adaptability of benomyl-resistant population of Cercospora beticola in northern
Greece. Phytopathology 66: 1452—-1456. DOI: 10.1094/Phyto-66-1452

Ellis M.B. 2001. More Dematiaceus Hyphomycetes. CABI Publishing, 248 ss.

Glowny Urzad Statystyczny 2013. Rocznik Statystyczny Rolnictwa, Warszawa: 138—139.

Glowny Urzad Statystyczny 2014. Rocznik Statystyczny Rolnictwa, Warszawa: 167-168.

Gltoéwny Urzad Statystyczny 2015. Rocznik Statystyczny Rolnictwa, Warszawa: 140—141.

Gltowny Urzad Statystyczny 2016. Rocznik Statystyczny Rolnictwa, Warszawa: 140—141.

Glowny Urzad Statystyczny 2017. Rocznik Statystyczny Rolnictwa, Warszawa: 158-159.

Gltoéwny Urzad Statystyczny 2018. Rocznik Statystyczny Rolnictwa, Warszawa: 120—121.

Holtschulte B. 2000. Cercospora beticola — worldwide distribution and incidence. s. 5-16. W: Cercospora beticola Sacc. Biology,
Agronomic Influence and Control Measures in Sugar Beet (M.J.C. Asher, B. Holtschulte, M.R. Molard, F. Rosso, G. Steinriicken,
R. Beckers, red.). Advances in Sugar Beet Reserches, International Institute for Beet Research 2, Brussels, 215 ss.

Karaoglanidis G.S., Bardas G. 2006. Control of benzimidazole- and DMlI-resistant strains of Cercospora beticola with strobilurin
fungicides. Plant Disease 90 (4): 419-424. DOI: 10.1094/PD-90-0419

Kiniec A., Piszczek J., Sitarski A. 2019. Chwoscik buraka cukrowego (Cercospora beticola Sacc.) Czgsé 11. Zapobieganie wystepowaniu,
ochrona przed chwoscikiem, odporno$¢ na fungicydy. [Cercospora leaf spot of sugar beet (Cercospora beticola Sacc.) Part 1I.
Prevention of occurrence, protection against cercospora leaf spot, resistance to fungicides]. Progress in Plant Protection 59 (1): 38—45.
DOI: 10.14199/ppp-2019-006

Ma Z., Michailides T.J. 2005. Advances in understanding molecular mechanism of fungicide resistance and molecular detection of resistant
genotypes in phytopathogenic fungi. Crop Protection 24 (10): 853—-863. DOI: 10.1016/j.cropro.2005.01.011

Pieczul K., Piszczek J. 2012. Identyfikacja szczepow Cercospora beticola odpornych na benzimidazole metoda PCR-RFLP. [Identification
of benzimidazole resistant strains of Cercospora beticola by PCR-RFLP]. Progress in Plant Protection/Postepy w Ochronie Roslin
52 (4): 781-783. DOI: 10.14199/ppp-2012-134

Piszczek J. 2003. Odpornos¢ niektorych szczepow Cercospora beticola Sacc. na Duett 250 SC stosowany w uprawie buraka cukrowego
w Polsce. [Resistance of strains of Cercospora beticola Sacc. to fungicide Duett 250 SC used for sugar beet protection in Poland].
Progress in Plant Protection/Postgpy w Ochronie Roslin 43 (1): 869—-871.

Piszczek J. 2004. Odpornos¢ niektdrych szezepow Cercospora beticola Sace. na fungicydy stosowane w ochronie buraka cukrowego.
[Resistance of selected strains of Cercospora beticola Sacc. to fungicides used for sugar beet protection in Poland]. Progress in Plant
Protection/Postepy w Ochronie Roslin 44 (2): 1028-1031.

Piszczek J. 2010. Epidemiologia chwoscika buraka cukrowego (Cercospora beticola) w centralnej Polsce. Rozprawy Naukowe Instytutu
Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego, Zeszyt 23, 70 ss.

Piszczek J., Czekalska A. 2006. Oporno$¢ chwoscika buraka — grzyba Cercospora beticola Sacc. na fungicydy stosowane do jego
zwalczania w Polsce. [Resistance of Cercospora beticola Sacc. to fungicides used against this patogen in Poland]. Progress in Plant
Protection/Postepy w Ochronie Roslin 46 (1): 375-379.

Rosenzweig N., Hanson L.E., Clark G., Franc G.D., Stump W.L., Jiang Q.W., Stewart J., Kirk W.W. 2015. Use of PCR-RFLP analysis
to monitor fungicide resistance in Cercospora beticola populations from sugarbeet (Beta vulgaris) in Michigan, United States. Plant
Disease 99 (3): 355-362. DOI: 10.1094/PDIS-03-14-0241-RE

Secor G.A., Rivera V.V., Khan M.F.R., Gudmestad N.C. 2010. Monitoring fungicide sensitivity of Cercospora beticola of sugar beet for
disease management decisions. Journal of Plant Diseases and Protection 94 (11): 1272-1282. DOI: 10.1094/PDIS-07-09-0471

Shane W.W., Teng P.S. 1992. Impact of Cercospora leat spot on root weight, sugar yield, and purity of Beta vulgaris. Plant Disease
76 (8): 812—820. DOI: 10.1094/PD-76-0812

Sisler H.D. 1988. Fungicidal action and fungal resistance mechanisms. s. 6—8. W: Fungicide Resistance in North America (C.J. Delp, red.).
The American Phytopathological Society Press, St. Paul, MN, 133 ss.

Sobczak J., Szule M., Matyjaszczyk E. 2015. Konsekwencje dla praktyki ochrony roslin wynikajace z wycofania ze stosowania substancji
czynnej karbendazym. [The consequences to plant protection practice resulting from withdrawal of carbendazim active substancje].
Zagadnienia Doradztwa Rolniczego 3 (81): 83-93.



Progress in Plant Protection 59 (4) 2019 257

Sporek K., Sporek M. 2014. Zagrozenia biotopéw w agrosystemach. [Threats to biotopes in agroecosystems]. Journal of Agribusiness and
Rural Development 2 (32): 171-179. DOI: 10.22004/ag.econ.252909

Suwan N., Nuandee N., Akimitsu K., Nalumpang S. 2012. Analysis of -tubulin gene from carbendazim resistant isolates of Cercospora
lactucae-sativae on lettuce in Thailand. Journal of Agricultural Technology 8 (2): 711-723.

Trkulja N., Ivanovi¢ Z., Pfaf-Dolovac E., Dolovac N., Mitrovi¢ M., ToSevski L., Jovi¢ J. 2013. Characterisation of benzimidazole resistance
of Cercospora beticola in Serbia using PCR-based detection of resistance associated mutations of the B-tubulin gene. European
Journal of Plant Pathology 135 (4): 889-902. DOI: 10.1007/s10658-012-0135-x

Windels C.E., Lamey H.A., Hilde D., Widner J., Knudsen T. 1998. A Cercospora leaf spot model for sugar beet. In practice by an industry.
Plant Disease 82 (7): 716-726.

Wolf P.F.J., Verreet J.A. 2002. An integrated pest management system in Germany for the control of fungal leaf diseases in sugar beet. The
IPM sugar beet model. Plant Disease 86 (4): 336-344. DOI: 10.1094/PDIS.2002.86.4.336



