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Fungicide resistance of Cercospora beticola isolates
collected from Wielkopolska region

Odpornosé na fungicydy izolatow Cercospora beticola
pochodzacych z terenu Wielkopolski

Katarzyna Pieczul, Agnieszka Perek

Summary

Leaf spot caused by Cercospora beticola is one of the most serious disease of sugar beet. For the disease control benzimidazole,
triazole, strobilurine, morpholine and pyrimidine fungicides have been used. The aim of the study was to evaluate the resistance level
of C. beticola isolates collected in Wielkopolska region to selected fungicides. Most of the tested isolates were resistant to
carbendazim and thiophanate-methyl, and only a few of the isolates were sensitive to benzimidazoles. Most of the tested isolates
were sensitive to the other tested fungicides. However, several isolates resistant to triazoles and piraclostrobin were identified.
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Streszczenie

Chwoscik wywotywany przez Cercospora beticola nalezy do najwazniejszych choréb buraka cukrowego. Do ochrony upraw buraka
wykorzystywane sg fungicydy zawierajgce zwigzki z grup benzimidazoli, triazoli, strobiluryn, morfolin i pirymidyn. Celem badan byta
ocena odpornosci izolatdw C. beticola zbieranych na terenie Wielkopolski na wybrane fungicydy. Wiekszos¢ badanych izolatow
C. beticola byta odporna na karbendazym i tiofanat metylu, jedynie kilkanascie sposréd badanych izolatéw byto wrazliwych na
benzimidazole. Wiekszo$¢ badanych izolatéw byta wrazliwa na pozostate z badanych fungicydéw. Wsréd badanych izolatéw
zidentyfikowane zostaty takze szczepy odporne na triazole i piraklostrobine.
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Wstep / Introduction

Grzyb Cercospora beticola Sacc., wywolujacy
chwoscika buraka nalezy do najwazniejszych patogendéw
buraka cukrowego, wyst¢pujacych w wigkszo$ci rejonow
uprawy na swiecie (Holtschulte 2000). W Polsce chwoscik
obserwowany jest corocznie, ale na nasilenie wyste-
powania choroby istotny wplyw maja warunki pogodowe,
szybkiemu rozwojowi 1 rozprzestrzenianiu si¢ sprzyja
wysoka temperatura oraz czgste opady atmosferyczne w
okresie od lipca do wrzesnia (Nowakowska i wsp. 1997,
1999). Ograniczanie wystgpowania chwoscika buraka
polega na wilasciwym doborze odmian, zabiegach agro-
technicznych oraz stosowaniu fungicydow (Holtschulte
2000; Wolf i Verreet 2002). W Polsce do chemicznej
ochrony upraw wykorzystywane sa przede wszystkim fun-
gicydy z grup: benzimidazoli, triazoli, nastgpnie strobilu-
ryn, morfolin i pirymidyn. Konsekwencja intensywnego
stosowania fungicydow jest wzrost czgstosci wystepo-
wania szczepdw grzybow odpornych na niektére grupy
fungicydow (Ma i Michailides 2005; Deising i wsp. 2008).
C. beticola nalezy do patogenoéw bardzo szybko uodpar-
niajacych si¢ na stosowane fungicydy. Spowodowane jest
to migdzy innymi: mozliwoscia wielokrotnego powtarzania
infekcji roslin, produkcja duzej liczby zarodnikéw koni-
dialnych oraz duza zmienno$cia genetyczna patogena (Ma
i Michailides 2005; Deising i wsp. 2008). Coraz czgsciej
odnotowywane jest zjawisko wielokrotnej odpornosci
izolatow C. beticola na substancje czynne fungicydéw
nalezacych do réznych grup chemicznych.

Celem badan byta ocena odpornos$ci izolatow C. be-
ticola zbieranych na terenie Wielkopolski na wybrane
substancje czynne wchodzace w sktad fungicydow
stosowanych obecnie i we wczesniejszych latach do
zwalczania chwoscika buraka.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolaty. Proby zbierane byly na polach uprawnych,
zlokalizowanych na terenie Wielkopolski — glownie
w okolicach Buku, Grodziska Wielkopolskiego, Opa-
lenicy, Rakoniewic, Stgszewa i Poznania, w sierpniu
i wrzesniu 2012 roku. Wszystkie proby pochodzily z na-
turalnie porazonych fragmentow lisci buraka cukrowego.
Izolacji kultur grzybow dokonywano ze $wiezego
materiatu ro§linnego. Fragmenty $wiezych liSci z obja-
wami chorobowymi chwoscika poddawano 12-godzinnej
inkubacji w wilgotnej komorze. Z lisci za pomoca igly
preparacyjnej pobierano zarodniki konidialne C. beticola
i sporzadzano z nich wodna zawiesing, ktora rozpro-
wadzano na powierzchni ptytki Petriego z pozywka PDA
(Potato Dextrose Agar, Difco). Wzrastajace, pojedyncze
kolonie o cechach morfologicznych C. beticola przesz-
czepiano na nowa pozywke PDA. Wszystkie izolaty
zostaly zidentyfikowane na podstawie makro- i mi-
kroskopowych cech morfologicznych gatunku (Ellis 2001).
Identyfikacja 40 wybranych izolatéw (przeznaczonych do
dalszych analiz genetycznych — dane niepublikowane)
zostata potwierdzona na podstawie wyniku reakcji PCR

(polymerase chain reaction) ze starterami specyficznymi
gatunkowo dla C. beticola (Groenewald i wsp. 2005).

Badania odporno$ci na substancje czynne fungi-
cydow. Do badan odpornosci na fungicydy wytypowano
185 izolatéw C. beticola. Badania wykonano na pozywce
PDA zawierajacej dodatek czystych substancji czynnych
(Sigma) w stezeniu 1, 3 i 10 ppm. Na pozywki zaszcze-
piano niewielki fragment pobrany z dwutygodniowej
grzybni rosnacej na pozywce PDA bez dodatku fungicydu.
Kontrolg stanowily kolonie grzyba rosnace na pozywce
PDA (bez substancji czynnych). W badaniach wyko-
rzystano nastgpujace substancje czynne: karbendazym, tio-
fanat metylu (benzimidazole), epoksykonazol, cyproko-
nazol, flusilazol, tebukonazol, tetrakonazol (triazole),
fenpropimorf (morfolina) i piraklostrobing (strobiluryna).
Po 7 dniach inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono
wzrost liniowy wszystkich izolatdw, oznaczajac go w skali
0-4 wyrazajacej stosunek wielkosci wzrostu kolonii
rosnacej na podtozu z substancja czynna do kolonii
kontrolnej rosnacej na czystej pozywce PDA. W badaniach
przyjeto nastgpujace oznaczenia: 0 — izolaty bardzo
wrazliwe, brak wzrostu, 1 — wrazliwe (1-20% wzrostu
w stosunku do $rednicy kolonii kontrolnej), 2 — $rednio
wrazliwe (21-50%), 3 — odporne (51-80%), 4 — wysoce
odporne (> 81%). Do porownania S$redniego stopnia
odporno$ci izolatow na badane fungicydy zastosowano
analize wariancji i wielokrotny test Tukeya przy poziomie
istotnosci 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Przeprowadzone badania umozliwily oceng stopnia
odpornosci na fungicydy izolatow C. beticola zbieranych
na terenie Wielkopolski. W przeprowadzonej analizie
statystycznej zbadano jednorodno$¢ wariancji badanych
fungicydéw. Do poréwnania fungicydow pod wzgledem
stopnia odpornos$ci zastosowano analiz¢ wariancji i wielo-
krotny test Tukeya przy poziomie istotnosci 0,05.
Z badania jednorodnosci wariancji (test Bartletta chi-
kwadrat = 10,66, df = 8, p = 0,221) stwierdzono, ze
wariancje sa jednorodne. Z przeprowadzonej analizy
wariancji (test F = 25,48, df = 8 i 18, p < 0,001) wynika
wysoce istotne zréznicowanie pomigdzy fungicydami pod
wzgledem $redniej wartosci badanych stopni odpornosci
(tab. 1).

Wigkszo$¢ badanych w pracy izolatow C. beticola
(83,2-88,6%) pochodzacych z terenu Wielkopolski byta
catkowicie odporna na karbendazym i tiofanat metylu,
dodane do pozywki w st¢zeniu 1, 3 i 10 ppm ($rednie
stopnie odpornosci 3,687 i 3,651). Jedynie kilka procent
sposrod badanych izolatow charakteryzowalo si¢ wysoka
lub $rednia wrazliwoscia na benzimidazole (tab. 1).
Pierwsze izolaty C. beticola odporne na benzimidazole
obserwowano w Grecji i Stanach Zjednoczonych na
poczatku lat 70. XX wieku (Campbell i wsp. 1998; Briere
i wsp. 2001; Weiland i Halloin 2001; Karaoglanidis i wsp.
2003). W Polsce wzrost czgstosci wystgpowania szczepow
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Tabela 1. Stopien odpornosci izolatow C. beticola na fungicydy i wyniki testu Tukeya dla a = 0,05
Table 1. Level of C. beticola isolates resistance to fungicides and Tukey test results for a = 0.05

Stezenie substancji Izolaty ' . .
Fungicyd czynnej . ISO};'[CS odpsor:r(lions'lcsit?zpolfa?éw
Fungicide OTfh; C;?;:;?gg?;f; — ,[ 40] - Mean resistance
(ppm] stopien odpornosci — resistance level isolates level
0 1 2 3 4
1 22 2,7 43 22 88,6 3,723
Carbendazim 3 3.2 1,6 3.2 4,9 87,1 3,711 3,687 (a)
10 43 1,1 54 59 83,3 3,628
1 1,6 32 32 49 87,1 3,727
Tiophanate-methyl 3 43 2,2 43 3.8 85,4 3,638 3,651 (a)
10 54 1,6 49 49 83,2 3,589
1 14,1 29,7 34,6 11,4 10,2 1,739
Cyproconazole 3 31,4 432 11,4 3,8 10,2 1,182 1,160 (b)
10 70,3 16,8 43 3,8 4.8 0,56
1 12,4 58,4 17,8 9,7 1,7 1,299
Epoxiconazole 3 35,7 47,6 12,4 43 0 0,853 0,865 (b)
10 61,1 33,5 5.4 0 0 0,443
1 10,8 58,9 16,8 10,3 32 1,362
Flusilazole 3 39,5 438 12,4 3,8 0,5 0,82 0,868 (b)
10 68,1 23,2 7,0 1,7 0 0,423
1 6,5 61,6 16,8 8,6 6,5 1,47
Tebuconazole 3 26,5 51,4 13,5 6,5 2,1 1,063 0,988 (b)
10 67,6 23,8 7,0 1,1 0,5 0,431
1 17,3 50,8 17,3 6,5 8,1 1,373
Tetraconazole 3 36,2 45,4 7,0 38 7,6 1,012 0,980 (b)
10 69,7 17,3 49 3,8 43 0,557
1 8,6 35,7 50,8 49 0 1,52
Phenpropimorph 3 13,0 76,2 9,7 1,1 0 0,989 1,135 (b)
10 14,1 82,2 3,7 0 0 0,896
1 18,3 37,8 29,2 9,8 49 1,452
Pyraclostrobin 3 30,3 45,4 19,5 2,7 2,1 1,009 1,040 (b)
10 42,7 50,8 43 2,2 0 0,66

Stopien odpornosci izolatow podany w skali 04 wyrazajacej stosunek wielkosci kolonii rosnacej na podtozu 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%)

C. beticola odpornych na benzimidazole obserwowany jest
od kilkunastu lat (Piszczek 2010). Wsrdd izolatow zbie-
ranych na terenie Kujaw w roku 2004 odpornych na
karbendazym 1 tiofanat metylu byto blisko 30% izolatow,
a w 2006 roku juz 70% (Piszczek 2004, 2010). Obecnie
benzimidazole sa wycofywane jako substancje zalecane do
ochrony buraka cukrowego przed chwoscikiem (Secor
i wsp. 2010). Niektorzy autorzy wskazuja, ze odpornos¢ na

benzimidazole stala si¢ cecha populacji i pozostaje na wy-
sokim poziomie, mimo zaprzestania uzywania ich w och-
ronie buraka cukrowego (Karaoglanidis i wsp. 2003).
Zjawisko nabywania odpornosci na triazole jest
obserwowane u C. beticola rzadziej niz w przypadku
benzimidazoli, ale ze wzgledu na ich czgste stosowanie
stanowi powazne zagrozenie. Wzrost odpornosci izolatow
C. beticola na triazole odnotowywany jest od potowy lat
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90. XX wieku (Karaoglanidis i wsp. 2000; Karaoglanidis
i Thanassoulopoulos 2003). Takze ws$rod izolatow
C. beticola pochodzacych z terenu Wielkopolski zidenty-
fikowane zostaly szczepy odporne na triazole. Do triazoli
charakteryzujacych si¢ najwyzsza skutecznoscia ograni-
czania wzrostu izolatéw C. beticola nalezat epoksykonazol
i flusilazol ($rednie stopnie odpornosci 0,865 i 0,863),
a nizsza tetrakonazol, tebukonazol i cyprokonazol ($rednie
stopnie odpornosci 0,980, 0,988 i 1,160) (tab. 1). Warto
zaznaczy¢, iz zidentyfikowane zostaly takze izolaty
odporne na cyprokonazol (4,8%) i tetrakonazol (4,3%)
dodane do pozywki w stgzeniu 10 ppm (tab. 1).
Weczesniejsze badania prowadzone w Polsce wskazuja, ze
czgstos¢ wystgpowania izolatow odpornych na triazole
ulegala zmianie. W latach 2004-2008 odpornych na
tebukonazol byto 5-32% izolatoéw, na tetrakonazol 6-25%,
a na epoksykonazol 0-22% (Piszczek 2010). Wigkszos¢
z izolatow charakteryzowala si¢ jednoczesna odpornoscia
na rézne substancje z grupy triazoli. Zjawisko jedno-
czesnej odpornosci na rozne substancje w obrebie grupy
fungicydéw stanowi przeszkode¢ w zastgpowaniu poszcze-
golnych fungicydow triazolowych innymi (Karaoglanidis
i Thanassoulopoulos 2003).

Niespelna 15% badanych izolatéw C. beticola bylo
odpornych na piraklostrobing (strobiluryna) dodana do
pozywki w stgzeniu 1 ppm. Wzrost stgzenia fungicydu
w pozywce powodowat spadek liczby izolatow odpornych
do 4,8% dla stgzenia 3 ppm i 2,2% dla 10 ppm ($redni
stopien odpornosci 1,040) (tab. 1). Zjawisko nabywania
odpornosci na strobiluryny przez C. beticola nie jest
obserwowane w Europie czg¢sto, doniesienia takie napty-
waja gldwnie ze Standéw Zjednoczonych (Malandrakis
i wsp. 2011; Bolton i wsp. 2013). Fenpropimorf (morfoli-
na), w st¢zeniu 1-3 ppm zdecydowanie zahamowat wzrost
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wigkszo$ci badanych izolatow C. beticola (Sredni stopien
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drugiej (b) skutecznie ograniczajacej wzrost izolatow
pozostate badane fungicydy (tab. 1).

Whioski / Conclusions

1. Wigkszoé¢ badanych izolatow C. beticola pochodza-
cych z Wielkopolski byta odporna na substancje
czynne z grupy benzimidazoli — karbendazym i tiofanat
metylu (Srednie stopnie odpornosci 3,68-3,65).

2. Wigkszos¢ badanych izolatow C. beticola pochodza-
cych z Wielkopolski byta wrazliwa na substancje czyn-
ne z grupy triazoli, piraklostrobing i fenpropimorf
($rednie stopnie odpornosci 0,865—1,160).

3. Wsrod badanych izolatow C. beticola zidentyfikowano
szczepy odporne na triazole oraz piraklostrobing.
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