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S u m m a r y

Winter wheat cultivars were significantly infected by Puccinia triticina cau-

sing leaf rust in seasons 2000-2002 in southern and also central regions of Poland.

Resistance genes Lr9, Lr19 and Lr24 were found to be effective against dominating

populations of the pathogen and typical isolates of P. triticina.  Mentioned three resi-

stance genes as well as genes Lr10 and Lr37 were identified using  STS (Sequence

Tagged Site)  DNA  PCR  markers in cultivars and resistance sources. Mentioned

markers were found very useful in resistance breeding of wheat.

Key words:  leaf rust, resistance genes, STS markers, wheat

WSTÊP

 Choroby i szkodniki przyczyniaj¹ siê do istotnego obni¿enia plonu pszenicy

zwyczajnej, szczególnie w latach, kiedy nasilenie chorób jest du¿e. Spowodowa³o to

koniecznoœæ stosowania co najmniej dwóch zabiegów ochrony chemicznej w sezonie

dla zmniejszenia strat plonu w uprawie intensywnej jaka ma miejsce w krajach euro-

pejskich. Opryski fungicydami mog¹ obni¿yæ straty plonu pszenicy ozimej œrednio

o oko³o 20-25%. Jednak odpornoœæ odmian na najwa¿niejsze patogeny mo¿e przyczy-

niæ siê w istotny sposób do podniesienia plonów a zarazem obni¿enia kosztów

produkcji ziarna pszenicy (C h e ³ k o w s k i , 1999).
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Geny odpornoœci pszenicy na patogeny grzybowe dzielimy na dwie grupy.

Pierwsza grupa obejmuje geny g³ówne odpornoœci (R), których zidentyfikowano po-

nad 150 jako „typ reakcji” na poszczególne patogeny i odpowiednie ich rasy (M c I n -

t o s h  i in., 2003). Druga grupa obejmuje geny odpornoœci cz¹stkowej, których kilka

lub kilkanaœcie zapewnia odmianom uprawnym zadowalaj¹c¹ odpornoœæ polow¹ (K e l -

l e r  i in., 2000, F a r i s  i in., 1999).

Dziedziczona genetycznie odpornoœæ roœlin na choroby i szkodniki jest jed-

nym z wa¿nych celów hodowli zbó¿ w tym równie¿ pszenicy. Jest ona szczególnie

istotna w krajach o ekstensywnym typie uprawy takich jak Australia, Kanada, Stany

Zjednoczone, Meksyk, w których odpornoœæ pszenicy na choroby powodowane przez

grzyby rdzawnikowe decyduje o mo¿liwoœci uprawy poszczególnych odmian. Wpro-

wadzenie na szersz¹ skalê skutecznych fungicydów dla ochrony zbó¿ przed choroba-

mi, pocz¹wszy od lat 60-tych poprzedniego stulecia, zmniejszy³o zainteresowanie

hodowców w krajach europejskich, w tym równie¿ w Polsce, odpornoœci¹ tworzo-

nych odmian na patogeny i ukierunkowanie programów hodowlanych g³ównie na

wysokoœæ plonu, na czym ucierpia³a równie¿ jakoœæ technologiczna rejestrowanych

po roku 1980 odmian. Ponadto hodowcy pszenicy przez d³ugi okres czasu korzystali

z tych samych Ÿróde³ odpornoœci  odmian takich jak Maris Huntsman, Kaukaz i Au-

rora. Wynikiem tak ukierunkowanej hodowli sta³o siê za³amanie odpornoœci tworzo-

nych odmian.

Trudnoœci ekonomiczne, z jakimi borykaj¹ siê w chwili obecnej rolnicy w ca³ej

Europie, nadprodukcja zbó¿, wysoki koszt chemicznych zabiegów ochrony roœlin

a tak¿e uboczna szkodliwoœæ stosowania œrodków chemicznych dla œrodowiska, po-

woduj¹ od oko³o 10-ciu lat wzrost zainteresowania odpornoœci¹ na patogeny i choro-

by, dziedziczon¹ genetycznie.

W poprzedniej pracy omówiono wyniki oceny pora¿enia odmian pszenicy na

podstawie obserwacji w doœwiadczeniach COBORU oraz Zak³adu Metod Prognozo-

wania i Rejestracji Agrofagów Instytutu Ochrony Roœlin (C h e ³ k o w s k i ,  S t ê p i e ñ ,

2002). Sezony 2000, 2001 i 2002 cechowa³y siê znacznym nasileniem pora¿enia pszenicy

rdz¹ brunatn¹, nie tylko w po³udniowych rejonach kraju, lecz równie¿ w Wielkopolsce.

Puccinia triticina jest patogenem aparatu asymilacyjnego pszenicy. Na terenie

Polski i Europy wystêpuj¹ liczne rasy (wirulencje) tego patogena. Identyfikacjê wiru-

lencji prowadzi siê w ostatniej dekadzie za pomoc¹ linii izogenicznych, z których

ka¿da zawiera tylko jeden gen g³ówny odpornoœci R. Dotychczas zidentyfikowano 50

genów odpornoœci na tego patogena (M c I n t o s h  i in., 2003; R o e l f s  i in., 1992;

Wo Ÿ n i a k - S t r z e m b i c k a , 1997; C h e ³ k o w s k i ,  S t ê p i e ñ , 2001).

Nieobecnymi w krajowych odmianach pszenic ozimych s¹ takie geny odpor-

noœci jak Lr9, Lr19, Lr24, Lr29, Lr35. Geny te zapewniaj¹ odpornoœæ nios¹cym je

odmianom gdy¿ na razie nie wystêpuj¹ w Polsce ani w krajach s¹siednich geny wiru-

lencji prze³amuj¹ce odpornoœæ przez nie wnoszon¹. Wo Ÿ n i a k - S t r z e m b i c k a

(1997), K o w a l c z y k  i in. (2000) zidentyfikowali nastêpuj¹ce geny odpornoœci na

rdzê brunatn¹ w odmianach krajowych: Lr1, Lr3, Lr11, Lr14, Lr16 i Lr26.

W ostatnich latach w kilku znanych laboratoriach opracowane zosta³y markery

DNA typu STS (Sequence Tagged Site) dla szeregu genów odpornoœci pszenicy, umo¿-

liwiaj¹ce ich szybk¹ identyfikacj¹ w listkach siewek. Markery dla genów takich jak
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Lr9, Lr10, Lr24 i Lr37 wykorzystano w pracach poprzednich (C h e ³ k o w s k i  i in.,

2003; S t ê p i e ñ  i in., 2003).

Celem obecnej pracy jest ocena pora¿enia rdz¹ brunatn¹ odmian i materia³ów

hodowlanych oraz nowych Ÿróde³ odpornoœci na rdzê brunatn¹ w warunkach silnej

presji inokulum patogena w wymienionych sezonach oraz wykorzystanie markerów

DNA typu STS dla identyfikacji genów odpornoœci w formach wyjœciowych oraz

w potomstwie.

MATERIA£  I  METODY

Ocenê obserwacji pora¿enia odmian pszenicy ozimej rdz¹ brunatn¹ przepro-

wadzono w latach 2001  2002. Materia³ stanowi³y odmiany, linie i rody hodowlane

wysiane w doœwiadczeniach kolekcyjnych, rody hodowlane testowane w doœwiadcze-

niach wstêpnych, oraz linie poddane infekcji izolatami Puccinia  triticina w stadium

siewki (Tabela 1). Ziarniaki linii izogenicznych z genami Lr w odmianie Thatcher

otrzymano z Cereal Research Institute w Szeged na Wêgrzech.

Stopieñ pora¿enia oceniono na poletkach o powierzchni 10 m2 i przedstawiono

wg skali fitopatologicznej 9-stopniowej, opisanej wraz z jej przeliczeniem na skalê

hodowlan¹ w pracy poprzedniej (C h e ³ k o w s k i , 1994). Reakcjê form pszenicy na

izolaty rdzy brunatnej P. triticina oceniono wg skali Mainsa-Jacksona w stadium siewki,

natomiast ocenê w warunkach polowych przeprowadzono wg skali fitopatologicznej

po wczeœniejszej inokulacji testowanych linii pszenic mieszanin¹ izolatów P. triticina

w fazie przed k³oszeniem.

Siedem linii hodowlanych pszenicy ozimej, zawieraj¹cych geny odpornoœci

Lr9 (2 linie), Lr19 (3 linie) i Lr24 (2 linie) otrzymano z banku genów Instytutu VURV

w Pradze. Geny te zosta³y wprowadzone do uprawnych form ozimych z form jarych

wytworzonych w CIMMYT (S t u c h l i k o v a ,  1993). Materia³y te rozmno¿ono w In-

stytucie Genetyki Roœlin PAN w celu wykonania testów szklarniowych i polowych

oraz wykorzystania do krzy¿owania z wartoœciowymi materia³ami hodowlanymi. Na-

siona odmian szwajcarskich otrzymano z placówki hodowlanej RAC Changins/Nyon

w Szwajcarii, nasiona odmian czeskich i brytyjskich z  Banku Genów VURV Praha

w Czechach natomiast odmiany francuskie z firmy Florimond-Despres Co. z Francji.

Nasiona linii izogenicznych w odmianie jarej Thatcher otrzymano z Cereal Research

Institute na Wegrzech. Identyfikacjê markerów STS w badanych materia³ach prze-

prowadzono wed³ug metodyki opisanej w pracy poprzedniej (S t ê p i e ñ  i  in., 2003).

WYNIKI BADAÑ

Lata 2000, 2001 i 2002 cechowa³o wyj¹tkowo du¿e, na tle ostatniego dziesiê-

ciolecia, nasilenie rdzy brunatnej pszenicy, szczególnie w województwach po³udnio-

wych, a tak¿e w Wielkopolsce. Sezony te by³y wiêc bardzo sprzyjaj¹ce ocenie podat-

noœci wysiewanych odmian, rodów i form kolekcyjnych. Obfite inokulum patogena,

który dziêki ³agodnym zimom przetrwa³ na oziminach, spowodowa³o pojawienie siê
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Tabela 1. Ocena pora¿enia wybranych form pszenicy ozimej rdz¹ brunatn¹ w sezonach 2001 i 2002

na poletkach Hodowli Roœlin DANKO w Choryni

Table 1. Evaluation of leaf rust infection on winter wheat lines in  2001 and 2002, field trials

of DANKO Plant Breeding Company  at Choryñ Pl

* 0  brak pora¿enia, 9  pora¿enie maksymalne
* 0  no infection, 9  severe infection

Stopieñ pora¿enia w skali

fitopatologicznej (1-9)

Disease score (in 1-9 scale)
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Tabela 2. Wirulencje patogena Puccinia triticina pora¿aj¹ce linie izogeniczne Thatcher oraz

wybrane odmianyw latach 2002 i 2003 na polu IGR w Poznaniu i Cerekwicy w skali 1 4

Table 2. Puccinia triticina virulences infecting Thatcher near isogenic lines and five wheat

cultivars in 2002 and 2003 under field of IPG in Poznañ and Cerekwica in 1 4 scale

0  brak pora¿enia, 4  pora¿enie maksymalne
nt  nie oceniano
odmiana Michigan Amber  kontrola wra¿liwa
0  no infection, 4  severe infection
nt  not tested
Michigan Amber  susceptible control

Stopieñ pora¿enia rdz¹ brunatn¹

Disease score
Linie z genami Lr

Lines with Lr genes
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urediów zarówno na liœciach dolnych jak i na liœciu flagowym form podatnych. Zró¿-

nicowanie pora¿enia 54 odmian i rodów na polu HR DANKO w Choryni przedstawio-

no w Tabeli 1. Zestaw odmian polskich jak i zagranicznych w roku 2001 i 2002 wyka-

za³ znacz¹ce zró¿nicowanie stopnia pora¿enia, od braku objawów choroby do bardzo

silnego pora¿enia (7 stopni w skali 9-stopniowej). Wœród linii izogenicznych wysia-

nych na polu doœwiadczalnym w Cerekwicy (25 km od Poznania), nie uleg³y pora¿e-

niu linie i odmiany zawieraj¹ce geny Lr1, Lr9, Lr19, Lr23, Lr24, Lr28 zarówno

w 2002 jak i 2003 roku. Odmiana Michigan amber oraz wiêkszoœæ linii izogenicznych

uleg³a znacznemu pora¿eniu (Tabela 2). Do form najbardziej odpornych zaliczyæ mo¿na

odmiany Kris, Piko, Reaper, Titlis i Terza oraz rody OLH 1389 i PBIS 98/125. Do

najsilniej pora¿onych (6-7 stopni w skali fitopatologicznej) zaliczyæ mo¿na 14 od-

mian i rodów. Do wzorców podatnoœci zaliczyæ mo¿na odmiany Mirena (ród SZD

3878), Arina (odmiana szwajcarska) oraz odmiany Astron,  Michigan amber. Odnie-

sienie pora¿enia testowanych rodów do pora¿enia wzorców ma³o podatnych i bardzo

podatnych na tym samym polu, pozwala na najbardziej poprawn¹ ocenê stopnia

podatnoœci.

W Tabeli 3 przedstawiono wyniki obserwacji pora¿enia siewek po inokulacji

mieszanin¹ izolatów najbardziej typowych dla Polski, oraz roœlin w polu po inokulacji

w trzech miejscowoœciach. Linie zawieraj¹ce geny Lr9, Lr19 i Lr24 oraz linie izoge-

niczne z tymi genami wykaza³y odpornoœæ w tych warunkach. Dla identyfikacji ge-

nów odpornoœci na rdzê brunatn¹ w materia³ach hodowlanych przydatne okaza³y siê

markery DNA amplifikowane przy zastosowaniu specyficznych starterów w reakcji

PCR. W Tabeli 4 przedstawiono wyniki identyfikacji markerów dla genów Lr9, Lr10,

Lr19, Lr24 i Lr37  porównano wyniki testów dla okreœlenia obecnoœci genu na pod-

stawie   typu reakcji i na podstawie markerów typu STS, amplifikowanych z DNA

tych samych odmian i linii. Markery te dawa³y w warunkach naszego laboratorium

wyraŸne, powtarzalne pr¹¿ki na ¿elu agarozowym. Kontrole pozytywne stanowi³y

linie izogeniczne, zawieraj¹ce pojedyncze geny Lr w odmianie jarej Thatcher.

DYSKUSJA

Siedem linii hodowlanych pszenic ozimych zawieraj¹cych geny odpornoœci

Lr9, Lr19 i Lr24 wykaza³o brak podatnoœci na typowe dla warunków Polski wirulen-

cje Puccinia triticina zarówno w stadium siewki jak i w stadium roœliny doros³ej

(Tabela 3).

Wyniki dwuletnich obserwacji w szeœciu lub siedmiu miejscowoœciach wska-

zuj¹ na znaczn¹ podatnoœæ rodów hodowlanych pszenic ozimych na rdzê brunatn¹

i koniecznoœæ poprawy tej odpornoœci. Geny odpornoœci Lr9, Lr19 i Lr24 wprowa-

dzono do pszenicy w translokacjach z form prymitywnych (F r i e b e  i in., 1996); gen

Lr9 z Aegilops umbellulata, geny Lr19 i Lr24 z Agropyron elongatum. Powy¿sze geny

zosta³y przeniesione do siedmiu form ozimych w Instytucie VURV w Pradze (S t u -

c h l i k o v a , 1993), sk¹d zosta³y sprowadzone do namno¿enia oraz oceny ich zimotr-

wa³oœci i odpornoœci na rdzê brunatn¹. Formy te wykaza³y zadowalaj¹cy poziom

zimotrwa³oœci w latach 1994-2000. Kolekcyjne formy ozime wykazywa³y tak¿e



Ocena podatnoœci pszenicy ozimej na rdzê brunatn¹ oraz poszukiwanie Ÿróde³ odpornoœci 149

Tabela 3. Ocena odpornoœci na rdzê brunatn¹ form pszenicy zawieraj¹cych geny Lr9, Lr19 i Lr24

po inokulacji izolatami Puccinia recondita sp. tritici

Table 3. Evaluation of leaf rust resistance of winter wheat lines with Lr9, Lr19 and Lr24,

inoculated  using four isolates of Puccinia triticina dominating in Poland

 *  ocenê pora¿enia siewek przeprowadzono wg skali Mainsa Jacksona

0  odporne, brak oznak infekcji, 0;  odporne, nekrotyczne plamki, 1  odporne, pojedyncze

skupienia uredospor, 2  œrednio odporne, wiêksza iloœæ skupieñ, 3  wra¿liwe, skupienia

uredospor na plamach chlorotycznych, 4  bardzo wra¿liwe, du¿e skupienia uredospor,

brak chlorozy, x  ró¿ne typy reakcji na tej samej roœlinie

**  inokulacja w polu w fazie przed k³oszeniem, mieszanin¹ izolatów P. recondita , ocena

w skali 9 stopniowej, fitopatologicznej: 0  odporny, 9  bardzo wra¿liwy, na poletkach

o powierzchni 1m2

wysok¹ odpornoœæ na rdzê brunatn¹ w roku 2001, zarówno w warunkach epidemii

rdzy brunatnej w NiedŸwiedziu pod Krakowem i Cerekwicy pod Poznaniem jak i po

inokulacji w stadium siewki i stadium roœliny doros³ej czterema izolatami Puccinia

triticina typowymi dla warunków krajowych (Tabela 3). Formy te s¹ w trakcie wypro-

wadzania materia³ów hodowlanych w IGR PAN w Poznaniu we wspó³pracy ze spó³-

kami hodowlanymi. Aby nadaæ wytwarzanym materia³om odpornoœæ trwa³¹, bêd¹

tworzone linie zawieraj¹ce dwa lub wiêcej genów odpornoœci. Przyk³adowo zareje-

strowane w poprzedniej dekadzie odmiany francuskie, brytyjskie i szwajcarskie o znacz-

nej odpornoœci, wykazanej w kilku krajach europejskich, zawieraj¹ kombinacje ge-

nów  Lr10+Lr37 lub Lr20+Lr26 (Wi n z e l e r  i in., 2000). Geny Lr9, Lr19 i Lr24

zidentyfikowano w materia³ach za pomoc¹ markerów DNA typu STS (sequence tag-

ged site). Markery te bêd¹ pomocne dla identyfikacji wymienionych genów w potom-

stwie F
2
 i F

3
, co znacznie przyspieszy prace hodowlane. Markery te dawa³y powtarzal-

ne wyniki w analizach miêdzylaboratoryjnych, wykonanych przez 7 wyspecjalizowa-

nych laboratoriów europejskich (B ³ a s z c z y k i in., 2004).

Obserwacje z doœwiadczeñ COBORU opisane w pracy poprzedniej (C h e ³ -

k o w s k i ,  S t ê p i e ñ ,  2002) jak i obecnej pracy wskazuj¹ na znacz¹c¹ podatnoœæ

uprawianych krajowych odmian pszenicy jak i rodów hodowlanych na rdzê brunatn¹.

  *  disease scoring of seedlings was performed according to Mains Jackson scale

**  1m2 field plots at growth stage before heading inoculated using mixture of isolates of P.

triticina, disease score in 1 9 scale: 0  resistant, 9  very susceptible

P. recondita

ź ź

Lp.

No.

Stopieñ pora¿enia (ocena**

w war. polowych)

Picease** score

(under field conditions)
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Porównuj¹c geny odpornoœci zidentyfikowane w odmianach krajowych oraz geny

wprowadzone w krajach Europy Zachodniej uderzaj¹ce jest to, ¿e w odmianach bry-

tyjskich, francuskich i szwajcarskich obecne s¹ czêsto trzy geny (Wi n z e l e r  i in.,

2000) z czego geny Lr10 i Lr37 w ¿adnej z polskich odmian nie wystêpuj¹ (K o w a l -

c z y k  i in., 2000). Odmiany i linie, w których zidentyfikowano powy¿sze geny za

pomoc¹ markerów STS (Tabela 3 i 4), mog¹ byæ w najbli¿szej przysz³oœci wykorzy-

stywane dla wniesienia efektywnych genów odpornoœci na rdzê brunatn¹ do krajo-

wych odmian pszenic. Bardzo po¿¹danym efektem wykorzystania w hodowli pszeni-

cy Ÿróde³ odpornoœci zawieraj¹cymi takie geny jak Lr9, Lr19, Lr24 i Lr37, bêdzie

poszerzenie zmiennoœci genetycznej odmian dziêki wprowadzeniu  do puli genowej

odmian pszenicy nowych genów odpornoœci. Poszerzona te¿ zostanie w ten sposób

ogólna ró¿norodnoœæ genetyczna odmian, dziêki obecnoœci translokacji z gatunków

dzikich.

Tabela 4. Identyfikacja genów odpornoœci Lr9, Lr10, Lr19, Lr24 i Lr37 w liniach

hodowlanych oraz odmianach europejskich nowej generacji za pomoc¹ markerów STS

Table 4. Identification of Lr9, Lr10, Lr19, Lr24 and Lr37 resistance genes in breeding lines

and  West European cultivars using STS markers.
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Zmiennoœæ ta w ostatnich dekadach znacznie siê zmniejszy³a na skutek zawê-

¿enia wykorzystywanych przez hodowców form wyjœciowych jako Ÿróde³ odporno-

œci. W znacz¹cym procencie zarejestrowanych odmian krajowych geny odpornoœci

pochodz¹ z odmiany Maris Huntsman  i s¹ ju¿ nieefektywne. Materia³y zawieraj¹ce

wymienione wy¿ej geny zawieraj¹ translokacje z takich gatunków dzikich jak perz

i kozieñce (F r i e b e i in., 1996), które wnosz¹  znacz¹ce urozmaicenie  do materia³u

genetycznego pszenicy uprawnej.
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S t r e s z c z e n i e

W sezonach 2000-2002 wystêpowa³o silne  i wczesne pora¿enie upraw pszeni-

cy ozimej rdz¹ brunatn¹, powodowan¹ przez Puccinia triticina, szczególne w po³u-

dniowych a tak¿e centralnych regionach Polski. Geny odpornoœci Lr9, Lr19 i Lr24

okaza³y siê efektywne wobec populacji patogena jak te¿ izolatów dominuj¹cych

populacji w stadium siewki i stadium roœlin doros³ych. Wymienione trzy geny jak

równie¿ geny Lr10 i Lr37 identyfikowano za pomoc¹  markerów DNA  PCR typu

STS (Sequence Tagged Site) w Ÿród³ach odpornoœci oraz odmianach.  Zastosowanie

powy¿szych markerów bêdzie pomocne w prowadzeniu hodowli odpornoœciowej

pszenicy.
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