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Wykorzystanie lancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
do wykrywania Pseudocercosporella herpotrichoides w pszenicy
ozimej uprawianej w réznych systemach produkcji
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Summary

Pseudocercosporella herpotrichoides was detected by PCR in winter wheat
cultivated in different production systems in 2000 and 2001. In all tested systems
only pathotype R of pathogen was detected. Detection of fungus depended on
production system and weather conditions. Pathogen was not detected in both
tested cultivars only in ecological system but only in season with less favourable
conditions for disease development
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WSTEP

Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron.) Deighton (teleomorfa: Tapesia
yallundae Wallwork et Spooner) powoduje famliwos¢ zdzbta zboz, glownie ozimych,
a zwlaszcza pszenicy i pszenzyta. Choroba wystepuje we wszystkich rejonach uprawy
zbéz. W warunkach wysokiej wilgotnosci na wylegtych w wyniku porazenia przez
P. herpotrichoides roslinach dochodzi do porazenia kloséw, a w konsekwencji do
dalszej straty plonu i obnizenia jego jakosci (Nicholson iin.,1994b). Wyrdznia
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si¢ dwa giéwne patotypy grzyba tj. typ-R i typ-W. Hodowane in vitro izolaty typu-R
i W réznia sie morfologicznie (C re i g ht o n, 1989). Jednakze wystepuja trudnosci
w identyfikacji niektorych izolatéw i wowczas konieczne jest przeprowadzenie testu
patogenicznosci na siewkach wybranych roslin zywicielskich. Testy na siewkach sa
czasochtonne, bowiem trwaja od 10 do 16 tygodni i w celu doktadnej identyfikacji
patotypéw powinny by¢ przeprowadzone na wystarczajacym liczebnie materiale
roslinnym oraz w kontrolowanych warunkach termicznych (Hollin s iin., 1985).
Izolaty typu-W sg istotnie bardziej patogeniczne dla pszenicy niz dla Zyta, a typu-R sa
w réwnym stopniu patogeniczne dla obydwu roélin zywicielskich (Scott iin.,
1980). Do potowy lat siedemdziesiatych typ-W dominowat w Europie Zachodniej,
a typ-R ograniczat si¢ do rejonéw, w ktorych uprawiano zyto. Powszechne stosowanie
fungicydéw benzimidazolowych do zwalczania choroby spowodowato, Ze odporny
na te fungicydy typ-R uzyskat znaczng przewage na pszenicy (Fitt iin.,1988).

Do identyfikacji obydwu patotypéw grzyba stosuje si¢ rowniez analiz¢ DNA.
Metoda SCAR (amplifikacja rejonéw DNA o znanej sekwencji) pozwala na
identyfikacje DNA patogena w tkance roslinnej, gdyz startery specyficzne SCAR
opracowane dla grzybow chorobotworczych nie amplifikuja roslinnego DNA
(Nicholson iin, 1994a). Metode t¢ wykorzystano do wykrywania obydwu
typow patogenicznych P. herpotrichoides we wczesnych terminach na dwodch
odmianach pszenicy ozimej uprawianej w réznych systemach produkcji.

MATERIAL I METODY

1. Materiat roslinny

Badania prowadzono w latach 2000-2001 na polach uprawnych pszenicy
ozimej odmian Kobra i Roma, nalezacych do Zaktadu Dos$wiadczalnego ,,Osiny”
IUNG. Uwzgledniono trzy systemy zmianowania odpowiadajace trzem systemom
gospodarowania oraz monokulturg pszenicy. W systemie ekologicznym zastosowano
nastepstwo upraw: ziemniak, jeczmieni jary z wsiewka, przez kolejne dwa lata
koniczyna czerwona z trawa, pszenica ozima i poplon. W systemie integrowanym
zaslosowano zmianowanie: ziemniak, jeczmien jary z wsiewka, koniczyna czerwona,
pszenica ozima, a w systemie konwencjonalnym zastosowano zmianowanie: rzepak,
pszenice ozima, jeczmien jary. Z kazdego pola reprezentujacego oddzielny system
uprawy pszenicy pobrano losowo po 30 roslin. Rosliny pszenicy znajdowaty si¢
w fazie krzewienia. Z kazdej rosliny usuwano korzenie oraz gérna czes¢ todygi,
a z uzyskanych fragmentow pedow o dlugosci ok. 5 cm obejmujacych podstawe
pedu, izolowano DNA wedtug procedury zalecanej przez producenta zestawu do
wykrywania Pseudocercosporella herpotrichoides typ W iR (firma ADGEN).
2. Ekstrakcja DNA

Tkanke roslinna po uprzednim zliofilizowaniu rozdrobniono bardzo
doktadnie w miynku elektrycznym. Probke 2g tkanki roslinnej inkubowano przez
1,5 godziny w 65°C w 20 ml buforu ekstrakcyjnego CTAB (2% CTAB, 100 mM
Tris-HCI pH 8.0; 1.4 M NaCl; 20 mM EDTA) z dodatkiem 200ml 1M DTT w 50 ml
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probowkach. Po inkubacji probki wirowano przez 15 minut przy 6000 obr./min.
Uzyskany supernatant przeniesiono do nowej probéwki 50 ml, dodano 0.7 objetosci
zimnego izopropanolu i pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 30 minut
w celu wytracenia DNA. Probki ponownie wirowano przez 15 minut przy
6000 obr./min. Uzyskany osad DNA przemywano 80% etanolem, suszono
i rozpuszczano w buforze TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 100 mM EDTA).
3. Reakcja amplifikacji

Do 10 ml uzyskanego ekstraktu DNA dodawano 25 ml mieszaniny reakcyjnej
pochodzacej z zestawu do wykrywania P. herpotrichoides typ W i R firmy ADGEN
i dopetniano woda redestylowana do objetosci 50 ml. W koricowym etapie dodawano
1 jednostke Taq polimerazy (MBI Fermentas). Osobno przygotowano probke
zawierajaca kontrolny DNA.

Amplifikacja DNA przebiegata wedtug schematu:

Denaturacja inicjujaca ~ 95°C  przez 3 min.

5 cykli:

denaturacja 95°C  przez 30s
przylaczanie starterow ~ 66°C  przez 20 s
synteza 72°C  przez 45 s
5 cykli:

denaturacja 95°C  przez30s
przytaczanie starterow ~ 64°C  przez 20 s
synteza 72°C  przez45s
25 cykli:

denaturacja 95°C  przez30s
przylaczanie starterow ~ 62°C  przez 20 s
synteza 72°C  przez 45 s
reakcja koficowa 72°C  przez Smin.

Reakcje przeprowadzono w aparacie Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400.

4, Elekrtoforeza produktow amplifikacji.

10 ml produktow reakeji PCR analizowano w 1.5% zelu agarozowym w obecnosci
bromku etydyny. Jako marker wielkosci uzyto Gene Ruler 100 b.p. DNA Lader Plus
(MBI Fermentas). Elektroforeze prowadzono w buforze 0.5xTBE, przy napigciu
250 V, przez 1,5 godziny.

WYNIKI

W sezonie wegetacji 2000 P. herpotrichoides wykrywano w systemach
integrowanym i konwencjonalnym wytacznie w roélinach odmiany Kobra, natomiast
w monokulturze tylko w roslinach odmiany Roma. Nie wykrywano grzyba w systemie
ekologicznym (tab. 1). W 2001 roku identyfikowano patogena w roslinach obydwu
odmian w systemach ekologicznym i konwencjonalnym, natomiast w systemie
integrowanym tylko w roslinach odmiany Roma, a w monokulturze tylko w roslinach
odmiany Kobra. W obydwu latach badan identyfikowano wylacznie patotyp R
(rys. 1, tab. 1).
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Tabela 1
Wyniki wykrywania P. herpotrichoides typu R przy uzyciu testu PCR w pszenicy ozimej
dwodch odmian uprawianych w roéznych systemach produkcji

Table 1
Results of detection of R-type P. herpotrichoides by using PCR test in two cultivars of winter
wheat cultivated in different production systems

| System uprawy

Rok badar | Cultivation system
Year of konwencjonalny integrowany ekologiczny monokultura
studies conventional integrated ecological monoculture

Roma Kobra Roma Kobra Roma Kobra Roma Kobra

2000 - + - - - - + -
2001 - + + E + | - - -

M K I 2

Lad
L

5 6 7 8§

I pz-—»

380 p.z.
1 — monokultura, odm. Kobra 5 — monokultura, odm. Roma
2 — system ekologiczny, odm. Kobra 6 — system ekologiczny, odm. Roma
3 — system integrowany, odm. Kobra 7 — system integrowany. odm. Roma
4 — system konwencjonalny, odm. Kobra 8 — system konwencjonalny, odm. Roma

M — marker wielkosci Gene Ruler 100 p.z. DNA Lader Plus
K — wzorcowy DNA o wielkosci 380 p.z. odpowiadajacy patotypowi R P. herpotrichoides
i o wielkodci 1100 p.z. odpowiadajacy patotypowi W patogena

1 — monoculture, cv. Kobra 5 — monoculture, cv. Roma

2 — ecological system, cv. Kobra 6 — ecological system, cv. Roma

3 — integrated system, cv. Kobra 7 — integrated system, cv. Roma

4 — conventional system, cv. Kobra 8 — conventional system, cv. Roma

M — molecular weight marker Gene Ruler 100 b.p. DNA Ladder Plus
K — standard DNA, fragment size 380 b.p. from R-type P. herpotrichoides and fragment size
1100 b.p. from W-type of pathogen

Rys. 1. Produkty PCR otrzymane po amplifikacji DNA izolowanego z ro§lin pszenicy
uprawianej w roznych systemach w 2001 roku:

Fig. 1. Polymerase chain reaction (PCR) amplification of DNA extracted from wheat plants
cultivated in different production systems in 2001 year:
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Réznice w wykrywalnosci patogena w roslinach poszczegolnych odmian
i systemow produkcji oraz migdzy latami zwiazane byly z warunkami uprawy oraz
pogody (tab. 1; rys. 2, 3). Bardziej sprzyjaly rozwojowi grzyba warunki pogody
panujace w okresie jesieni 2000 i wiosny 2001 ze wzgledu na cieplejsze i wilgotniejsze
miesiace grudzien i styczen oraz bardziej wilgotny kwiecien (rys. 2, 3). W okresie
mniej sprzyjajacym porazaniu roslin tj. w sezonie jesieri 1999 i wiosna 2000 jedynym
systemem uprawy, w ktorym w zadnej z odmian nie wykryto P. herpotrichoides byt
system ekologiczny (tab. 1, rys. 2). W sezonie bardziej sprzyjajacym wystepowaniu
choroby w systemie ekologicznym stwierdzano wystepowanie patogena w obydwu
odmianach (tab. 1; rys. 3).

Rys. 2 Srednie miesigczne temperatury powietrza i sumy opaddw za okres X. 1989 - [V, 2000
Fig. 2 Average monthly air temperatures and sums of rainfall in period X.1988 - IV.2000
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Fig. 3 Average monthly air temperatures and sums of rainfall in period X.2000 - IV 2001
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DYSKUSJA

Zastosowana metoda diagnostyczna PCR jest bardzo czulym testem
umozliwiajacym wykrycie patogena wystepujacego w iloSciach nawet
nanogramowych, natomiast nie daje mozliwosci oznaczenia biomasy grzyba
w materiale roslinnym. Wysoka czuto$¢ metody pozwala stwierdzi¢ obecno$¢ grzyba
jeszcze przed pojawieniem si¢ objawdw choroby tj. w okresie krzewienia si¢ pszenicy
a co za tym idzie umozliwia zastosowanie racjonalnego programu ochrony.

Znaczny wplyw warunkéw pogody na wystgpowanie choroby obserwowato
wielu autorow (Bojarczuk, 1970; Jaczewska, 1970; Perrin, 1977). Wplyw
taki potwierdzono w niniejszych badaniach.

Wazrost udziatu zbdz w zmianowaniu moze negatywnie wptywac na plon
.ziasma w wyniku porazenia spowodowanego przez Pseudocercosporella
herpotrichoides (Clarcson, 1981;Jaczewska,199];Nicholson iin,
1994b).

Zmianowanie w ktérym pszenica ozima wystgpowata najrzadziej zostato
zaprojektowane w systemie ekologicznym i tylko w tym systemie w obydwu badanych
odmianach nie stwierdzano obecnosci patogena w jednym z sezondéw wegetacji.
Wyniki badan diagnostycznych wskazuja na wylaczne wystgpowanie patotypu R
w pszenicy, co zbiezne jest z doniesieniami pismiennictwa o dominacji odpornego na
benzimidazole typu R w uprawach pszenicy w Europie (Fitt iin., 1988). Roznice
w lokalizacji produktéw PCR po amplifikacji DNA otrzymanego z pszenicy ozimej
w stosunku do kontrolnego produktu PCR $§wiadcza o zmiennosci genetycznej
izolatéw grzyba w obrebie tego samego patotypu (Nicholson iin,1994a).
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Streszczenie

Obecnos¢ Pseudocercosporella heptotrichoides wykryto w pszenicy ozimej
uprawianej roznymi metodami w latach 2000 i 2001, przy zastosowaniu metody
PCR.

Niezaleznie od systemu produkcji pszenicy, wykryto jedynie patotyp R
patogena. Obecnos¢ grzyba zalezala takze od warunkéw pogody. Nie wykryto go
u obu badanych odmian pszenicy tylko przy ekologicznym systemie jej produkciji, ale
jedynie w roku, w ktérym warunki nie sprzyjaly rozwojowi grzyba.
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