Streszczenie prac wykonanych i wynikow otrzymanych w 2019 roku

Projekt Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wi, ,,Postep biologiczny” zadanie 50:
wZastosowanie konwencjonalnych i molekularnych narzedzi fitopatologicznych
W poszukiwaniu zZrodel odpornosci na Kkil¢ kapusty oraz charakterystyka aktualnej
populacji patogenu w Polsce”

Temat badawczy 1:

Identyfikacja Zrodel odpornosci na kile kapusty w polskich i Swiatowych zasobach
genowych

Celem tematu bylo oznaczenie podatnosci 200 genotypow na 6 patotypow Plasmodiophora
brassicae. Oceniono odporno$¢ 192 form mieszancowych rzepaku linii HOLL (IHAR,
Oddziat Roslin Oleistych w Poznaniu) oraz 8 standardéw. Metodyka badan byta podobna do
opisanej w latach poprzednich, ale testy prowadzono w dwoch powtdrzeniach biologicznych,
z podziatem na okres wiosenno-letni i okres jesienno-zimowy, w celu porownania wynikow
otrzymywanych w obu sezonach. W przypadku wszystkich badanych izolatow stwierdzono
rozszczepianie si¢ cechy odpornosci i wystegpowanie form wysoce podatnych, posrednich
I nieporazonych. Liczba poszczegdlnych form zmieniata si¢ w zaleznosci od genotypu HOLL.
Proporcja form odpornych do podatnych wynosi zaréwno 1:1, jak rowniez spotykane sa
wszystkie formy posrednie, a takze formy catkowicie odporne i w pelni podatne.

Temat badawczy 2:

Identyfikacja i charakterystyka ras Plasmodiophora brassicae w Polsce

W 2019 w wielu rejonach Polski prowadzono monitoring zwigzany z analizg zagrozenia przez
Plasmodiophora brassicae. Gtownie dotyczyt on obszaréw zwigzanych z intensywna uprawa
rzepaku, w tym wybranych rejonéw wojewodztwa pomorskiego, zachodniopomorskiego
dolnoslaskiego, slaskiego, opolskiego, kujawsko-pomorskiego a takze lubuskiego. Rejony te,
jak ustalono w poprzednich latach, naleza do obszaréw silnie zagrozonych wystapieniem kity
kapusty. Identyfikacja patotypow dotyczyta izolatow P. brassicae zebranych na terenie
Polski w ramach ekspedycji na tereny zglaszane przez rolnikow uprawiajacych rzepak.
Wyro$la suszono w temperaturze pokojowej i/lub mrozono. Badania wykonano w komorach
szklarniowych z regulacja temperatury, wilgotnosci 1 fotoperiodu. Dos$wiadczenie
prowadzono w doniczkopaletach na tackach w substracie z dodatkiem kwasnego torfu.
Oznaczenie ras wykonano na standardowym zestawie testowym wg. Somé i in. (2013). Oceng
stopnia porazenia przeprowadzono za pomoca metody LAMP. Badania wykonano takze za
pomoca biotestow glebowych oraz sekwencjonowania DNA. Wykazano obecno$¢ pieciu
patotypow, przy czym przewazaly i wystgpowaty w podobnej proporcji patotypy P1B oraz
P3B (po 27%). Patotypy wyst¢pujace w kolejnosci to P3A (23%) i P1A (20%). Najrzadziej
wystepowat patotyp P2A (3%). Nie stwierdzono polimorfizmu sekwencji w regionach
rybosomalnych lecz stwierdzono polimorfizm sekwencji ITS1 i ITS2.

Analiza genetyczna mikrobiomu zawartego w probkach gleby wykazata ich duze
podobienstwo. Stwierdzono, ze 97% z 10 miliondw odczytow stanowity bakterie.
Najliczniejsza grupg stanowity Proteobacteria (44%), z nich za§ 31% nalezatlo do klasy
Alphaproteobacteria, do rzedu Rhizobiales. W obrebie gromady stwierdzono 257
identycznych jednostek taksonomicznych (OTU), w obrgbie klasy 356, rzedu 1177, rodziny
945, rodzaju 1260, natomiast identycznych gatunkow byto az 3414. Wykazano, ze w
badanych glebach pojawialy si¢ sekwencje nalezace migdzy innymi do rodzajow Bacillus,
Clostridium, Ruminococcus, Cellulomonas, Streptomyces, oraz Arthrobacter.



Temat badawczy 3:

Przeniesienie odpornosci na Kkile kapusty z odpornych form Brassica do rzepaku
I charakterystyka jakoS$ci nasion wybranych form mieszancowych

Celem tematu bylo otrzymanie potomstwa F; mieszancow mie¢dzygatunkowych z krzyzowan
wybranych odmian rzepaku ozimego z genotypami o potencjalnej odpornosci na kit¢ oraz
wyprowadzenie potomstwa F1BCy,

Materiat ro§linny stanowity 2 wybrane genotypy z rodziny Brassicaceae, tj. Raphanus sativus
oraz B. rapa o podwyzszonej odpornosci na kite oraz 4 odmiany rzepaku ozimego (B. napus
L.) tj. Graf F1, Arsenal, Jet Neuf oraz Californium. Ogoétem wykonano 778 krzyzowan
oddalonych w 8 kombinacjach. W wyniku tego otrzymano 162 tuszczyny (ptodnosé 21,0%).
Przy czym zaznaczy¢ nalezy, ze wsrod tych 8 kombinacji krzyzowan najwyzsza plodnosé
odnotowano w krzyzowaniu B. napus cv. Californium x B. rapa (32,4%), a najnizszg w
kombinacji B. napus cv. Arsenal x Raphanus sativus (12,8%), dla ktorej otrzymano tylko 11
tuszczyn. W prowadzonych kulturach in vitro izolowanych zarodkéw obserwowano
stosunkowo wysoka efektywno$¢, mierzong liczbg zregenerowanych ro$lin (71), $rednio
42,2% przy zakresie od 0,0% do 66,6% (Tab. 2). Warto zaznaczy¢ roOwniez, ze $rednia liczba
zarodkéw izolowanych z 1 luszczyny byla stosunkowo niska i wynosita 1,0. Efektywno$¢
przeprowadzonych krzyzowan wstecznych wyrazona ptodnosciag w przypadku krzyzowanych
genotypow byla znacznie nizsza niz efektywnos$¢ krzyzowan migdzygatunkowych (10,7% i
21,0% odpowiednio). W tym przypadku na cztery przeprowadzone kombinacje krzyzowania,
zapylone zostaly 272 kwiaty, z czego uzyskano 29 nasion. Oznaczono zawarto$¢ widkna,
glukozynolanow, ttuszczu i biatka w nasionach miedzygatunkowych mieszancow pokolenia
F, otrzymanych z wybranych kombinacji krzyzowan pomigdzy B. napus i B. rapa oraz
B. oleracea.

Temat badawczy 4:

Cytogenetyczna analiza mieszancéw Brassica odpornych na kile kapusty (P. brassicae)
Celem prowadzonych badan byta identyfikacja chromosoméw u gatunkéw i form
mieszancowych Brassicaceae, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH) z sekwencjami chromosomowo i genomowo specyficznymi

W analizach FISH, z wykorzystaniem sekwencji rDNA (5S 1 35S rDNA) jako sondy, materiat
roslinny stanowily gatunki: Brassica oleracea, Brassica rapa, Raphanus sativus oraz
Brassica napus. Wsrdd analizowanych roélin zidentyfikowano odpowiednio 18, 20, 18 i 38
chromosomow. Zastosowane sondy rDNA pozwolily na identyfikacje wybranych par
chromosomow w kariotypie — A1, A10, A3, A5/A6/A9 (pochodzace z genomu B. rapa) oraz
C4, C7 i C8 (pochodzace z genomu B. oleracea). Mapowanie fizyczne sekwencji rDNA
wykazato zmienno$¢ w liczbie loci sekwencji 5S i 35S rDNA. W obrebie linii B. napus
obserwowano od 8 do 14 loci 5S rDNA oraz od 9 do 15 loci 35S rDNA. Wsrod
analizowanych genotypow najczgstszym wzorem byt uktad 10 loci 5S i 12 loci 35S rDNA.
Zmiany w liczbie genoéw kodujacych rybosomalny RNA wynikaja najprawdopodobniej z
delecji i/lub amplifikacji sekwencji i przeniesienia jej do chromosoméw, ktore nie niosty
wczesniej sekwencji rDNA (wigksza liczba loci niz spodziewana) lub tez powstaly na skutek
delecji locus IDNA w obrgbie chromosomu (mniejsza liczba loci niz spodziewana).



