SPRAWOZDANIE
z realizacji zadania nr 41 na rzecz ppstbiologicznego
w produkcji rglinnej w 2017 roku

Temat: Identyfikacja i sposOb dziedziczenia gendarumkupcych odporné¢ na choroby
grzybowe i nisk zawartd¢ alkaloidow w doskonaleniu waéa uzytkowej tubinéw,
ze szczegolnym uwzglnieniem tubinuwoéttego.

Kierownik zadania: prof. dr hab. VBwigcicki
Wykonawcy: dr M. Kroc, mgr P. Barzyk, mgr K. Czdpimgr P. Wilczura

Cel zadania:

1. Testowanie gendéw kandydatéw wytypowanych poizieaekspresji rénicowej w celu
wytypowania genéw zaangavanych w odporn@ na wkdnigcie fuzaryjne u tubinu
z0ktego.

2. Pohczenie niskiej zawarfoi alkaloidow z odpornicia na patogeny grzybowe
(Colletotrichum lupini i Fusarium) w zr&nicowanym podigu genotypowym o digj
wartacsci uzytkowej.

Wyniki:
Ad. 1.

W roku biezgcym wybrano geny kandydackie, ktérych adnotacjakdjonalna
bezpdrednio sugerowata udziat w procesach odpgsimovych (pLrr-RIpk, kPR), miaty
zwigzek z organizagji modyfikacp sciany komorkowej (xyl-Araf2, PMEG8, LTPs1), a tak
petnity funkcje regulacyjne (bhlh). Dla wybranycrergw zaprojektowano startery do
standardowej reakcji PCR, na podstawie ¢aosgch transktyptow. Do amplifikacji
wykorzystano DNA odmian Lord i Perkoz wykorzystywah w testach fitopatologicznych,
jako wzorce odpowiednio odporéw i podatndci na Fusarium spp. Uzyskane sekwencje
DNA umazliwity potwierdzenie homologii badanych gendw oraranowity niezbdng
matrye: do prawidiowego zaprojektowania starteréw i somdrdakcji real-time PCR, w
ktorej ze wzgldu na bardzo wysak czutgs¢ wymagane jest calkowite dopasowanie
starterow/sondy i matrycy. Wdeiwe reakcje real-time PCR przeprowadzono w
zoptymalizowanych warunkach reakcji tak, aby uzyskaaksymalnie wysak wydajnaé
zblizong do 100% (+/-5%). Wydajrié badanych gendéw mieita sie w granicach od 0,91 do
1,09. Wartdci ekspresji uzyskane dla badanych genéw znormafmno wzgédem gendow
referencyjnych. Znormalizownwartas¢ wzglednego poziomu ekspresji gendéw badanych w
liniach poraonych analizowano wzgllem kalibratora (proby nieparane). W przypadku
linii podatnych zaobserwowano spadek ekspresji @lazystkich badanych genow
kandydackich. U dwdch linii odpornych zaobserwowawarost ekspresji wszystkich
badanych gendéw. Trzecia z linii odpornych potwidedwyniki RNA-seq dla dwoch gendw,
wykazupc wzrost ekspresji, natomiast dla 4 genéw zaobssamo spadek ekspresji po
poraeniu. Reasumygg wyniki gPCR w wgkszasci przypadkdw potwierdzity zaangawanie
wybranych genow kandydatow w odpoftona fuzariog. W przypadku trzeciej linii
odpornej zaobserwowano spadek ekspresji pozporma dla czterech gendéw, co ze wxiyl



na polowy charakter dwiadczenia mge by spowodowane zbiorem materiati$lronego na
innym etapie porgenia, aktywacji innych mechanizméw odpaicio(inne tlo genetyczne
odporngci) lub tez faktem, ze obserwowane objawy chorobowe nie byly szane z
Fusarium. Wyniki uzyskane dla tego genotypu wymagpptwierdzenia z wykorzystaniem
innego materiatu Kinnego (zbiér 2018).

Ad. 2.

Wykonano krzygowania na tubiniezottym i waskolistnym, ktérych genotypy
rodzicielskie zostaty dobrane w ten sposé@bjeden z nich byt odmiaruprawry o wysokich
walorach uaytkowych, a drugizrodiem odpornéci na patogeny grzybowe oraz genow
warunkupcych nisk zawarté¢ ogolrg alkaloidow. Uzyskano w ten sposob 10 nowych
kombinacji mieszacowych tubinu vgskolistnego roitego. W tubinie wskolistnym udato si
w ten sposob petzy¢ genotypy odmian uprawnych Koral, Bolero, Wars is&aezrodiem
odporndci naFusarium sp. (rody W-336 i W-350) oraz zebdtem odpornéci na antraknog
(Sonate). W tubiniezoitym analogicznie pgtzono genotypy odmian uprawnych Bursztyn,
Baryt, WTD2811, Talar i Perkoz zZeddtem odpornéci naFusarium sp. (rody Z-505, Z 525)

i zezrédtem odpornéci na antraknogz (rod Z-686).

Zanalizowano 50 obiektéw obu gatunkow (w dwoch givmenienach) pod wzglem
skladu jakéciowego alkaloidow, z uwzglinieniem procentowego udzialu wszystkich
zidentyfikowanych alkaloidow. W tubinieditym zawarté¢ wahata s§ od 0,00048 do
0,0208% sm. nasion. Zaledwie w kilku przypadkachiestlzono zawart® zblizong do
dopuszczalnego maksimum, natomiast w wielu prolseierdzono zawarté na poziomie
dzieskciotysicznych cgsci procenta. Jest to materiat bardzo wagitowy, swiadczacy o
duzym postpie hodowlanym. Skiad jakoiowy nie byt zbyt zranicowany. Dominowaty
lupinina i/lub sparteina oraz ammodendryna.

Wsrod badanych linii tubinu wskolistnego zawarté ogétem byta take zr@nicowana, od
0,0003 do 0,077% sm., przeiriie wyzsza w porownaniu do analizowanego tubiditego.
Mozna jednak w badanym materiale wybraegreganty o podobnie niskiej zawacio
alkaloidéw, wyranie nizszej od obowizujacej normy (0,02%)Swiadczy to o prawidtowym
doborze form rodzicielskich do krzgwan i skutecznej selekcji. Wykazano obe&hpicciu
alkaloidoéw gtéwnych (lupanina, 13-OH lupanina, axmnina, angustifolina i izolupanina).
Lupanina i 13-OH lupanina) stanowity nagéziej okoto 80% wszystkich alkaloidow, chozia
zdarzaty si przypadki niskiego ich udziatu w og6lnej zawacdiaalkaloidow.

Odpornd¢ na widniccie fuzaryjne badano w éwiadczeniach polowych, w dwoch
lokalizacjach, na tubiniezéttym i waskolistnym. Przetestowano 20 obiektow tubinu
waskolistnego oraz 40 obiektow tubinuoitego, kade ddwiadczenie w dwoch
powtorzeniachW daswiadczeniu z tubinem ygskolistnym wykonano obserwacje w trzech
terminach — po wschodach, w petni kwitnienia i naczptku dojrzewania. \&od
przetestowanych obiektdéw zaobserwowano szerokiesakmienngci sicgajacy od 7,5% do
95,2% przeycia w kaxcowym terminie. Wzorzec odporfém (odmiana Kalif) osignat wynik
100% przeycia w obu terminach, wzorzec podaictio(odmiana Sonet) 40% w stadium
kwitnienia i 12,1% w stadium dojrzewania. Oznaczazé zastosowana procedura badawcza
zadziatata skutecznie, ujawniajpoziom genetycznej odporu lub podatnéci z wysokim
prawdopodobigstwem. Zaden z badanych obiektéw nie doréwnat poziomem Zycia



wzorcowi odpornéci (odmiana Kalif) w terminie kiacowej obserwacji. Pomimo tego 4
najlepsze obiekty (W-411, W-417, W-405, W-408)2m@ uzné za formy odporne, poniewa
w stadium kwitnienia miaty wyniki bardzo zbiine do wzorca odporta (od 98,6% do
100% przeycia) i koacowe wyniki w zakresie 91,2% - 95,2%. Wymienionadiposiadaj
genetyczn odpornd¢ przeciwko patogenom z rodzafwsarium i mog by¢ jej zrédtem w
dalszych pracach. W éwiadczeniu na polu fuzarialnym z tubinemitym sredni odsetek
roslin zywych w kaxcowym terminie wynosit od 11,1% do 100%. U odmiamoveowych
przezycie wynosito 100% (Parys) i 87,3% (Lordyednie przeycie ralin odmiany odpornej
Lord wyraznie poniej 90% oznaczaze presja selekcyjna byta wkowo wysoka i wyniki
testu § miarodajne. Potwierdza to rowniebardzo szeroki zakres zmienob - spadek
przezywalnasci u form podatnych do 11%. Wyniki pozwajayskazé 3 obiekty (Z-563, Z-
526 i Z-505) jako odporne inadap s¢é do wykorzystania jakozrodta genetycznej
odporndci. Uzasadnieniem takiego wniosku jest odsetgkirq zywych” wynoszcy 100%
w obydwu powtdrzeniach i fakée zostaty wytypowane do testu z segregego potomstwa
kombinacji odpornéciowych, jako linie odporne. 15 innych obiektow ioigetry obsad
(100%) w kaicowym terminie i z pewniiag nalezg do genotypdw o wysokiej odporm,
jednak uznanie ich zazytecznezrodta odpornéci wymaga potwierdzenia i sprawdzenia
stabilngci genotypow.

Odporndg¢ na poraenie antraknagztubinéw (Colletotrichum lupini) przebadano na 40
obiektach (plus obiekty kontrolne) w dwadczeniu polowym oraz szklarniowym. Metod
selekcji negatywnej odrzucono obiekty podatne -li ¢akie, u ktérych zostat przekroczony
okreslony poziom nasilenia objawéwpaenia. W déwiadczeniu polowym 2017 oznaczato
to odrzucenie obiektéw, w ktérych odsetek poraych stgkow byt rowny lub wekszy niz
20% i stopi@ porazenia tych stgkdw byt rowny lub wekszy niz 5 w skali 0-9. Przy takich
kryteriach selekcji tylko 8 obiektow (Z-632, Z-638;630, Z-652, Z-669, Z-610, Z-639, Z-
611) w obu powtOrzeniach spetniatlo postawione wysnéy Ze wzgldu na wysokisredni
poziom poraenia w roku 2017, do najciekawszych obiektow, ktdreg posiadéd wysoky
odporn@d¢ na antraknogz mazna zaliczy jeszcze dwa (Z-651, Z-640), u ktorych jedynie
stopieh poraenia nieznacznie przekroczyt oki@ny poziom.

Zestawienie wynikbw w testach polowych iszklarmjolw daje najwiksze
prawdopodobigstwo wig&ciwej oceny odporniei badanych obiektow. Natg rowniez
uwzgledné to, ze wérdd testowanych obiektow byt dliny w réznych pokoleniach iw
potomstwie miodszych pokalemoze jeszcze nagpi¢ segregacja od wzglem poziomu
odporndci. Oznacza toze w kolejnych latach niiwe bedzie znalezienie genotypéw
odpornych wrdéd potomstwa, mimo tegaze u form rodzicielskich w teie polowym
zaobserwowano niewielkie paenie. Z wymienionych powoddéw warte uwagi molgy¢
kolejne obiekty: Z-698 (pokolenie F3 w roku 20173-641, Z-642, Z-643, Z-630 (pokolenie
F4 w roku 2017).

WhnioskKi

1. Wykazano zaangawanie badanych genow kandydatéw w odpé&tnna wedniecie
fuzaryjne tubinuzottego.

2. Wsréd analizowanych prob tubinadttego i wgskolistnego na wyrnienie zastuguje
bardzo niska zawardé alkaloidéw - na poziomie dziesiiotysicznych czsci procenta.



3. Genotypy o bardzo wysokiej odpofobna wedniecie fuzaryjne 8 nieliczne w tubinie
waskolistnym, jednak test na polu ,fuzarialnym” pozavaa ich wyodgbnienie spéréd
badanych materiatéw. Znaleziono 4 genotypy o pomardpornéci wzorca.

4. W tubinie z6ttym przecgtny poziom odpornii na wkedniccie fuzaryjne jest wiszy
i liczba obiektow posiadagych geny odpornwi jest wiksza. Dz¢gki kontynuacji testow
udato s¢ wskaz& 3 obiekty, ktdre maj bardzo wysok odpornd¢ i mog by¢
wykorzystane jakdrodio gendéw odporniai.

5. Znalezienie genetycznej odpofobna antraknog jest trudne i wymaga kompleksowej
oceny w ranych warunkach wegetacji. Wysoka zgofthowynikow obserwacji
z daswiadczé polowych i szklarniowych pozwolita wskazarzynajmniej dwa genotypy,
ktore mog by¢ zrodiem genetycznej odporfm na antraknogz Uzyskanie stabilnych
genotypow, 4czacych odpornéc i niska zawartd¢ alkaloidow, wymaga dalszych testow i
selekcji.

Prezentacja wynikdw na konferencjach:

Barzyk P.,Swiecicki W. Ocena odporrigi na antraknog (Colletotrichum lupini) wybranych
kombinacji krzgowkowych tubinuzéttego. — poster na konferencji "Zasoby Genowe
Raoslin Uzytkowych na Rzecz Hodowli”, 6-8.1X.2017, Kazimief2olny, zeszyt
streszcze str. 63. (wyniki bad@az 2016 r, sprawozdanie str. 6-20).



