Projekt Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi, zadanie 50:

»Zastosowanie konwencjonalnych i molekularnych narzedzi fitopatologicznych
w poszukiwaniu zrodel odpornosci na kil¢ kapusty oraz charakterystyka aktualnej
populacji patogenu w Polsce”

W 2017 roku oceniono odpornos¢ 303 linii Brassica sp. na kite kapusty powodowang
przez pierwotniaka Plasmodiophora brassicae. Sposrod badanych linii cze$¢ (35 genotypow)
stanowila material mieszancowy Brassica pokolenia F3 (pochodzacy z UP w Poznaniu),
a cze¢$¢ sprowadzono z bankow genow, w tym: Brassica oleracea: 223 genotypy, B. napus: 34
oraz B. villosa: 1. Ponadto wykorzystano 6 form Brassica 1 Raphanus z Kurdystanu (Erbil,
Irak) oraz genotypy sluzace jako standardy odpornosci (3) 1 podatnosci (1). Pierwszym
etapem pracy bylo rozmnozenie poszczegdlnych patotypow patogena, stuzacych do
inokulacji. W celu wykonania testu odporno$ciowego poszczegdlne genotypy wysiano do
gleby o pH 5,8, a nastepnie po uptywie 5 dni siewki znajdujace si¢ w stadium wczesnego
rozwoju liScieni inokulowano zarodnikami poszczegélnych patotypow P. brassicae (P1A,
P1B, P2, P3, P4 oraz P5). Po uplywie 6 tygodni oceniono odporno$¢ roslin. Badania
prowadzono w warunkach szklarniowych. Sposrod 223 badanych genotypow B. oleracea
uzyskanych z Brassica Database, Centre for Genetic Resources for Food and Agriculture
w Holandii tylko w jednym przypadku (0,45%) znaleziono form¢ odporng na kite kapusty.
Byt to genotyp B. oleracea CGR89 cechujacy si¢ odpornosciag na wszystkie badane patotypy
P. brassicae, w tym na patotyp P1B, ktory jest najgrozniejszy dla upraw roslin kapustowatych
w Polsce. Jest to pierwszy przypadek znalezienia genotypu Brassica odpornego na wszystkie
patotypy patogena wystepujace w Polsce. Genotyp ten zostanie przeznaczony do dalszych
badan 1 do hodowli odpornosciowej, prowadzonej we wspdipracy z UP w Poznaniu.

Uzyskano 50 izolatdow Plasmodiophora brassicae zebranych z plantacji na terenie
pétocno-wschodniej Polski. Stwierdzono, iz w$rdd nich wystepuja trzy warianty sekwencji
ITS1-5.8s-ITS2, cechujace si¢ polimorfizmem jednego nukleotydu, przy czym dwa warianty
opisano we wczesniejszej literaturze za$ jeden nie byl dotychczas opisany. Trzema metodami
oceniono jako$¢ mikrobiologiczng gleb na 50 polach w woj. warminsko-mazurskim pod
wzgledem przydatnosci do uprawy rzepaku, w kolejnosci stosujac nastepujace metody:
1) biotest glebowy, 2) metoda LAMP, 3) metoda Real-Time PCR z sondami TagMan.
Wykazano, iz na badanym terenie uprawa odmian podatnych na kit¢ kapusty bez utraty plonu
spowodowanego przez t¢ chorobe mozliwa jest tylko na 4% po6l, gdy tymczasem takie same
warunki dla odmian odpornych spetnia 20% pdl. Na 44% pol wystapito ryzyko strat plonu
wyzszych niz 10% przy uprawie odmian podatnych, a uprawa rzepaku byta niewskazana na
32% pol. Ustalono, iz 60% badanych izolatow nalezato do patotypu P1A, podczas gdy az
40% nalezato do patotypu P1B, przelamujacego wszystkie geny odpornosci wprowadzone do
odmian rzepaku uprawianych w Polsce. Przy zastosowaniu sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) podjeto takze pilotazowe badania nad mikrobiomem glebowym
towarzyszacym uprawie rzepaku. Na podstawie analizy sekwencji regionow ITS dokonano
identyfikacji gatunkowej 60% grzybow mikroskopowych wystepujacych w badanych
probach, natomiast analiza regionu 16S umozliwita zidentyfikowanie do gatunku 5%
wykrytych bakterii.

Uzyskano potomstwo F; mieszancow miedzygatunkowych z krzyzowan wybranych
odmian rzepaku ozimego z genotypami o potencjalnej odpornosci na kite oraz
wyprowadzenie potomstwa F;BC; Material roslinny stanowily 2 wybrane genotypy
z gatunku B. rapa tj. B. rapa ssp. pekinensis oraz B. rapa var. rapa (Fodder turnip)



o podwyzszonej odpornos$ci na kite oraz 5 odmian rzepaku ozimego (B. napus L.) tj.
Anderson, Arsenal, Andromeda, Californium oraz Monolit. W celu otrzymania pokolenia F,
mieszancow miedzygatunkowych w warunkach szklarniowych przeprowadzono kontrolowane
zapylanie roslin w 10 kombinacjach krzyzowania, przy czym kazdorazowo formy mateczne
stanowity wybrane odmiany rzepaku. Po 14 — 19 dniach od zapylenia pobierano tuszczyny
celem izolacji zarodkéw 1 ich hodowli w warunkach in vitro. Hodowle in vitro izolowanych
zarodkow prowadzono zgodnie z metodyka ustalong przez Wojciechowskiego (1993).
Lacznie wykonano 278 zapylen w 10 kombinacjach. W wyniku tego otrzymano 111 tuszczyn
(ptodno$¢ 31,6%). Przy czym zaznaczyC nalezy, ze wsrdd przeprowadzonych kombinacji
krzyzowan najwyzsza ptodno$¢ odnotowano w krzyzowaniu B. napus cv. Monolit x B. rapa
var. rapa ‘Fodder turnip’ (88,9%), a najnizsza w kombinacjach B. napus cv. Arsenal x B.
rapa var. rapa ‘Fodder turnip’ (0%) dla ktdrej nie otrzymano zadnych tuszczyn. Podobnie jak
ptodnos¢, tak i plenno$é byta rézna w zalezno$ci od kombinacji krzyzowania. Srednio ze
wszystkich kombinacji krzyzowania zebrano 0,8 nasiona/tuszczyne. W prowadzonych
kulturach in vitro izolowanych zarodkéw obserwowano stosunkowo wysokg efektywnosc,
mierzong liczbg zregenerowanych roslin (67), $rednio 31,4% przy zakresie od 0,0% do
60,0%. W celu wyprowadzenia potomstwa F;BC, ro$liny F; z 9 kombinacji mieszancowych,
otrzymane w wyniku krzyzowan prowadzonych w 2016 roku zapylano pytkiem B. napus
(odpowiednim dla komponentéw matecznych, stuzacych do wyprowadzenia mieszancow).
Efektywnos$¢ przeprowadzonych krzyzowan wstecznych wyrazona ptodnoscia w przypadku
krzyzowanych genotypéw byta wyzsza niz efektywnos$¢ krzyzowan migdzygatunkowych
(51,8% 1 31,6% odpowiednio). W tym przypadku na dziewig¢ przeprowadzonych kombinacji
krzyzowan, zapylonych zostato 191 kwiatow, z czego uzyskano 68 nasion.

Analiz¢ jakoSci nasion 120 linii mieszancowych otrzymanych z krzyzowan
przeprowadzonych w obrgbie 5 kombinacji zapylen wykonano metoda NIRS (laboratorium
Hodowli Roslin Strzelce w Matyszynie). Wykonane analizy form mieszancowych odnosnie
zawartosci thuszczu, bialtka, glukozynolanow i wldkna wykazaly wyrazne rdéznice i duzy
zakres zmienno$ci w zawartosci analizowanych skladnikéw. Stwarza to wigc szans¢
wyselekcjonowania nowych, bardziej wartosciowych linii, ktore w przysztosci przyczynic si¢
mogg do powstania dobrych jako$ciowo odmian, o podwyzszonej odpornosci na kite kapusty.

Technike FISH wykorzystano do identyfikacji chromosoméw markerowych (rDNA-
FISH) u roslin: Brassica napus (2n=4x=38; formuta genomowa AACC), B. rapa (2n=2x=20;
formuta genomowa AA), B. oleracea (2n=2x=18; formuta genomowa CC), Raphanus sativus
(2n=2x=18; formuta genomowa RR), jak rowniez u form mieszancowych B. napus % B. rapa,
B. rapa * B. napus oraz B. napus x B. oleracea. Zastosowanie sekwencji 5S 1 35S rDNA,
jako sondy w technice FISH, pozwolilo na rozpoznanie wybranych par chromosomow, tj.
chromosomow pary Al, A3 oraz A10 w genomie A oraz chromosoméw pary C4, C7 1 C8
w genomie C. Na podstawie wynikéw analizy rDNA-FISH dla wszystkich analizowanych
roslin okreslono liczbe 1 rozmieszczenie loci rDNA. Wsrod analizowanych genotypow
B. rapa obserwowano cztery wzory rDNA, przy czym jeden z wzoréw dominowat - 6 loci 5S
16 loci 35S rDNA. Dla analizowanych form B. oleracea otrzymano stalg liczbe loci rDNA —
2 loci 5S rDNA oraz 4 loci 35S rDNA. Natomiast dla trzech analizowanych genotypow
R. sativus otrzymano statg liczbe 5S rDNA (4 loci) oraz zmienng liczbe 35S rDNA (4-6 loci).
W zestawach chromosomow B. napus obserwowano zmienng liczbg zaréwno 5S rDNA, jak
tez 35S rDNA. Najczesciej obserwowany wzor w kariotypie B. napus to: 10 loci 5S
112 loci 35S rDNA. Wsrdéd analizowanych mieszancow Brassica zanotowano roéwniez
zmienng liczbe loci 5S rDNA (8-12 loci) 1 35S rDNA (10-14 loci).



Utrata lub uzyskanie dodatkowych loci 5S 1 35S rDNA w genomie B. napus lub form
mieszancowych B. napus % B. rapa, B. rapa < B. napus oraz B. napus % B. oleracea moze
wynika¢, miedzy innymi, z rearanzacji chromosomowych Iub transpozycji w obrgbie
chromatyny zawierajacej sekwencje rDNA. Na podstawie wynikow analizy GISH nie
stwierdzono rearanzacji migdzygenomowych u badanych roslin.



