SPRAWOZDANIE
z realizacji zadania nr 41 na rzecz posgpu biologicznego
w produkciji ro slinnej w 2014 roku

Identyfikacja i sposob dziedziczenia genow warunkujcych odporn&é na choroby
grzybowe i niska zawartos¢ alkaloidow w doskonaleniu wartdci uzytkowej tubinéw, ze

szczegOlnym uwzgidnieniem tubinu zéttego.

Kierownik zadania: prof. dr hab. WojcieSwiccicki
Wykonawcy: dr Magdalena Kroc, mgr Katarzyna Kanmegr Mateusz Wilczura/ Paulina

Kiziak, mgr Pawet Barzyk

Cel zadania:
1. Sekwencjonowanie RNA 4 linii tubiniottego r&nigcych sé odporndcia na
fuzarioz.
2. Polczenie niskiej zawartgi alkaloidébw z odporngcia na patogeny grzybowe
(Colletotrichum lupini i Fusarium) w zraznicowanym podtau genotypowym o dig]

wartaséi uzytkowej.

Wiedniecie fuzaryjne powodowane przez grzyby z rodzajisarium stanowi powane
zagraenie w uprawie tubinébw. W warunkach sprzgfjch rozwojowi choroby, szczegolnie
w latach wilgotnych, poteenie mae doprowadZi do duwych uszkodzgé a nawet
calkowitego zniszczenia plantacji tubindw. Sgiml uprawnych gatunkoéw tubindw, tubin
z0lty cechuje si najwyzszy odporndciag na fuzarioz, warunkowan genemFusl. Niestety
podiaze molekularne tej cechy nie zostalo jeszcze pozndladego w ramach realizacji
zadania podfa zostanie préba identyfikacji gendéw zaammyeanych w odporni tubinu
z0tego na fuzariog z wykorzystaniem techniki sekwencjonowania noweneyacji —
RNA-Seq.

Do eksperymentu wybrano 4 linie tubiagttego. Dwie linie wywodz si¢ z tego samego
rodu hodowlanego, ktory w dalszych pokoleniach eggwat na genotypy bardziej odporne i
bardziej podatne naFusarium oraz dwie odmiany hodowlane uwgdhiane w
doswiadczeniach polowych jako wzorzec odpaitia podatndgci na fuzarioz, odpowiednio
Lord i PerkozMateriat réglinny wybrany do sekwencjonowania pochodzit glirorosmcych

zarowno w typowych warunkach polowych, jak i na ya wieloletnj monokultug



tubinowg, dodatkowo sztucznie infekowanych grzybami z rquzausarium (tzw. pole
prowokacyjne). Déwiadczenie prowadzono w dwoéch powtdrzeniach biagych.
Sekwencjonowanie transkryptomu przeprowadzaeartie dla 16 préb w technologii firmy
lllumina metod sekwencjonowania dwukierunkowego i odczytami déego75 bp
(PE 2x75bp).

W wyniku sekwencjonowania transkryptomu linii tubindttego uzyskano ponad 73 min
odczytow o dobrej jakwi dla kadej linii. Dzigki uzyskaniu tak dkej ilosci danych
sekwencyjnych oraz zastosowaniu odpowiedniego @progwania bioinformatycznego
mozliwa stanie s rekonstrukcjade novo transkryptomaéw linii tubinuzéttego r@niacych se
odporndcia naFusarium. Przeprowadzona w dalszej kolejabanaliza ekspresji picowej
linii podatnych i odpornych pozwoli na identyfikagenow zaangawanych w odporrig na
fuzarioz.

Drugim celem zadania byly krzgwania zblkajace z uwzgldnieniem paagdanych cech
(odpornd¢ na patogeny grzyboweGColletotrichum lupini i Fusarium oraz niska zawarté
alkaloiddw w nasionach) i genotypowzytkowych. Materiat do krzzowan stanowity
odmiany uprawne tubinaoitego i wgskolistnego orazrédta niskiej zawarti alkaloidow
i odporndgci na patogeny grzybowe. Do analiz i testbw wykstago segreggge populacje
mieszacowe w pokoleniach F5-F8. Krzgwania wykonano tradycyjnmetod,. Zawartg¢
alkaloidow ogétem oraz sktad jad@owy oznaczono za pomgdechniki chromatografii
gazowej. Testy fitopatologiczne przeprowadzono w warunkaclontiolowanych,
szklarniowych i polowych w zak@osci od biologii patogena. Odporfio na Fusarium
testowano na ,polu prowokacyjnym” na ktérym przemimum 10 lat uprawiano tubin, nie
stosugc zadnej przerwy w ptodozmianie. Poziom odpaaioobiektow/linii oceniono i
wyrazono jako odsetek &bn, ktore przeyty (lubin waskolistny — 1 sgk/rosling, tubin zolty
— 1 okotek ze sikami/rasling). Ocer poziomu podatniei/odporndci wybranych
materiatdw na poraenie antraknagz wykonano w osobnych dwiadczeniach, w warunkach
polowych i szklarniowych. Test szklarniowy wykonangorzy zastosowaniu
wystandaryzowane;j procedury w  klimatyzowanej szklar Test  polowy
podatndci/odporndci na poraenie antraknag polegat na ocenie porania todyg i sttkoOw
w trakcie wegetacji w polu, przy zastosowaniu aggbhiki typowej dla gatunku, z watkiem
ochrony za pomagcfungicyddw.

W wyniku realizacji zadania uzyskano nowe genotypszacowe ze skrzyowania
form o niskim poziomie alkaloidow i wysokiej odp@&ci na choroby grzybowe (antraknoza

i fuzarioza). Zawart@& i sktad alkaloidow w tubiniezéttym i waskolistnym jest bardzo



zroznicowany. Krzyowania i selekcja pozwakapa wprowadzenie dych zmian w sktadzie
jakosciowym oraz ildciowym. Mazliwa jest catkowita eliminacja pojedynczych alkaléw
oraz uzyskanie form o ogélnej zawdrbponizej 0,01% suchej masy.

Genotypy o wysokiej odpordoi na wkdniecie fuzaryjne & nieliczne w tubinie
waskolistnym, jednak mdiwe jest ich znalezienie. dyednokrotny test na polu fuzarialnym
ujawnit przynajmniej jeden genotyp, ktéry peoby¢ zrodiem odpornéci. W tubinie zottym
przecetny poziom odporn&i na wkdniecie fuzaryjne jest wiszy i liczba obiektow
posiadajcych geny odporriei jest weksza. Wyselekcjonowanie najcenniejszych genotypow
wymaga ponownych testow.

Znalezienie genetycznej odpokod na antraknogz jest trudne i wymaga
kompleksowej oceny w giych warunkach wegetacji. Zestawienie obserwadjsaviadcze
polowych i szklarniowych pozwala wska&zabiekty, ktére z diym prawdopodobigstwem
posiada genetycza odpornd¢ na antraknaz Uzyskanie stabilnych genotypowackacych
odporng¢ i niskg zawarté¢ alkaloidéw, wymaga dalszych testow i selekcji postwa

wybranych materiatéw i stworzonych mieszaw.



