Zadanie badawcze nr 50

»Zastosowanie konwencjonalnych i molekularnych narzedzi fitopatologicznych
W poszukiwaniu zZrodel odpornosci na Kkile kapusty oraz charakterystyka aktualnej
populacji patogenu w Polsce”

W ramach zadania badawczego 50 realizowano nastepujace cztery tematy: 1) Identyfikacja
zrodet odpornosci na kitg kapusty w polskich i1 $wiatowych zasobach genowych.
2) ldentyfikacja i charakterystyka ras Plasmodiophora brassicae w Polsce. 3) Przeniesienie
odpornos$ci na kite kapusty z odpornych form Brassica do rzepaku i charakterystyka jako$ci
nasion wybranych form mieszancowych. 4) Cytogenetyczna analiza mieszancow Brassica
odpornych na kite kapusty.

Celem prac prowadzonych na wstepie projektu byto znalezienie zrodta odpornosci na
kile kapusty w materiatach w obrgbie rodzaju Brassica. W 2014 roku — zgodnie z
harmonogramem — oceniono odpornos¢ 300 genotypow Brassica sp. na rasy P1A, P1B, P2-
PS. Znaczng czg$¢ pracy poswigcono namnozeniu materialu inokulacyjnego, z podziatem na
poszczegdlne rasy patogenu. Badania prowadzono w specjalistycznych szklarniach
i komorach fitotronowych do pracy z patogenami, znajdujacych si¢ w Wielkopolskim
Centrum Zaawansowanych Technologii (WCZT). Badany material stanowily glownie
materialy uzyskane z Krajowych Roslinnych Zasobow Genowych IHAR w Radzikowie
(tacznie 295 genotypow), w tym B. rapa, B. juncea oraz licznie reprezentowana kolekcja
B. oleracea. Ponadto w badaniach uwzgledniono trzy zagraniczne ekotypy B. rapa oraz dwa
wzorce odpornosci: odmiany ‘Mendel’ i ‘“Tosca’. W ramach niniejszego do§wiadczenia kazdy
genotyp Brassica wysiano do gleby w szeSciu osobnych pojemnikach, z ktorych kazdy
przeznaczono do badania oddzielnej rasy patogenu. Po uptywie 5 dni od wysiewu, nowo
rozwijajace si¢ siewki w stadium BBCHO09, zainokulowano zarodnikami poszczegdlnych ras
P. brassicae. Kazda tura namnazania materiatu standardowo trwata przez okres 8 tygodni,
a test inokulacyjny prowadzono przez 6 tygodni. Po uplywie tego czasu wykonywano oceng
odpornosci badanego materiatu w skali 0-4. Uzyskane wyniki sumowano a nastepnie
obliczano $rednig w stosunku do skietkowanych roslin, a finalnie — $rednig odpornos¢ danego
genotypu. Badany material byt w przewazajacej wigkszosci podatny lub bardzo podatny na
porazenie przez P. brassicae, bez wyraznego zréznicowania reakcji na poszczegélne rasy
patogenu. Szczegoélnie podatne okazaty si¢ genotypy B. oleracea oraz B. juncea, mniej
podatne, posrednie lub odporne byly genotypy B. rapa. Odmiany wzorcowe cechowata
odpornos$¢ na rasy P1A, P2-P5 i podatno$¢ na ras¢ P2B. na podobnym poziomie ksztattowata
si¢ odpornos¢ ekotypow B. rapa j-1, B. rapa j-2 oraz B. rapa ekotyp 08.006169.

Kolejnym celem badan bylo oznaczenie przynaleznosci do ras P. brassicae prob
pochodzgcych z naturalnego porazenia roslin w warunkach polowych. Proby te zbierano
samodzielnie z losowo wybranych pol rzepaki lub pozyskiwano od rolnikéw uprawiajacych
rzepak. W 2014 roku z terenu Polski uzyskano 55 izolatow P. brassicae, po czym oceniono
porazenie wywotywane przez te izolaty na ro$linach testowych i oznaczono ich przynaleznos¢
do ras patogenu. Izolaty pochodzity z porazonych roslin rzepaku (30) oraz prob gleby (25).
W celu pobrania materiatu ro§linnego oraz préb gleby wykonano pie¢ ekspedycji terenowych.
Objety one tereny wojewodztw: dolno$laskiego, kujawsko-pomorskiego, matopolskiego,
pomorskiego, $laskiego, warminsko-mazurskiego, wielkopolskiego i zachodniopomorskiego.



Pobrany materiat ro§linny zastosowano do inokulacji na podatnych roslinach testowych. Rasy
patogenu identyfikowano wylacznie z izolatow uzyskanych z pojedynczych wyrosli
korzeniowych. Badania te prowadzono na standardowych genotypach testowych, w tym 15
genotypach ECD, 3 genotypach wzorcowych INRA, 2 genotypach wzorcowych z Niemiec
oraz 10 odmianach rzepaku. W wyniku procedury badawczej polegajacej na namnazaniu
badanego materialu wytacznie z niewielkich fragmentéw pojedynczych wyros$li na korzeniach
rzepaku uzyskano izolaty reprezentujace poszczegdlne rasy patogenu. Ich przynaleznos¢ do
poszczegolnych ras ksztaltowata sie nastepujgco: rasa P1 — 29 izolatow (52,7%) , P2 — 2
(3,6%), P3 — 20 (36,4%), P5 — 4 izolaty (7,3%).

W 2014 roku zespot badawczy z IGR PAN opanowat takze metodg ilosciowego PCR
zgodnie z opisem podanym przez Wallenhammar i in. (2012). Metoda ta oceniono 50 prob
gleby, w tym 35 préb pochodzacych z réznych lokalizacji w Polsce oraz 15 prob
zawierajacych rézne stezenia zarodnikéw patogenu, ktore postuzyty do wyznaczenia krzywe;j
wzorcowej. Przy zastosowaniu metody gPCR oceniono 50 prob gleby, w tym 35 prob
pochodzacych z réznych lokalizacji w Polsce oraz 15 prob zawierajacych rézne stezenia
zarodnikow patogenu, ktore postuzyly do wyznaczenia krzywej wzorcowej. Na podstawie
uzyskanych wynikow ustalono rekomendacje dla poszczegdlnych typow gleb, zgodnie z
metoda skandynawska. Wigkszo$¢ testowanych gleb pochodzacych gléwnie z potudnia Polski
byla bezpieczna dla uprawy odmian rzepaku cechujacych si¢ odpornoscia na kite kapusty. Na
9,7% gleb przy uprawie odmian podatnych ryzyko strat plonu przewyzszalo 10%.
W przypadku 3,2% gleb zalecono rezygnacje z uprawy rzepaku ze wzgledu na bardzo
wysokie stezenie zarodnikow patogenu.

Na podstawie metodyki wiasnej przy wspotpracy z firma Novazym, ktoéra dysponuje
specjalistyczng aparaturg oraz programem do projektowania starterow, opracowano unikalng
metode¢ detekcji zarodnikéw P. brassicae, przy zastosowaniu amplifikacji DNA w warunkach
izotermicznych z wykorzystaniem starterow zapetlajacych (LAMP). Celem badan byto
opracowanie szybkiego, taniego i niezawodnego sposobu wykrywania patogenu w materiale
roslinnym, glebie 1 wodzie. Do detekcji wykorzystano polimerazg GspSSD, wyodrebniong z
bakterii Geobacillus sp., umozliwiajaca zastgpowanie nici DNA bez potrzeby zmiany profilu
temperatury. Na obecnym etapie rozpracowano metode detekcji zawiesiny zarodnikow
P. brassicae. Ekstrakcjc DNA z wyro§li na korzeniach wykonano z zastosowaniem
zmodyfikowanej metody CTAB. Reakcje prowadzono przez 60 minut w temperaturze 62°C.
Wyniki zbierano przy zastosowaniu systemu CFX96 Real Time PCR Detection System
(BioRad) oraz amplifikatora Genie Il uzyczonego przez firmg¢ Novazym. Opracowana metoda
LAMP byta tatwa do wykonania, szybka, doktadna 1 niezalezna od wieku badanej rosliny.
Opracowany test byt mniej czuty anizeli metoda ilosciowego PCR; umozliwit wykrywanie 5
zarodnikow w 1 pL zawiesiny. W zaleznos$ci od wielkosci pobranej proby i stopnia jej
zanieczyszczenia sygnat w detekcji metoda LAMP miat zréznicowang sitg, lecz zawsze
detekcja do oznaczonego progu dawata wynik pozytywny. Pomimo mniejszej czuloSci
metoda LAMP byla znacznie tatwiejsza do wykonania i zdecydowanie tansza, co czyni ja
przydatng do detekcji P. brassicae w przypadku Kkoniecznosci oceny jego obecnosci
W licznych probach polowych (rosliny, gleba, woda).



Badania prowadzone na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu po$wigecono
przeniesieniu genéw odpornosci na kitg z genotypoéw posiadajacych te geny do rzepaku.
Material roslinny stanowily 3 genotypy diploidalnego gatunku B. rapa ssp. pekinensis
(2n=AA=20 chromosomoéw) tj. dwa genotypy zidentyfikowane jako nosiciele odpornosci, tj.
J-1 1 -2 1 ekotyp 08.006169 sprowadzony z Banku Genow w Wellesbourne, Anglia oraz
3 genotypy alloploidalnego B. napus tj. odmiany ‘Californium’ i ‘Monolit’ oraz
meskosterylna linia MS-8 (2n=AACC=38 chromosoméw). Pomiedzy wyzej wymienionymi
formami wykonano krzyzowania zwrotne w warunkach szklarniowych. Po 12 — 17 dniach od
zapylenia pobierano tuszczyny celem izolacji zarodkow i ich hodowli w warunkach in vitro.
Hodowle in vitro izolowanych zarodkéw prowadzono przy uzyciu czterech pozywek tj.
White’a (W), Murashige i Skoog’a (MS), MS w modyfikacji Kellera (MSk) oraz Nisha
i Nitsha (H3) zgodnie z metodyka opracowang przez Wojciechowskiego (1993). Ogoétem
wykonano 1228 krzyzowan w 12 kombinacjach. W wyniku tego otrzymano 660 tuszczyn
(ptodnos¢ 53,7%). Przy czym zaznaczy¢ nalezy, ze wsrdd tych 12 kombinacji krzyzowan
najwyzsza ptodno$¢ odnotowano w krzyzowaniu B. rapa ssp. pekinensis, ekotyp 08.006169 x
B. napus ‘Monolit’(68,1%), a najnizsza w kombinacji B. napus ‘Monolit’ x B. rapa ssp.
pekinensis, ekotyp 08.006169 (28,6%). Podobnie jak ptodnos¢, tak i plennos¢ byta rézna
w zaleznosci od kombinacji krzyzowania. Srednio dla wszystkich kombinacji krzyzowania
obserwowano 3,1 nasion/tuszczyng. W prowadzonych kulturach in vitro izolowanych
zarodkéw obserwowano stosunkowo wysoka efektywnos¢, mierzong liczba zregenerowanych
ro$lin (708), srednio 87,2% przy zakresie od 75,0% do 123,8%.

Celem badan, byla takze cytogenetyczna charakterystyka uzyskanych form
mieszancowych Brassica, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ ze
znanymi i nowymi sekwencjami markerowymi dla chromosomoéw Brassica. Metoda rDNA-
FISH zostata uzyta do identyfikacji chromosomoéow u 250 genotypéw mieszancéw Brassica
napus i form rodzicieskich, niosgcych loci 5S 1 35S rDNA, a takze okreslenia zmiennosci w
liczbie 1 dystrybucji loci rDNA (= wzor loci DNA) w chromosomach markerowych. Przy
uzyciu metody FISH, dla kazdego badanego genotypu okreslano liczbe chromosomow, liczbe
chromosomow kompletnych 1 zrekombinowanych — jesli wystepowaly — oraz liczbe
chromosomow markerowych. Przeprowadzona analiza potwierdzila wczesniejsze wyniki
analizy rDNA-FISH/BAC-FISH, uzyskiwane dla naturalnie otrzymanych i syntetycznych
mieszancéw B. napus, wykazujac zmienno$¢ we wzorze loci rDNA pomiedzy badanymi
ro§linami w obrebie odmian oraz pomi¢dzy mieszancami; chromosomy jednego z genomow
rodzicielskich u mieszancéw B. napus sledzono przy wykorzystaniu sekwencji genomowo
specyficznej (BAC-FISH). Analiza rDNA-FISH/BAC-FISH umozliwita identyfikacje
homologéw chromosomow niosgcych podstawowe, proksymalne 1 przytelomerowe loci 5S
rDNA (chromosomy typu I, Il i V - genom A oraz typu IV - genom C) oraz homologow
chromosomow niosagcych loci 35S rDNA, =zlokalizowane w przewgzeniu wtornym,
proksymalnym i przytelomerowym (chromosomy typu I, 1l i VIII - genom A oraz typu VI i
VIl - genom C). W jadrach komérek syntetycznych mieszancow B. napus obserwowano 10—
12 sygnatéw 5S rDNA, przy czym przewazaly rosliny z 10 sygnatami 5S rDNA. Liczba loci
35S rDNA byla zmienna i obserwowano 12—14 sygnalow; przewazaty komorki posiadajace
12 sygnatow 35S rDNA.



Przeprowadzone badania wykazaty, ze wsrdod 15 badanych mieszancow B. napus
odnotowano 6 réznych wzoréw loci rDNA, a oczekiwany wzor liczby i dystrybucji sygnatow
rDNA (10 loci 5S rDNA, 12 loci 35S rDNA, w tym 6 chromosomdéw z kolokalizacjg obu
rodzajow rDNA; w skrocie 10/12) obserwowano u 66,5% badanych allotetraploidow. 11
sygnaléw 5S rDNA i 13 sygnatéw 35S rDNA obserwowano u 6,7% mieszancow B. napus,
podobnie jak wzory: 12/14, 10/14, 10/13 1 11/13. Zmienione wzory loci rDNA wystepowaly z
czestotliwoscig 6,7%, ale razem stanowily 33,5% obserwowanych wzorow loci tDNA, u
ktorych odnotowano 7 przemian typéw chromosomow. Zmiana jednego typu chromosomu
wystepowata u wszystkich badanych mieszancow B. napus. Sposrod obserwowanych typow
chromosomow Brassica, to pochodzace z genomu A chromosomy typu II (40%) ulegaly
najczestszym  przeksztalceniom strukturalnym (addycje loci rDNA), w tym 100%
przeksztalcen dotyczyto jednoczesnej amplifikacji sygnatéw 5S i 35S rDNA. Pozostate
przeksztalcenia stanowily 60% 1 dotyczyly chromosoméw genomu C (chromosomy typu IV i
VIl - 66,6%) oraz chromosomow genomu A (chromosomy typu VIII — 33,4%).
Wykorzystanie techniki rDNA-FISH/BAC-FISH do monitorowania chromosomow
markerowych w genomach mieszancéw B. napus pozwolilo ustali¢, ze allotetraploidalne
mieszance B. napus o podobnych wzorach loci rDNA 1 stabilnej liczbie chromosomoéow
genomu C (18 sygnaléw) charakteryzowaly si¢ rozng odpornoscia na P. Dbrassicae.
Potwierdzono wystgpowanie zmienno$ci w liczbie 1 dystrybucji loci 5S 1 35S rDNA
pomiegdzy badanymi genotypami allotetraploidalnych mieszancéw B. napus; wzor loci rDNA
u mieszancow miedzyrodzajowych B. napus nie zawsze wynikat bezposrednio z wzoru
obecnego w genomach roslin ancestralnych. Brak lub pojawienie si¢ nowego sygnatu dla loci
rDNA w genomach mieszancow B. napus moze wynika¢ z rearanzacji chromosomowych lub
transpozycji w obrebie chromatyny zawierajacej sekwencje rDNA. Na tym etapie badan nie
wykazano zalezno$ci pomiedzy zwigkszong liczbg homologéw chromosomu typu II (formy
B. napus ‘ECD06’ i ‘ECD09’), a podwyzszong odpornoscig roslin na kite kapusty. Brak tez
wystarczajgcych dowodow na potwierdzenie zaleznos$ci pomiedzy trisomia homologow
chromosomu typu IV lub VII (genom C), stabilng liczbg homologéw chromosomu typu II (4),
a podwyzszong odpornoscig roslin na kite kapusty. Obserwowane u badanych roslin B. napus
przemiany liczbowe i strukturalne chromosomoéw wskazuja na niestabilno$¢ genoméw obu
gatunkow ancestralnych, przy czym genom A charakteryzowal si¢ znacznie wyzsza
frekwencja przemian chromosoméw markerowych.

Badania objete niniejszym projektem prowadzone sg w Instytucie Genetyki Roslin
PAN w Poznaniu, Instytucie Ochrony Ro$lin — PIB w Poznaniu oraz w Katedrze Genetyki
i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
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