Zastosowanie konwencjonalnych i molekularnych narzedzi fitopatologicznych
W poszukiwaniu zZrodel odpornosci na Kkil¢ kapusty oraz charakterystyka aktualnej
populacji patogenu w Polsce — MRIRW zadanie badawcze 50, sprawozdanie za rok 2016

W ramach poszukiwania zrodet odpornosci na kit kapusty, wywolywana przez
pierwotniaka Plasmodiophora brassicae w 2016 roku oceniono odpornos¢ 310 form
Brassica, pochodzacych z: Banku Genow IPK w Gatersleben, Niemcy (47 form), Brassica
Database, Centre for Genetic Resources w Holandii (130), Banku Genow w Saskatoon,
Kanada (109), Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (20) oraz wilasnej kolekcji form
0 znanej odpornosci (4). Znaleziono 20 genotypow cechujacych si¢ odpornoscig rasowo-
specyficzng (B. oleracea — 12, B. rapa — 7, B. napus — 1). Materialy wykazujace odpornosc¢
poddano jarowizacji i procesowi rozmnazania. Po ponownym wykazaniu ich odpornosci
planowane jest jej przeniesienie do rzepaku i wykorzystanie w procesie hodowlanym oraz
badania nad istotg tej odpornosci.

W celu scharakteryzowania aktualnej populacji patogenu wywotujacego kilte kapusty
na rzepaku w Polsce przeprowadzono testy odpornosciowe z wykorzystaniem 50 izolatow
P. brassicae. Na ich podstawie wykazano, ze 38% izolatow, w tym 22% z patotypu P1 oraz
16% z patotypu P3 przetamato odporno$¢ wystepujaca w cv. ‘Mendel” — pierwszej odmianie
rzepaku odpornej na kite kapusty. Zsekwencjonowano fragmenty ITS1-5,8S-1TS2 22 izolatow
P. brassicae. Nie stwierdzono zadnego polimorfizmu sekwencji w regionach rybosomalnych
— catym 5,8S oraz uzyskanych fragmentach 18S 1 28S. Niewielki polimorfizm wystepowal w
sekwencjach ITS1 1 ITS2, lecz tylko czeSciowo pokrywat si¢ z podziatem na patotypy.

W celu otrzymania pokolenia F; mieszancow migdzygatunkowych z krzyzowan
wybranych odmian rzepaku ozimego z Brassica rapa oraz wyprowadzenie potomstwa F;BC;.
Materiat roslinny stanowity 2 wybrane genotypy z gatunku B. rapa tj. B. rapa ssp. dichotoma
CR 2301/99 i B. rapa ssp. pekinensis oraz 2 genotypy zidentyfikowane jako nosiciele
odporno$ci. Wymienione wyzej formy uzyte byty w krzyzowaniach z 4 odmianami B. napus
tj: Roxete, Exocet F;, Walery oraz Hybrirock. Pokolenie F; mieszancow miedzygatunkowych
uzyskano w warunkach szklarniowych przez kontrolowane zapylanie roslin
w 16 kombinacjach krzyzowania, przy czym kazdorazowo formy mateczne stanowily
wybrane odmiany rzepaku. Po 14-19 dniach od zapylenia pobierano tuszczyny celem izolacji
zarodkoéw i ich hodowli w warunkach in vitro. Hodowle in vitro izolowanych zarodkow
prowadzono zgodnie z metodyka opisang przez Wojciechowskiego (1993). Wykonano 1047
krzyzowan oddalonych w 16 kombinacjach. Otrzymano 169 tuszczyn; s$rednia ptodnosé
badanych form wynosita 16,14%. W przeprowadzonych kombinacjach krzyzowan najwyzsza
ptodnos¢ odnotowano dla form mieszancowych B. napus cv. Walery x B. rapa ssp.
dichotoma CR2301/99 (44,23%). Takze plenno$¢ uzalezniona byta od kombinacji
krzyzowania. Srednio zebrano 1,9 nasion/tuszczyne. W prowadzonych kulturach in vitro
izolowanych zarodkéw obserwowano stosunkowo wysoka efektywnos$¢, mierzong liczba
zregenerowanych roslin (96), srednio 82,05% przy zakresie od 0,0% do 125%.

Dla wyprowadzenia potomstwa F;BC;, rosliny F; z 6 kombinacji mieszancowych,
otrzymane w wyniku krzyzowan prowadzonych w 2015 zapylano pytkiem B. napus
(odpowiednim dla komponentéw matecznych, stuzacych do wyprowadzenia mieszancow).



Efektywnos$¢ przeprowadzonych krzyzowan wstecznych wyrazona plodnoscia w przypadku
krzyzowanych genotypdéw byla wyzsza niz efektywno$¢ krzyzowan migdzygatunkowych
(25,51% 1 16,14% odpowiednio). W tym przypadku na sze$¢ przeprowadzonych kombinacji
krzyzowan, zapylone zostaty 392 kwiaty, z czego uzyskano 156 nasiona.

Analizg¢ jako$ci nasion 200 linii mieszancowych otrzymanych z krzyzowan
przeprowadzonych w obrebie 30 kombinacji zapylen w latach 2015 1 2014 wykonano metoda
NIRS (laboratorium Hodowli Roslin Strzelce w Malyszynie). Wykonane analizy form
mieszancowych odno$nie zawartosci thuszczu, biatka, glukozynolanow 1 widokna wykazatly
wyrazne roznice 1 duzy zakres zmienno$ci w zawarto$ci analizowanych sktadnikow.

Stwarza to wiec szans¢ wyselekcjonowania nowych, bardziej wartosciowych linii, ktore w
przysztosci przyczynic si¢ moga do powstania dobrych jakosciowo odmian, o podwyzszonej
odpornosci na kit¢ kapusty.

Przeprowadzono cytogenetyczng charakterystyke uzyskanych form mieszancowych
Brassica napus, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ ze znanymi
i nowymi sekwencjami markerowymi dla chromosomow Brassica. Metode rDNA-FISH
zastosowano do identyfikacji chromosomow u 250 genotypow mieszancow Brassica napus
pokolenia F9, niosacych loci 5S i 35S rDNA, a takze okreslenia zmiennos$ci w liczbie i
dystrybucji loci rtDNA (= wzér loci tDNA) w chromosomach markerowych. W biezacym
roku kontynuowano analizy rDNA-FISH u mieszancow B. napus, a dotychczas
przeprowadzona analiza potwierdzita wczesniejsze wyniki analizy rDNA-FISH/BAC-FISH,
uzyskiwane dla naturalnie otrzymanych i syntetycznych mieszancow B. napus, wykazujac
powtarzalng zmienno$¢ we wzorze loci IDNA pomigdzy badanymi ro§linami w obrgbie linii
oraz pomiedzy genotypami; chromosomy jednego z genoméw rodzicielskich u mieszancow
B. napus sledzono przy wykorzystaniu sekwencji genomowo specyficznej (BAC-FISH).

Analiza rDNA-FISH/BAC-FISH umozliwita identyfikacj¢ homologéw chromosomow
niosacych podstawowe, proksymalne i1 przytelomerowe loci 5S rDNA (chromosomy typu I, II
i V - genom A oraz typu IV - genom C) oraz homologdéw chromosoméw niosacych loci 35S
rDNA, zlokalizowane w przewezeniu wtornym, proksymalnym 1 przytelomerowym
(chromosomy typu I, 11'i VIII - genom A oraz typu VI i VII - genom C). W jadrach komorek
syntetycznych mieszancéw B. napus obserwowano 8-11 sygnatow 5S rDNA, przy czym
przewazaly ro$liny z 10 sygnatami 5S rDNA. Liczba loci 35S rDNA byla zmienna i
obserwowano 10-13 sygnalow; przewazaly komorki posiadajace 12 sygnatow 35S rDNA.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze wsrod 25 badanych genotypow B. napus odnotowano
5 réznych wzoréw loci tDNA, a oczekiwany wzor liczby i1 dystrybucji sygnatow rDNA (10
loci 5S rDNA, 12 loci 35S rDNA, w tym 6 chromosoméw z kolokalizacjg obu rodzajow
rDNA; w skrocie 10/12) obserwowano u wigkszo$ci badanych allotetraploidow. Brak lub
pojawienie si¢ nowego sygnatu dla loci DNA w genomach mieszancéw B. napus wskazuja
na niestabilnos¢ genomow obu gatunkow ancestralnych, przy czym genom A, podobnie jak
donoszg dane literaturowe 1 badania wlasne Zespotu, charakteryzuje sie wyzsza frekwencja
przemian chromosoméw markerowych, w poréwnaniu do genomu C. Technologia EDF
umozliwita wykorzystanie sekwencji genu Crrl do mapowania fizycznego, co w dalszej
kolejnosci pozwoli na precyzyjng analize pozostatych genow odpornos$ci wsrod wybranych
genotypow Brassica w przysztosci.



