SPRAWOZDANIE

z realizacji zadania nr 41 na rzecz ppstbiologicznego
w produkcji rglinnej w 2016 roku

Identyfikacja i sposob dziedziczenia gendéw warugptygh odpornét na choroby grzybowe
i niska zawart@¢ alkaloidow w doskonaleniu wasti uzytkowej tubinéw, ze szczegélinym
uwzgkdnieniem tubinuzoitego.

Kierownik zadania: prof. dr hab. WojcieSwiccicki
Wykonawcy: dr Magdalena Kroc, mgr Pawet Barzyk, rdgtarzyna Kamel, mgr Paulina
Wilczura, mgr Katarzyna Czepiel

Cel zadania:

1. Testowanie genéw kandydatow wytypowanych poizieagékspresji rénicowej, w celu
wytypowania genow zaangawanych w odporni@& na wednigcie fuzaryjne u tubinu
z0Htego.

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

Wyniki:

Ad. 1.

Na podstawie wynikdéw analizy ekspresjiznicowej oraz adnotacji funkcjonalnej do analiz
gPCR prowadzonych w 2016 roku wybrano 6 genow kdadkich (transkryptéw),
potencjalnie zaangawanych w odpornig na fuzarioz tubinu zoOltego. Na podstawie
dostpnych transkryptow dla wybranych genow, zaprojeldowr startery do standardowe;j
reakcji PCR. Do amplifikacji wykorzystano DNA odmidord i Perkoz wykorzystywanych
w testach fitopatologicznych, jako wzorce odpowiedrdporndci i podatnéci naFusarium
spp. Na podstawie sekwencji genomowego DNA potwziend homologi badanych genow,
a poprzez zestawienie z sekwencjtranskryptu zlokalizowano introny/egzony
i zidentyfikowano drobne bHly w sekwencji transkrtyptéw, €zto powstajace w procesie
sktadania krotkich odczytow RNA-seq. Zapewnito feztiedng matrye do prawidiowego
zaprojektowania starterow i sond do reakcji realetiPCR, w ktorej ze wzgdu na bardzo
wysokyg czutas¢ wymagane jest catkowite dopasowanie starteréwisonuhtrycy. Widciwe
reakcje real-time PCR przeprowadzono w zoptymalaowh warunkach reakcji, tak aby
uzyska& maksymalnie wysak wydajng¢ zblizong do 100% (+/-5%). Wartei ekspresji
uzyskane dla genéw badanych znormalizowano guegh gendw refererencyjnych.
Znormalizowra wartaé¢ wzglednego poziomu ekspresji genow badanych w liniach
porazonych analizowano wzgllem kalibratora (prob nieparanych). Wykazano wzrost
poziomu ekspresji w liniach odpornych po infekcji.

Ad. 2.

W celu pojczenie niskiej zawartgi alkaloidéw z odporngcia na patogeny grzybowe
(Colletotrichum lupini i Fusarium sp.) wykonano krzgowania zblkajgce, na tubiniezoitym



i waskolistnym, ktorych genotypy rodzicielskie zostdtypbrane w ten sposoke jeden z nich
byt odmiarg uprawry o wysokich walorach aytkowych, a drugizrédiem odpornéci na
patogeny grzybowe oraz gendw warunkych nisk zawarté¢ ogolng alkaloidow.
Uzyskano w ten sposéb 10 nowych kombinacji migsaarych tubinu wiskolistnego

i z6tego. W tubinie wskolistnym udato §i w ten sposéb petzy¢ genotypy odmian
uprawnych Lazur, Wars i Rumba zedtem odporngci na Fusarium sp. (rod W-336) oraz ze
zrodtem odpornéci na antraknog (Sonate). W tubiniezottym analogicznie patzono
genotypy odmian uprawnych Bursztyn, Baryt, WTD28Talar zezroédtem odpornéci na
Fusarium sp. (rody Z-505 i Z-526) i zeddiem odporngéci na antraknog (rody Z-537 i Z-
538).

Za pomog chromatografu gazowego przebadano 50 obiektowgalbunkéw pod wzgbem
sktadu jakéciowego alkaloidow, z uwzglinieniem procentowego udziatu wszystkich
zidentyfikowanych alkaloidow. W tubinieditym stwierdzono silne zemicowanie ogolnej
zawartdci alkaloidéw, od 0,00064 do 0,118% sm. Zwraca uwag linii o zawartéci na
poziomie tys¢cznych czsci procenta, a wyrniajg sic dwie linie — 1.6 — 0,0006% i .50 —
0,00096%. Zrénicowany byt take sktad jakéciowy. We wszystkich liniach dominowata
lupinina. Wysgpity linie pozbawione ammodendryny i co napugejsze — graminy (linia 1-5,
[.7-12, .14, 1.16, 1.18-23, 1.26-27, 1.31-33, 1.371.43. Na wyré&nienie zastuguj linie o
najnizszej zawartéci ogoélnej idodatkowo pozbawione graminy (1.7,938. Wsréd
badanych linii tubinu wskolistnego stwierdzono zmicowanie od 0,00076% do 0,117% sm.
nasion. Dwie linie miaty zawarté alkaloidéw na bardzo niskim poziomie, podobnie jak
odmiana kontrolna Salsa (R93/13 i R 14/14). Ponadt@na wyselekcjonowa linie z
zawartdciag na poziomie tysicznych czsci procenta. Powaszeswiadczy o dalszym pogie

w wytworzeniu materiatdw niskoalkaloidowych.

Odpornag¢ na wednigcie fuzaryjne zbadano w éwiadczeniach polowych u 20 obiektéw
tubinu wgskolistnego oraz 40 obiektéw tubintottego. Wyniki, wyraone w procentach
roslin ,,zywych” na poletku, byty miar podatnéci na poraenie. Wrdd przetestowanych
obiektow tubinu wgskolistnego zaobserwowano szeroki zakres zmiannsicgajpcy od
30,1% do 100% przgcia. Dwa badane obiekty miaty stuprocenjowbsa@d podczas
koncowej obserwacji (W-369 i W-382), tak samo jak waar odpornéci (odmiana Kalif), co
oznacza,ze z pewnécig posiadaj genetyczn odporndé¢ przeciwko patogenom z rodzaju
petnej obsady w kecowym stadium wegetaciji, lecz odseteklirozywych byt na tyle wysoki
(od 82,9% do 94,0% przgcia), ze rOwnieg mazna je uzné za formy odporne i bardzo
interesugce pod wzgldem odporngci naFusarium sp. W daswiadczeniu z tubinemioitym
odsetek rdin zywych w trzecim terminie wynosit od 0% do 100%,vzeorcem odporngei
na poziomie 91,7%. Jako najpewniejszédio odpornéci mazna wskazé obiekt Z-525,
poniewa odsetek rélin ,, zywych” wynosit u niego 100% i doktadnie taki sammkyuzyskat
w poprzednim tecie przeprowadzonym w roku 2015. Oprécz tego ohiékinnych osigneto
wynik lepszy od wzorca odporém, dziki czemu mana je uzné za formy posiadage
genetyczn odpornd¢ na wysokim poziomie. Smd nich szczegdlnie warte uwagi dy
Z-559, Z-563 i Z-526, poniewawczesniej zostaty wytypowane do testow z segueggjo
potomstwa kombinacji odporscowych, jako linie odporne i eksperyment przeprdaany
w roku 2016 potwierdzil trafrigé tego wyboru.



Odporng¢ na poraenie antraknag tubinéw (Colletotrichum lupini) przebadano na 40
obiektach (plus obiekty kontrolne) w @daadczeniu polowym oraz szklarniowym. Wykonane
obserwacje potania postayty do wyodebnienia najlepszych obiektéw, ktére mog
posiadé genetycza odpornd¢ na antraknog i by¢ materiatem do dalszych badaraz
zrodtem odporngéci. Metody selekcji negatywnej odrzucono obiekty podatne Widakie,

u ktérych zostat przekroczony okleny poziom nasilenia objawéw paenia.
W daswiadczeniu polowym w 2016 roku, oznaczalo to odenie obiektow, w ktorych
odsetek poraonych stgkow byt rowny lub wekszy niz 20% i stopié porazenia tych stgkow
byt rowny lub wiekszy niz 5 w skali 0-9. Przy takich kryteriach selekcjikiyl 4 obiekty
testowe (Z-615, Z-590, Z-594, Z-598), oraz 4 wzarepw obu powtdrzeniach spetniaty
catkowicie wymagania. W dwiadczeniu szklarniowym ocena peenia ujawnita dig
zmienndg¢ poziomu odporngei w zakresie od 4,2 do 8,6 stopnia (w skali OW)odniesieniu
do testu polowego, najcenniejszymi obiektami okaza dwa (Z-687, Z-686), u ktérych
wystapita najwksza zbienos¢ wynikdw w obu typach daviadcze.

WhniosKi

1. Wykazano zaangawanie badanych genéw kandydatéw w odpé&tnoa widniecie
fuzaryjne tubinuzottego.

2. Wsrdod analizowanych linii tubinuzéttego i waskolistnego zwracaj uwag genotypy
0 zawartgci alkaloidow na poziomie tystznych cgsci procenta, c@dwiadczy o dalszym
postpie w wytworzeniu materiatéw niskoalkaloidowych.

3. Genotypy o wysokiej odporm na wkdniecie fuzaryjne s rzadkie w tubinie
waskolistnym, jednak test na polu fuzarialnym bargdkatecznie je ujawnit. Znaleziono
przynajmniej dwa genotypy, ktore mphy¢ zrodtem tej odporngi.

4. W tubinie zO6ttym przecgtny poziom odpornii na wkedniccie fuzaryjne jest wiszy
i liczba obiektéw posiadggych geny odporrimi jest wiksza, co utrudnia wyoelbnienie
najlepszych genotypow, jednak eli kontynuacji testow udato siwskazé przynajmniej
jeden obiekt, ktéry ma bardzo wyspkdpornd¢ i moze by wykorzystany jakazrodio
gendw odpornsei.

5. Znalezienie genetycznej odpofobna antraknog jest trudne i wymaga kompleksowej
oceny w ranych warunkach wegetacji. Wysoka zgofthowynikow obserwacji
z dawiadczeér polowych i szklarniowych pozwolita w tym roku wsia@ przynajmniej
dwa genotypy, ktére madoy¢ zrodtiem genetycznej odporém na antraknog Uzyskanie
stabilnych genotypow, atzacych odporné¢ i niskg zawartd¢ alkaloidéw, wymaga
dalszych testow i selekcji potomstwa wybranych mial@wv i stworzonych miesaaow.

Prezentacja wynikdw na konferencjach:

1. Kroc M, Kamel K,Swiecicki W. Selection of reliable reference genes éapression
analyzes in yellow lupin subjected Eusarium spp. — poster na konferencji, P7.8 (wyniki
bada z 2015 r, sprawozdanie str. 10-14).

2. Kamel KA, Swiecicki W, Kaczmarek Z, Barzyk P (2016) Quantitatised qualitative
content of alkaloids in seeds of a narrow-leafganulLupinus angustifolius L.) collection.
Genet Resour Crop Evol 63:711-719 (wyniki z lat £@D15, w szczegolsoi porownania
segregujcych materiatow pokrzpwkowych, na tle wyciowych form rodzicielskich
(sprawozdanie rok 2014 — str. 9-10, 2015 — st198



