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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji KS.zb.802.2.2020, zadanie nr 50

Stowa kluczowe: Brassica, kita kapusty, odpornos¢ rzepaku, Plasmodiophora brassicae

Temat badawczy 1:
Identyfikacja zrédel odpornosci na Kkile kapusty w polskich i §wiatowych zasobach
genowych
Celem badan bylo oznaczenie podatnosci roslin kapustowatych na wybrane patotypy
P. brassicae. Oceniono odpornos$¢ 300 linii, w tym gtéwnie Brassica sp., z ktorych wigkszosé
(218 linii) stanowity formy mieszancowe uzyskane w IHAR w wyniki krzyzowania
wysokoplennych linii hodowlanych rzepaku skrzyzowanych z odmiang Tosca. Pozostate
formy pochodzity z bankow genow (30), czg$¢ stanowita material mieszancowy uzyskany
w poprzednich latach badan w ramach niniejszego projektu (32), a 14 linii Brassica i
Raphanus pochodzito z Kurdystanu (Irak). Zastosowano 6 genotypoéw kontrolnych, w tym:
odmiang rzepaku Andromeda odporng na kite kapusty praz podatne odmiany rzepaku
Architekt, Graf F1 i Harry a takze B. rapa Bristol i Granaat. Oznaczenia prowadzono w
formie testow w doniczkopaletach. W celu wykonania testu odpornosciowego poszczegdlne
genotypy wysiano do gleby o pH 5.8. Po uptywie 5 dni, do podtoza, w ktérym rosty mtode
ro§liny w stadium wczesnego rozwoju liScieni dodano inokulum w stgzeniu 1 X 10
zarodnikow P. brassicae / mL. Zastosowano 6 patotypéw patogenu. Inokulacja kazdym
Z patotypow byla przeprowadzona na osobnych tacach dla uniknigcia przenoszenia sig¢
zarodnikow w wodzie. Mnozenie materialu trwato osiem tygodni, a testy inokulacyjne trwaty
sze$¢ tygodni. Ocene odpornosci wykonano w skali 0-4, gdzie 0 oznaczato rosliny zdrowe,
natomiast 4 — ro$liny z korzeniami catkowicie przeksztalconymi w wyrosla. Badania
prowadzono w szklarni IGR PAN przeznaczonej do testowania odpornosci roslin na choroby,
wyposazonej W kontrolowany komputerowo system sterujacy temperaturg i o§wietleniem.
Uzyskano formy odporne lub o podwyzszonej odpornosci, jednak byly one bardzo
nieliczne. Pomimo tego material roslinny jest obiecujacy; jest on na wczesnych etapach
hodowli a cecha odpornosci rozszczepia. W badanym zestawie formy odporne wystgpowaty
obok podatnych, a odpornos¢ byta rasowo-specyficzna. Mozna jg wykorzysta¢ do
piramidyzacji gend6w odpornosci, uwzgledniajagc nowo pojawiajace si¢ patotypy, np. P9.



Temat badawczy 2:

Identyfikacja i charakterystyka ras Plasmodiophora brassicae w Polsce

Celem badan byta identyfikacja patotypow 50 izolatow P. brassicae, zebranych z terenu
Polski oraz molekularna charakterystyka izolatow. Proby roélin i1 gleby pobrano z terenu 10
wojewodztw. Na 35 polach zaobserwowano objawy kily kapusty na roslinach rzepaku, a na
o$miu polach obecno$¢ kity stwierdzono na podstawie wykonanych biotestow glebowych;
w tym przypadku objawy zaobserwowano na roslinach wskaznikowych (B. rapa odm.
Granaat). Jedynie na siedmiu polach nie stwierdzono wystgpowania objawdw ani na roslinach
rosngcych na polu, ani tez na roslinach wskaznikowych w biotescie glebowym.

Oznaczenie patotypow wykonano na zestawie testowym wg. Somé. Oceng¢ Stopnia
porazenia przeprowadzono takze za pomocg metody real time qPCR. W celu
scharakteryzowania izolatow pod wzgledem molekularnym ze $wiezych wyrosli
przygotowano zawiesiny zarodnikow, z ktorych wyizolowano DNA. Fragmenty DNA
powielone metoda PCR wyznakowano fluorescencyjnie, oczyszczono z niewlaczonych
fluorochromow a nastgpnie zsekwencjonowano w serwisie zewnetrznym. Uzyskane
sekwencje zestawiono przy pomocy programéw MEGA i Clustal X. Kontynuowano tez
badania mikrobiomu glebowego w celu poznania sktadu zbiorowisk mikroorganizmow
wystepujacych w ryzosferze roslin rzepaku porazonych przez P. brassicae. W badaniach
porownano 7 prob gleby ze stanowisk z naturalnym silnym porazeniem ro$lin rzepaku.
W badaniu zastosowano metode Shotgun w systemie MiSeq [llumina.

Nie stwierdzono polimorfizmu sekwencji w regionach rybosomalnych kodujacych
podjednostki 5,8S, 18S i28S. Stwierdzono polimorfizm sekwencji ITS1 i ITS2 pomigdzy
izolatami. Wykazano obecno$¢ o$miu patotypow, przy czym przewazaty patotypy P1A (32%)
oraz P3A (24%). Patotypy wystepujace w kolejnosci to P1B (12%) a nastepnie P2A (10%) i
P3B (9%). Najrzadziej wystepowal patotyp P9 (2%); w badaniach prowadzonych w ramach
niniejszego projektu po raz pierwszy wyodrebniono go w 2020 r. Na roslinach rzepaku z
silnymi objawami kity kapusty najczeéciej wystepowal patotyp P, przy czym 27,3%
stanowity izolaty zdolne do wywotania objawow chorobowych na kitoodpornych odmianach
rzepaku. W mykobiomie glebowym towarzyszacym stanowiskom z rzepakiem porazonym
kitg kapusty najczeséciej wystepowaly gatunki grzybow rodzaju Fusarium, w tym glownie
F. oxysporum.

Temat badawczy 3:

Przeniesienie odpornosci na kile kapusty z odpornych form Brassica do rzepaku
i charakterystyka jako$ci nasion wybranych form mieszancowych

Celem tematu bylo. wyprowadzenie potomstwa Fi;BC; z otrzymanych mieszancow
mi¢dzygatunkowych o potencjalnej odporno$ci na kite. Materiat roslinny stanowity 4 wybrane
kombinacje mieszancow, zregenerowane w kulturach in vitro w 2019 roku. Wymienione
formy krzyzowano wstecznie z 4 odmianami rzepaku (Graf F1, Arsenal, Jet Neuf oraz
Californium), ktore uzyto do wyprowadzenia mieszancoéw. Kastracje poszczegdlnych odmian
rzepaku ozimego wykonywano w stadium wyrosnigtego paka kwiatowego. Zapylanie
pytkiem komponentu ojcowskiego wykonywano bezposrednio po kastracji. Cz¢$¢ zapylonych
stupkow pozostawiono na roslinach do momentu petnej dojrzatosci tuszczyn. Z pozostatych
zapylonych shupkéw pobierano tuszczyny w wieku 14 — 19 dni od zapylenia celem izolacji
zarodkéw 1 ich hodowli w warunkach in vitro. Hodowle in vitro izolowanych zarodkow
prowadzono przy uzyciu pozywek White’a, Murashige i Skoog’a bez oraz z modyfikacja
Kellera oraz Nisha i Nitsha (Hs3). Zregenerowane rosliny, po uprzednim ukorzenieniu na
pozywce Hs sadzono do gleby w doniczkach i przez okres 3 tygodni utrzymywano w



temperaturze 20°C. Nastepnie na 10 tygodni roliny umieszczano w chtodni (+2°C) celem
jaryzacji. Po tym czasie rosliny umieszczano w szklarni i doprowadzano do kwitnienia.

Wykonano 200 krzyzowan wstecznych w 4 kombinacjach. W wyniku tego otrzymano
63 tuszczyny. Nalezy zaznaczy¢, ze wérdd tych 4 kombinacji krzyzowan najwyzszg ptodnosé
odnotowano w krzyzowaniu wstecznym mieszanca F1 B. napus odm. Jet Neuf x B. rapa ssp.
pekinensis X B. napus cv. Jet Neuf (44%), a najnizsza w kombinacji mieszaniec F1 B. napus
cv. Arsenal x B. rapa ssp. pekinensis x B. napus odm. Jet Neuf (18%), dla ktorej otrzymano
tylko 9 tuszczyn. Efektywnos$¢ przeprowadzonych krzyzowan wstecznych wyrazona
ptodnoscia w przypadku krzyzowanych genotypoéw wyniosta 31,5%. Lacznie na cztery
przeprowadzone kombinacje krzyzowania, zapylonych zostalo 200 kwiatéw, z czego
uzyskano 14 nasion. Ze wzglgdu na niski procent wigzania tuszczyn lub pojawianie si¢
tuszczyn pustych w czterech kombinacjach krzyzowania wstecznego otrzymano niewielkg
liczb¢ prawidtowo rozwinigtych nasion (56).

Analiz¢ jako$ci nasion wybranych linii mieszancowych otrzymanych z krzyzowan
oddalonych wykonano metoda NIRS. Z czterech kombinacji otrzymanych z krzyzowan
pomiedzy B. napus i B. rapa analizie jakosci poddano $rednio po 15 linii, dla ktorych
analizowano nasiona z 3 pojedynkéw odno$nie zawartosci thuszczu, biatka, glukozynolanow
oraz wiokna (ADF i NDF). W nasionach potomstw mieszancowych $rednia zawarto$¢
thuszczu wyniosta 36,0%, przy czym najnizszg zawarto$¢ obserwowano U mieszancow
B.napus x B. rapa 1 (35,63%), a najwyzsza (36,85%) odnotowano dla B. napus x B. rapa 3.
Wsrod analizowanych roslin mieszancowych zawarto$¢ biatka w nasionach wyniosta srednio
24,61%. W obrebie potomstw, ktore powstaly po zapyleniu rzepaku pytkiem B. rapa 2
wystapily rosliny, w nasionach ktorych zawartosé¢ biatka wynosita 27,45%. Srednia zawarto$é
witokna w nasionach analizowanych potomstw wykazywata zrdznicowanie i Skrajne,
odnotowane warto$ci wyniosty od 2,37 (ADF) do 24,75 (NDF). Najnizszg $rednig zawarto$¢é
glukozynolanéw stwierdzono w nasionach mieszancow B. napus x B. rapa 3 (18,01 umol/g s.
M. nasion), przy zakresie zmienno$ci tej cechy wsrdd analizowanych linii wynoszacej
odpowiednio 12,93-23,10 pumol/g s. m. nasion Na podstawie otrzymanych wynikéw
dotyczacych jakosci nasion mozna stwierdzi¢, ze badane mieszance wykazywaly duze
zroznicowanie odno$nie analizowanych cech. Stwarza to szanse na mozliwosé
wyselekcjonowania nowych, bardziej warto$ciowych linii, ktore w przysztosci przyczynié si¢
moga do powstania dobrych jakosciowo odmian, o podwyzszonej odpornosci na kitg kapusty.

Temat badawczy 4:

Cytogenetyczna analiza mieszancéw Brassica odpornych na kile kapusty (P. brassicae)
Celem badan byla identyfikacja chromosoméw u gatunkéw i form mieszancowych
Brassicaceae, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji insitu (FISH)
z sekwencjami chromosomowo i genomowo specyficznymi. Przeprowadzono mapowanie
fizyczne sekwencji 5S i 35S rDNA w chromosomach B. napus, B. oleracea i B. rapa.
Zastosowane sondy w metodzie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ pozwolity na okreslenie
catkowitej liczby loci 5S i 35S rDNA. U B. napus zaobserwowano od 8 do 12 loci 5S rDNA
oraz od 10 do 15 loci 35S rDNA. Najczesciej wystepujacym wzorem byto 10 loci 5S rDNA
oraz 35S rDNA. Ponadto, na podstawie rozmieszczenia loci rDNA okreslono liczbg
poszczegolnych par chromosomdéw niosacych geny rybosomalnego RNA, tj.: Al, Al0, A3,
A5/A6/A9 (pochodzace z genomu B. rapa) oraz C4, C7 i C8 (pochodzace z genomu B.
oleracea). Najwigksze zroznicowanie (0-6) obserwowano dla chromosomoéw typu Al.
Catkowity brak zrdéznicowania w liczbie chromosoméw obserwowano dla chromosoméw
typu C8. Mozna przypuszczaé, ze zmiany w liczbie loci rDNA oraz roznice w liczbie
poszczeg6lnych par chromosomowych wynikajg z r6znego pochodzenia otrzymanych linii —
zroznicowanie form rodzicielskich Iub tez rearanzacji oddziatujacych na siebie genomow



