Projekt Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi, ,,Postep biologiczny” zadanie 50:
»Zastosowanie konwencjonalnych i molekularnych narzedzi fitopatologicznych
W poszukiwaniu zZrodel odpornosci na Kkile kapusty oraz charakterystyka aktualnej
populacji patogenu w Polsce”

Temat badawczy 1:

Identyfikacja Zrodel odpornosci na kile kapusty w polskich i $swiatowych zasobach
genowych

Celem tematu byto oznaczenie podatnosci 300 genotypoéw na 6 patotypéw Plasmodiophora
brassicae.

Oceniono odpornos$¢ 305 form, w tym 302 form Raphanus sp. i 3 odmian wzorcowych
Brassica napus i B. rapa. Badania prowadzono w formie testow w doniczkopaletach.
Pierwszym etapem testow bylo rozmnozenie poszczegdlnych ras patogenu, stuzacych do
inokulacji. W celu wykonania testu odpornosciowego poszczegodlne genotypy wysiano do
gleby o pH 5.8 a rosliny inokulowano zarodnikami ras P1A, P1B, P2A, P3A, P4A oraz P5A.
Oceng odpornosci wykonano w skali 0-4. Uzyskane wyniki sumowano a nast¢pnie obliczano
$rednig w stosunku do skietkowanych ro$lin, a finalnie — $rednig odpornos$¢ danego genotypu.
Przewazajaca czg¢$¢ form Raphanus cechowata si¢ odpornoscig na kite kapusty, niemniej
jednak zaobserwowano bardzo duze zroznicowanie rozpigtosci $redniej skali ocen od
calkowitej odporno$ci do catkowitego porazenia przez dany patotyp. Najmniej form wykazato
si¢ odpornosciag w przypadku patotypu P1B (159 form), a najwigecej w przypadku patotypu
P5A (285 form). Odpornos¢ na patotyp P3A wykazato 267 for Raphanus a na patotyp P4A
odpornych byto 258 form.

Temat badawczy 2:
Identyfikacja i charakterystyka ras Plasmodiophora brassicae w Polsce

Dokonano analizy stanu zagrozenia plantacji rzepaku w Polsce kitg kapusty
I stwierdzono, ze wiosng 2018 kita kapusty wystgpita na licznych stanowiskach. Ta sytuacja
byla spowodowana korzystnymi dla rozwoju choroby warunkami wilgotno$ciowymi oraz
temperaturowymi wystepujacymi jesienig 2017 roku podczas wzrostu irozwoju siewek
i mtodych roslin rzepaku. W wielu rejonach wilgotno$¢ gleby byta w tym czasie wysoka, co
sprzyjalo znacznemu porazeniu roslin. Warunki agroklimatyczne panujace jesienig 2018,
w tym gléwnie susza trwajaca przez caty okres letni, nie sprzyjaty terminowym zasiewom
I rtownym wschodom rzepaku. Podczas monitoringu upraw pierwsze objawy infekcji przez
P. brassicae obserwowano dopiero pod koniec pazdziernika i dotyczyly one w pierwszej
kolejnosci samosiewow odmian pozbawionych gendéw odpornosci na kile kapusty. Na
stanowiskach, gdzie nie wysiewano odmian rzepaku o podwyzszonej odpornosci kita kapusty
wystgpita pozniej niz w poprzednich latach i w znacznie nizszym nasileniu.

W 2018 roku pobrano z terenu Polski 54 proby roslin i gleby. Badania dotyczyty
gldwnie obszaréw podtnocnej 1 potudniowej Polski, tj. wojewodztwa zachodniopomorskiego,
warminsko-mazurskiego, pomorskiego oraz dolnoslaskiego i opolskiego. Rejony te naleza do
obszarow intensywnej uprawy rzepaku i jednocze$nie silnie zagrozonych wystapieniem kity
kapusty. Badaniami obje¢to takze cze$s¢ Wielkopolski i Polski centralnej (woj. todzkie).
Zastosowano metodyki badawcze podobnie jak w latach ubieglych tj. proby ziemi (2 kg



z kazdego pola) pobierano probnikiem glebowym Kosiady-Spychalskiego, stosujgc 10 naktué¢
na pole. W badanych probach wykazano obecno$¢ siedmiu patotypow P. brassicae, przy
czym przewazaly 1 wystgpowaty w podobnej proporcji patotypy P1A (24%) oraz P3A (25%).
Patotypy wystepujace w kolejnosci to P1B (13%) i P4A (12%). Najrzadziej stwierdzano
wystepowanie patotypu P5SA. Podobnie jak w roku ubiegtym na najsilniej porazonych polach
przewazal patotyp P1. Obecnos¢ P. brassice w badanych probach potwierdzono analizg Real
time PCR. Okoto jedna pigta izolatow (22%) P. brassicae przetamywato odpornosé
wystepujaca w odmianie ‘Mendel’. Geny odporno$ci obecne w tej odmianie sg wigc
umiarkowanie przydatne w hodowli odpornosciowej rzepaku w Polsce.

Nie stwierdzono zadnego polimorfizmu sekwencji w regionach rybosomalnych,
w regionach kodujacych 5,8S, 18S i 28S. Stwierdzono polimorfizm sekwencji ITS1 i ITS2
pomiedzy izolatami, nie przystajacy do podziatu na patotypy, w oznaczeniach prowadzonych
metoda Somé. Polimorfizm w badanych 50 izolatach polegat na delecji/insercji pojedynczych
nukleotydéow. Jeden z wariantow sekwencji zdecydowanie dominowat obejmujac 54%
izolatow podczas gdy drugi wariant obejmowat 39% izolatow, a trzeci jedynie 7% izolatow.
W mikrobiomie glebowym stwierdzono wystgpowanie gatunkow grzybéw i bakterii
stosowanych w kontroli biologicznej patogenow roslin, a takze liczne inne niz P. brassicae
patogeny, np. grzyby rodzaju Fusarium.

Temat badawczy 3:

Przeniesienie odpornosci na kil¢ kapusty z odpornych form Brassica do rzepaku

i charakterystyka jakos$ci nasion wybranych form mieszancowych

Celem tematu byto otrzymanie potomstwa F1 mieszancéw migdzygatunkowych z krzyzowan
wybranych odmian rzepaku ozimego z genotypami o potencjalnej odpornosci na kite oraz
wyprowadzenie potomstwa F1BCy,

Materiat roslinny stanowily 3 wybrane genotypy z gatunku B. rapa o podwyzszonej
odpornosci na kitg oraz 4 odmiany rzepaku ozimego (B. napus L.) tj. Anderson, Arsenal,
Californium oraz Jet Neuf. Wykonano 421 krzyzowan oddalonych w 12 kombinacjach.
Otrzymano 139 tuszczyn (ptodnos¢ 33,0%). Najwyzszg ptodno$¢ odnotowano w krzyzowaniu
B. napus cv. Californium x B. rapa var. rapa fodder turnip Jobe (86,9%), a najnizszg w
kombinacji B. napus cv. Jet Neuf x B. rapa ssp. trilocularis (0%), dla ktérej nie otrzymano
zadnych tuszczyn. Podobnie jak plodno$¢, tak i plenno$¢ byla rézna w zaleznosci od
kombinacji krzyzowania. W prowadzonych kulturach in vitro izolowanych zarodkow
obserwowano stosunkowo wysoka efektywno$¢, mierzong liczbg zregenerowanych roslin
(90), srednio 41,8% przy zakresie od 0,0% do 94,1%. Efektywnos¢ przeprowadzonych
krzyzowan wstecznych wyrazona plodnosciag w przypadku krzyzowanych genotypow byla
wyzsza niz efektywno$¢ krzyzowan miedzygatunkowych (40,1% i 33% odpowiednio). W tym
przypadku na sze$¢ przeprowadzonych kombinacji krzyzowan, zapylonych zostalo 132
kwiaty, z czego uzyskano 45 nasion. Analiz¢ jakosci nasion 100 linii mieszancowych
otrzymanych z krzyzowan oddalonych pod wzgledem zawartosci tluszczu prowadzono
metoda Soxhleta i NIRS. Analiz¢ zawartosci biatka, glukozynolanow i widokna wykonano
metoda NIRS. W nasionach analizowanych potomstw mieszancowych zakres zmiennos$ci
badanych cech byl duzy, a$rednia zawarto$¢ thuszczu, biatka, wtokna i1 glukozynolanow
roznila si¢ pomiedzy liniami.



Temat badawczy 4:

Cytogenetyczna analiza mieszancéw Brassica odpornych na kile kapusty (P. brassicae)
Celem prowadzonych badan byta identyfikacja chromosomoéw markerowych u form
mieszancowych Brassica, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) z sekwencjami markerowymi dla chromosomoéw Brassica.

W analizach FISH, z wykorzystaniem sekwencji rDNA (5S i 35S rDNA) jako sondy,
material ro$linny stanowily rézne odmiany B. oleracea. Wsréd analizowanych 120
genotypow, u 119 roslin potwierdzono obecnos¢ 18 chromosomow w komorkach
somatycznych, tylko u jednej linii obserwowano wyzszg liczbe chromosomow. Zastosowane
sondy rDNA pozwolity na identyfikacj¢ wybranych par chromosoméw w kariotypie — C4
(niosacy locus 5S rDNA), C7 i C8 (niosace loci 35S rDNA). Mapowanie fizyczne sekwencji
rDNA wykazato zmienno$¢ w liczbie loci tych sekwencji. Wérdd analizowanych genotypow
obserwowano pi¢¢ roznych wzoréw rDNA: 2 loci 5S rDNA 1 4 loci 35S rDNA (najczestszy
wzor), 2 loci 5S rDNA i 5 loci 35S rDNA; 2 loci 5S rDNA i 6 loci 35S rDNA, 2 loci 5S
rDNA i 3 loci 35S rDNA oraz 3 loci 5S rDNA i 3 loci 35S rDNA. Zmiany w liczbie
sekwencji 35S rDNA wynikaja najprawdopodobniej z amplifikacji sekwencji i przeniesienia
jej do chromosomoéw, ktore nie niosty wezesniej sekwencji tDNA (wigksza liczba loci niz
spodziewana) lub tez powstaly na skutek delecji locus rDNA w obrebie chromosomu
(mniejsza liczba loci niz spodziewana).



