Sprawozdanie z realizacji projektu HOR hn-801-8/14 - zadanie badawcze nr 50
»Zastosowanie konwencjonalnych i molekularnych narzedzi fitopatologicznych
W poszukiwaniu zZrodel odpornosci na Kkile kapusty oraz charakterystyka aktualnej
populacji patogenu w Polsce”

Celem badan jest identyfikacja zrdédet odpornosci na kite kapusty powodowang przez
pierwotniaka Plasmodiophora brassicae i przeniesienie jej z odpornych form do rzepaku,
a nastgpnie charakterystyka jakosci nasion wybranych form mieszancowych oraz ich
stabilnosci genetycznej. Ponadto badania zmierzaja do scharakteryzowania patotypow
patogenu, wystepujacych na terenie Polski.

W 2015 roku wykonano 1800 analiz, dzigki ktérym oceniono odporno$¢ 300 genotypow
Brassica sp. na sze$¢ patotypéOw patogena (Pia, Pig, P2, P3, P4, Ps). Material stanowily
glownie materiaty uzyskane z Centralnej Kolekcji Roslinnych Zasobéw Genowych THAR
w Radzikowie (130 genotypow, numery kolekcyjne z zakresu 162001 do 174985), formy
Brassica sprowadzone z firmy AGRIPOLIS (100, glownie B. oleracea) oraz genotypy
rzepaku B. napus z kolekcji Stacji Hodowli Roslin Strzelce Oddziat w Borowie (HWGJO1-
HWGJ50). Wzorem ubieglego roku w badaniach uwzglgdniono trzy zagraniczne ekotypy
B. rapa oraz dwa wzorce odpornosci: odmiany ‘Mendel’ i ‘Tosca’. Badania prowadzono
w szklarni IGR PAN oraz w Centrum Uprawy Roslin IGR PAN (warunki kontrolowane).
Zastosowano metodyke opracowang w poprzednim roku sprawozdawczym. Polegala ona na
tym, iz kazdy genotyp Brassica wysiewano do gleby w osobnych pojemnikach, z ktérych
kazdy przeznaczono do badania oddzielnej rasy patogenu. Po uptywie 5 dni od wysiewu
nasion, nowo rozwijajace si¢ siewki w stadium BBCHOQ9 inokulowano przy zastosowaniu
zawiesiny zarodnikow poszczegdlnych ras P. brassicae. Kazda tura namnazania materiatu
standardowo trwala przez okres o$miu tygodni, a test inokulacyjny przez okres szeSciu
tygodni. Po uplywie tego czasu wykonywano ocen¢ odpornosci badanego materiatu.
Uzyskane wyniki sumowano a nastgpnie obliczano $redniag w stosunku do skietkowanych
roslin, a finalnie — $redni stopien podatnosci danego genotypu.

Uzyskane wyniki wskazuja na wigksza podatnos¢ badanych genotypow w stosunku do form
testowanych w ubieglym roku sprawozdawczym. W 2015 roku wzorce (odmiany ‘Mendel’ i
‘Tosca’, a takze genotypy B j-1, Bj-2 oraz Br 09.006.169) byly bardziej odporne od
wigkszosci form sprowadzonych z CKRZG. Niektore genotypy dostarczone do badan z HR
Strzelce wykazaly znaczny stopien odpornosci na porazenie przez P.brassicae, przy czym
odpornos¢ ta dotyczyla okreslonych patotypdéw. Genotypy WHGJ 42 oraz WHGIJ 45 byty
odporne na trzy patotypy jednoczesnie (P, P, oraz Ps). Genotyp WHGJ 44 byt odporny na
patotypy Py oraz Ps, genotyp WHGIJ 41 byl odporny na patotypy P3 i Ps, natomiast genotyp
WHGIJ 43 byt odporny na patotypy P4 oraz Ps. Ponadto trzy genotypy WHGJ 25, 27 oraz 42
byly odporne na jeden patotyp, odpowiednio P, P, oraz Ps. A zatem, spos$rod 50 genotypow
przekazanych do badan osiem (16%) charakteryzowato si¢ odpornoscig, w tym 4% na 3
patotypy, a po 6% na dwa patotypy lub jeden patotyp. Tylko nieliczne materialy z CKRZG
byly mniej podatne na P. brassicae. Odporno$¢ znajdowana w materiatach kolekcyjnych
Brassica najcz¢sciej miala charakter rasowo-specyficzny (odpornos$¢ na jedna lub kilka ras
tacznie).



W 2015 roku, zespot IOR-PIB w Poznaniu prowadzil obserwacje porazenia roslin rzepaku
przez P. brassicae i pobieral proby gleby do dalszych badan szklarniowych (biotest). Stabe
uwilgotnienie gleby, pomimo sprzyjajacych dla infekcji warto$ci temperatur, bylo przyczyna
zahamowania rozwoju sprawcy kity kapusty. W zwigzku z tym nie obserwowano, tak
licznych infekcji, jak w latach poprzednich. Rosliny rzepaku z objawami kity kapusty
znaleziono na 6 sposrdd 17 wizytowanych plantacji (35,3%). Lacznie pobrano 16 prob roslin
i 28 prob gleby. W szklarniach IOR-PIB wykonano test biologiczny wg standardowej
metodyki, opisanej w poprzednim sprawozdaniu. Dodatkowe 6 prob porazonych ro$lin
pochodzito z kilku plantacji w wojewddztwie dolnoslaskim (wyjatkowo silne porazenie
rzepaku na trzech sasiadujacych ze soba polach uprawnych). W tym przypadku biotest
prowadzono w komorach CUR, wedtug identycznej metodyki. £.acznie oceniono porazenie 22
prob roslin oraz 28 prob gleby. Obecnos¢ patogenu stwierdzono w 17 sposrdd 28 badanych
gleb (61%) Z porazonych roslin wyprowadzono po 2 izolaty patogenu. Kazdorazowo
reprezentowaly one t¢ sama ras¢. Lacznie przetestowano 48 prob. Wykazano, ze patotyp
P1 dominowal na potnocy Polski, natomiast patotyp P; — na potudniu Polski (klasyfikacja wg
Somé).

Gleby do analiz zbierane wiosng przez zespot z IGR PAN pochodzity z plantacji rzepaku na
potnocy Polski (wojewddztwo zachodnio-pomorskie i pomorskie) a nastepnie poéznym latem
I wczesng jesienig proby dwukrotnie pobrano w wojewddztwie warminsko-mazurskim.
Rejony te nalezg do najbardziej zagrozonych kilg kapusty. W tym przypadku testowanie na
obecnos¢ P. brassicae wykonano przy zastosowaniu metod molekularnych (qPCR oraz
LAMP), zgodnie z metodyka szczegdélowo opisang w poprzednim sprawozdaniu. WyniKki
gPCR zbierano przy zastosowaniu systemu CFX96 Real Time PCR Detection System
(BioRad), natomiast wyniki LAMP odczytywano na amplifikatorze Genie II uzyczonym
przez firme Novazym.

Pierwotniak P. brassicae wystepowat w glebach pobranych ze wszystkich regionow Polski.
Na podstawie analizy z wykorzystaniem metod LAMP i1 qPCR stwierdzono, 1z 40% gleb jest
bezpiecznych dla uprawy rzepaku lub bezpiecznych dla uprawy form odpornych na kitg
kapusty, natomiast pozostate 60% gleb to tereny, na ktorych uprawa rzepaku jest ryzykowna,
ze wzgledu na straty plonu nasion. Przy pomocy metod molekularnych stwierdzono zatem, ze
pierwotniak P. brassicae jest obecny w 80% gleb, na ktorych uprawiany jest rzepak. Na 30%
gleb ryzyko silnego porazenia ro$lin rzepaku uznano za tak znaczne, iz powinny by¢ tam
uprawiane jedynie odmiany odporne na kile kapusty. Metodami molekularnymi wykazano
obecnos¢ materialu genetycznego P. brassicae w naturalnym stawie $rédpolnym oraz w rowie
melioracyjnym w okolicy pola, na ktorym wystgpowaty rosliny rzepaku z silnymi objawami
porazenia przez P. brassicae.

Celem trzeciego tematu badawczego bylo przeniesienie gendw odpornosci na kile
z genotypow odpornych do rzepaku. Material ro§linny stanowity trzy genotypy B. rapa ssp.
pekinensis, w tym dwa zidentyfikowane jako nosiciele odpornosci oraz wybrane genotypy
zB. rapa i B. oleracea, ktore wg. systemu ECD wykazywaty podwyzszona odpornos¢ na
porazenie przez P. brassicae. Wymienione wyzej formy uzyte byly w krzyzowaniach
zwrotnych z pigcioma odmianami B. napus (Jet Neuf, Lisek, Californium, Hybrirock i Graff
F1).



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. Hodowlg¢ in vitro izolowanych zarodkéw prowadzono
zgodnie z metodyka ustalong przez Wojciechowskiego (1993). Ogoétem wykonano 1035
krzyzowan w 30 kombinacjach. W wyniku tego otrzymano 486 tuszczyn. Wsrod tych 30
kombinacji krzyzowan najwyzsza plodno$¢ odnotowano w krzyzowaniu B. napus cv.
Hybrirock x B. rapa ssp. pekinensis, ekotyp 08.006169 (83,3%), a najnizszg w kombinacji
B. napus cv. Hybrirock x B. oleracea ssp. alboglabra (13,6%). Podobnie jak ptodnos¢, tak
i plenno$é byta rozna w zaleznosci od kombinacji krzyzowania. Srednio ze wszystkich
kombinacji krzyzowania obserwowano 1,8 nasion/tuszczyne. W prowadzonych kulturach in
vitro izolowanych zarodkoéw obserwowano stosunkowo wysoka efektywnos¢, mierzong liczbg
zregenerowanych roslin (311), $rednio 47,4% przy zakresie od 0,0% do 133,3%.

W celu otrzymania pokolenia BCj, rosliny F; z 12 kombinacji mieszancowych, uzyskane
w wyniku krzyzowan prowadzonych w 2014 zapylano pytkiem B. napus (odpowiednim dla
komponentow matecznych, shluzacych do wyprowadzenia mieszancow). Efektywnosé¢
przeprowadzonych krzyzowan wstecznych wyrazona ptodnoscia byta nizsza niz efektywnos¢
krzyzowan zwrotnych (16,9% 1 46,9 % odpowiednio). W tym przypadku na dwanascie
przeprowadzonych kombinacji krzyzowan, zapylonych zostalo 1505 kwiatow, z czego
uzyskano 339 nasion.

Analize¢ jako$ci nasion z roslin potomnych pokolenia F;, otrzymanych z mi¢dzygatunkowych
krzyzowan B. napus z B. carinata i B. rapa ssp. pekinensis odnosnie zawarto$ci thuszczu,
biatka, glukozynolanow i wiokna wykonano metodg NIRS. W nasionach analizowanych
mieszancowych roslin z kombinacji krzyzowania B. napus x B. carinata i B. napus x B. rapa
ssp. pekinensis, srednia zawarto$¢ thuszczu wyniosta od 35,1% (mieszance z B. carinata) do
44,2% (mieszance z B. rapa ssp. pekinensis). Najwyzszy procent tluszczu, wynoszacy 45,3%
stwierdzono u mieszanca pochodzacego z kombinacji krzyzowania B. napus x B. carinata.
Wsrod analizowanych roslin mieszancowych zawartos¢ biatka w nasionach wyniosta §rednio
od 20,7% do 23,8%. W obrebie potomstw, ktore powstaly po zapyleniu rzepaku pytkiem
gorczycy wystapily rosliny, w nasionach ktorych zawarto$¢ bialka przekraczata 24%.
Zawartos¢ dwoch typéw wiokna tj. ADF 1 NDF w nasionach analizowanych potomstw
wykazywata duze zroznicowanie, wahajace si¢ od 17,3 do 31,5% (odpowiednio ADF i NDF).
Najnizszg zawarto$¢ glukozynolanéw stwierdzono w nasionach mieszancéw B. napus x
B. rapa ssp. pekinensis (nr. polowy 128 — érednio 16,11 umol/g s. m. nasion), przy zakresie
zmiennosci tej cechy wérdd analizowanych linii wynoszacej odpowiednio 9,15-76,36 umol/g
S. M. nasion.

Uzyskane formy mieszancowe Brassica napus scharakteryzowano pod wzgledem
cytogenetycznym przy wykorzystaniu metody FISH ze znanymi i nowymi sekwencjami
markerowymi dla chromosomow Brassica. Metoda rDNA-FISH zostata uzyta do
identyfikacji chromosomow u 250 genotypéw mieszancéw Brassica napus i form
rodzicielskich, niosgcych loci 5S i1 35S rDNA, a takze okre$lenia zmiennos$ci w liczbie
1 dystrybucji loci tDNA (= wzér loci tDNA) w chromosomach markerowych. W biezacym
roku kontynuowano analizy rDNA-FISH u mieszancow B. napus, a dotychczas
przeprowadzona analiza potwierdzita wczesniejsze wyniki analiz TDNA-FISH/BAC-FISH,



uzyskiwane dla naturalnie otrzymanych i syntetycznych mieszancow B. napus. Badania
wskazaty na dalszag zmienno$¢ we wzorze loci rDNA pomigdzy badanymi ro$linami
W obrebie odmian oraz pomigdzy mieszancami; chromosomy jednego z genomow
rodzicielskich u mieszancéw B. napus $ledzono przy wykorzystaniu sekwencji genomowo
specyficznej (BAC-FISH). Analiza rDNA-FISH/BAC-FISH umozliwita identyfikacje
homologéw chromosomow niosgcych podstawowe, proksymalne 1 przytelomerowe loci 5S
rDNA (chromosomy typu I, 11 i V - genom A oraz typu IV - genom C) oraz homologéw
chromosomow niosgcych loci 35S rDNA, zlokalizowane w przewezeniu wtdrnym,
proksymalnym i przytelomerowym (chromosomy typu I, Il i VIII - genom A oraz typu VI
i VII - genom C). W jadrach komorek syntetycznych mieszancow B. napus obserwowano 10—
12 sygnatéw 5S rDNA, przy czym przewazaty rosliny z 10 sygnatami 5S rDNA. Liczba loci
35S rDNA byta zmienna, obserwowano 12—14 sygnatow; przewazaty komorki posiadajace 12
sygnalow 35S rDNA. Przeprowadzone badania wykazaly, ze wérdd 25 badanych mieszancow
B. napus odnotowano 3 rozne wzory loci tDNA, a oczekiwany wzor liczby i dystrybucji
sygnatow rDNA (10 loci 5S rDNA, 12 loci 35S rDNA, w tym 6 chromosoméw
z kolokalizacja obu rodzajow rDNA; w skrocie 10/12) obserwowano u wigkszos$ci
badanych allotetraploidow, podobnie jak 11 sygnatéw 5SS rDNA i 13 sygnatow 35S rDNA.
Wzér 12/14 (5S tDNA/35S rDNA) wystepowat u kilku allotetraploidéw. Brak lub pojawienie
si¢ nowego sygnatu dla loci rDNA w genomach mieszancow B. napus wskazuja na
niestabilno$¢ genomdéw obu gatunkéw ancestralnych, przy czym genom A, podobnie jak
donosza dane literaturowe i badania wlasne Zespotu, charakteryzuje si¢ wyzsza frekwencja
przemian chromosomow markerowych, w pordwnaniu do tych obserwowanych w genomie C.
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