Zadanie 49

wBadanie biordinorodnosci gatunkow z plemienia Brassicaceae w celu otriymania form
rzepaku ulepszonych pod wzgledem odpornosci na patogeny”

(prof. nadzw. dr hab. inz. Michat Starzycki)

Celem zadania bylo wytwarzanie mieszancow miedzygatunkowych technikg in vitro,
poszukiwanie genotypdw z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie powodowane przez
grozne dla rzepaku patogeny: Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Temat realizowano w
trzech zadaniach: 1/ Wytwarzanie mieszancéw miedzygatunkowych technikg in vitro oraz
wykorzystanie technik klonowania in vitro i in vivo dla otrzymania roslin mieszancow
miedzygatunkowych. 2/ Poszukiwanie genotypow z plemienia Brassiceae odpornych na
porazenie powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. 3/ Badania odpornos$ci
siewek otrzymanych z mieszancéw migdzygatunkowych i roslin kontrolnych i donorowych
rzepaku, wybranych genotypéw na porazenie powodowane przez patogeny z rodzaju
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp., a takze analizy DNA dla ro$lin mieszancowych.

Do krzyzowan miedzygatunkowych (1) wykorzystano preselekcjonowane na odpornosé
dotychczas nie stosowane genotypy roslin matecznych i ojcowskich (opis gatunkow ponizej)
oraz gatunki pokrewne o zréznicowanych genotypach, ktore byly juz stosowane w pracy
(r6zne odmiany botaniczne). W badaniach wykorzystano nastepujace gatunki podstawowe:
kapuste brukselska B. oleracea var. gemmifera 2n = 18 (CC), kapuste pastewng B. oleracea
var. acephala 2n = 18 (CC), kapuste jarmuz B. oleracea var. acephala subvar. Lacinista 2n =
18 (CC), oraz B. campestris o liczbie chromosoméw 2n = 20 (AA), B. carinata 2n = 34
(BBCC), B. nigra 2n = 16 (BB), B. juncea 2n = 36 (AABB). Do krzyzowan wypierajacych
zostaly uzyte otrzymane w ubieglych latach mieszance alloplazmatyczne - migdzygatunkowe
z cytoplazmg B. oleracea i B. campestris oraz mieszance z cytoplazmg rzepaku B. napus
(AACC). Po osiaggnieciu przez rosliny fazy kwitnienia krzyzowano je tak, aby otrzymane
potomstwo posiadato cytoplazme¢ genotypéw wczesniej selekcjonowanych pod wzgledem
odporno$ci na porazenie przez patogeny z rodzaju Alternaria i Leptosphaeria. W obrgbie
powyzszych form wykonano 21 udanych przekrzyzowania !gcznie 50, z ktdrych
wypreparowano 178 zywych zarodkéw. Obecnie rozklonowano 50 nowych genotypow w
warunkach in vitro i in vivo w kulturach hydroponicznych oraz w glebie.

Podczas wykonywania powyzszych prac zaobserwowano nastepujace zaleznosci. Pierwszg
byta stosunkowo dobra wydajno$¢ otrzymanych embrionéw mieszancowych, a druga
zwigzana byla z malymi preparowanymi stadiami embrionalnymi, bardzo cz¢sto
globularnymi — bialtymi, ktore nie podjety wzrostu na pozywkach agarowych. Kolejny raz
stwierdzono, ze najbardziej prawdopodobng przyczyng zamierania matych zarodkéw
mieszancéw miedzygatunkowych mogly by¢ genotypy mateczne i ojcowskie (tzw. genotypy
oporne) uzyte do krzyzowan. Klonowane otrzymane mieszance mi¢dzygatunkowe bardzo
dobrze ukorzeniaja si¢ w kulturach hydroponicznych, a nastgpnie bez strat (zamierania)
przyjmuja si¢ w warunkach glebowych.

Celem zadania badawczego 2/ bylo poszukiwanie genotypow z plemienia Brassiceae (B.
oleracea, B. campestris, B. napus), odpornych na porazenic powodowane przez
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Prace wykonano w warunkach polowych. Kazdy obiekt
oceniany byt (IP, indeks porazenia) na podstawie obserwacji 40 roslin w 3 lub 4
powtorzeniach (120 ros$lin). Wyniki indeksu porazenia przez Leptosphaeria sp. oraz



Alternaria sp. poszczegolnych form zapisano tabelarycznie w taki sposob aby formy odporne
w rankingu wystepowaty pod koniec zapisu. Badania odpornosci rzepaku byty prowadzone w
warunkach polowych w miejscowosciach: Matyszyn, Borowo (HR Strzelce Sp. z 0.0. Grupa
IHAR) i Bakow (HR Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR). Na podstawie badan odpornosci
indywidualnie ocenianych pod wzgledem chorob (Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.)
ro$lin donorowych z plemienia Brassicae, wyselekcjonowano najodporniejsze z do§wiadczen
w celu piramidyzacji rezystencji. Koncowa ocen¢ odpornosci dokonano przed zbiorem
poniewaz wczesniejsze bonitacje nie wykazaly porazen. Sprawdzone odporne genotypy
zostang uzyte do krzyzowan migdzygatunkowych jako formy ojcowskie. Na podstawie
otrzymanych wynikow wyrdzniono: genotypy rzepaku oraz grupy odmian charakteryzujace
si¢ podwyzszong odpornoscig na Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Rody i odmiany
rzepaku, u ktoérych zaobserwowano wyzsza rezystencj¢ stanowig potencjalny materiat do
dalszych badan zwigzanych z hodowla mieszancow migdzygatunkowych odpornych na
alternarioze oraz i suchg zgnilizng¢ kapustnych.

Celem zadania badawczego 3/ bylo badanie odpornosci siewek otrzymanych z mieszancow
miedzygatunkowych 1 roslin kontrolnych oraz donorowych rzepaku, wybranych genotypow
na porazenie powodowane przez patogeny Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Wykonano
analizy DNA dla roslin mieszancowych. Rosliny — (wybrane) siewki mieszancowe testowano
in vitro testem Williamsa na porazenie powodowane przez najgrozniejsze patogeny
grzybowe: Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. et de Not., stadium konidialne Phoma
lingam (Tode ex Fr.) Desm. Dla stwierdzenia czystosci gatunkowej uzytych w testach
grzybow stosowano metod¢ sekwencjonowania DNA ITS1 oraz NGS, a przynalezno$¢
gatunkowg okreslano z banku genow przy pomocy programu NCBI/BLAST. Siewki
mieszancoOw miedzygatunkowych przebadano rowniez pod wzgledem odpornosci na
Alternaria sp. ta samg metoda z uzyciem kultur in vitro. Po zastosowaniu metody kaleczenia
todyg i inokulacji patogenami wyselekcjonowano odporne rosliny donorowe do dalszych
badan nad odpornoscia poligeniczng. Ponadto otrzymane potomstwo pochodzace z
mieszancéw migdzygatunkowych postuzylo do badan mechanizméw odpornosci wybranych
ro$lin na poziomie DNA wspoélnie z gatunkami podstawowymi stosowanymi do krzyzowan.
Do powyzszych badan uzyto sprawdzonych markeréw molekularnych typu RAPD (OPW 04
oraz PO7). Wybrany starter (PO7-A) amplifikujacy fragment DNA 2500 pz okazal sie¢
korelacyjnie (dodatnio) zwigzany z odpornoscig badanych roslin. Najbardziej obiecujacym
gatunkiem, ktory moze by¢ donorem genow ,,R” na chorobotwarcze grzyby Leptosphaeria sp.
oraz Alternaria sp. jest B. taurica oraz B. oleracea jarmuz. Po przeprowadzonych badaniach
odpornosci siewek przy uzyciu testu Williamsa mozna byto wskaza¢ genotypy odporniejsze
zarOwno na porazenie powodowane przez: Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.
Przedstawiona metoda jest nieskomplikowana, moze by¢ stosowana na duza skale zarowno w
badaniach genetycznych oraz w hodowli form odpornych rzepaku. Odrgbne badania
odpornosci dotyczyly roélin, ktére rosty w zblizonych warunkach do naturalnych. Warunki
naturalne stymuluja w wielu przypadkach elicitory. Po zastosowaniu nowej metody
»kaleczenia todyg” 1 inokulacji wybranymi patogenami, wyselekcjonowano odporne rosliny
donorowe do dalszych badan nad odpornoscig poligeniczng. Tego typu rosliny stanowig
najlepszy material genetycznej odpornosci do dalszych prac nad odpornoscig rzepaku na
grozne patogeny.



