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Cele projektu

1. Wytwarzanie mieszancow 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 spp. oraz Alternaria spp.

3. Badania odpornosci siewek otrzymanych z mieszancow
miedzygatunkowych i roslin kontrolnych i donorowych rzepaku, wybranych
genotypOw na porazenie powodowane przez patogeny z rodzaju
Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. (punkt ten dotyczy tylko roslin
kontrolnych i donorowych). Analizy DNA dla roslin mieszancowych.



Materiaty i metody

Ad. 1. Do krzyzowan miedzygatunkowych wykorzystano przeselekcjonowane na
odpornosc¢ genotypy roslin: kapuste brukselskg 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
chromosomow 2n = 20 (AA), B. carinata 2n = 34 (BBCC. Po osiggnieciu przez rosliny
fazy kwitnienia krzyzowano je tak, aby otrzymane potomstwo posiadato cytoplazme
genotypow selekcjonowanych pod wzgledem odpornosci na Alternaria |
Leptosphaeria. Uzyskane preparowane embriony stadiow: globularnych lub
sercowatych zostaty natozone na pozywki agarowe B5 z fitohormonami (cytokinina
BAP 1mg/l i auksyna 0,01mg/l IAA) lub bez fitohormondéw dla wiekszych stadiéw.

Ad. 2. Na podstawie badania odpornosci ocenianych pod wzgledem choréb
powodowanych przez: Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp., form donorowych z
plemienia Brassicae, zostaty wykonane prace w warunkach polowych na
doswiadczeniach DW. Bonitacje odpornosci wykonano wielokrotnie w ciggu sezonu
wegetacyjnego ze wzgledu na mozliwos¢ wystgpienia chorob od wiosny do fazy
zbioru.

Ad. 3. Wybrane rosliny — siewki mieszancowe testowano in vitro testem Williamsa na
patogeny grzybowe: Leptosphaeria spp. 1 Alternaria spp. Dla stwierdzenia czystosci
gatunkowej uzytych w testach grzybow stosowano metode sekwencjonowania DNA
ITS oraz NGS. Ponadto po uzyciu metody kaleczenia todyg i inokulacji patogenami
wyselekcjonowano odporne starsze rosliny donorowe. Otrzymane potomstwo
pochodzgce z mieszancow miedzygatunkowych postuzyto do badan odpornosci na
poziomie DNA-RAPD.
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WYNIKI, DYSKUSJA , WNIOSKI
Ad. 1. W obrebie mieszancow migdzygatunkowych corocznie wykonano|zAg
przekrzyzowania ok. 15% udanych. Z tego materiatu preparowano zywe zarodki.
Takze, co roku klonowano 50 nowych genotypow w warunkach in vitro i in vivo w
kulturach hydroponicznych oraz w glebie.

Prowadzone badania zmierzaty w kierunku otrzymywania roslin rzepaku o genotypach
tolerancyjnych lub odpornych na Leptosphaeria spp. i Alternaria spp. Podczas
wykonywania powyzszych prac, (jak co roku) zaobserwowano dwie nastepujace
zaleznosci. Pierwsza to stosunkowo dobra wydajnos¢ w otrzymaniu embrionow
mieszancowych, a druga zwigzana ze zamierajgcymi zarodkami globularnymi. W
pracy podjeto proby hodowli mieszancow miedzygatunkowych stosujgc metode
polegajgca na ,przykryciu powierzchniowym — ostonieciu” zarodkow (tylko matych)
pozywkag B5 bez antybiotykdw, co pomogto w otrzymaniu wyzszej wydajnosci.
Otrzymane na drodze in vitro klonowane mieszance miedzygatunkowe, bardzo dobrze
ukorzeniaty sie w kulturach hydroponicznych, a po przesadzeniu ich do gleby w 100%
rozwijaty sie prawidtowo.

« Uzycie do hodowli in vitro pozywek pozbawionych antybiotykdw oraz zastosowanie
powierzchniowej ostony medium dla zarodkow, pozwolito na zachowanie ich
mozliwosci wzrostowych |1 mniejszego procentu ich zamierania. Najbardziej
prawdopodobng przyczyng zamierania bardzo matych zarodkdw moga by¢ genotypy
mateczne i ojcowskie uzyte do pierwszych krzyzowan.

» Potwierdzono przydatnosc¢ kultur hydroponicznych, a nastepnie gleby, co pozwolito
na otrzymanie wyzszego procentu zywych roslin mieszancéw miedzygatunkowych.
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Ad. 2. Wyniki indeksu porazenia przez Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. I..,d
poszczegolnych form B. napus oceniano od wiosny do konca kwitnienia i w tym okresie
nie obserwowano porazen roslin. Dopiero silniejsze infekcje wystapity przed zbiorem
dlatego w tym okresie dokonano ich bonitacji. Pod koniec badan najodporniejsze na
Leptosphaeria spp. byty formy: Oriolus38A/18295x 645TP/06 p.(Br. X Bn)x Lisek (7D/16)
X (79 bt/19)- IP= 0,038, a na Alternaria spp. Amazon x 78 bt-1P= 0,033.

Wykonano takze badania odpornosci rzepaku w doswiadczeniach DW2 | PDO
wskazujgc odmiany o wyzszej odpornosci na Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp.
Powyzsze badania IP - indeksow porazenia byly prowadzone przez caty okres trwania
projektu w warunkach polowych w miejscowosciach: Matyszyn, Borowo i Bgkow. Na
podstawie badan odpornosci indywidualnie ocenianych pod wzgledem chordb
(Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp.) roslin donorowych z plemienia Brassicae,
wyselekcjonowano najodporniejsze z doswiadczen w celu sumowania rezystencji. Na
podstawie otrzymanych wynikOw wyrdézniono: genotypy rzepaku oraz grupy odmian
charakteryzujgce sie podwyzszong odpornoscig na Leptosphaeria sp. oraz Alternaria
spp.

Podczas prowadzenia badan nad odpornoscig mieszancow miedzygatunkowych na
Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. oraz odmian rzepaku odnotowano pewien
procent roslin, u ktorych porazenie byto na niskim poziomie. Coroczna selekcja i wybor
najodporniejszych form, pozwolita na piramidyzacje odpornosci u B. napus. Wyniki
odpornosci poziome] (poligenicznej) rzepaku posiadajg charakter naukowy oraz
aplikacyjny dla rolnictwa, wskazujg odmiany o matym stopniu porazenia na podane
patogeny.
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Ad. 3. Dla stwierdzenia odpornosci otrzymanych roslin mieszancowych na porazen|e|hA
powodowane przez patogeny z rodzaju Leptosphaeria spp. i Alternaria spp. uzyto testu
Williamsa in vitro. Na siewkach wybranych genotypow oceniano indeksy porazenia (IP).
Najodporniejsze na Leptosphaeria spp. i Alternaria spp. byty kombinacje: 295 x
645TP/06 p.(Br. X Bn) x Lisek (7D/16) xXMEN23A/17xAmaz/18 x Ori/19 oraz Basalt/18 x
420/08 38B.t.x B.n./3 (17D/16) XMEN33A/17xAmazon.

Przeprowadzono takze badania odpornosci roslin starszych mieszancow
miedzygatunkowych, donorowych. Selekcjonowano formy wykazujgce maksymalng
odpornosc¢ na wybrane patotypy z rodzaju Leptosphaeria spp. i Alternaria spp., stosujgc
metode zakazania todyg. Z wybranych obiektow: (kap.biata x bruk.) x (B.cret. x B.n.) i
(Kapusta Taurica X Rzepak B.n.) odpornych mieszancow miedzygatunkowych
wyizolowano DNA do badan w celu wyboru fragmentéw DNA, ktére mogty by¢ kojarzone
z odpornoscig roslin. Startery OPY 10 i OPW 04 amplifikowaty fragmenty DNA, ktore
okazaty sie dodatnio skorelowany z odpornoscig badanych roslin.

*Potwierdzono przydatnos¢ testow laboratoryjnych in vitro do oceny odpornosci
mieszancow miedzygatunkowych oraz rzepaku w stadium siewki.

*Metoda inokulacji patogenami Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp., polegajacej na
kaleczeniu i zakazaniu todyg roslin pozwala na wyselekcjonowanie nowych genotypow
odpornych.

*Stwierdzono przydatnosc¢ starterow OPY10 oraz OPW 04, ktérych amplikony mogg byc¢
kojarzone z podwyzszong odpornoscig mieszancow miedzygatunkowych na
Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. Najbardzie] odporne genotypy w wiekszosci
przypadkow posiadaty DNA pochodzgce od gatunku B. oleracea, B. taurica oraz innych
kabust.



Coroczny schemat hodowli in vitro. Hodowla w warunkach fitotronowych mieszancow

mi¢dzygatunkowych z plemienia Brassiceae pokolenia F1, otrzymanych na drodze
Izolowanych zarodkow.

Rozklonowany mieszaniec
miedzygatunkowy w pozywce
ptynnej - kultura hydroponiczna
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Sekwencja badanego gatunku Leptosphaeria maculans (Informacja o przynaleznosci

gatunkowej (NCBI / BLAST). Patotyp przeznaczony do inokulacji mieszahcow
mi¢dzygatunkowych. Katalog M. Starzycki 2020, Analizy ITS i NGS.
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Najwazniejsze osiggniecia projektu
«Zastosowanie do hodowli in vitro pozywek pozbawionych antybiotykow oraz uzycie
powierzchniowe] ostony medium dla zarodkéw globularnych mieszancow
miedzygatunkowych, pozwolito na ich wzrost oraz mniejszy procent ich zamierania.
* Podczas prowadzenia badan nad odpornoscig mieszancow miedzygatunkowych
na Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. oraz odmian rzepaku odnotowano
pewien procent roslin, u ktorych porazenie byto na niskim poziomie. Coroczna
selekcja 1 wybor najodporniejszych form, pozwolita na sumowanie efektu
odpornosci u B. napus. Wyniki odpornosci poziomej (poligenicznej) rzepaku
posiadajg charakter naukowy oraz aplikacyjny dla rolnictwa, wskazujg odmiany o
matym stopniu porazenia na badane patogeny.

*Potwierdzono przydatnosc¢ testow laboratoryjnych in vitro do oceny odpornosci
mieszancow miedzygatunkowych oraz rzepaku w stadium siewki.

*Metoda in vivo, inokulacji patogenami Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp.,
polegajgcej na kaleczeniu i zakazaniu todyg roslin pozwala na wyselekcjonowanie
nowych odpornych genotypow.

*Stwierdzono przydatnosc¢ starterow OPY 10 oraz OPW 04, ktérych amplikony
mogg bycC kojarzony z podwyzszong odpornoscig mieszancow miedzygatunkowych
na Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. Najbardziej odporne genotypy w
wiekszosci przypadkow posiadaty DNA pochodzgce od gatunku B. taurica oraz
innych kapust B. oleracea.
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Najwazniejsze osiagniecia projektu cd.

Spis publikacji: 1. Starzycka Elzbieta, Starzycki Michat, Wojciech Rybiriski,
Mirostawa Dabert. 2014.

Identification of rape pathogens’ on interspecific crosses by DNA sequencing ITS.
Conference of the European Foundation for Plant Pathology, Healthy plants—
healthy people 8-13 September 2014, Krakow, Poland, Plakat, Book of
abstracts: 218.

2. Elisabeth Starzycka-Korbas, Michal Starzycki, Wojciech Rybinski, and Lidia
Lyczko. 2015. Reducing plant infection caused by Alternaria spp., Leptosphaeria
spp. after using EM preparation on yellowseed forms of B. napus obtained in
vitro "interspecific hybrids". Book of abstracts: Bari Italy 07-11 czerwca 2015.
Book of abstracts: 162.

3. Starzycka-Korbas E., Starzycki M., Rybiriski W. 2016. Test Williamsa i jego
modyfikacja w badaniach nad odpornoscig rzepaku Brassica napus L. na
porazenie powodowane przez patogeny z rodzaju Leptosphaeria spp. - poster i
streszczenie w wydawnictwie konferencyjnym RO str. 93-94.

4. Starzycki M, Starzycka-Korbas E., Kamiriski P., Rybiriski W. 2016. Poréwnanie
odpornosci siewek in vitro oraz roslin in vivo mieszancéw miedzygatunkowych
po inokulacji patogenami Leptosphaeria spp. i Alternaria spp. — poster i
streszczenie w wydawnictwie konferencyjnym RO str. 94-96.

5. Michat Starzycki?, Elzbieta Starzycka-Korbas?, Piotr Kamiriski?.

Badanie odpornosci mieszaricow miedzygatunkowych przy pomocy metod
inokulacyjnych oraz analiz DNA na porazenie powodowane przez patogeny
Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. Biuletyn IHAR 2017, str. 123-138 ,,13
Ogdlnopolska Konferencja Naukowa — Nauka dla Hodowli i Nasiennictwa Roslin
Uprawnych”, Zakopane w dniach od 30.01.17. - 03.02.17.

6. Michat Starzycki?, Elzbieta Starzycka-Korbas?, Piotr Kamiriski?, Wojciech
Rybinski. 2018. Mieszance miedzygatunkowe z plemienia Brassiceae DC. i ich
odpornosé na porazenie powodowane przez patogeny Leptosphaeria spp. oraz
Alternaria spp. w 2017 roku, XXXIV Konferencja Naukowa ROSLINY OLEISTE —
POSTEPY W GENETYCE, HODOWLI, TECHNOLOGII | ANALITYCE LIPIDOW, 10—
11.04. 2018 Poznan, Str. 79-81.

7. Michat Starzycki, Elzbieta Starzycka-Korbas, Piotr Kaminski, Wojciech Rybiriski
2019.Plonowanie mieszancéw miedzygatunkowych z plemienia Brassiceae DC. i
ich odpornos¢ na porazenie powodowane przez najgrozniejsze patogeny w 2018
roku. Biuletyn IHAR nr 285. Str. 331-332. Konferencja Zakopane 2019.

8. Dr Elzbieta Starzycka-Korbas, Michat Starzycki prof. IHAR-PIB, dr Grzegorz
Budzianowski, mgr inz. Michat Stefanowicz

Materiat informacyjny dla hodowcéw i plantatoréw rzepaku dotyczacy chordb:
Leptosphaeria spp. oraz Alternaria spp. wystepujacych na odmianach B. napus
Zachodniej Polski (wyniki z 3 doswiadczen PDO, 2020, spr. PBWPR zad. 49).
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Samodzielna Pracownia Streséw Srodowiskowych Roslin Oleistych
Independent Laboratory of Environmental Stress in Oilseed Plants

Sz. Pan

Dr Grzegorz Budzianowski

Zgodnie z harmonogramem realizacji tematu Ip. 49 PBwPR: , Badanie bioréznorodnosci
gatunkow z plemienia Brassiceae w celu otrzymania form rzepaku ulepszonych pod
wzgledem odpornosci na patogeny”, Samodzielna Pracownia Stresow Srodowiskowych Roslin
Oleistych, IHAR-PIB w Poznaniu, przekazujemy do Hodowli Roslin Strzelce Sp. z o.0.. Grupa
IHAR, Oddzial Malyszynie 5 roddéw rzepaku ozimego, otrzymanych z mieszafcow
migdzygatunkowych. Przekazane linie charakteryzujg si¢ podwyZszong odpornoscia na patogeny
pochodzenia grzybowego.

Pochodzenie Cytoplazma 5
L.p mieszaincow kapusty Data zbioru
migdzygatunkowych
85 Oriolus38A/18295x Kapusta Bruksclska 2020
645TP/06 p.(Br. X Bn)x Lisek
| (7D/16) x (79 bi/19)
71 295 x 645TP/06 p.(13r. X Kapusta Brukselska 2020
Bn)x Lisek (7D/16)
2. SMEN2IA/ TxAmaz/18 x Ori/19 _
69 301 x Digr/06 p.(Choryti x| Kapusta Pasiewna 2020
Bn)xCalif (312/16)xMEN21 A/17x
3. |Amazon/I8xMen
4 Mho;ndd /18x 10 Tau X B.n/10 (18A/15) | Kapusta Taurica 2020
o X
Mieszanina pojedynkow z 3 linii | Kapusta Jarmuz 2020
5. 26ltych 5, 13, 20,2019 r.
7 powazaniem,
Kierownik Samodzielnej Pracowni Stresow
Srodowiskowych Roslin Oleistych IHAR PIB w Poznaniu
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