Zadanie 49

»Badanie bioréinorodnosci gatunkow z plemienia Brassicaceae w celu otrzymania form
rzepaku ulepszonych pod wzgledem odpornosci na patogeny”

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

Celem zadania bylo wytwarzanie mieszancéw miedzygatunkowych technikg in vitro,
poszukiwanie genotypdw z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie powodowane przez
grozne dla rzepaku patogeny: Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Temat realizowany byt w
trzech zadaniach: 1/ Wytwarzanie mieszancow migdzygatunkowych technikg in vitro oraz
wykorzystanie technik klonowania in vitro 1 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 odporno$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 roslin mieszancowych.

Do krzyzowan migdzygatunkowych wykorzystano genotypy roslin matecznych i ojcowskich
oraz gatunki pokrewne o zréznicowanych genotypach. W badaniach wykorzystano
nast¢pujgce gatunki podstawowe: kapuste brukselskg B. oleracea var. gemmifera 2n = 18
(CQO), kapuste pastewng B. oleracea var. acephala 2n = 18 (CC), kapust¢ jarmuz B. oleracea
var. acephala subvar. Lacinista 2n = 18 (CC), oraz B. campestris o liczbie chromosomoéw 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 oraz mieszance z cytoplazmag rzepaku B. napus
(AACC). Po osiggnieciu przez ro$liny fazy kwitnienia krzyzowano je tak, aby otrzymane
potomstwo posiadato cytoplazme¢ genotypéw wczesniej selekcjonowanych pod wzgledem
odporno$ci na porazenie przez patogeny z rodzaju Alternaria i Leptosphaeria. Otrzymane
embriony stadiow: globularnych lub sercowatych zostaty natozone na pozywki agarowe B5 z
fitohormonami BAP 1mg/l (cytokinina) i 0,01mg/l IAA (auksyna) przeniesione do warunkow
fitotronowych o termoperiodzie 15°C - dzien i 10°C - noc oraz 12-sto godzinnym
fotoperiodzie. Nastepnie uzyskane rosliny pokolenia F1 mieszancow miedzygatunkowych
klonowano w warunkach in vitro. Najlepiej rozwinigte skierowano do dalszych badan. W
obrebie powyzszych form wykonano 11 udanych przekrzyzowania tacznie 50, z ktdrych
wypreparowano 159 zywych zarodkéw. Obecnie rozklonowano 52 nowe genotypy W
warunkach in vitro i in vivo w kulturach hydroponicznych oraz w glebie. Celem zadania
badawczego 2/ bylo poszukiwanie genotypow z plemienia Brassiceae (B. oleracea, B.
campestris, B. napus), odpornych na porazenie 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 roslin). Na
wybranych obiektach wykonano analizy GC dla wyeliminowania genotypow o zwigkszonym
udziale zwiagzkow antyzywieniowych. Wyniki indeksu porazenia przez Leptosphaeria sp. oraz
Alternaria sp. poszczegolnych form zapisano tabelarycznie w taki sposob aby formy odporne
w rankingu wystepowatly pod koniec zapisu.

Wyniki odpornosci mieszancow miedzygatunkowych wyrazone Indeksami Porazenia dla
Leptosphaeria sp. wskazaty, ze 8 form posiadato odpornos¢ na poziomie ok. 2,5%., indeks
porazenia tych samych obiektow dla Alternaria sp. byt na poziomie 4,5%. Badania



prowadzono w warunkach polowych w miejscowosciach: Matyszynie, Borowie (HR Strzelce
Sp. z o0.0. Grupa IHAR) i Bgkowie (HR Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR). Wykonano 8
ekspedycji w celu stwierdzenia wystepowania patogenow: Leptosphaeria sp. oraz Alternaria
sp. Dopiero pod koniec okresu wegetacyjnego zaobserwowano nasilenie chordb, ktoére
bonitowano. Na podstawie otrzymanych wynikoéw wyrozniono: genotypy rzepaku oraz grupy
odmian charakteryzujace si¢ podwyzszong odporno$cig na Leptosphaeria sp. oraz Alternaria
sp. co wykazano statystycznie. Rody i odmiany rzepaku, u ktorych zaobserwowano wyzszg
rezystencje stanowig potencjalny materiat do dalszych badan zwigzanych z hodowlg
odporno$ciowg. Celem zadania badawczego 3/ bylo stwierdzenie odporno$ci otrzymanych
ro$lin mieszancowych na porazenie powodowane przez patogeny z rodzaju Leptosphaeria sp.
oraz Alternaria sp. przy uzyciu testow odpornosciowych w warunkach in vitro. Rosliny —
(wybrane) siewki mieszancowe testowano in vitro testem Williamsa na porazenie
powodowane przez najgrozniejsze patogeny grzybowe dla rzepaku: L. maculans stadium
konidialne P. lingam. Dla stwierdzenia czysto$ci gatunkowej uzytych w testach grzybow
stosowano metode sekwencjonowania DNA ITS, a przynalezno$¢ gatunkowa okreSlano z
banku gendéw przy pomocy programu NCBI/BLAST. Siewki mieszancow
miedzygatunkowych przebadano rowniez pod wzgledem odpornosci na Alternaria sp. tg samag
metodg z uzyciem kultur in vitro. Po zastosowaniu metody kaleczenia todyg i inokulacji
patogenami wyselekcjonowano odporne rosliny donorowe do dalszych badan nad
odpornoscig poligeniczng. Wigkszos¢ bonitowanych roslin wykazywata catkowita odporno$¢ na
fomoze¢. Ponadto na powyzszych genotypach nie odnotowano wystgpowania grzyboéw z rodzaju
Alternaria sp. Otrzymane potomstwo pochodzace z mieszancow miedzygatunkowych
postuzyto do badan mechanizméw odpornosci wybranych roslin na poziomie DNA wspoélnie
z gatunkami podstawowymi stosowanymi do krzyzowan. Do powyzszych badan uzyto znane
markery molekularne typu RAPD (OPW 04, PO4, PO7 oraz POS5). Kazda z prob byla
powtdrzona dwukrotnie obok siebie na zelu agarozowym. Jeden z wybranych starterow (P07)
amplifikujacy fragment DNA 2500 pz wydaje sie by¢ skojarzony z odporno$cig poligeniczna
badanych roslin. Najbardziej obiecujacymi gatunkami, ktore moga by¢ donorami gendw odpornosci
dla B. napus, na chorobotworcze grzyby Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. jest B. taurica oraz B.
oleracea jarmuz. U innych gatunkow pokrewnych do Brassicae zidentyfikowano takze fragment
DNA, ktéry moze by¢ kojarzony z odporno$cig roslin na patogeny.



