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Podstawowym celem przeprowadzonych badan byto: wytwarzanie mieszancéw miedzygatunkowych
technikg in vitro oraz poszukiwanie genotypoéw z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie
powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Ponadto celem bylo poszukiwanie DNA
(amplikonow) u genotypdéw wykazujacych wyzszy poziom odpornosci poligeniczne;.

Zakres prac realizowanych w danym roku obejmowat: wytwarzanie mieszancow migdzygatunkowych
technikg in vitro i poszukiwanie genotypow z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie
powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. W pracy wykorzystano techniki klonowania
in vitro i in vivo. Badano rowniez odporno$¢ siewek otrzymanych z mieszancéw mig¢dzygatunkowych
i ros$lin kontrolnych oraz donorowych rzepaku, wybranych genotypéw na porazenie powodowane
przez patogeny Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Na wybranych ro$linach mieszancowych
wykonano analizy DNA.

Do krzyzowan mig¢dzygatunkowych uzyto dotychczas nie stosowane nowe genotypy roslin
matecznych i ojcowskich oraz gatunki pokrewne, ktore wstgpnie przeselekcjonowano na patogeny
zrodzaju Leptosphaeria sp. i Alternaria sp. W badaniach wykorzystano nast¢pujace gatunki
podstawowe: kapust¢ brukselska B. oleracea var. gemmifera 2n = 18 (CC), kapuste pastewna
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),
B. nigra 2n = 16 (BB), B. juncea 2n = 36 (AABB). Do krzyzowan wypierajgcych zostaly uzyte
otrzymane w ubiegtych latach mieszance mi¢dzygatunkowe z cytoplazma B. oleracea i B. campestris
oraz mieszance z cytoplazma rzepaku B. napus (AACC). Po osiagnigciu przez rosliny fazy kwitnienia
W wigkszosci przypadkow krzyzowano je przemiennie tak, aby otrzymane potomstwo posiadato
cytoplazme genotypdéw wczesniej selekcjonowanych pod wzgledem odporno$ci na porazenie przez
patogeny z rodzaju Alternaria i Leptosphaeria. Uzyskane embriony stadiéw: globularnych lub
sercowatych zostaly natozone na pozywki agarowe B5 z fitohormonami BAP 1mg/l (cytokinina)
i 0,01mg/l TAA (auksyna), i przeniesione do warunkow fitotronowych. Nastgpnie otrzymane rosliny
pokolenia F; mieszancéw miedzygatunkowych klonowano w warunkach in vitro celem namnozenia
tego materiatu do testow odpornosciowych. Najlepiej rozwiniete eksplantaty skierowano do dalszych
badan. W obrgbie powyzszych form wykonano 23 udane przekrzyzowania (lgcznie ponad 60),
z ktorych wypreparowano 61 zywych embrionéw. Obecnie rozklonowano 60 nowych genotypow
w warunkach in vitro. Aby podnies¢ wydajno$¢ otrzymywania embriondw mieszancowych we
wniosku zwroécono uwage na odpowiednio dobrane kombinacje temperaturowe (powinny by¢ nizsze),
a dhugo$¢ czasu doswietlenia, podczas hodowli izolowanych zarodkéw in vitro, powinna wynosi¢
powyzej 12h. Podane dwa parametry fizyczne moga przyczynic¢ si¢ do wyzszej wydajnosci otrzymania
zywych embrionow.

Nastgpnym zagadnieniem dotyczacym mieszancow migdzygatunkowych bylo poszukiwanie
genotypow z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz
Alternaria sp. Na podstawie badania odpornosci, indywidualnie ocenianych pod wzgledem chordb,
form donorowych z plemienia Brassicae, zostaly wykonane prace w warunkach polowych na
doswiadczeniach PDOIR oraz DW. Kazdy obiekt oceniany byt (IP) na podstawie obserwacji 40 roslin
w 1 powtorzeniu (najczeSciej 3 powtdrzenia). Przyjeto trojstopniows skale oceny odpornosci (0-brak
porazenia, 1-Srednie, 2-silne porazenie). Powyzsze badania wystgpowania patogenow lub okreslenie
(IP - indeks porazenia) byly prowadzone w catym okresie wegetacyjnym w warunkach polowych,
W miejscowosciach: Matyszyn, Borowo (HR Strzelce) i Bgkow (HR Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR).
Odporno$¢ mieszancéw miedzygatunkowych wyrazong Indeksami Porazenia dla Leptosphaeria sp.
(po analizie wariancji i testu Duncana na poziomie a=0,050, NIR=0,04473) wskazaly formy: 301
X Digger (Chorynska x B.n.) IP=0,01, 301 x 303 TP/06 p. (Chorynska x B.n.) x (Californium x B.n.)
IP=0,01, 295 x 645 TP/06 p.(Br. X Bn) x Lisek IP=0,01, 297/06 p.(Jar x Bn) x B.n. P=0,007 oraz
38B.t. x B.n./2 P=0,007. Odpornosci mieszancéw miedzygatunkowych dla Alternaria sp. wykazaty
formy (z 1P=0,001): 38B.t. x B.n./1, 301 x Digger/06 p.(Choryn x Bn)xCalif, 53 Bru, 301 x 303 TP/06
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p. Chorynska. Na wybranych obiektach wykonano analizy GC dla wyeliminowania genotypdw
0 duzym udziale zwiazkéw antyzywieniowych. Na podstawie badan odpornosci indywidualnie
ocenianych pod wzgledem chordb (Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.) form donorowych
z plemienia Brassicae, wyselekcjonowano najodporniejsze w doswiadczeniach PDOIR i DW w celu
piramidyzacji rezystencji. Genotypy te zostang takze uzyte do krzyzowan miedzygatunkowych, jako
formy ojcowskie-zapylacze w nastgpnym sezonie wegetacyjnym. Podczas badan odpornosci roslin
B. napus odnotowano niewielkg liczebno$¢ roslin chorych do fazy ,,po kwitnieniu”. Dopiero pod
koniec okresu wegetacyjnego zaobserwowano choroby, ktore bonitowano. Na podstawie otrzymanych
wynikéw wyrézniono odmiany rzepaku oraz grupy odmian charakteryzujace si¢ podwyzszona
odpornoscig na Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. co wykazano statystycznie. We wniosku
wskazano, ze rody i odmiany rzepaku, u ktérych zaobserwowano wyzsza rezystencje beda stanowic
dobry material (formy ojcowskie) do dalszych badan zwiagzanych z hodowla odporno$ciowa.

Kolejnym zadaniem w temacie byto wykorzystanie w badaniach technik klonowania in vitro i in vivo
dla otrzymania roslin mieszancow miedzygatunkowych. Po wykonanych doswiadczeniach
stwierdzono, ze do klonowania otrzymanych mieszancow migdzygatunkowych niezbg¢dne sa dobrze
wyksztatcone zarodki, ktore po fragmentowaniu rokuja dobry ich rozwoj. Wazny jest takze czas,
w ktorym czynnosci te nalezy wykona¢. Jezeli tkanki zostang pocigte zbyt wczesnie, czesto dochodzi
do ich zamierania, pozniejsze z reguly przezywaja. Nastgpnag czynnoscia zwigzang z klonowaniem jest
uzycie kultur hydroponicznych w celu ukorzenienia eksplantatow lub ich oczyszczenie z podioza
agarowego zawierajacego zwigzki organiczne. Hodowla ta pozwala na pozbycie si¢ resztek pozywki
agarowej, ktora bardzo czesto wptywa na silne infekcje eksplantatow po przesadzeniu roslin do
warunkéw glebowych. Nalezy podkreslic, ze po uzyciu kultur hydroponicznych, procent
ukorzenionych roslin w glebie jest bliski 100%. Powyzsze badania stanowig wazng informacje
dotyczaca optymalizacji otrzymywania rozklonowanych zyjacych eksplantatow mieszancow
mig¢dzygatunkowych, ktore nastepnie wykorzystywane sa do testow odpornosciowych. Wykonane
badania pozwolity na sformuowanie nastgpujacych wnioskow:

1./ Aby zwigkszy¢ wydajnos¢ klonowanych mieszancow migdzygatunkowych otrzymanych in vitro
nalezy zwroci¢ uwage na ich stan fizjologiczny, a szczegolnie ich wielkos¢ (powyzej stadium
torpedalnego), a nastgpnie po wyrosnigciu eksplantatow do wigkszych struktur mozna je
pofragmentowa¢ — klonowacg.

2./ Uzyte w badaniach kultury hydroponiczne pozwalaja na otrzymanie wysokiego procentu zywych
roslin mieszancow migdzygatunkowych, ktore po ich przesadzeniu do warunkéw glebowych nie
stwarzajg problemoéw z ich dalszym rozwojem.

Nastepne badania dotyczyly prac zwigzanych z odpornosciag siewek otrzymanych z mieszancow

migdzygatunkowych wybranych genotypow na porazenie powodowane przez patogeny z rodzaju
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.. Celem tematu badawczego bylo stwierdzenie odpornosci
otrzymanych roslin (siewek) mieszancowych na porazenie powodowane przez powyzsze patogeny.
Czystos¢ gatunkowa uzytego inokulum potwierdzano za pomoca analizy DNA ITS1 (NCBI/BLAST),
a koncentracj¢ zarodnikéw konidialnych stosowanych do testow oceniano nefelometrycznie. Badania
prowadzono w taki sposob, aby wyselekcjonowaé formy wykazujgce maksymalng odpornos¢ na
wybrane patotypy chorobotworczych grzyboéw. Ponadto wykonano wstgpne badania DNA
mieszancoOw mig¢dzygatunkowych w celu wyboru fragmentow DNA, ktore beda kojarzone

Z odpornoscig roslin. Po przeprowadzonych badaniach odpornosci siewek przy uzyciu uproszczonego
testu Williamsa mozna bylo wskazaé¢ genotypy odporniejsze na porazenie powodowane przez:
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. Na Leptosphaeria sp. odporniejsze byly mieszance: 15.301

X Digger (Choryn x Bn)xCalif (ACC), 18. B. taurica x B.n. (ACC). Na Alternaria sp. odporniejsze
byty mieszance: 15. 301 x Digger/06 p.(Choryn x Bn)xCalif (ACC), 18. B. taurica x B. n (ACC).
Powyzsze analizy moga by¢ obarczone pewnymi btgdami, poniewaz nie weryfikowano ich

w warunkach polowych. Warunki naturalne stymuluja w wielu przypadkach elicitory, ktoérych brak
jest w tzw. hodowlach kontrolowanych, nawet w fitotronie. Wykonano wstgpne 30 analiz DNA, form
wyj$ciowych oraz mieszancow mi¢dzygatunkowych. Do tego zadania wykorzystano 6 wybranych
starterow RAPD, ktore wykazaly duzy polimorfizm badanych obiektoéw. Po badaniach DNA
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i analizach fitopatologicznych rzepaku na porazenie powodowane przez chorobotworcze grzyby:
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp., we wniosku wskazano, Ze najbardziej obiecujagcym gatunkiem
donorowym genow odpornos$ci byta kapusta - Brassica taurica.



