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Wzrastajace znaczenie rzepaku w gospodarce swiatowe] stawia przed hodowcami tego
gatunku coraz to nowe wyzwania. Dotyczg one nie tylko ulepszania plonowania nowych
odmian, ale rowniez podniesienia ich cech odpornos$ciowych.

Glownym celem podejmowanego projektu badan jest opracowanie markerow DNA silnie
sprzezonych/ zasocjowanych z mozliwie jak najszerszym spektrum gendéw warunkujacych
odpornos¢ na suchg zgnilizne kapustnych u rzepaku wystgpujacych w obrebie badanych
populacji DH oraz okreslenie wktadu tych genoéw do zmiennosci fenotypowe;.

W ramach zadania 27 w roku 2023 zrealizowano 4 tematy badawcze. Celem tematu
pierwszego bylo o0szacowanie odporno$ci na suchg zgnilizng¢ kapustnych wybranych
genotypoéw z rodzaju Brassica, a takze otrzymanie nasion mieszancowych niezbednych do
wyprowadzenia populacji mapujacej tj. linii DH.

Materiat ro§linny stanowily najbardziej zaawansowane rody hodowlane (populacyjne oraz F1),
pochodzace z Hodowli Roslin Strzelce oraz Hodowli Ro$lin Smolice, a takze wybrane
potomstwa mieszancowe pochodzace z kolekeji Katedry i Hodowli Ro$lin UP w Poznaniu.

Testy odpornosciowe dla wybranych materiatdéw roslinnych, na porazenie przez L. maculans
zostaly przeprowadzone na polach doswiadczalnych RGD Dton koto Rawicza oraz polach
doswiadczalnych nalezacych do HR Strzelce. Z ros$lin rzepaku z objawami suchej zgnilizny
kapustnych zostaty wyizolowane mikroorganizmy chorobotworcze. Przynalezno$¢ gatunkowa



grzybow rodzaju Leptosphaeria spp. zostata oznaczona na podstawie cech morfologicznych
kultur na pozywce mikrobiologicznej I przy zastosowaniu technik molekularnych zgodnie z
metodyka opisang w literaturze naukowej (Mendes-Pereira i in. 2003).

Linie, ktore w warunkach polowych charakteryzowaly si¢ najmniejszym porazeniem oraz linie
DH przebadane zostaly przy zastosowaniu testu liScieniowego wedlug procedury opisanej
przez Jedryczke (2006).

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji najmniejszy stopien porazenia roslin
mieszancowych stwierdzono u mieszancow nr 25 i 88. Wsrdd analizowanych linii DH
najwyzszg odpornoscig charakteryzowaty si¢ linie DH o numerach ‘6, 23, 50, 63, 1351 158°.
Natomiast najsilniej porazona grzybami z rodzaju Leptosphaeria byta linia ‘146°.

Celem drugiego tematu badawczego byla selekcja materiatu ro$linnego przy uzyciu
markeréw DNA typu PCR wybranych na podstawie danych literaturowych.

Identyfikacja genéw odpornosci na sucha zgnilizne kapustnych zostala wykonana u 25
genotypow rzepaku (Brassica napus), tj. linii podwojonych haploidow (DH) otrzymanych z
Hodowli Roslin Strzelce oddziat Borowo. Na podstawie danych literaturowych wybranych
zostato 10 markerow typu PCR, ktére zostaly uzyte do selekcji analizowanego materiatu
roslinnego (Tabela 1).

Tabela 1. Markery molekularne wykorzystane w celu identyfikacji genow odpornosci na suchg zgnilizne
kapustnych

Marker Gen Sekwencje starteréw Zrédto
LepR3 LepR3 F: ACTTTCCTGTTACGACGCTA
R: AGTTTATCCAGCCACTTGTA Van de Wouw i in.
RIm2 RIm2 F: CGAGCTGAACCTAAGTGACAA 2022
R: CCAGTAAGCTTGTTTTCTCCA
At1g80400 Rejon zawierajacy F: AGTCCTTGA-GGCCTT AGAGAAGA
geny R: CGTTTGAGGACTGTGTTGTCC Leflon i in. 2007
At1g80530 RIm1, RIm3, RIm4, F: GACGTTCCCGCTTTACTCC
RIm7, RIm9 R: CTCATAGGAAAATTCCTCATATTGGT
R: ACCTTAAATGTTAAGTAAGCTAAAC -,
Xbrms075 Rim4 F: GTTTCACATATTTTCTCTGTTTATT Ramaniin. 2012
BjHZ 1 R: CCAGAGACCCCAGTTAAGCA
- RIMG F: CCAACCCTTCGAGGTCAATA Rashid i in. 2018
BnHZ 2 R: TTAAAGTTTGTGAATTTCTTCCTT
- F: TCCATGATGTGATAACTATAGACG
F: CTTGAAGAGCTTCCGACACC .
Xol12-e03 e R: GACGGCTAACAGTGGTGGAC Ramaniin. 2012a

F: AGCCTTGTTGCTTTTCAACG ..
Xnal2-a02a R: AGTGAATCGATGATCTCGCC Ramaniin. 2012a

F: GGACGGTGTCATGGGTGAATAACAG -
Ind10-12 LepR3 R: CGTTTGTAAAACCGACCTTCA Larkaniin. 2013

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, Ze markery zwigzane z odpornoscia na L.
maculans mozna potencjalnie wykorzystaé w selekcji materiatu hodowlanego. Szczegélnie
przydatne mogg okaza¢ si¢ markery BjHZ 1, BnHZ 2, oraz Ind10-12, ktorych wykorzystanie
umozliwito otrzymanie oczekiwanych produktow reakcji i identyfikacje genotypow odpornych.
Wiadomym jest, iz zastosowanie zweryfikowanych markerow powigzanych z pozadanymi
genami pomaga przyspieszy¢ 1 ulatwi¢ selekcje cennych genotypow bez czasochtonnych ocen




fenotypowych. W zwigzku z tym, znaczenie utylitarne badan wykonanych w ramach projektu
jest bardzo wysokie, gdyz wyselekcjonowane markery moga wspomoc procesy hodowli
rzepaku w Polsce.

Celem tematu 3 byta analiza ekspresji wybranych genow odpornosci na suchg zgnilizne
kapustnych (gen RIm3, RIm4 i RIm7) w genotypach o zréznicowanym stopniu odpornosci.

Ekspresj¢ trzech gendw odpornosci na suchg zgnilizng kapustnych tj. RIm7, RIm6 and RIm3
analizowano wsrod 25 genotypoéw Brassica (linii podwojonych haploidow (DH) otrzymanych
z HR Strzelce). Analizy prowadzone byly na materiale roslinnym w warunkach kontrolnych
oraz po inokulacji patogenem Leptosphaeria maculans z odpowiadajacymi genami awirulencji.
W tym celu zastosowano technike RT-qPCR [Pawtowicz 1 in. 2017].

Uzyskane wyniki wskazuja na zrdznicowany poziom ekspresji analizowanych genow
odpornosci na patogen Leptosphaeria maculans wsrod 25 badanych genotypow.

Po inokulacji L. maculans obserwowano zmiany w poziomie akumulacji badanych genow
odpornosci u  wickszosci analizowanych genotypow. W  wiekszosci przypadkow
zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu badanych genow. Jednakze réznice te w
przewaznie okazywaly si¢ niewielkie i nieistotne statystycznie.

W przypadku genu odpornosci na suchg zgnilizng kapustnych RIm3 krotno$¢ zmiany w
poziomie ekspresji genu okazala si¢ istotna statystycznie jedynie w przypadku dwoch
analizowanych linii DH. Dodatkowo, zaobserwowano matg ilo$¢ transkryptu, co moze
wskazywac na fakt, iz w badanych materiale omawiany gen jest nicobecny. Geny RIm4 oraz
RIm7 rowniez charakteryzowaty si¢ niewielkimi zmianami w poziomie ekspresji po inokulacji
Leptosphaeria maculans. Jedynie u czterech linii DH rzepaku zmiana w ekspresji genu RIm4
okazata si¢ istotna statystycznie. W przypadku genu RIm7 krotno$¢ zmiany w poziomie
ekspresji genu byla istotna statystycznie u 11 sposrdd 25 analizowanych linii DH rzepaku.
Zaobserwowano zroéznicowang regulacje ekspresji genu RIm7. Biorgc pod uwage powyzsze,
aby precyzyjnie wytlumaczy¢ zalezno$¢ miedzy porazeniem a poziomem ekspresji
analizowanych genoéw niezbg¢dne s dalsze badania z udzialem kompleksu Brassica napus-
Leptosphaeria maculans. Przeprowadzenie bardziej ztozonych analiz genomicznych,
pozwoliloby na zrozumienie w jaki sposdb zmieniaja si¢ drogi transportu btonowego roslin, a
takze mechanizmow 1 biatek biorgcych udziat w odpowiedzi odpornosciowej rosliny na
patogen.

Kolejnym tematem realizowanym w biezagcym roku w ramach zadania 27 byta identyfikacja
markerow sprzgzonych z genami odpornosci. W zwigzku z tym celem tematu badawczego 4
byta identyfikacja nowych markeréw SilicoDArT 1 SNP zwigzanych z odporno$cig roslin na
Leptosphaeria spp. Materiat roslinny stanowity 192 genotypy, tj. linie DH oraz genotypy
referencyjne pochodzace z Hodowli Roslin Strzelce, oddzial Borowo. Genotypowanie
wykonane zostalo z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na sekwencjonowaniu
nowej generacji. Za pomocg analizy GWAS zostalo wykonane mapowanie asocjacyjne dla
porazenia wybranych linii DH przez Leptosphaeria spp. Mapowanie to zostato wykonane na
podstawie wynikow uzyskanych z genotypowania oraz fenotypowania. Dane genotypowe
otrzymano z analizy DArTseq, natomiast dane fenotypowe stanowily wyniki dotyczace
odpornosci roslin na suchg zgnilizng¢ kapustnych (Temat badawczy 1). Na podstawie



wykonanej analizy GWAS do dalszych badan wybrane zostaty markery silicoDArT i SNP o
najwickszym poziomie istotnosci, czyli te, ktore byly najsilniej zasocjowane z odpornoscia.

W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano 1391 markery molekularne, w tym
odpowiednio 381 SNP i 1010 Silico DArT, ktore byly statystycznie istotnie zwigzane z
odporno$cig na suchg zgnilizne kapustnych (Leptosphaeria spp.). W celu zawezenia liczby
markerow do najbardziej istotnie zwigzanych z odpornoscig ros$lin na suchg zgnilizne
kapustnych sposrod wszystkich wybrano 15 (9 DArT i 6 SNP), ktore byly istotne na poziomie
0.001. Podjeto rowniez probe okreslenia potozenia wyselekcjonowanych markerow.

Tabela 2. Charakterystyka i potozenie markeréw istotnie zwigzanych z odpornosciag roslin
rzepaku na suchg zgnilizn¢ kapustnych

Marker Typ Polozenie na
markera chromosomie
4899 DAIT AQ7
5425 DAIT C03
5564 DAIT C02_random
5781 DAIT C02
6134 DAIT AQ7
6776 DAIT AQ7
7853 DAIT A06
7889 DAIT C06
9070 DAIT C06
10058 SNP AQ7
11667 SNP A08
11720 SNP C06
12134 SNP C06_random
12232 SNP C03
12456 SNP A08




