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Wazrastajace znaczenie rzepaku w gospodarce §wiatowej stawia przed hodowcami tego gatunku
coraz to nowe wyzwania. Dotycza one nie tylko ulepszania plonowania nowych odmian, ale
réwniez podniesienia ich cech odpornosciowych.

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

W ramach zadania 27 w roku 2022 zrealizowano 3 tematy badawcze. Celem tematu
pierwszego byto okreslenie odporno$ci na porazenie przez Leptosphaeria maculans (sucha
zgnilizna kapustnych), detekcja genow awirulencji wsérdod populacji L. maculans oraz
otrzymanie nasion mieszancowych niezbednych do wyprowadzenia linii podwojonych
haploidéw (DH) z wybranych form rzepaku o zr6znicowanej odpornosci.

Materiat roslinny stanowily najbardziej zaawansowane rody hodowlane (populacyjne oraz F1),
pochodzace z Hodowli Roslin Strzelce oraz Hodowli Roslin Smolice, a takze wybrane
potomstwa mieszancowe pochodzace z kolekcji Katedry i Hodowli Roslin UP w Poznaniu.

Testy odpornosciowe dla wybranych materiatow roslinnych, na porazenie przez L.maculans
zostaly przeprowadzone na polach doswiadczalnych RGD Dlon koto Rawicza oraz polach
doswiadczalnych nalezacych do HR Strzelce. Z ro$lin rzepaku z objawami suchej zgnilizny
kapustnych zostaty wyizolowane mikroorganizmy chorobotwodrcze. Przynalezno$¢ gatunkowa
grzybow rodzaju Leptosphaeria spp. zostata oznaczona na podstawie cech morfologicznych
kultur na pozywce mikrobiologicznej i1 przy zastosowaniu techniki LAMP (Jedryczka i in.
2013). Z materiatéw zebranych na polach w RGD w Dtoni zostaly wyprowadzone izolaty
jednozarodnikowe L.maculans. Ponadto mieszance i ich rodzice byly badane przy
zastosowaniu testu liscieniowego wedlug procedury opisanej przez Jedryczke (2006).



Na podstawie przeprowadzonych obserwacji najmniejszy stopien porazenia roslin w Dloni
stwierdzono u odmian Anderson i Andromeda. Wéréd form mieszancowych najmniejszy
odsetek roslin porazonych stwierdzono u mieszancéw oznaczonych nr 37.

Ocena porazenia grzybami z rodzaju Leptosphaeria wykonana w tym samym czasie w HR
Strzelce Oddziat Borowo wykazala, ze linie hodowlane poddane ocenie byty silnie
zroznicowane pod wzgledem porazenia, a roznica pomi¢dzy najmniej a najsilniej porazong
forma byta 5,7-krotna. Wérdd badanych 21 form hodowlanych pig¢ form cechowato si¢ znaczna
odpornoscia, trzy formy byly porazone w stopniu stabym, siedem form uleglto porazeniu w
stopniu posrednim sze$¢ w stopniu silnym. Wsrod roslin na poletku zréznicowanie stopnia
porazenia byto znaczne, co oznacza, iz mozna wybra¢ zdrowe lub stabo porazone pojedynki do
dalszych rozmnozen, jednak bez pewnosci, czy dana roslina byta porazona przez inokulum
wystepujace w naturze.

Na podstawie przeprowadzonej analizy z wykorzystaniem techniki LAMP stwierdzono, ze
grzyb L. maculans byt gatunkiem dominujgcym na lisciach potomstw mieszancowych w Dloni.

Celem drugiego tematu badawczego byta analiza ekspresji wybranych trzech genow
odpornosci na suchg zgnilizn¢ kapustnych w genotypach o zré6znicowanym stopniu odpornosci.

Ekspresje trzech genow odpornosci na suchg zgnilizne kapustnych tj. RIm7, RIm6 and RIm3
analizowano wérod 25 genotypow Brassica (genotypy rodzicielskie i mieszancowe otrzymane
z HR Smolice). Analizy prowadzone byly na materiale roslinnym w warunkach kontrolnych
oraz po inokulacji patogenem Leptosphaeria maculans z odpowiadajacymi genami awirulencji.
W tym celu zastosowano technik¢ RT-qPCR [Pawlowicz i in. 2017].

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

Po inokulacji Leptosphaeria maculans obserwowano zmiany w poziomie akumulacji badanych
genow odpornosci u wiekszosci analizowanych genotypow. W wigkszosci przypadkow
zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu badanych genow.

Na podstawie pozyskanych danych mozna wnioskowaé, ze ekspresja analizowanych genow
jest regulowana w obecnosci Leptosphaeria maculans, jednak jest ona zréznicowana i zalezna
od genotypu. Poziom ekspresji genow zwigzanych z reakcja odporno$ciowg czesto jest zalezny
od warunkow Srodowiskowych, a takze od genotypu badanej rosliny. Zmiany moga dotyczy¢
samych genéw odpornosci oraz gen6w bioracych udziat w regulacji hormonalnej 1 sygnalizacji.
Roéznice w akumulacji ilosci transkryptu poszczegdlnych genéw moga rowniez wynikaé z
funkcjonowania regulatorow transkrypcji specyficznych dla poszczegdlnych genotypow.
Ponadto, z danych literaturowych wynika, ze rowniez pochodzenie analizowanych genotypow
oraz gendw odpornosci i1 ich funkcja ma wptyw na ekspresje genow (Cao et al., 2007).

Cao, Y., Ding, X., Cai, M., Zhao, J., Lin, Y., Li, X., Xu, C., & Wang, S. (2007). The Expression
Pattern of a Rice Disease Resistance Gene Xa3/Xa26 Is Differentially Regulated by the Genetic
Backgrounds and Developmental Stages That Influence Its Function. Genetics, 177(1), 523—
533.

Temat badawczy nr 3 dotyczyt selekcji materiatu roslinnego przy uzyciu markeréw DNA typu
PCR wybranych na podstawie danych literaturowych oraz wykorzystania sekwencji genéw



ortologicznych jako markeréw do monitorowania potomstwa mieszancowego z podwyzszong
odpornos$cig na Leptosphaeria spp.

Materiatl badawczy stanowito 25 genotypow, w tym: 10 roslin powstatych ze skrzyzowania
wyselekcjonowanych odmian rzepaku (Brassica napus), jeden mieszaniec mi¢dzygatunkowy,
oraz 14 genotypoéw rodzicielskich.

Na podstawie danych literaturowych wybranych zostalo 10 markerow typu PCR, ktore zostaty
uzyte do selekcji analizowanego materiatu roslinnego (Tabela 1).

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

Marker Sekwencje starterow Zrédto
F: CACCAATCAACTGGAACTTGAA
B09g117290 R: GACGTTGACTGCGTACTCTTTG Hossain et al. 2020
8090111510 F: GTAATGATCCGGAGGTTGTTTC :
9 R: TGAGTTATTCGTCGGAGCTCTT
B02g131620 F: TAGCTGACAAGTCCCTCATTCA Ferdous et al. 2020

R: CATCACAAATACCTTGCGAGTC
F: TGCAGGCAATTATTTCAGTGG
10BM R: AGCTTATGTTAGGTGGAAG Zhang et al. 2021
A: GACAAACACAATGGACTCAA
80E24a B: GAGGTAGAGAAAGACGAAGA Long et al. 2011
R: AxTCGTTTAAGGAATGTGCCAA

F: AGTCCTTGA-GGCCTT AGAGAAGA

At1g80400 R: CGTTTGAGGACTGTGTTGTCC Leflon et al. 2007
ALgB050 F: GACGTTCCCGCTTTACTCC
R: CTCATAGGAAAATTCCTCATATTGGT
R: ACCTTAAATGTTAAGTAAGCTAAAC
Xbrms075 F: GTTTCACATATTTTCTCTGTTTATT Raman R. et al. 2012
BiHZ 1 R: CCAGAGACCCCAGTTAAGCA
— F: CCAACCCTTCGAGGTCAATA rashid et al. 2018
BNtz 2 R: TTAAAGTTTGTGAATTTCTTCCTT '

F: TCCATGATGTGATAACTATAGACG

Wykonane analizy molekularne pozwolily na identyfikacj¢ wszystkich dziesigciu regionow
zwigzanych z odpornoscig na suchg zgnilizng kapustnych. Przy czym jeden z gtownych genow
odpornosci na suchg zgnilizne kapustnych, LepR2’ zostal zidentyfikowany przez dwa markery
molekularne Bo9g117290 oraz Bo9g111510 u wszystkich analizowanych genotypow.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na uzyteczno$¢ badanych markerow, jednak
konieczne s3 dalsze badania w tym zakresie, a w szczegdlno$ci powigzanie analiz z faktyczna
ekspresja wybranych genow. Niestety, ze wzgledu na skomplikowang struktur¢ genomu
Brassica, opracowanie funkcjonalnych markeréw molekularnych nadal pozostaje wyzwaniem
dla naukowcéw (Mayerhofer i wsp., 2005). Duze podobienstwo sekwencji gendéw
homologicznych pomigedzy genomem A i C czgsto uniemozliwia ustalenie lokalizacji i
poprawng identyfikacje. Mimo trudnos$ci, wlasciwg drogg wydaje sie by¢ dalsze poszukiwanie
i walidowanie markeréw dla zréznicowanych gatunkéw z rodzaju Brassica, gdyz selekcja



wspomagana markerami jest szybkim i jednoznacznym sposobem na okres§lenie wystgpowania
genoéw odpornosci.

Ponadto, w oparciu o dostepne dane literaturowe, zdefiniowany zostal zestaw genow
ortologicznych, ktorych funkcja jest zwigzana z procesami odpornosci ro§lin na suchg zgnilizng
kapustnych.

W biezagcym roku wybrano 3 geny odpornosci tj. RIm3, RIm4 i RIm7 dla ktérych
zidentyfikowano 4 geny ortologiczne. Geny te stanowily punkt wyjscia do identyfikacji
odpowiadajagcym im genom homologicznym lub genom najbardziej do nich zblizonym pod
wzgledem podobienstwa sekwencji i/lub kompozycji 1 struktury domen biatkowych.

Tabela 2. Zidentyfikowane sekwencje ortologiczne dla wybranych genow odpornosci.

Gen (Pozycja na chromosomie) Ortolog(TAIR10)
AT1G69160
AT1G79090
RIm3, RIm4 & RIm7 (A07 w Bna)
AT3G59700
AT3G60600

Zastosowana metoda trawienia restrykcyjnego produktow PCR dla analizowanych ortologow
genow odpornosci RIm3, RIm4 oraz RIm7 umozliwila rozrdéznienie B. napus oraz jego
mieszancéw ze wszystkim badanymi B. rapa. Ma to bardzo praktyczne znaczenie podczas
prowadzenia programow krzyzowan w celu odrdznienia mieszancow od roslin, ktore
przypadkowo ulegly samozapyleniu.



