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Badania odpornosci mieszancow
miedzygatunkowych z plemienia Brassiceae
na porazenie powodowane przez patogeny
Leptosphaeria sp. 1 Alternaria sp.*

Resistance tests of interspecific hybrids of the tribe Brassiceae to infection caused
by the Leptosphaeria sp. and Alternaria sp.

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace odpornosci mieszancow migdzygatunkowych z
plemienia Brassiceae na porazenie powodowane przez patogeny Leptosphaeria sp. oraz Alternaria
sp. Przedstawiono problematyke dotyczaca wytwarzania mieszancéw migdzygatunkowych technika
in vitro. Otrzymano 159 zarodkow mieszancéw migdzygatunkowych, z ktéorych 52 genotypy
klonowano in vitro i in vivo dla otrzymania roslin w wigkszej wydajnosci. Poszukiwano genotypow z
plemienia Brassiceae odpornych na porazenie powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz Alternaria
sp. Przebadano 49 obiektow, z ktorych mala czgs¢ wykazywata podwyzszong odporno$é na oba
patogeny. Wykonano takze analizy DNA dziesigciu patogenow uzytych do inokulacji. Badano takze
odporno$¢ siewek (indeks porazenia dla 12 obiektdw) otrzymanych z mieszancéw miedzy-
gatunkowych oraz ro$lin kontrolnych i donorowych rzepaku, na porazenie powodowane przez
patogeny z rodzaju Leptosphaeria oraz Alternaria. U wybranych genotypow odnotowano niski indeks
porazenia (IP) i te formy przekazano do dalszej hodowli odpornosciowe;.

* Praca zostata wykonana w ramach programu PBwPR nr 49, Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (PBwPR nr 49,
MRiRW/2017)
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Stowa kluczowe: DNA patogenow, mieszance miedzygatunkowe Brassiceae, odporno$é na
Leptosphaeria sp. 1 Alternaria sp.

The paper presents the results of studies on resistance of interspecies hybrids from the Brassiceae
caused by Leptosphaeria sp. and Alternaria sp. pathogens. 159 intercross hybrid genomes were
obtained, of which 52 genotypes were cloned in vitro and in vivo. The genotypes were searched from
the Brassiceae less resistant to infestation by Leptosphaeria sp. and Alternaria sp. 49 oilseed rape
lines were tested, of which a small proportion showed increased resistance to both pathogens. DNA
analyses of ten pathogens used for inoculation were also performed. The resistance of seedlings
(infection index for the 12 objects) obtained from interspecific hybrids and also control and donor
plants of oilseed rape were tested for infection caused by pathogens of the genus Lepfosphaeria and
Alternaria. Selected genotypes with low infection indices were transferred to resistance breeding.

Key words: DNA of pathogen, interspecific cross Brassiceae, resistance to Leptosphaeria sp. and
Alternaria sp.

WSTEP

Badania nad odporno$cig na stresy biotyczne roslin z plemienia Brassiceae, takze u
innych gatunkow roslin rolniczych oraz powstatych z krzyzowan migdzygatunkowych in
vitro zmierzaja w kierunku otrzymywania ro$lin zroznicowanych genetycznie pod
wzgledem tolerancji lub odpornosci na najgrozniejsze patogeny (Boba i in., 2011;
Starzycka, Starzycki, 2008, 2011; Starzycka i in., 2009; Kauzik i in., 2009; Starzycki i
in., 2007; Kaminski i in., 2016).

Obecnie niewiele doniesien dotyczy markeréw molekularnych skojarzonych z
odpornoscia na porazenie powodowane przez Alternaria brassicicola 1 Alternaria
brassicae. Wsrod niektorych kapustowatych mozna spotkaé gatunki tolerancyjne i
czgsciowo odporne na czern krzyzowych (Nowicki i in., 2012). Spos$réd gatunkow
uprawnych najwyzszy poziom odpornosci na Alternaria sp. odnotowano u gorczycy
etiopskiej (Brassica carinata), gorczycy biatej (Sinapis alba) oraz Inianki (Camelina
sativa). Wedhlug niektorych badaczy odpornos$¢ na Alternaria sp. moze by¢ kontrolowana
przez jeden lub kilka genow jadrowych w potaczeniu z innymi genami modyfikatorami
(Nowicki i in., 2012). Posrednio odporno$¢ kojarzona jest takze z wyzszym poziomem
zwigzkow polifenolowych, grubsza warstwa epikutikularna, a takze wigksza warstwe
woskow bezposrednio na blaszce lisciowe;.

Na $wiecie wigkszo$¢ opracowan zwigzanych z odpornoscig roslin rzepaku, a takze
innych gatunkéw pokrewnych, dotyczy badan markeréw molekularnych na porazenie
powodowane przez chorobotwoércze dla roslin grzyby rodzaju Leptosphaeria, a takze
badafh molekularnych tych patogenow (Rouxel i in., 2011; Sprague i in., 2006; Van de
Wouw 1 in., 2014; Plissonneau 1 in., 2016; Balesdent i in., 2005; Delourme, i in., 2006;
Fudal i in., 2007).

Celem pracy bylo wykazanie podwyzszonej odporno$ci na patogeny z rodzaju
Alternaria oraz Leptosphaeria u nowych rodéw rzepaku otrzymanych z komponentow
rodzicielskich z plemienia Brassicae.
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MATERIAL I METODY

Otrzymywanie mieszancéw miedzygatunkowych in vitro

W badaniach nad mieszancami mi¢dzygatunkowymi in vitro wykorzystano nastgpu-
jace gatunki podstawowe, kapusty: brukselke Brassica oleracea var. gemmifera 2n = 18
(CC), pastewng B. oleracea var. acephala 2n = 18 (CC), jarmuz B. oleracea var.
acephala subvar. Lacinista 2n = 18 (CC). Aby otrzymac rzepak Brassica napus (AACC)
z cytoplazmg kapusty, do krzyzowan wypierajacych zostal uzyty B. napus oraz
otrzymane w ubieglych latach wybrane odporne mieszance mig¢dzygatunkowe z
cytoplazma B. oleracea (podstawowym celem piramidyzacja odporno$ci). Po osiggnigciu
przez ro$liny fazy kwitnienia krzyzowano je jednokierunkowo tak, aby otrzymane
potomstwo posiadato cytoplazme genotypow wczesniej selekcjonowanych pod wzgledem
odpornosci na porazenie przez patogeny z rodzaju Alternaria i Leptosphaeria. Uzyskane
embriony stadiow: globularnych lub sercowatych zostaly nalozone na pozywki agarowe
B5 z fitohormonami (cytokinina BAP 1mg/l) i (auksyna 0,01 mg/l IAA). Zarodki te
nastgpnie przeniesiono do warunkow fitotronowych o 12. godzinnym fotoperiodzie i
termoperiodzie 15°C — dzien oraz 10°C — noc. Po okresie 4—6 tygodni uzyskane ro§liny
pokolenia F; mieszancow mi¢dzygatunkowych klonowano in vitro i w warunkach in vivo
na hydroponikach. Najlepiej rozwini¢te skierowano do dalszych badan.

Poszukiwanie genotypow 2z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie

powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.

Do badan odpornosci wykorzystano takze wczesniej otrzymane mieszance z cyto-
plazma rzepaku w typie B. napus. Na podstawie badan rezystencji indywidualnie
ocenianych pod wzgledem choréb (powodowanych przez Leptosphaeria sp. oraz
Alternaria sp.) form donorowych z plemienia Brassicae, zostaly wykonane prace
w warunkach polowych w doswiadczeniach wstgpnych. Kazdy obiekt oceniany byt
indeksem porazenia (IP) na podstawie obserwacji 40 roslin na 1 powtdrzenie (najczgsciej
4 powtorzenia, 120 roslin). Przyjeto trojstopniowa skale oceny odpornosci (0 — brak
porazenia, | — $rednie, 2 — silne porazenie).

Obserwacje odpornosci poszczegdlnych rodow wykonano wielokrotnie (cztery razy)
w ciaggu sezonu wegetacyjnego ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia choroéb od wiosny
do fazy zbioru. Przed zbiorem wykonano bonitacje.

Ogdlny wskaznik bonitacji np.: stopnia porazenia wyliczano ze wzoru:

Z”'Vxloo

P=YN

p — Indeks porazenia [%]

n — liczba ro$lin w poszczegolnych stopniach porazenia (lub analizowanych prob)
v — stopien porazenia (skala: od ,,0” odporne, ,,1” $rednio odporny, ,,2”” brak
odpornosci)

V — najwyzszy stopien porazenia

N — catkowita liczba badanych obiektow.
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Powyzsze badania wystegpowania patogendw byly prowadzone w warunkach
polowych w miejscowos$ciach: Matyszyn, Borowo (HR Strzelce) i Bagkéw (HR Smolice
Sp. z o0.0. Grupa IHAR). Na wybranych obiektach wykonano analizy przy uzyciu
chromatografu gazowego (GC) dla wyeliminowania genotypow o zwigkszonym udziale
zwigzkow antyzywieniowych.

Badania odpornos$ci siewek otrzymanych z mieszancéw miedzygatunkowych

iroslin kontrolnych oraz donorowych rzepaku, wybranych genotypow

na porazenie powodowane przez patogeny z rodzajow Leptosphaeria oraz

Alternaria.

Poza badaniami polowymi, dojrzatych roslin nad odpornosciag mieszancow miedzy-
gatunkowych analizowano je takze w stadium liscieni. Dla stwierdzenia odpornosci
wybranych genotypéw w stadium siewki otrzymanych roslin mieszancowych na
porazenie powodowane przez patogeny z rodzajow Leptosphaeria i Alternaria stosowano
uproszczony test Williamsa.

Do inokulacji stosowano mieszaning patotypow Leptosphaeria sp. i Alternaria sp.,
ktorych czystos¢ gatunkowa potwierdzono przy wykorzystaniu sekwencjonowania DNA
ITS 1 (zapis: Finch TV, NCBI/BLAST, GenBank) (Starzycki i in., 2016). Badania te
pozwalaja na wybdr odporniejszych genotypoéw, ktore przekazywane sa do dalszych
badan i hodowli. Ponadto rosliny mieszancow miedzygatunkowych w stadium po
kwitnieniu inokulowano metoda kaleczenia todyg. Na wysokosci 10 cm nad ziemia
uszkadzano todyge ostrym nozem kaleczac ja do gltebokosci 1 mm i réwnoczesnie inoku-
lowano skaleczone miejsce okreslong koncentracja zarodnikéw konidialnych
Leptosphaeria sp. (107 zarodnikow/ml). Wystgpienie porazenia lub jego brak oceniano
po 2-3 tygodniach.

WYNIKI

Otrzymywanie mieszancéw miedzygatunkowych in vitro
Wyniki dotyczgce otrzymywania mieszancoOw mig¢dzygatunkowych zostaly przedsta-
wione w tabeli 1.

Tabela 1
Liczba otrzymanych zarodkéw roslin mieszancowych oraz ilosci rozklonowanych roslin w 2016 r.
Number of received plants of hybrid embryos and the number of cloned plants in 2016

Liczba
Liczba Symbol . rozklonowanych
wykonanych krzyzo- Liczba ro$lin w kulturach
. , Genotyp mateczny . Genotyp ojcowski preparatow .
krzyzowan . wania . R hydroponicznych
(pochodzenie) (pochodzenie) zarodkow
Number of .. Symbol of _ Number of cloned
. . Maternal genotype (origin) |. . Paternal genotype (origin) | Number of .
interspecific interspecific plants in
embroys .
crosses crosses hydroponic
culture
1 2 3 4 5 6
(B.o.x brukselka) x B. cret. x B.n. restorer PN1162/2015
2 x : 0 0
B.n 1. (izol.)4
TOS 2 x B.n. restorer
2 Brukselka x B. napus x PN1162/2015 0 0
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c. d. Tabela 1
1 2 4 5 6
1 [(B.o. past X B. taurica) B.n. restorer PN1162/2015 0 0
x35TP] x B.n (izol.)3
. TOS 12 x B.n. restorer
1 (B. n. CMS x Pach-choi) x PN1162/2015 5 7
5 (k.biata x brukselka) x B. cret % MEN2 0 0
Bn2
2 [B.n. rest. x (B.cretica X B.n.)] B.napus restorer 37 0
(Kapusta biata x brukselka) x
2 (B. cretica X B.n) MENI 0 0
1 (B. 0. jar X B. campestris) B.n. restorer PN1162/20135 (izol. 4 10 10
2 (B. n. CMS x Pach-choi) x B.n. restorc}r PN1162/2015 4 9
(izol. )4
1 [(B.o. past X B. taurica) xTP] B.n. restorer PN1162/2015 0 0
x 34TP (izol.)5
(B. n. CMS x B.juncea) * B.n B.n. restorer PN1162/2015
1 - 14 5
rest (izol.)3
2 (B. 0. jar X B. campestris) MEN3 0 0
. . B.n. restorer PN1162/2015
2 (B. 0. jar X B. campestris) (izol.)2 0 0
(k. biata x brukselka) x B. cret. B.n. restorer PN1162/2015
2 - 0 0
xB.n 1. (izol.)5
1 [(B.o. past X B. taurica) xTP] B.n. restorer PN1162/2015 0
x 34TP (izol.)1
. TOS 5 x B.n. restorer
1 (B.o. pastewna x B. taurica) PN1162/2015 0 0
2 [B.n. rest. x (B.cretica x B.n.)] B.n. resmr?irzgfl)l 162/2015 20 8
1 (B. n. CMS x B juncea) x B.n TOS 11 x B.n. restorer 19 0
rest PN1162/2015
2 B. taurica % B. napus (cyt. MENI1 0 0
pastewnej)
. TOS 7 x B.n. restorer
1 B. taurica x B. napus PN1162/2015 1 0
. . B.n. restorer PN1162/2015
2 (B. 0. jar x B. campestris) (izol )4 26 10
B. oleracea (jarmuz) IHAR-
2 o rezti’C:tZa(I;NBlnl ? x(B. PIB x B. campestris Y.S. 1 0 0
o (kolekcja IHAR)
B. taurica % B. napus (cyt. B.n. restorer PN1162/2015
3 . - 0 0
pastewnej) (izol)1
(B. n. CMS % B juncea) x B.n B.n. restorer PN1162/2015
2 . 22 0
rest (izol.)2
[(B.o. past X B. taurica) xTP]
1  34TP MENI1 0 0
B.o. jar. x B. taurica) * B.o.
1 (111b SE) MEN2 1 3
B.o. jar. x B. taurica) * B.o.
1 (111b SL) MEN3 0 0
2 (B.o. pastewna x B. taurica) MEN3 0 0
2 Jarmuz X B. taurica (16) MEN2 0 0
2 Brukselka x B. napus MENI1 0 0
1 B.o. Putawska x B. taurica F, B.n. restorer PN1162/2015 0 0
(72/08) (izol.)2
> 50 159 52
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Podano liczbe wypreparowanych zarodkow oraz liczbg rozklonowanych roslin
w kulturach hydroponicznych. W obrebie powyzszych form wykonano 11 udanych
przekrzyzowania (lacznie 50), zktoérych wypreparowano 159 zywych zarodkow.
Najlepiej rozwinigte 52 genotypy rozklonowano w warunkach in vitro 1 in vivo
w kulturach hydroponicznych oraz w glebie.

Poszukiwanie genotypow z plemienia Brassiceae odpornych na porazenie

powodowane przez Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.

Na podstawie otrzymanych wynikéw oceniono najodporniejsze genotypy otrzymane
z mieszancéw miedzygatunkowych oraz rzepaku.

Tabela 2
Wyniki odpornos$ci mieszancéw miedzygatunkowych oraz rzepaku wyrazone indeksami porazenia (IP)
przez Leptosphaeria sp. (w nawiasach podano pochodzenie genotypéw, Malyszyn 2016 — warunki
polowe)
Results of resistance of interspecies hybrids and oilseed rape expressed by the index of infection (IP) by
Leptosphaeria sp. (in parentheses the origin of genotype is given, Malyszyn 2016 — field conditions)

L.p. Symbole genotypéw IP (sr. z 4 powt.)
No Symbol of genotypes [P (Mean of 4
) repetitions)

1 0 Monolit (B. napus) 0,053

2 413/08 10 Tau x B.n./10 (18A/15), (B. oleracea x B. napus) 0,044

3 405/08 53 Bru x B.n./1 (12A/15), (B. oleracea * B. napus) 0,041

4 413/08 10 Tau x B.n. (2A/15), 0,041

5 Insp./Men7 (B. napus x B. napus) 0,041

6 Insp./Men3 (B. napus x B. napus) 0,038

7 Insp./Men4 (B. napus * B. napus) 0,038

8 Men (B. napus) 0,038

9 Insp./Men5 (B. napus % B. napus) 0,033
10 Digger/06 p.(Choryn x Bn)xCalif (20A/15), (B. oleracea % B. napus) 0,031

11 12. Insp./MenS5 (B. napus *x B. napus) 0,031

12 Insp./Menb6 (B. napus % B. napus) 0,028

13 Insp./Men5 (B. napus * B. napus) 0,028
14 Insp./Menl (B. napus % B. napus) 0,028

15 645TP/06 p.(Br. x Bn)x Lisek (16A/15), (B. oleracea x B. napus) 0,025
16 301 x 303 TP/06 p. Chorynska(8A/15), (B. oleracea x B. napus) 0,025

17 297/06 p.(Jar x B.n.) x Californium (6A/15), (B. oleracea x B. napus) 0,025

18 420/08 38B.t. x B.n. (304 TP)/6 (4A/15) (B. oleracea x B. napus) 0,025
19 18. Insp., (B. napus) 0,022
20 301 x 303 TP/06 p. (Chorynska x B.n.) x (Californium x B.n.) (14A/15), (B. oleracea x B. napus) 0,022
21 413/08 10 Tau x B.n./10 (18A/15), (B. oleracea * B. napus) 0,019
22 420/08 38B.t. x B.n./3 (10A/15), (B. oleracea x B. napus) 0,013

W badaniach prowadzonych w 4 powtorzeniach, najnizsze indeksy porazenia (IP) odzwierciedlajace odpornos¢ roslin
zostaly wyr6znione ttusta czcionka. Przeprowadzono 3 obserwacje zdrowotnosci. W pierwszym terminie po kwitnieniu i w
dwoch kolejnych prowadzonych w odstgpach tygodniowych nie obserwowano porazefi. Symptomy choroby
zidentyfikowano dopiero przed zbiorem. Analiza wariancji nie wykazata roznic istotnych statystycznie co byto
spowodowane bardzo niskimi indeksami porazenia (IP) wahajacymi si¢ w przedziale pomigdzy 1,31 5,3.

For investigation run in 4 replications the lowest values of infection indices (IP) reflecting plant resistance were
distinguished using the bold font. Observations of the state of plants health were done 3 times. No infestation was observed
in the first term just after flowering and next two ones following the first one in one-week intervals. The symptoms of
disease were identified just before the harvest. Variation analysis was unable to demonstrate statistically significant
differences what was caused by very low values of infection indices (IP) varying between 1.3 and 5.3 percent.
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Tabela 3
Wyniki odpornosci mieszancéw miedzygatunkowych wyrazone indeksami porazenia przez Alternaria
sp. (pochodzenie genotypéw podano w tab. 2, Malyszyn 2016 — warunki polowe)
Results of resistance testing of interspecies hybrids expressed by the index of infection (IP) by
Alternaria sp. (in parentheses, the origin of the genotype is given, Malyszyn 2016 — field conditions)

L.p. Symbole genotypéw IP $r. Grupy jednorodne
No. Symbol of genotypes Mean IP Homogeneous gr.
1 Insp./Menl 0,1100 A
2 0 Monolit 0,1040 AB
3 Insp./Men2 0,09700 ABC
4 Insp./Men3 0,08800 ABCD
5 Insp./Men4 0,08500 ABCD
6 18. Insp. 0,08200 ABCD
7 12. Insp./Men5 0,07800  ABCD
8 413/08 10 Tau x B.n. (2A/15) 0,07500 ABCD
9 Mean 295 x 645TP/06 p.(Br. x Bn)x Lisek (16A/15) 0,07500  ABCD
10 8. Insp./Men4 0,07200 ABCD
11 16. Insp./Men5 0,06900 ABCD
12 Man 0,06900  ABCD
13 301 x Digger/06 p.(Choryn x Bn)xCalif (20A/15) 0,06300 ABCD
14 405/08 53 Bru x B.n./1 (12A/15) 0,06300 ABCD
15 420/08 38B.t. x B.n./3 (10A/15) 0,06300 ABCD
16 5 Mean 301 x 303 TP/06 p. (Chorynska x B.n.) x (Californium x B.n.) (14A/15) 0,05000 BCD
17 301 x 303 TP/00 p. Chorynska(8A/15) 0,05000 BCD
18 14. Insp./Men6 0,04700 CD
19 10. Insp. Insp./Men7 0,04700 CD
20 420/08 38B.t. x B.n. (304 TP)/6 (4A/15) 0,04700 CD
21 413/08 10 Tau x B.n./10 (18A/15) 0,04400 CD
22 297/06 p.(Jar x B.n.) x Californium (6A/15) 0,03500 D
Tabela analizy wariancji
Analysis of variance table
zrodlo zmiennosei | stopnie swobody | suma kwadratow | $rednie kwadraty warto$¢ F prawdoFodoblen-
Skurce of variation | degrees of freedom| sum of squares mean squares F value psvgl?le
Powtérzenie 3 0,036 0,012 13,0663 0,0000%*
Repetition
Obickty 21 0,035 0,002 17709 0.0425*
Object
Blad 63 0,059 0,001
Error

Najnizsze indeksy porazenia odzwierciedlajace odpornosé roslin mieszancow migdzygatunkowych wyrdzniono thusta
czcionka. Wyniki istotne statystycznie (NIR): przy o= 0,05 i 0,0425*uzyskano z zastosowaniem Testu Duncana, Matyszyn
2016

The lowest values of infection indices reflecting resistance of interspecies hybrids were distinguished with bold font.
Statistically significant results (LSD) at a = 0,05 and 0.0425* were recognized using Duncan Test, Matyszyn 2016
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Tabela 4

Wyniki odpornosci wybranych genotypéw rzepaku ozimego (49 obiektow) wyrazone indeksami
porazenia przez Leptosphaeria sp. (Réznice istotne statystycznie dla interakcji lokalizacja x obiekty, po
analizie wariancji i zastosowaniu testu Duncana). Wyniki przedstawiono dla miejscowos$ci: Malyszyn,
Borowo, Bakéw, 2016. Test Duncana, NIR a 0,05 = 0,0182*
Results of resistance test of selected genotypes of winter oilseed rape (49 objects) expressed by the index
of infection (IP) by Leptosphaeria sp. (Statistically significant differences for interaction of location and
objects, after analysis of variance and Duncan's test). The results were presented for places: Malyszyn,
Borowo, Bakéw, 2016. Duncan's test, LSD a 0.05 = 0.0182

Objickt IP $ér. | Gr. zgodnosci Objickt IP $ér. | Gr. zgodnosci Objickt IP $r. | Gr. zgodnosci
Object Mean |Homogeneous Object Mean |Homogeneous Object Mean [Homogeneous
1P Gr. 1P gr. 1P gr.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
BRH 603/13  0,4130 A MA 340 0,2380 IKLMN BKH 3/15 0,1880 MNOPQR
BRH 1219/14 0,3760 AB BRH 1938/13 0,2380 IJKLMN MA 338 0,1880 MNOPQR
MA 347 0,3630 ABC BKH_3/15 0,2380 IJKLMN BRH 1049/14 0,1880 MNOPQR
MA 338 0,3630 ABC BRH 1774/13 10,2380 IJKLMN BRH 1938/13 0,1880 MNOPQR
BRH 1725/13 0,3510 BCD BKH_2/15 0,2380 IJKLMN  BKH 6/15 0,1880 MNOPQR
MA 349 0,3500 BCDE BRH 1780/13 10,2380 IJKLMN  BRH 921/13 0,1880 MNOPQR
BRH 991/14  0,3390 BCDEF BKH 7/15 0,2380 IKLMN BKH 1/15 0,1880 MNOPQR
BKH 2/15 0,3380 BCDEF ARSENAL 0,2380 IJKLMN BRH 193813 0,1880 MNOPQR
BKH 4/15 0,3260 BCDEFG ARSENAL 0,2260 JKLMNO BRH 195/13 0,1880 MNOPQR
MA 348 0,3130 CDEFGH BRH 1872/13 0,2260 JKLMNO BKH 4/15 0,1760  NOPQR
BRH 1728/13 10,3130 CDEFGH BRH 1772/13 0,2260 JKLMNO BRH 1054/14 0,1760 NOPQR
BRH 1774/13 0,3130 CDEFGH BRH 1935/13 02250 JKLMNO BRH 1773/13 0,1760 NOPQR
BKH 5/15 0,3130 CDEFGH BRH 991/14 0,2140 KLMNOP BKH 7/15 0,1760  NOPQR
MA 344 0,3010 DEFGHI BKH_3/15 0,2140 KLMNOP BRH 1725/13 0,1760  NOPQR
BRH 1324/14 10,3010 DEFGHI ARSENAL 0,2140 KLMNOP BRH 603/13 0,1760  NOPQR
BRH 1152/13 10,3010 DEFGHI = BRH 216/13 0,2140 KLMNOP BRH 1049/14 0,1760 NOPQR
MA 343 0,2890 EFGHIJ BRH 216/13  0,2130 KLMNOP MA 349 0,1760  NOPQR
BRH 1042/13 0,2890 EFGHIJ BRH 1049/14 0,2130 KLMNOP BRH 1728/13 0,1760 NOPQR
MA 342 0,2880 FGHIJ BRH 1054/14 0,2130 KLMNOP ES VALEGRO 0,1760 NOPQR
BRH _1872/13 0,2760 GHIIK MA 338 0,2130 KLMNOP BRH 1773/13 0,1750 NOPQR
BRH_1240/13 0,2760 GHIIK BRH 1324/14 0,2130 KLMNOP BRH 1219/14 0,1750 NOPQR
BKH 1/15 0,2760  GHIJK MA 337 0,2130 KLMNOP BKH 6/15 0,1640 OPQR
BRH 195/13  0,2750 GHIK BRH 603/13  0,2130 KLMNOP BRH 1365/13  0,1630 OPQR
BRH _1879/13 0,2750 GHIIK MA 342 0,2130 KLMNOP MA 347 0,1630 OPQR
BRH 1154/14 0,2640 GHIJKL BRH _1054/14 0,2130 KLMNOP BRH 1879/13  0,1630 OPQR
BRH 1728/13 0,2640 GHIJKL BRH 1780/13 0,2010 LMNOPQ MA 337 0,1630 OPQR
BRH 1042/13 0,2630 GHIJKL MA 346 0,2010 LMNOPQ BRH 1774/13  0,1630 OPQR
MONOLIT 0,2630 GHIJKL MA 348 0,2010 LMNOPQ BRH 1240/13 0,1630 OPQR
MA 339 0,2630  GHIJKL MA 336 0,2010 LMNOPQ BRH 1042/13  0,1630 OPQR
BRH 1772/13 0,2630 GHIJKL BKH_4/15 0,2010 LMNOPQ MA 345 0,1630 OPQR
BKH 1/15 0,2510 HIKLM  BRH 1872/13 0,2010 LMNOPQ BRH 1152/13 0,1630 OPQR
ES VALEGRO 0,2510 HIJKLM  BRH 1251/13 0,2010 LMNOPQ BKH 5/15 0,1630 OPQR
MA 348 0,2510 HIKLM  BRH 991/14 0,2010 LMNOPQ Mean 36 0,1630 OPQR
MA 341 0,2510 HIKLM  MA 347 0,2010 LMNOPQ MA 346 0,1510 PQR
MONOLIT 0,2510 HIKLM  BRH 921/13 0,2010 LMNOPQ BRH 1935/13 0,1510 PQR
BRH _1154/14 10,2510 HIJKLM  BRH 1324/14 0,2010 LMNOPQ BRH 1152/13 0,1510 PQR
MA 339 0,2500 HIKLM  MA 344 0,2010 LMNOPQ BRH 1251/13 0,1510 PQR
BRH 1773/13 0,2500 HIKLM  MONOLIT 0,2010 LMNOPQ BRH 195/13 0,1510 PQR
MA 336 0,2390 IJKLMN  MA 339 0,2000 LMNOPQ MA 340 0,1510 PQR
BRH 1251/13 10,2390 IJKLMN  BRH 1879/13 0,2000 LMNOPQ BRH 1772/13 0,1510 PQR
MA 340 0,2390 DKLMN  MA 346 0,2000 LMNOPQ MA 343 0,1500 PQR
BKH 6/15 0,2390 IJKLMN  MA 349 0,2000  LMNOPQ BKH 7/15 0,1500 PQR
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c.d. Tabela 4
1 [ 2 ] 3 | 4 [ 5 ] 6 | 7 [ 8 ] 9
BRH_1219/14 02390 UKLMN BKH 2/15 0,890 MNOPQR BRH_1154/14 0,1390 QR
BRH 2016/13 02380 IJKLMN BKH 5/15 0,1890 MNOPQR BRH 1935/13  0,1390 QR
MA 341 02380 DKLMN MA 344 0,1890 MNOPQR MA 337 0,1380 QR
MA 345 02380 DKLMN MA 336 0,1890 MNOPQR BRH_1780/313 0,1260 R
ES VALEGRO 0,2380 IJKLMN BRH 1365/13 0,1890 MNOPQR MA 341 0,1260 R
BRH 1365/13 02380 IJKLMN BRH 1725/13 0,1880 MNOPQR MA 342 0,1260 R
MA 345 0,2380 DKLMN BRH 921/13 0,1880 MNOPQR BRH 1240/13 0,1250 R

Tabela 5

Wyniki odpornosci wybranych genotypéw rzepaku ozimego (49 obiektow) wyrazone indeksami
porazenia przez Alternaria sp. Roznice istotne statystycznie dla obiektow lacznie z 3 miejscowosci:
Borowa, Malyszyna i Bakowa (2016). Test Duncana NIR ¢ 0.05 = 4.149405E-02
Results of resistance of selected genotypes of winter oilseed rape (49 objects) expressed by the index of
infection (IP) for Alternaria sp. Statistically significant differences for objects including 3 places:
Borowo, Malyszyn and Bakow (2016). Duncan's test, LSD 4 0.05 = 4.149405E-02

Obiekt IP sr. Gr. zgodnosci Obiekt IP ér. Gr. zgodnosci

Object Mean IP Homogeneous gr. Object Mean IP Homogeneous gr.
BKH 2/15 0,1710 A MA 346 0,1340 ABCDEFG
BRH 216/13 0,1710 A BRH 1872/13 0,1320 ABCDEFG
BKH 4/15 0,1640 AB BRH 1240/13 0,1290 ABCDEFG
MA 338 0,1610 ABC BRH _1154/14 0,1280 ABCDEFG
BKH 5/15 0,1590 ABCD MA 345 0,1270 ABCDEFG
BRH 1725/13 0,1580 ABCDE BRH 1728/13 0,1270 ABCDEFG
MA 349 0,1570 ABCDE BRH 1219/14 0,1250 ABCDEFG
BKH 6/15 0,1570 ABCDE MA 348 0,1220 ABCDEFG
BRH 195/13 0,1540 ABCDE MA 341 0,1210 ABCDEFG
BRH 1935/13 0,1490 ABCDEF BKH 3/15 0,1200 ABCDEFG
BRH 1152/13 0,1480 ABCDEFG BRH 921/13 0,1200 ABCDEFG
BRH 1879/13 0,1480 ABCDEFG BRH 1049/14 0,1180 ABCDEFG
MA 339 0,1460 ABCDEFG MA 342 0,1180 ABCDEFG
BRH 1042/13 0,1460 ABCDEFG BRH 1324/14 0,1170 BCDEFG
MA 337 0,1450 ABCDEFG BRH 1365/13 0,1160 BCDEFG
MA 344 0,1420 ABCDEFG MA 340 0,1150 BCDEFG
BKH 7/15 0,1410 ABCDEFG BRH 1780/13 0,1130 BCDEFG
MA 336 0,1390 ABCDEFG BRH_1251/13 0,1090 CDEFG
BRH 991/14 0,1390 ABCDEFG BRH_1938/13 0,1090 CDEFG
ES VALEGRO 0,1380 ABCDEFG BRH_1054/14 0,1090 CDEFG
MA 347 0,1350 ABCDEFG BRH_1774/13 0,1070 DEFG
MONOLIT 0,1350 ABCDEFG BRH_1772/13 0,1050 EFG
BKH 1/15 0,1350 ABCDEFG MA_343 0,1000 FG
BRH 603/13 0,1350 ABCDEFG BRH_1773/13 0,09500 G
ARSENAL 0,1340 ABCDEFG NIR 40,05 = 4,149405E-02

Najnizsze indeksy porazenia odzwierciedlajace odpornosé roslin rzepaku wyrdzniono ttusta czcionka
The lowest values of infection indices reflecting resistance of winter oilseed rape plants were distinguished with bold font

Do przeprowadzenia testow odpornosciowych wykorzystano czyste kultury
patogenow okreslone na podstawie analiz DNA ITS 1.

W celu poréwnania wybranych sekwencji nukleotydow z ,,NCBI BLAST GenBank”
poszczegolnych patogendow stosowanych do inokulacji wykorzystano:
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— Katalog M. Starzycki; izolaty 38,39,40,41,42 — Leptosphaeria maculans NCBI
BLAST — identyfikacja, GenBank: JX499035.1; 99%; (Naumann i in., 2013).
Catalog of M. Starzycki; izolates 38,39,40,41,42 — Leptosphaeria maculans NCBI
BLAST — identification, GenBank: JX499035.1; 99%; (Naumann i in., 2013),

— Katalog M. Starzycki: izolaty 16,17,18,19,20 — Leptosphaeria biglobosa NCBI
BLAST — identyfikacja, GenBank: KT389541.1; 94%; (Cai i in. 2014, Chen i in.
2015) Catalog of M. Starzycki; izolates 16,17,18,19,20 — Leptosphaeria biglobosa

— NCBI BLAST — identyfication, GenBank: KT389541.1; 94%;(Cai i in. 2014, Chen i
in. 2015),

— Katalog M. Starzycki: izolaty 51,52,53,54,56 — Alternaria sp. NCBI BLAST —
identyfikacja, GenBank: KP099717.1; 100%; (Wei i in., 2015) Catalog of M.
Starzycki; izolates 51,52,53,54,56 - Alternaria sp. NCBI BLAST — identyfication,
GenBank: KP099717.1; 100%; (Wei i in., 2015).

Ponizej zestawiono wyniki dotyczace badan odpornosci siewek otrzymanych

z mieszancoOw mi¢dzygatunkowych oraz roslin kontrolnych i donorowych rzepaku,

wybranych genotypéw na porazeniec powodowane przez patogeny z rodzajow

Leptosphaeria oraz Alternaria Do tego celu uzyto testy odpornosciowe in vitro. Ponadto

przedstawiono badania odpornosci roslin mieszancowych w stadium po kwitnieniu in

vivo, kontrolnych-donorowych w celu wyselekcjonowania formy wykazujacej
maksymalng odporno$¢ na wybrane patotypy patogenicznych grzybow.

Tabela 6
Indeksy porazenia siewek mieszancéw i odmian rzepaku na porazenie powodowane przez
Leptosphaeria sp. i Alternaria sp. in vitro (test Wiliamsa 2016)
Indices of infection of hybrid seedlings and oilseed rape varieties caused by Leptosphaeria sp. and
Alternaria sp. in in vitro conditions (Wiliams test 2016)

II;I(I)) 82}:1(2 IP Leptosphaeria sp. IP Alternaria sp.
1 301 x Digger/06 p.(Choryn x Bn)xCalif (20A/15)/16 0,63 0,23
2 295 x 645TP/06 p.(Br. x Bn)x Lisek (16A/15)/16 0,43 0,17
3 405/08 53 Bru x B.n./1 (12A/15)/16 0,5 0,23
4 301 x 303 TP/06 p. Chorynska(8A/15)/16 0,33 0,13
5 297/06 p.(Jar x B.n.) x Californium (6A/15)/16 0,17 0,33
6 420/08 38B.t. x B.n. (304 TP)/6 (4A/15)/16 0,36 0,3
7 420/08 38B.t. x B.n./3 (10A/15)/16 0,43 0,36
8 413/08 10 Tau x B.n./10 (18A/15)16 0,17 0,3
9  Mendel/16 0,3 0,27
10 Visby/16 0,4 0,46
11 ES Vallegro/16 0,4 0,36
12 Oriolus/16 0,27 0,17

Najnizsze indeksy porazenia (IP) zwiazane z odpornoscia roslin mieszancéw miedzygatunkowych wyrézniono ttusta
czcionka
The lowest values of infection indices reflecting resistance of interspecific hybrids were distinguished with bold font

Przeprowadzono takze badania odporno$ci ro$lin donorowych mieszancow

migdzygatunkowych (F;) 1 gatunkow podstawowych w warunkach in vivo. Badano formy
wykazujagce maksymalng odporno$¢ (wczesniej sprawdzong) na wybrane patotypy
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patogenicznych grzybow z rodzaju Leptosphaeria. Uzyto metody zakazania lodyg
(tab. 7).

Rys. 1. Porazona roslina mieszanca miedzygatunkowego po inokulacji lodyg zarodnikami konidialnymi
Leptosphaeria sp.
Fig. 1. Infected plant of the interspecies hybrid after stems inloculation with conidia of Leptosphaeria sp.

Rys. 2. Roslina bez symptomow porazenia patogenicznym grzybem Leptosphaeria sp. po zastosowaniu
inokulacji zarodnikami konidialnymi
Fig. 2. Plant without symptoms caused by Leptosphaeria sp. after inoculation with conidia
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Tabela 7
Mieszance miedzygatunkowe odporne na Leptosphaeria sp., rosliny donorowe in vivo
Interspecific hybrids resistant to Leptosphaeria sp., in vivo donor plants

Liczba roslin Suma badanych
Genotyp No. of plants ro$lin
Genotype odporne nieodporne Sum of tested
resistant not resistant plants
B. oleracea 18 3 21
B. 0. jarmuz 1 0 1
B. cretica x B.napus 4 2 6
(B.o. x bruk.) x (B. cretica % B.n) 26 6 32
B.tauriaca x B.n. 18 1 19
B. o. jarmuz x B.tauriaca 9 1 10
Brukselka x B.n. 10 0 10
B. o. kapusta biata 2 0 2
B.o. Pulawska X B.taurica 1 0 1
B.o. Pastewna x B.taurica 3 0 3
(B.o. Pastewna x B.taurica) % B.n. 10 1 11
B. 0. Brukselka x B. cretica 4 0 4
B.napus x B. juncea 0 1 1
B. 0. jarmuz x B.o. (cavalo nero) 3 0 3
Rzodkiew czarna 0 1 1
(B.o. Putawska x B. o. B.taurica) * B.campestris 3 0 3
[(B.o. Putawska X B.taurica) x B.campestris] x B.n. 3 0 3
kapusta glowiasta X jarmuz 3 0 3
(Brukselka x B.n.) x B. campestris 2 0 2
(B.o. Putawska x B. o. B.taurica) x B. 0. jarmuz 1 0 1
B.o. X B. taurica 1 0 1
B.napus Tos. x B. napus restorer 5 10 15
> 127 26 153

Zdecydowana wigkszos¢ bonitowanych roslin (ok. 80%) wykazywata podwyzszong
odpornos¢ na grzyby rodzaju Leptosphaeria. Ponadto na powyzszych genotypach
w zadnym przypadku nie odnotowano wystgpowania grzybow z rodzaju Alternaria.

DYSKUSJA

Badania nad odpornoscig na stresy biotyczne ro$lin z plemienia Brassiceae
otrzymanych z krzyzowan mig¢dzygatunkowych in vitro zmierzaja w kierunku
otrzymywania roslin rzepaku o zréznicowanych genotypach pod wzgledem tolerancji lub
odpornosci na najgrozniejsze patogeny z rodzaju Leptosphaeria i Alternaria. Sa one
prowadzone na calym $wiecie (Yuko Kaneko, 2014; Degenhardt, 1982; Douglas, 1994)
z uwagi na brak naturalnych genotypoéw B. napus wykazujacych catkowitg genetyczng
odpornos¢ roslin. Podczas prowadzenia prac wazny jest dobor komponentow
rodzicielskich, ktore charakteryzujg si¢ sprawdzong wczesniej podwyzszong odpornoscia.
Genotypy takie spotykane sa jednak rzadko, a nieliczne poddaje si¢ klonowaniu
i powtornemu sprawdzaniu odporno$ci. Podany kierunek badan jest wazny, poniewaz
pozwala na wyeliminowanie komponentdéw o stabszej odpornosci. Otrzymywanie
zarodkow mieszancowych, przy wykorzystaniu przeselekcjonowanych wczesniej pod
wzgledem odpornosci roslin donorowych jest zadaniem nielatwym, poniewaz wymaga
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duzej znajomos$ci wiedzy fitopatologicznej i embriologicznej. Trudno$¢ polega na tym, ze
wszystkie tego typu manipulacje (manualne) wykonywane sg przy uzyciu mikroskopu
i sterylnych narzedzi do preparowania zarodkéw. Powyzsza wiedza powinna by¢
wykorzystana praktycznie, tak, aby mozna bylo podczas pracy odseparowac tkanke
bielmowg, ktora zostaje usunig¢ta, a nastgpnie wydzieli¢ izolowany zarodek (duza
trudno$¢ w przypadku stadiow globularnych). Podczas wykonywania powyzszych prac
zaobserwowano nastepujace zalezno$ci. Pierwsza byla stosunkowo dobra wydajnosé
otrzymanych embrionéw mieszancowych (tab. 1), a druga zwigzana byla z malymi
preparowanymi stadiami embrionalnymi, bardzo czesto globularnymi — biatymi, ktére nie
podjety wzrostu na pozywkach agarowych i zamieraly, poczatkowo przypuszczano, ze
moglo mie¢ to zwiazek z podwyzszong temperaturg. Kiedy zastosowano nizsze
temperatury 10°C wydajno$¢ w otrzymywaniu zarodkéw pozostala na podobnym
poziomie (dane nie publikowane). Nalezy przypuszczac, ze najbardziej prawdopodobna
przyczyng zamierania matych zarodkéw mieszancow migdzygatunkowych mogly by¢
genotypy mateczne i1 ojcowskie (tak zwane genotypy oporne), ktorych uzyto do
krzyzowan (Niemann i in., 2015).

Aby poszerzy¢ pule genetyczne o formy wykazujace podwyzszong odpornos¢ na
patogeny Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. prowadzono badania ukierunkowane na
poszukiwanie tego typu form w warunkach naturalnych (CETIOM 1990). Badania te (IP
— indeks porazenia) byly prowadzone w miejscowosciach: Matyszyn, Borowo (HR
Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR) i Bagkow (HR Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR). Na
podstawie badan odpornosci indywidualnie ocenianych pod wzgledem chorob
(Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp.) roSlin donorowych z plemienia Brassicae,
wyselekcjonowano najodporniejsze z doswiadczen w celu piramidyzacji rezystencji.
Koncowa oceng odpornosci dokonano przed zbiorem, poniewaz podczas wczesniejszych
bonitacji nie stwierdzono porazen. Sprawdzone odporne genotypy kazdorazowo
stosowane sa do krzyzowan migdzygatunkowych, jako formy ojcowskie-zapylacze w
nastepnym sezonie wegetacyjnym. Ponadto wyniki podane w tabelach: 4 i 5 maja
charakter aplikacyjny dla hodowcoéw rzepaku i stanowig informacj¢ o odpornosci
badanych form B. napus na porazenie powodowane przez patogeny: Leptosphaeria sp.
oraz Alternaria sp.

Poza badaniami polowymi rzepaku przeprowadzono badania odpornosci siewek przy
uzyciu testu Williamsa (Winter, 2000), co pozwolito na wskazanie genotypow
odporniejszych (w stadium licieni) zar6wno na porazeniec powodowane przez:
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. (tab. 5). Przedstawiona metoda jest malo
skomplikowana, moze by¢ stosowana na duzg skalg zarobwno w badaniach genetycznych
oraz w hodowli form odpornych rzepaku, ale tylko dla stadium siewki. Niestety
wiekszo§¢ opracowan dotyczacych odpornosci roslin rzepaku oparta jest o analize
rezystencji mtodocianych stadiow (Hammond i in., 1987; Pang i in., 1996; Plieske i in.,
1998; Rimmer i in., 1992). Na podstawie przeprowadzonych autorskich badan (PBwPR-
49, sprawozdanie, str. 11, 2015) nie stwierdzono dodatniej korelacji pomigdzy
odpornoscig badanych roslin w stadium siewki i roslin starszych. Ze wzgledu na
wystepowanie suchej zgnilizny kapustnych na rzepaku podczas cieplejszej jesieni
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(ostatnio obserwowane), prace selekcyjne powinny by¢ prowadzone zarowno w stadium
liscieni oraz 2 tygodnie po kwitnieniu roslin. Polaczenie obu odpornosci jest wazne
z punktu widzenia pozniejszych wyzszych plonow B. napus.

Odrebne badania odpornosci dotyczyty roslin, ktore rosty w zblizonych warunkach do
naturalnych in vivo. Warunki naturalne stymulujg w wielu przypadkach elicitory, ktorych
brak w tzw. hodowlach kontrolowanych, nawet w fitotronie. Po zastosowaniu nowej
autorskiej metody ,kaleczenia lodyg” i inokulacji wybranymi patogenami, wy-
selekcjonowano odporne rosliny donorowe do dalszych badan nad odpornoscia poli-
geniczng. Tego typu rosliny stanowia najlepszy materiat odpornosci genetycznej (tab. 6).

WNIOSKI

1. Aby otrzyma¢ nowe formy rzepaku ozimego bardziej odporne na porazenie
powodowane przez najgrozniejsze patogeny z rodzaju Leptosphaeria i Alternaria
wazna jest preselekcja i wybdr genotypow donorowych o podwyzszonej odpornosci.

2. Nieznana jest do obecnego czasu przyczyna niskiej wydajno$ci w otrzymywaniu
embrionéw migdzygatunkowych dla przeselekcjonowanych genotypow. Najbardziej
prawdopodobnym czynnikiem zwigzanym 2z zamieraniem matych zarodkow
mieszancOw miedzygatunkowych moga by¢ genotypy mateczne i ojcowskie, tzw.
oporne uzyte do krzyzowan.

3. Podczas prowadzenia badan nad odpornosciag mieszancow miedzygatunkowych na
Leptosphaeria sp. oraz Alternaria sp. w warunkach polowych odnotowano pewien
procent ro$lin, u ktérych porazenie byto na niskim poziomie, co zwigzane bylo
7 osiagni¢ciem zamierzonego celu, ale stanowilo przeszkode w uzyskaniu istotnych
statystycznych réznic (male rdznice odpornosci pomigdzy obiektami).

4. Na podstawie otrzymanych wynikow wyrozniono: genotypy rzepaku oraz grupy
odmian charakteryzujgce si¢ podwyzszong odpornoscig na Leptosphaeria sp. oraz
Alternaria sp., co wykazano statystycznie. Rody i1 odmiany rzepaku, u ktérych
zaobserwowano wyzsza rezystencj¢ stanowig potencjalny material (donorowy) do
dalszej hodowli odporno$ciowej na choroby: czern krzyzowych oraz sucha zgnilizng
kapustnych. Wyniki majg charakter aplikacyjny.

5. Po przeprowadzonych badaniach na siewkach stwierdzono przydatno$¢ testow
laboratoryjnych do oceny odporno$ci mieszancow miedzygatunkowych. Testy te
moga by¢ stosowane zarowno do analizy patogenicznosci izolatow Leptosphaeria sp.
oraz Alternaria sp. oraz odpornosci mieszancéw miedzygatunkowych w stadium
liscieni.

6. Potwierdzono skuteczno$¢ nowej metody inokulacji patogenami Leptosphaeria sp.
oraz Alternaria sp., polegajacej na zakazaniu todyg roslin. Metoda ta skutecznie
pozwolita na wyselekcjonowanie odpornych genotypow ro§lin z rodziny
Brassicaceae.
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