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           Wzrastające znaczenie rzepaku w gospodarce światowej stawia przed hodowcami tego gatunku coraz to nowe wyzwania. Dotyczą one nie tylko ulepszania plonowania nowych odmian, ale również podniesienia ich cech odpornościowych. 
Głównym celem podejmowanego projektu badań jest opracowanie markerów DNA silnie sprzężonych/ zasocjowanych z możliwie jak najszerszym spektrum genów warunkujących odporność na suchą zgniliznę kapustnych u rzepaku występujących w obrębie badanych populacji DH oraz określenie wkładu tych genów do zmienności fenotypowej. 
W ramach zadania 27 w roku 2024 zrealizowano 4 tematy badawcze. Celem tematu pierwszego było oszacowanie odporności na suchą zgniliznę kapustnych wybranych genotypów z rodzaju Brassica.
Materiał roślinny stanowiły najbardziej zaawansowane rody hodowlane (populacyjne oraz F1), pochodzące z Hodowli Roślin Strzelce oraz Hodowli Roślin Smolice, a także wybrane potomstwa mieszańcowe pochodzące z kolekcji Katedry i Hodowli Roślin UP w Poznaniu.
Testy odpornościowe dla wybranych materiałów roślinnych (łącznie 288 genotypów), na porażenie przez Leptosphaeria maculans zostały przeprowadzone na polach doświadczalnych należących do HR Strzelce, HR Smolice oraz na polach doświadczalnych RGD Dłoń koło Rawicza.
Z roślin rzepaku z objawami suchej zgnilizny kapustnych zostały wyizolowane mikroorganizmy chorobotwórcze. Przynależność gatunkowa grzybów rodzaju Leptosphaeria spp. została oznaczona na podstawie cech morfologicznych kultur na pożywce mikrobiologicznej i przy zastosowaniu technik molekularnych zgodnie z metodyką opisaną w literaturze naukowej (Mendes-Pereira i in. 2003).
Linie, które w warunkach polowych charakteryzowały się najmniejszym porażeniem oraz linie DH przebadane zostały przy zastosowaniu testu liścieniowego według procedury opisanej przez Jędryczkę (2006). 
W odróżnieniu od poprzedniego roku, w którym obserwowano bardzo duże porażenie roślin przez Leptosphaeria spp. w obecnym roku (tzn. w 2024) porażenie było bardzo małe we wszystkich trzech obserwowanych lokalizacjach. Wśród form mieszańcowych największy odsetek roślin porażonych stwierdzono u mieszańców oznaczonych nr 8 i 18. Natomiast wśród obserwowanych linii DH w Borowie najsilniej porażona grzybami z rodzaju Leptosphaeria była linia ‘58’.
Celem drugiego tematu badawczego była selekcja materiału roślinnego przy użyciu markerów DNA typu PCR wybranych na podstawie danych literaturowych.
Identyfikacja genów odporności na suchą zgniliznę kapustnych została wykonana u 100 genotypów rzepaku (Brassica napus), tj. linii podwojonych haploidów (DH) otrzymanych z Hodowli Roślin Strzelce oddział Borowo. Na podstawie danych literaturowych wybranych zostało 8 markerów typu PCR, które zostały użyte do selekcji analizowanego materiału roślinnego (Tabela 1).
Tabela 1. Lista markerów molekularnych, które wykorzystano w celu identyfikacji genów odporności na suchą zgniliznę kapustnych, wraz z sekwencjami starterów oraz wskazaniem identyfikowanego genu.
	Marker
	Identyfikowany gen
	Sekwencje starterów
	Źródło

	Q_F19/Q_R10
	Rlm3
	F: AAATCTGTGAACCGTTAACAATGA
R: TGACATGACTTCCATTTATTGTGCA
	Zhang 2021

	Rlm4-F2/Rlm4-7-R3
	Rlm4
	F: CACGAGATGAAAGCGCGG
R: AGTAATTAGTATACTCCCTCCGT
	

	Rlm7-F3/Rlm4-7-R3
	Rlm7
	F: TGCACAAGATGAAAGCACAC
R: AGTAATTAGTATACTCCCTCCGT
	

	Rlm9-F1/Rlm9-R2
	Rlm9
	F: TCGTATAGTTCTTATCGCCTGCC
R: TCCGTAAGTCAGGCTATAGTGT
	

	BjHZ_11
	Rlm6
	R: CCAGAGACCCCAGTTAAGCA
F: CCAACCCTTCGAGGTCAATA
	Rashid i in. 2018

	BnHZ_21
	Rlm6
	R: TTAAAGTTTGTGAATTTCTTCCTT
F: TCCATGATGTGATAACTATAGACG
	

	BLRC InDel1
	Rlm1
	F: CTATACCGAACTACACCAAGT
R: CAGCTCTAGCAACACAACTCC
	Ferdous i in. 2019

	Ind10-121
	LepR3
	F: GGACGGTGTCATGGGTGAATAACAG
R: CGTTTGTAAAACCGACCTTCA
	Larkan i in. 2013



1Markery wykorzystane w 2021-2023
Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, że markery związane z odpornością na L. maculans można potencjalnie wykorzystać w selekcji materiału hodowlanego. Szczególnie przydatne mogą okazać się markery Rlm9-F1/Rlm9-R2, BnHZ_2, oraz BLRC InDel, których wykorzystanie umożliwiło otrzymanie oczekiwanych produktów reakcji i identyfikację genotypów odpornych. Wiadomym jest, iż zastosowanie zweryfikowanych markerów powiązanych z pożądanymi genami pomaga przyspieszyć i ułatwić selekcję cennych genotypów bez czasochłonnych ocen fenotypowych. W związku z tym, znaczenie utylitarne badań wykonanych w ramach projektu jest bardzo wysokie, gdyż wyselekcjonowane markery mogą wspomóc procesy hodowli rzepaku w Polsce.
Celem tematu 3 była analiza ekspresji genów odporności Rlm1, Rlm6 i Rlm4/7/9, LepR1, LepR2 i BLMR2 w warunkach kontrolnych i po inokulacji Leptosphaeria maculans w liniach DH rzepaku o zróżnicowanej odporności.
Ekspresję sześciu genów odporności na suchą zgniliznę kapustnych tj. Rlm1, Rlm6 i Rlm4/7/9, LepR1, LepR2 i BLMR2 analizowano wśród 40 genotypów Brassica (linii podwojonych haploidów (DH) otrzymanych z HR Strzelce). Analizy prowadzone były na materiale roślinnym w warunkach kontrolnych oraz po inokulacji patogenem Leptosphaeria maculans z odpowiadającymi genami awirulencji.
W tym celu zastosowano technikę RT-qPCR [Pawłowicz i in. 2017]. Geny kandydackie wybrano na podstawie przeglądu literatury (Tab.1).
Tabela 1. Lista analizowanych kandydackich genów odporności na suchą zgniliznę kapustnych.
	Gen warunkujący odporność
	Gen kandydacki

	Rlm1
	BnaA07G27460D [1]

	Rlm6
	BjuA043308 [2]

	Rlm4/7/9
	BnaA07g20220D [3]

	LepR1
	BnaA02g33310D3 [4]

	LepR2
	Bo9g126150[5]

	BLMR2
	BnaA10g11280D[6]



Wyniki odniesiono do poziomu ekspresji genów referencyjnych. Rezultaty analizy wskazują na zróżnicowany poziom ekspresji analizowanych genów odporności na patogen L. maculans wśród badanych linii podwojonych haploidów rzepaku zarówno traktowanych sterylną wodą jak i inokulowanych patogenem. Jednakże różnice te okazały się niewielkie i nieistotne statystycznie. 

Kolejnym tematem realizowanym w bieżącym roku w ramach zadania 27 była identyfikacja markerów sprzężonych z genami odporności. W związku z tym celem tematu badawczego 4 była identyfikacja nowych markerów SilicoDArT i SNP zwiazanych z odpornością roślin na Leptosphaeria spp. (a) oraz zaprojektowanie starterów i ocena ich przydatności do identyfikacji wytypowanych w 2023 roku 15 markerów SilicoDArT i SNP zwiazanych z odpornością roślin na Leptosphaeria spp. (b).
Materiał roślinny stanowiły 188 genotypy, tj. linie DH oraz genotypy referencyjne pochodzące z Hodowli Roślin Strzelce, oddział Borowo. Genotypowanie wykonane zostało z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na sekwencjonowaniu nowej generacji. Za pomocą analizy GWAS zostało wykonane mapowanie asocjacyjne dla porażenia wybranych linii DH przez Leptosphaeria spp. Mapowanie to zostało wykonane na podstawie wyników uzyskanych z genotypowania oraz fenotypowania. Dane genotypowe otrzymano z analizy DArTseq, natomiast dane fenotypowe stanowiły wyniki dotyczące odporności roślin na suchą zgniliznę kapustnych (Temat badawczy 1). 
Sekwencjonowanie wyłoniło w analizowanym materiale 60 067 markerów silicoDArT i 43 831 polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP) z 14,71 % brakujących danych (NA). Jako genom referencyjny wykorzystano genom Brassica_v41_napus, gdzie parametry dopasowania sekwencji (BLAST - Basic Local Alignment Search Tool) stanowiły: minimalny procent podobieństwa: 80% i E-value: 5e-7.
W wyniku przeprowadzonego mapowania asocjacyjnego dla cechy odporności, zidentyfikowano 333 markery istotnie sprzężone z porażeniem (na poziomie 0.05).

