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Hybrids within the genus Brassica and chemical mutants
of Brassica napus — the potential sources of resistance to clubroot
(Plasmodiophora brassicae)

Formy mieszaricowe w obrebie rodzaju Brassica
i mutanty chemiczne Brassica napus jako potencjalne zrodfa odpornosci
na kite kapusty (Plasmodiophora brassicae)

Janetta Niemann®, Joanna Kaczmarek?, Andrzej Wojciechowskil,

an Olejniczak?, Matgorzata Jedryczka®*

Summary

Clubroot, caused by a protozoan parasite Plasmodiophora brassicae Woronin, dwelling in the soil, is a serious threat not only to
the health of cruciferous vegetables, but also to oilseed rape (Brassica napus L.). The aim of the study was to find potential sources of
resistance to clubroot among hybrid forms within Brassica and chemical mutants of B. napus (MNU, 32 lines). The material consisted
of interspecific hybrids of Brassica napus x B. juncea (F3—F5, 6 lines), B. napus x B. carinata (FA—F6, 26 lines), B. napus x B. campestris
ssp. pekinensis (F4—F6, 50 lines) and B. napus x B. campestris var. trilocularis (F4—F6, 50 lines). The maternal form used in experiments
was a male sterile line of B. napus MS8, selected from resynthesized oilseed rape (B. rapa ssp. chinensis x B. oleracea var. gemmifera)
using in vitro cultures of isolated embryos. The study was conducted using a bioassay with P. brassicae isolates belonging to the races
P1-P5. The range of variation within the tested material differed from the range found in parental materials in eight out of ten cases.
Forms with increased resistance to clubroot have been found among studied hybrids and mutants.

Key words: Brassica hybrids; clubroot; Plasmodiophora brassicae; chemical mutant; breeding for resistance

Streszczenie

Kita kapusty, wywotywana przez pierwotniaka Plasmodiophora brassicae Woronin bytujgcego w glebie, stanowi silne zagrozenie
dla zdrowotnosci roslin kapustowatych, w tym gtéwnie warzyw kapustnych i rzepaku (Brassica napus L.). Celem badan byto okreslenie
odpornosci na kite kapusty u wybranych form mieszaricowych w obrebie Brassica i mutantéw chemicznych B. napus (MNU, 32 linie).
Materiat badawczy stanowity mieszarice miedzygatunkowe Brassica napus x B. juncea (pokolenia F3—-F5, 6 linii), B. napus
x B. carinata (F4-F6, 26 linii), B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (FA—F6, 50 linii) oraz B. napus x B. campestris var. trilocularis
(F4-F6, 50 linii). Jako forme mateczng stosowano meskosterylng linie B. napus MS8, wyselekcjonowang z resyntetyzowanego rzepaku
ozimego (B. rapa ssp. chinensis x B. oleracea var. gemmifera) z wykorzystaniem kultur in vitro izolowanych zarodkéw. Badania
prowadzono za pomocg biotestu z wykorzystaniem izolatéw P. brassicae nalezacych do ras P1-P5. W o$miu sposréd dziesieciu
przypadkoéw, zakres zmiennosci w obrebie testowanego materiatu réznit sie istotnie od zakresu stwierdzanego u form rodzicielskich.
Wsrod uzyskanego potomstwa mieszaiicowego i mutantéw stwierdzono wystepowanie form o podwyzszonej odpornosci na kite
kapusty.

Stowa kluczowe: formy mieszaricowe Brassica; kita kapusty; Plasmodiophora brassicae; mutant chemiczny; hodowla odpornosciowa
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Wstep / Introduction

Kita kapusty, wywolywana przez patogeniczne pier-
wotniaki Plasmodiophora brassicae Woronin bytujace
w glebie, uwazana jest za jedng z najgrozniejszych chorob
rzepaku i innych ro$lin z rodziny Brassicaceae. W Polsce
juz od wielu lat objawy wywolywane przez tego patogena
obserwowano na roslinach warzywnych (Robak 1991).
W ostatnich latach, zar6wno w naszym kraju, jak tez
w wielu innych krajach Europy i w Kanadzie, obserwuje
si¢ pandemiczne narastanie porazenia roslin rzepaku przez
P. brassicae (Robak 1991; Liiders 1 wsp. 2011; Jedryczka
i wsp. 2012; Korbas i Jajor 2013). Choroba stanowi istotne
zagrozenie i moze powodowac duze straty plonu (Pageau
i wsp. 2006; Jajor i wsp. 2009). W wyniku porazenia,
z powodu deformacji systemu korzeniowego zakldcone
zostajg procesy fizjologiczne roslin (Agrios 2005; Rimmer
i wsp. 2007; Jajor i wsp. 2008).

Ze wzgledu na monokulturowy charakter uprawy roslin
kapustowatych 1 nieprzestrzeganie podstawowych zasad
zmianowania istnieje mozliwo$¢ dalszego rozszerzania
zasiggu wystepowania tej choroby. Informacje te sa bardzo
niepokojace z uwagi na wyjatkowa zywotno$¢ zarodnikow
przetrwalnikowych, ktére moga bytowaé w glebie przez
okres 20 lat, zachowujac swoja infekcyjnosé (Dixon 2009),
co stanowi istotny problem w ograniczaniu szkodliwosci
kity kapusty na rzepaku metodami chemicznymi i agro-
technicznymi. Za podstawowg i jednocze$nie najbardziej
skuteczng metode¢ zapobiegania wystgpowaniu kity uwaza
si¢ uprawe odmian odpornych (Rahman i wsp. 2011).
Hodowla odpornosciowa juz od ponad 50 lat byla na §wie-
cie istotnym celem badan prowadzonych przez hodowcow
warzyw rodzaju Brassica (Wallenhammar 1996). Pojawie-
nie si¢ objawow kily kapusty na uprawach w Europie,
przyspieszylo rozw6j badan nad genetyczna odpornoscia
rzepaku na t¢ chorobg (Diederichsen i wsp. 1996; Rahman
i wsp. 2011). Duzym utrudnieniem dla naukowcow jest
jednak ograniczona liczba zrédet odpornosci. Ocenia sig,
ze najwigksze prawdopodobienstwo ich znalezienia istnieje
w geograficznych centrach pochodzenia danych gatunkéw
(Kopecky i wsp. 2012). Ze wzgledu na to, ze wiele form
nalezacych gitéwnie do gatunkéw: B. campestris 1 B. ole-
racea oraz Raphanus sativus L. zawiera geny odpornosci
na kite kapusty (Diederichsen i wsp. 1996; Nomura i wsp.
2005; Kamei i wsp. 2010), mozliwa jest ich introdukcja do
rzepaku przez krzyzowanie oddalone. Pierwsze odporne na
kite odmiany rzepaku ozimego (Mendel i Tosca) uzyskane
w wyniku krzyzowania wyprowadzili hodowcy europejscy
(Diederichsen i wsp. 2009). Odmiany te zostaly wprowa-
dzone na rynek w latach 90. XX wieku. W wyniku badan
nad populacjami P. brassicae wyodrebnionymi z rzepaku
hodowanego w roznych lokalizacjach we Francji, stwier-
dzono znaczny polimorfizm genetyczny (Manzanares-
-Dauleux i wsp. 2001). Wykazano takze, ze genetyczna
odpornos¢ na tego patogena moze dotyczy¢ okreslonej
rasy, badz szerokiego spektrum patotypow (Diederichsen
i wsp. 1996). W programach hodowlanych dotyczacych
wprowadzania gendw odpornosci, niezmiernie wazne jest
uwzglednienie $cisle zdefiniowanych patotypow, rozpow-
szechnionych w danym rejonie geograficznym.

Celem badan bylo okreslenie czy formy mieszancowe
w obregbie Brassica i mutanty chemiczne B. napus uzys-
kane przy wykorzystaniu N-nitroso-N-metylomocznika
(MNU) moga stanowi¢ potencjalne zrédta odpornosci na
kite kapusty.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat badawczy stanowily mieszance migdzy-
gatunkowe Brassica napus % B. juncea (pokolenia F3—F5,
6 linii), B. napus % B. carinata (FA-F6, 26 linii), B. napus
X B. campestris ssp. pekinensis (F4-F6, 50 linii) oraz
B. napus x B. campestris var. trilocularis (FA-F6, 50 linii).
Jako form¢ mateczng stosowano meskosterylng linig
rzepaku ozimego MSS8, wyselekcjonowang z resyntetyzo-
wanego rzepaku ozimego (B. campestris ssp. chinensis
X B. oleracea var. gemmifera) z wykorzystaniem kultur in
vitro izolowanych zarodkow (Wojciechowski 1993).
Ponadto badania wykonano na nasionach zebranych z form
B. napus poddanych dzialaniu MNU, zebranych z roslin
pokolenia F5.

Izolaty nalezace do poszczegdlnych ras rozmnozono
z fragmentow wyrosli na korzeniach rzepaku, dwukrotnie
pasazowanych na formie B. campestris podatnej na kite
kapusty. Testowanie prowadzono oddzielnie dla ras
P1-P5. Przynalezno$¢ do patotypow okreslono wedhig
systemu zaproponowanego przez Somé i wsp. (1996).

Podatno$¢ roslin na kite kapusty okreslono na podsta-
wie biotestu, poroéwnujac reakcj¢ analizowanych roslin
z wynikami uzyskanymi dla podatnego genotypu B. cam-
pestris ssp. pekinensis. Jako drugi wzorzec zastosowano
odmian¢ rzepaku ozimego Mendel F1 (NPZ-Lembke)
z genami odpornosci na kile.

Nasiona badanych genotypéw wysiewano do mieszani-
ny gleby z kwasnym torfem o pH 3,5 w proporcji: 2 czesci
badanej gleby i 1 czgé¢ kwasnego torfu po 5 nasion do
4 doniczek w doniczkopalecie, w dwoch powtorzeniach.
Wzrost roslin odbywat si¢ w szklarni z zapewnieniem
warunkéw statego dostepu $wiatla (doswietlanie przez
14 godzin) i temperaturze powietrza 22—-24°C.

Inokulacje wykonywano przez nanoszenie pod kazda
kietkujaca siewke 2 ml zawiesiny zarodnikéw o stezeniu
2,5 x 10° spor/ml. Ocene odpornosci roslin przeprowadza-
no po uplywie 6 tygodni od inokulacji. Oceniano zdrowot-
nos¢ systemu korzeniowego i ogolng kondycje roslin, przy
uzyciu pieciostopniowej skali, gdzie 0 — oznaczalo brak
objawow choroby, a 4 — obecno$¢ duzych wyrosli na
korzeniach inokulowanych roslin. W celu wykonania ob-
serwacji wszystkie ro$liny wyjmowano z podloza, a ko-
rzenie plukano w wodzie dla latwiejszego wykonania
obserwacji.

Wnioskowanie dotyczace istotnosci réznic migdzy
obiektami badawczymi prowadzono na podstawie jedno-
czynnikowej analizy wariancji. W przypadku, gdy analiza
wariancji nie wykazata istotno$ci réznic migdzy rozpa-
trywanymi grupami, nie przeprowadzano kolejnych testow.
Natomiast, gdy hipoteza zerowa zostata odrzucona, tzn. na
podstawie analizy wariancji stwierdzono statystycznie
istotne roéznice pomigdzy obiektami badawczymi, badanie
roznic migdzy $rednimi z poszczegdlnych grup przepro-
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wadzono testem Tukeya. Wszystkie wykazane rdznice
1 wyznaczone wspotczynniki korelacji przyjeto za statys-
tycznie istotne, w przypadku poziomu istotnosci a < 0,05.
Obliczenia wykonano stosujac pakiet statystyczny
STATISTICA v. 9.0.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Grupa roslin potomnych pochodzacych z krzyzowania
miedzy formami rodzicielskimi oraz formy uzyskane na

drodze mutacji chemicznych, wykazywaly odmienny
zakres zmiennosci cechy odporno$ci na porazenie przez
P. brassicae migdzy soba oraz w poréwnaniu do form
rodzicielskich (rys. 1, tab. 1). Wyjatkiem od tej reguty byty
jedynie wyniki uzyskane dla mutantéw chemicznych
B. napus, po zastosowaniu inokulacji rasa P1 (rys. 1a) oraz
wyniki uzyskane dla form mieszancowych w obrebie
Brassica inokulowanych rasag P2 (rys. 1b). W obu przypad-
kach zakres zmiennos$ci roslin rodzicielskich pokrywat sie
z zakresem zmiennosci ich potomstwa i nie stwierdzono
statystycznie istotnych roznic migdzy badanymi grupami
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Rys. 1. Zakres zréznicowania stopnia porazenia mieszancow mi¢dzygatunkowych w obrebie rodzaju Brassica oraz mutantow chemicz-
nych (MNU) B. napus po inokulacji pierwotniakiem P. brassicae rasa P1 (a), rasa P2 (b), rasa P3 (c), rasa P4 (d), rasa P5 (e)

Fig. 1.

Range of disease severity of interspecific hybrids within the genus Brassica and chemical mutants (MNU) of B. napus

inoculated with a protozoan pathogen P. brassicae race P1 (a), race P2 (b), race P3 (c), race P4 (d), race P5 (e)
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Tabela 1. Zréznicowanie odporno$ci form mieszancowych i mutantéw chemicznych rodzaju Brassica na porazenie chorobotworczym

pierwotniakiem P. brassicae

Table 1. Differences in resistance of hybrids and chemical mutants within the genus Brassica to the infection with the protozoan

pathogen P. brassicae

Rasa P1 Rasa P2 Rasa P3 Rasa P4 Rasa P5
Materiat roglinny Race P1 Race P2 Race P3 Race P4 Race P5
Plant material NIR zakres NIR zakres NIR zakres NIR zakres NIR zakres
LSD range LSD range LSD range LSD range LSD range
Formy
mieszancowe 0,83 2,52-4,17 0,61 3,15-4,47 0,61 3,15-4,37 1,17 2,17-4,51 0,72 2,63-4,10
Hybrids
Mutanty 0,19 3,79-4,17 0,10 3,89-4,08 0,10 3,84-4,03 1,14 1,71-3,98 0,94 2,03-3,92
Mutants

NIR — Najmniejsza Istotna Roznica
LSD — Lowest Significant Difference

obiektow. W przypadku rasy P1 $rednia warto$¢ porazenia
form rodzicielskich przez P. brassicae wynosila 3,76,
natomiast dla grupy uzyskanych z nich ros$lin mie-
szancowych byla o 0,41 nizsza; obie grupy réznily sie
statystycznie istotnie (rys. 1a). Objawy na formach B. na-
pus poddanych dzialaniu MNU i inokulowanych rasg P2
wynosity 3,99, natomiast warto$¢ tego parametru dla form
rodzicielskich wynosita 3,94, czyli w tym przypadku nie
uzyskano poprawy odpornosci na porazenie przez P. bras-
sicae. Podobna sytuacja wystapita po inokulacji rasa P3,
zastosowang wobec form poddanych dzialaniu mutage-
now; takze i w tym przypadku potomstwo roslin trak-
towanych MNU bylo poréwnywalnie lub silniej porazone,
niz formy rodzicielskie (rys. lc). Odmienna sytuacja
nastgpita w przypadku poddania zmutowanych form
dziataniu ras P4 oraz P5. W obu przypadkach stwierdzono
statystycznie istotne rdéznice migdzy odpornoscig roslin
rodzicielskich a odpornoscig form powstatych w wyniku
dziatania mutagenu i byfa to rdéznica na korzys¢ uzys-
kanego potomstwa (rys. 1d, e¢). W reakcji na inokulacje
rasa P4 roznica ta wynosita 1,03, a po inokulacji rasg P5
roznica ta byta nieco nizsza i wynosita 0,79.

W przypadku roslin mieszancowych statystycznie istot-
na roznic¢ na korzys¢ potomstwa obserwowano wylacznie
po inokulacji rasa P1 (rys. la). Srednie porazenie ro$lin
mieszancowych przez wszystkie rasy P. brassicae wyno-
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