
Poznań, 2023 

                                                                                        

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu 

Wydział Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinżynierii 

Dziedzina: Nauki Rolnicze 

Dyscyplina naukowa: Rolnictwo i Ogrodnictwo 

 

Justyna Szwarc 

 

IDENTYFIKACJA GENOTYPÓW Z PODWYŻSZONĄ ODPORNOŚCIĄ 

NA WYBRANE SZKODNIKI I SUCHĄ ZGNILIZNĘ KAPUSTNYCH U 

MIESZAŃCÓW ODDALONYCH Z RODZINY BRASSICACEAE 

Identification of genotypes with increased resistance to selected pests and blackleg disease 

within interspecific hybrids from the Brassicaceae family 

 

 

 

 

Praca doktorska wykonana w Katedrze Genetyki  

i Hodowli Roślin pod kierunkiem  

Prof. UPP dr hab. Janetty Niemann 

 

 

 

  



2 

 

Uzyskane i przedstawione w pracy wyniki stanowią część projektów naukowych 

wykonywanych w  ramach badań podstawowych na rzecz postępu biologicznego w produkcji 

roślinnej, finansowanych ze środków Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi, realizowanych 

pod kierownictwem Prof. UPP dr hab. Janetty Niemann: 

1. Introdukcja genów odporności na choroby i owady oraz męskiej sterylności z 

pokrewnych gatunków rodzaju Brassica do rzepaku (Brassica napus L.). 

2. Identyfikacja markerów molekularnych sprzężonych z genami warunkującymi 

odporność na suchą zgniliznę kapustnych (Leptosphaeria spp.) z wykorzystaniem 

zaawansowanych technik molekularnych. 
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Wykaz artykułów naukowych wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 

Niniejszą rozprawę doktorską przygotowano na podstawie cyklu czterech publikacji: 

1. Niemann, J., Szwarc, J., Bocianowski, J., Weigt, D., Mrówczyński, M. (2020). In-Field 

Screening for Host Plant Resistance to Delia Radicum and Brevicoryne Brassicae within 

Selected Rapeseed Cultivars and New Interspecific Hybrids. Open Life Sciences, 15(1), 711-

720.  
 

IF5-letni = 1,293, IF2020 = 0,938, MNiSW = 40 

Zakres badań wykonany przez doktorantkę: udział w tworzeniu koncepcji i hipotezy badawczej, 

udział w prowadzeniu analiz, opracowanie wyników, udział w przygotowaniu pierwotnej i 

ostatecznej wersji publikacji. Wkład w pracę: 45%. 

 

2. Szwarc, J., Niemann, J., Bocianowski, J., Jakubus, M., Mrówczyński, M. (2021). 

Connection between Nutrient Content and Resistance to Selected Pests Analyzed in 

Brassicaceae Hybrids. Agriculture, 11(2), 94.  
 

IF5-letni = 3,459, IF2021 = 3,408, MNiSW = 100 

Zakres badań wykonany przez doktorantkę: udział w tworzeniu koncepcji i hipotezy badawczej, 

udział w prowadzeniu analiz, opracowanie wyników, przygotowanie pierwotnej i ostatecznej 

wersji publikacji. Wkład w pracę: 50%. 

 

3. Szwarc, J., Niemann, J., Kaczmarek, J., Bocianowski, J., & Weigt, D. (2022). Genetic 

Relationship of Brassicaceae Hybrids with Various Resistance to Blackleg Is Disclosed by the 

Use of Molecular Markers. Current Issues in Molecular Biology, 44(9), 4290–4302. 
 

IF5-letni = 3,139, IF2022 = 2,976, MNiSW = 70 

Zakres badań wykonany przez doktorantkę: udział w tworzeniu koncepcji i hipotezy badawczej, 

zaplanowanie i przeprowadzenie analiz molekularnych, opracowanie i interpretacja wyników, 

przygotowanie pierwotnej i ostatecznej wersji publikacji. Wkład w pracę: 50% 

 

4. Szwarc, J., Niemann, J., Bocianowski, J., Kaczmarek, J., Doğu, M. Z., & Nowicka, A. 

(2023). Improving the Selection Efficiency of Breeding Material within Interspecific 

Brassicaceae Hybrids with Genomic Prediction and Phenotyping. Agriculture, 13(5), 962. 
 

IF5-letni = 3,459, IF2023 = 3,408, MNiSW = 100 

Zakres badań wykonany przez doktorantkę: stworzenie koncepcji i ustalenie hipotezy 

badawczej, zaplanowanie i przeprowadzenie analiz molekularnych i polowych, opracowanie i 

interpretacja wyników, przygotowanie pierwotnej i ostatecznej wersji publikacji. Wkład w 

pracę: 55% 

Łącznie dla cyklu publikacji wchodzącego w skład rozprawy doktorskiej:  

Sumaryczny pięcioletni Impact Factor prac wchodzących w skład rozprawy doktorskiej: 11,35 

Suma punktów MNiSW prac wchodzących w skład rozprawy doktorskiej: 310 
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1. Streszczenie 
 

Rzepak (Brassica napus L.) jest jedną z najważniejszych roślin oleistych na świecie. 

Jego wąską pulę genową można wzbogacić poprzez krzyżowanie z dzikimi i uprawnymi 

gatunkami z rodziny Brassicaceae. Międzygatunkowe mieszańce mogą być źródłem 

odporności na stresy biotyczne, w tym odporności na szkodliwe owady i choroby.  

Podstawowym celem niniejszej pracy doktorskiej było określenie stopnia odporności 

wybranych mieszańców oddalonych Brassicaceae na śmietkę kapuścianą (Delia radicum), 

mszycę kapuścianą (Brevicoryne brassicae) oraz suchą zgniliznę kapustnych (Leptosphaeria 

spp.), a także identyfikacja najbardziej odpornych potomstw mieszańcowych, które mogą 

zostać włączone w dalsze procesy hodowlane. Cele poboczne obejmowały ustalenie 

zróżnicowania genetycznego genotypów, określenie przydatności wybranych markerów 

molekularnych do selekcji/identyfikacji genotypów i ustalenie związku pomiędzy zawartością 

składników mineralnych w roślinach a ich odpornością na owady. 

Materiał badawczy stanowiły 32 potomstwa międzygatunkowych mieszańców 

pokoleń F5-F10, 55 odmian B. napus oraz 15 gatunków Brassicaceae. Aby osiągnąć zamierzone 

cele prowadzono zarówno oceny fenotypowe w warunkach polowych, jak i analizy 

laboratoryjne. W wyniku zrealizowanych badań potwierdzono, iż mieszańce oddalone 

posiadają podwyższoną odporność na D. radicum i B. brassicae, która w przypadku niektórych 

genotypów jest stabilna na przestrzeni lat. Wykazano również związek między obserwowanym 

poziomem odporności na wspomniane owady, a zawartością wapnia i miedzi w tkankach 

roślinnych. Kontynuacja analiz fenotypowych umożliwiła ponadto selekcję kilkunastu 

mieszańców oddalonych o najwyższej odporności na suchą zgniliznę kapustnych. Analizy 

molekularne z użyciem markerów SSR pozwoliły na wyznaczenie stopnia pokrewieństwa 

pomiędzy genotypami mieszańcowymi i gatunkami Brassicaceae, potwierdzając ich wysoki 

poziom zróżnicowania genetycznego. Wspomniane markery zostały również skorelowane z 

badanymi w warunkach polowych cechami morfologicznymi, co umożliwiło selekcję kilku 

markerów związanych z kolorem pędów i kwiatów roślin kapustnych. W ostatnim etapie badań 

określano przydatność markerów molekularnych związanych z rejonami genomu 

odpowiadającymi za odporność na L. maculans. W przypadku niektórych markerów 

potwierdzono ich użyteczność w badaniu międzygatunkowych mieszańców o zróżnicowanej 

strukturze genomowej. 
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W toku prowadzonych badań udało się zrealizować wszystkie założone cele. Spośród 

analizowanych międzygatunkowych potomstw mieszańcowych wyselekcjonowano genotypy o 

podwyższonej odporności na D. radicum, B. brassicae oraz Leptosphaeria spp. Ponadto, 

wytypowano najcenniejszą kombinację B. napus cv. Jet Neuf × B. carinata PI 649096, która 

niosła stabilną i jednocześnie wysoką odporność na śmietkę kapuścianą, mszycę kapuścianą 

oraz suchą zgniliznę kapustnych. Wykazano również przydatność technik molekularnych i 

polowych do identyfikacji cech związanych z morfologią oraz odpornością na analizowane 

szkodniki i suchą zgniliznę kapustnych, a także scharakteryzowano związek pomiędzy 

genetyczną odpornością i odżywieniem roślin. 
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2. Summary 
 

Rapeseed (Brassica napus L.) is one of the most important oilseed crops in the world. 

Its narrow gene pool can be enriched by crossing with wild and cultivated species of the 

Brassicaceae family. Interspecific hybrids can provide resistance to biotic stresses, including 

resistance to harmful insects and diseases.  

The primary aim of this study was to determine the degree of resistance of selected 

interspecific Brassicaceae hybrids to root fly (D. radicum), cabbage aphid (B. brassicae) and 

blackleg (Leptosphaeria spp.), and to identify the most resistant lines that can be incorporated 

into further breeding programs. Secondary objectives included investigation of the genetic 

diversity of the genotypes, determining the suitability of selected molecular markers for 

selection/identification of genotypes and establishing the relationship between plants nutrients 

content and insect resistance. 

The study material consisted of 32 interspecific hybrids progeny of F5-F10 generations, 

55 varieties of B. napus and 15 species of Brassicaceae. To achieve the objectives, both 

phenotype evaluations in field conditions and laboratory analyses were conducted. As a result 

of the studies, it was confirmed that interspecific hybrids have an increased resistance to both 

harmful insects, which for some genotypes is stable over the years. A relationship between the 

observed level of resistance to D. radium and B. brassicae and the calcium and copper content 

in plant tissues was also demonstrated. Moreover, phenotypic analyses made it possible to select 

interspecific hybrids with the highest resistance to blackleg. Molecular analyses with the use of 

SSR markers allowed the determination of genetic relationship between hybrid genotypes and 

Brassicaceae species, confirming their high level of genetic diversity. The SSR markers were 

also correlated with morphological traits studied in field conditions, allowing the selection of 

several markers linked to stem and flower color of Brassicaceae plants. Finally, the usefulness 

of different molecular markers associated with regions of the genome connected to L. maculans 

resistance was determined. For some markers, the usefulness was proven for the study of 

interspecific hybrids with different genomic structure. 

In the course of the study, all the research objectives were fulfilled. Among the 

analysed interspecific hybrid lines, genotypes with increased resistance to D. radicum, B. 

brassicae and Leptosphaeria spp. were selected. In addition, the most valuable line B. napus 

cv. Jet Neuf × B. carinata PI 649096 which carried stable high resistance to the root fly, cabbage 
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aphid and the disease was identified. The usefulness of molecular and field techniques for 

identifying selected plant traits connected to the resistance to analyzed insects and blackleg was 

also demonstrated, and the relationship between genetic resistance and plant nutrition was 

characterised. 
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3. Wprowadzenie 

 

3.1. Podstawowe informacje o rodzinie Brassicaceae i rzepaku 

Rodzina Brassicaceae jest jedną z największych rodzin wśród roślin 

okrytonasiennych, liczy ponad 3700 gatunków jednorocznych, dwuletnich i bylin 

rozproszonych w zróżnicowanych rejonach geograficznych (Hasanuzzaman, 2020).  Wśród 

przedstawicieli tej rodziny można znaleźć gatunki o szerokim zastosowaniu gospodarczym, 

wykorzystywane między innymi jako źródło pożywienia dla ludzi i zwierząt, komponenty do 

przemysłu, a także w medycynie (Al-Shehbaz, 2011).  

Gatunki z rodziny Brassicaceae są przedmiotem wielu badań ewolucyjnych i 

taksonomicznych (Haider, 2013), a na szczególną uwagę zasługują gatunki ujęte w tzw. 

Trójkącie U (U, 1935). Koreański badacz przedstawił związek pomiędzy sześcioma gatunkami 

rodzaju Brassica: diploidalne gatunki B. rapa (AA, n=10), B. oleracea (CC, n=9), oraz B. nigra 

(BB, n=8) uległy spontanicznej międzygatunkowej hybrydyzacji dając początek 

allotetraploidalnym roślinom B. napus (AACC, n=19), B. carinata (BBCC, n=17) i B. juncea 

(AABB, n=18). Prócz tych znanych i docenianych za wysoką wartość użytkową i 

agronomiczną gatunków, warto wspomnieć o innych przedstawicielach rodziny, takich jak np. 

Arabidopsis thaliana, która jest rośliną modelową szeroko wykorzystywaną w badaniach 

genomowych (Meinke i in., 1998), czy Sinapis alba – wykorzystywanej m.in. w kosmetyce i 

do produkcji biopaliw (Mitrović i in., 2020). 

Jeden z najbardziej znanych przedstawicieli swojej rodziny, rzepak (Brassica napus 

L. ssp. oleifera Metzg.), jest jak wspomniano amfidiploidalną rośliną uprawną, powstałą ze 

skrzyżowania B. rapa i B. oleracea najprawdopodobniej 5000-7000 lat temu w rejonie Azji, 

choć nadal istnieje wiele wątpliwości co do miejsca pochodzenia (Chalhoub i in., 2014; Gupta 

i Pratap, 2007). Według danych USDA, rzepak jest trzecim największym źródłem oleju 

roślinnego na świecie po soi i palmie olejowej – światowa produkcja tego surowca w sezonie 

2022/2023 wynosiła ponad 32 mln ton.  

Unia Europejska plasuje się na pierwszym miejscu na świecie pod względem 

wielkości rocznej produkcji rzepaku, przy czym w Polsce produkcja nasion sięga 3,6 mln ton 

(wraz z rzepikiem, według danych GUS za 2022). Rzepak jest w naszym kraju podstawową 

rośliną oleistą. Zdecydowana większość upraw B. napus w Polsce to uprawy ozime, co jest 

związane z większym potencjałem plonowania w porównaniu do form jarych. Dominacja 
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upraw ozimych przekłada się na ilość zarejestrowanych odmian rzepaku: obecnie na liście 

odmian roślin rolniczych wpisanych do Krajowego Rejestru w Polsce znajduje się 12 odmian 

rzepaku jarego i 150 odmian rzepaku ozimego. 

3.2. Zagrożenia w uprawie rzepaku 

Rzepak jest porażany przez choroby i szkodniki w ciągu całego sezonu wegetacyjnego, 

co jest przyczyną zróżnicowanych strat w plonie. Według Mrówczyńskiego i in. (Mrówczynski 

i in., 2009) do chorób rzepaku stanowiących duże zagrożenie dla jego uprawy zaliczamy m.in. 

suchą zgniliznę kapustnych,  zgniliznę twardzikową, czerń krzyżowych, szarą pleśń, zgorzele 

siewek, kiłę kapusty i werticiliozę. Istotnymi w uprawie szkodnikami są z kolei mszyca 

kapuściana, śmietka kapuściana, słodyszek rzepakowiec, oraz chowacz podobnik (Bruck i in., 

2005; Pereira i in., 2019; Zamojska i Węgorek, 2014). 

3.2.1. Sucha zgnilizna kapustnych 

Sprawcą suchej zgnilizny kapustnych są należące do typu Ascomycota gatunki 

Leptosphaeria maculans i Leptosphaeria biglobosa, choć różnią się one patogenicznością i 

agresywnością wobec gospodarza (Jacques i in., 2021; Wijayawardene i in., 2018). Niegdyś 

klasyfikowano oba te gatunki jako Leptosphaeria maculans (odpowiednio: typ A/Tox+ i typ 

B/Tox0), jednak różnice morfologiczne umożliwiły ostateczne rozdzielenie na dwa odrębne 

gatunki (Shoemaker i Brun, 2001). Są one zdolne to porażania nie tylko rzepaku, ale też wielu 

roślin z rodziny Brassicaceae (Li i in., 2005). L. maculans jest gatunkiem o większej 

agresywności i odpowiedzialnym za większe straty plonu rzepaku niż L. biglobosa 

(Gwiazdowski, 2008). W warunkach kontrolowanych izolaty L. maculans mimo wolnego 

wzrostu zarodnikują obficie i są zdolne do wytwarzania fitotoksycznej simodesminy, która jest 

jednym z czynników wskazujących na agresywność patogena (Koch i in., 1989). Jednak mimo 

powszechnego traktowania L. biglobosa jako mniej wirulentnego, obserwacje polowe 

przeprowadzone w Chinach, wskazują, że patogen ten może również powodować znaczne 

uszkodzenia roślin (Cai i in., 2018).  

Co więcej, zainteresowanie światowych hodowców i badaczy gatunkiem L. maculans 

jako głównym sprawcą suchej zgnilizny kapustnych, przyniosło w ostatnich latach 

nieoczekiwane skutki, gdyż obserwuje się obecnie wzrost znaczenia L. biglobosa w rejonach 

europejskich (Huang i in., 2022). Gatunek ten może powodować znaczne szkody nie tylko w 

warunkach ekośrodowiskowych Wielkiej Brytanii, gdzie częstość jego izolacji na 
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uszkodzeniach podstaw łodygi wzrosła od 14% do 95% w latach 2000-2013, ale też w Polsce, 

gdzie ciepłe i wilgotne okresy jesienne sprzyjają rozwojowi choroby (Brachaczek i in., 2021). 

Globalne straty będące skutkiem destrukcyjnego działania gatunków z rodzaju 

Leptosphaeria w rzepaku szacuje się na ponad 900-1200 mln USD rocznie (Fitt i in., 2008; 

Zhang i in., 2014). Duże straty w plonie obserwuje się w Europie, Australii i Ameryce 

Północnej, z kolei w skali krajowej procent porażonych roślin może lokalnie sięgać nawet 55% 

(Walczak i in., 2014). 

Zwalczanie suchej zgnilizny opiera się na stosowaniu fungicydów, uprawianiu odmian 

odpornych, usuwaniu resztek pożniwnych i utrzymywaniu wysokiego poziomu agrotechniki 

(Dawidziuk i in., 2012; Kutcher i in., 2011). Możliwe jest również wykorzystanie ochrony 

biologicznej w walce z patogenami. Aplikacja substancji chemicznych do ograniczania 

występowania sprawcy choroby jest częstym wyborem hodowców rzepaku, jednak pojawiają 

się doniesienia na temat uodparniania się L. maculans na działanie fungicydów (Wouw i in., 

2017, 2021). Biorąc pod uwagę istotne zagrożenie wykształcenia odporności na substancje 

aktywne, stosowanie odmian odpornych wydaje się być najbezpieczniejszą i przyjazną 

środowisku metodą walki z suchą zgnilizną kapustnych. 

Wyróżniamy dwa typy odporności na L. maculans – odporność pionową i poziomą, 

niewiele wiadomo jednak na temat mechanizmów odporności na L. biglobosa. Odporność 

pionowa występuje u młodych roślin i jest regulowana przez pojedyncze, rasowo-specyficzne 

geny główne (Neik i in., 2017). Działanie tego typu odporności wymaga rozpoznania 

molekularnego między genem odporności (R) w roślinie, a genami awirulencji patogenu (Avr). 

Dotychczas opisano w literaturze ponad dwadzieścia głównych genów odporności na suchą 

zgniliznę kapustnych w genomach gatunków B. napus, B. rapa, B. juncea i B. nigra: Rlm1, 

Rlm2, Rlm3, Rlm4, Rlm5, Rlm6, Rlm7, Rlm8, Rlm9, Rlm10, Rlm11, Rlm12, Rlm13, LepR1, 

LepR2, LepR3, LepR4, LepR5, LepR6, BLMR1, BLMR2, RlmSTEE98 oraz RlmS (Amas i in., 

2022; Thomas i in., 2022). Niektóre z zidentyfikowanych rejonów odporności są jednak 

formami allelicznymi tego samego genu, tak jak w przypadku genów Rlm4 oraz Rlm7 (Haddadi 

i in., 2022). Spośród rozpoznanych genów tylko pięć zostało sklonowanych: Rlm2, Rlm4, Rlm7, 

Rlm9 oraz LepR3 (Cantila i in., 2023).  W odporność poziomą zaangażowane jest wiele genów, 

często zgrupowanych w rejonach QTL (Quantitative Trait Loci – loci cech ilościowych), przy 

czym ten rodzaj odporności występuje u roślin dorosłych, zwykle po wernalizacji. Lokalizacja 

i mechanizmy działania rejonów związanych z odpornością poligeniczną są nadal słabo 
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rozpoznane (Amas i in., 2021). W przeciwieństwie do odporności pionowej, która zapewnia 

całkowite zabezpieczenie poprzez zapobieganie kolonizacji przez patogen, odporność pozioma 

ma jedynie charakter częściowy i polega na ograniczaniu obszarów porażenia (Jestin i in., 

2015). Chociaż odporność opierająca się na pojedynczych genach gwarantuje kompletną 

ochronę, to nie jest to odporność trwała. Wynika to z wcześniej wspomnianej interakcji między 

genami R oraz Avr – pojedyncze geny są specyficzne dla danego izolatu, co wywołuje silną 

presję selekcyjną, a więc dostosowanie się patogenu i namnażanie bardziej wirulentnych form 

(McDonald i Linde, 2002). W związku z powyższym, najskuteczniejszym sposobem 

wprowadzania odporności na suchą zgniliznę kapustnych jest piramidyzacja genów R oraz 

genów ilościowych, co zapewnia trwałą i kompleksową ochronę (Amas i in., 2021). Co więcej, 

wykazano iż odporność wielogenowa może zwiększać trwałość odporności jednogenowej 

(Brun i in., 2010). Ten fakt dodatkowo umacnia zasadność korzystania ze zróżnicowanych 

źródeł odporności w ograniczaniu występowania suchej zgnilizny kapustnych. 

3.2.2. Mszyca kapuściana i śmietka kapuściana 

Szkodliwe owady są kolejnym, prócz sprawców chorób, istotnym czynnikiem 

mogącym wpływać na występowanie strat w plonie. Jak wspomniano wcześniej, ważnymi z 

punktu widzenia gospodarczego agrofagami są mszyca kapuściana oraz śmietka kapuściana.  

Mszyca kapuściana (Brevicoryne brassicae L.) to owad należący do rzędu Homoptera, 

rodziny Aphididae. Ten wyspecjalizowany gatunek jest szkodnikiem w uprawach wielu roślin 

Brassicaceae, żywi się przede wszystkim młodymi tkankami roślinnymi, liśćmi i pąkami 

kwiatowym. Ponadto, szkodniki należące do tego gatunku mogą być wektorem chorób 

wirusowych (Costello i Altieri, 1995; Ellis i in., 1996). Częstym wyborem w zwalczaniu 

mszycy kapuścianej jest deltametryna, związek z grupy syntetycznych pyretroidów, którego 

pozostałości w spożywanych produktach mają negatywny wpływ na zdrowie człowieka (Lu i 

in., 2019). Alternatywne sposoby ochrony przed B. brassicae mogą obejmować wykorzystanie 

wyciągów roślinnych. Przykładem może być wykorzystanie ekstraktu z agawy (Agave 

americana), którego aplikacja w warunkach polowych istotnie wpływa na zwiększenie 

śmiertelności mszyc (Pereira i in., 2019).  

Kolejnym szkodnikiem rzepaku o znaczeniu gospodarczym jest śmietka kapuściana 

(Delia radicum L.), gatunek przynależny do rzędu Diptera, rodziny Anthomyiidae. Może 

stwarzać zagrożenie zarówno dla dzikich jak i uprawnych roślin Brassicaceae, żerując na 

tkankach u podstawy łodygi i w pobliżu korzeni (Dam i Raaijmakers, 2006). Wybór rośliny-



15 

 

gospodarza przez ten gatunek opiera się na czynnikach chemicznych, takich jak np. zawartość 

glukozynolanów oraz czynnikach bazujących na morfologii takich jak kształt, kolor i struktura 

liści (Stadler i in., 2002). Ochrona upraw przed D. radicum polega w głównej mierze na 

stosowaniu insektycydów, a do niedawna jedną z podstawowych substancji aktywnych był 

chlorpyrifos, który decyzją Komisji Europejskiej został wycofany z obrotu w 2019 ze względu 

na wysoką szkodliwość dla ludzi (EFSA, 2019). Bezpiecznymi dla środowiska i zdrowia 

alternatywami dla środków ochrony roślin są m.in. metody biologiczne – m.in. wykorzystanie 

grzyba entomopatogenicznego Metarhizium anisopliae (Klingen i in., 2002). 

Nadmierne aplikowanie środków ochrony roślin o tym samym mechanizmie działania 

w ochronie przed szkodliwymi owadami spowodowało stopniowe wykształcanie odporności 

przez wiele gatunków (Hervé, 2018). Ponadto, skuteczne substancje aktywne są wycofywane 

z obrotu, ze względu na wątpliwości co do ich bezpieczeństwa dla ludzi i organizmów 

pożytecznych (Chrustek i in., 2018; Connolly, 2013). Biorąc pod uwagę te doniesienia, oraz 

regulacje dotyczące Integrowanej Ochrony Roślin w Unii Europejskiej (według Dyrektywy 

2009/128/EC), które zakładają wykorzystanie przede wszystkim ochrony niechemicznej, 

właściwe wydaje się wykorzystanie naturalnego potencjału roślin poprzez hodowlę odmian 

odpornych.  

Odporność roślin Brassicaceae na D. radicum i B. brassicae opiera się na trzech 

podstawowych mechanizmach, tj. antyksenoza, antybioza i tolerancja (Painter, 1968). 

Antyksenoza (brak preferencji) wynika z nieatrakcyjności gospodarza, w skutek czego owad 

omija lub szybko opuszcza roślinę (Kogan i Ortman, 1978). Antybioza jest niekorzystnym 

oddziaływaniem roślin na owady czego skutkiem jest zahamowanie ich rozwoju lub płodności. 

Z kolei tolerancja to zdolność gospodarza do minimalizowania uszkodzeń (Smith i Chuang, 

2014).  

Niezwykle istotnym czynnikiem mogącym wpływać na odporność roślin na owady 

jest poziom odżywienia roślin. Przykładowo, optymalne odżywienie roślin azotem wpływa na 

ich atrakcyjność (wielkość, ilość liści, akumulacja białek i cukrów) dla owadów, co z kolei 

skutkować może zwiększoną populacją fitofagów (Rostami i in., 2012). Interakcję pomiędzy 

składnikami odżywczymi i owadami opisano również dla fosforu i potasu, których zwiększona 

aplikacja w uprawie Brassica wpływa ograniczająco na rozwój mszycy kapustnicy (Lipaphis 

erysimi) (Bala i in., 2018). 

3.3. Hodowla odpornościowa i wykorzystanie mieszańców oddalonych Brassicaceae 
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Metoda hodowlana polega na otrzymywaniu nowych wyselekcjonowanych odmian 

rzepaku, charakteryzujących się podwyższoną lub całkowitą odpornością na dany czynnik. Jak 

akcentowano wcześniej, hodowla roślin o podwyższonej odporności na wybrane szkodniki i 

choroby jest optymalnym rozwiązaniem w ograniczaniu strat plonu, choć proces otrzymywania 

odmian o ulepszonych cechach może stanowić niemałe wyzwanie ze względu na dynamiczne 

interakcje między roślinami i organizmami szkodliwymi (Nelson i in., 2018). Uzyskana 

odporność nie jest cechą stałą, gdyż może być sukcesywnie przełamywana przez np. sprawców 

chorób o wysokim potencjale ewolucyjnym. Taki proces zaobserwowano w Australii, gdzie do 

przełamania monogenicznej odporności na L. maculans doszło już trzy lata po wprowadzeniu 

nowej odmiany (Sprague i in., 2006). Wobec powyższego, kluczowe wydaje się być 

poszukiwanie nowych źródeł odporności, aby zapewnić uprawom nieustanną ‘ochronę 

genetyczną’.  

Naturalna zmienność genetyczna wśród gatunków Brassicaceae jest przyczyną 

obecności wielu genów odporności na stres biotyczny i abiotyczny (Kole, 2011). Odporność na 

B. brassicae została zidentyfikowana u osobników gatunków B. fruticulosa, B. spinescens, B. 

juncea oraz Eruca sativa (Singh i in., 1994), natomiast wysoki poziom antybiozy i tolerancji 

na D. radicum scharakteryzowano m.in. u B. villosa, B. montana, B. hilarionis, B. macrocarpa 

(Shuhang i in., 2016). Gatunki, u których stwierdzono podwyższoną odporność na 

Leptosphaeria spp. to m.in. Arabidopsis thaliana, B. elongata, B. fruticulosa, B. juncea, B. 

carinata, B. nigra i Raphanus sativus (Chen i Séguin-Swartz, 1999; Rimmer i van den Berg, 

1992; Siemens, 2002).  

Selekcja i identyfikacja roślin z rodziny Brassicaceae jest niezwykle istotna, gdyż 

poszczególne genotypy są źródłem cennych cech, które mogą być przenoszone poprzez 

hybrydyzację międzygatunkową (Leflon i in., 2007; Wang i in., 2007). Ta technika polega na 

kontrolowanym krzyżowaniu rzepaku z pokrewnymi gatunkami. Ilość potwierdzonych 

przypadków spontanicznej hybrydyzacji jest ograniczona, choć nie jest to zjawisko niemożliwe 

(Katche i in., 2019). Niski odsetek udanych krzyżowań międzygatunkowych w warunkach 

naturalnych jest spowodowany występowaniem barier prezygotycznych i postzygotycznych. 

W pierwszym przypadku może dochodzić do nieskiełkowania pyłku na znamieniu słupka, 

niepowodzenia wrastania lub penetracji łagiewki pyłkowej (DeVerna i in., 1987). Z kolei drugi 

typ barier jest związany z degradacją lub obumieraniem zarodka (De Jeu i Jacobsen, 1995). W 

niektórych przypadkach można pokonać ten problem poprzez wykonanie odwrotnego schematu 

krzyżowania, czyli przez zamianę genotypu matecznego z ojcowskim (Haig i Westoby, 1991). 
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Podczas krzyżowania B. napus z B. fruticulosa i B. rapa zgodność kojarzeniowa jest znacznie 

większa gdy rzepak jest traktowany jako forma mateczna (Wojciechowski i in., 2002). Ponadto, 

Quazi uzyskiwał mieszańce z większą łatwością, gdy gatunek o wyższej liczbie chromosomów 

został użyty jako rodzic żeński (Quazi, 1988).  

Techniki in vitro takie jak fuzja protoplastów, kultury zalążków, zalążni i zarodków 

mogą pomóc w przełamaniu barier krzyżowalności i umożliwić otrzymanie roślin 

mieszańcowych (Ripley i Arnison, 1990), co potwierdzają doniesienia wielu badaczy. 

Przykładowo, zastosowanie embryo rescue (ratowanie zarodków poprzez usunięcie ich z 

matecznego środowiska i przeniesienie na sztuczną pożywkę) umożliwia otrzymanie 

mieszańców Brassica × Sinapis, oraz B. rapa × B. oleracea (Heath i Earle, 1996; Momotaz i 

in., 1998), a wsparcie krzyżowań poprzez kultury zalążni pozwala na uzyskanie mieszańców 

B. rapa × B. oleracea (Zhang i in., 2004).  

3.4. Selekcja otrzymanych potomstw mieszańcowych 

Po otrzymaniu roślin będących mieszańcami oddalonymi niezbędna jest ich selekcja i 

ocena pod względem pożądanych przez hodowcę cech. W tym celu można wykorzystać szereg 

technik, m.in. metody cytogenetyczne, molekularne i oceny polowe.  

Aby potwierdzić mieszańcowy charakter i zweryfikować zmienność genetyczną na 

poziomie chromosomalnym, genotypy uzyskane w wyniku krzyżowania międzygatunkowego 

można analizować metodami hybrydyzacji in situ. Genomowa hybrydyzacja in situ (GISH, 

Genomic In Situ Hybridization) jest wykorzystywana przede wszystkim do identyfikacji 

genomów rodzicielskich u gatunków allopoliploidalnych. Wyniki analizy GISH dostarczają 

informacji na temat międzygenomowych rearanżacji strukturalnych (translokacji pomiędzy 

genomami) oraz podobieństw pomiędzy DNA spokrewnionych gatunków (Lim i in., 2000; 

Majka i in., 2017, 2018). Wysoki poziom homologii pomiędzy genomami A i C może jednak 

powodować niespecyficzne przyłączanie się sond fluorescencyjnych, co jest istotnym 

czynnikiem wpływającym na użyteczność metody GISH do analizy rodziny Brassicaceae 

(Snowdon i in., 1997). 

Szeroko wykorzystywaną metodą identyfikacji cech użytkowych jest selekcja 

wspierana markerami (MAS, Marker Assisted Selection). Umożliwia ona wyodrębnienie 

najlepszych (pod względem celu hodowli) genotypów bez wpływu warunków środowiskowych 

(Francia i in., 2005). Identyfikacja może dotyczyć zarówno pojedynczych genów głównych jak 

i loci cech ilościowych, a do często wykorzystywanych typów markerów należą AFLP, RFLP, 
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CAPS, SNP, oraz RAPD. Skuteczność metody MAS zależy przede wszystkim od właściwości 

markera: fizycznej odległości od identyfikowanego rejonu, poziomu polimorfizmu, dystrybucji 

w obrębie genomu, występowania kodominacji (identyfikacja heterozygot), a także od kosztu i 

poziomu skomplikowania detekcji markera (Andersen, 2013).  

Markery molekularne są z powodzeniem wykorzystywane w badaniach rodziny 

Brassicaceae. Przykładowo, markery typu CAPS umożliwiły detekcję linii wysokooleinowych 

rzepaku oraz genotypów B. juncea o niskiej zawartości kwasu erukowego (Saini i in., 2016; 

Spasibionek i in., 2020). W badaniach Pushpa i in., użyto markery molekularne do selekcji 

osobników B. juncea o niskiej zawartości glukozynolanów (Pushpa i in., 2016). Odporność na 

stresy biotyczne również może być monitorowana w warunkach laboratoryjnych – za pomocą 

MAS można wesprzeć proces piramidyzacji genów odporności na kiłę kapusty aby otrzymać 

nową, ulepszoną odmianę B. rapa ssp. pekinensis (Zheng i in., 2022). W B. carinata 

zidentyfikowano z kolei markery silnie sprzężone z locus genu Xca1bc niosącego odporność 

na bakteryjną czarną zgniliznę kapustnych (Sharma i in., 2016). Markery molekularne mogą 

być również użyteczne w ocenie zróżnicowania genetycznego roślin kapustnych. Testowanie 

pokrewieństwa i pochodzenia jest możliwe dzięki analizie rejonów mikrosatelitarnych (SSR, 

Simple Sequence Repeats) – tandemowo występujących powtórzeń krótkich sekwencji 

nukleotydowych rozproszonych w genomie (Zalapa i in., 2012). Polimorfizm długości 

obserwowany pomiędzy gatunkami czyni markery wysoce informatywnymi, zapewniając 

skuteczny i dokładny sposób testowania zmienności genetycznej również w rodzinie 

Brassicaceae (Matuszczak, 2013; Powell i in., 1996). Markery SSR były wykorzystywane m.in. 

w określaniu dystansu genetycznego pomiędzy odmianami i liniami rzepaku oraz oceny 

rozmieszczenia mikrosatelit u gatunków kapustnych (Plieske i Struss, 2001a). Ponadto, w 

badaniach Zhai i in. wygenerowany  na bazie Raphanus sativus zestaw markerów posłużył do 

oceny zróżnicowania genetycznego rzodkwi, ale potwierdzono też jego skuteczność w 

analizach innych gatunków Brassicaceae (Zhai i in., 2014).  

Oceny fenotypowe są podstawową i najstarszą metodą selekcji (Brown i Caligari, 

2011). Pozwalają na określenie morfologii roślin, odporności na szkodniki i choroby, adaptacji 

do stresu abiotycznego oraz potencjału plonowania. Pozyskane w wyniku analiz fenotypowych 

dane mogą zostać połączone z informacjami genetycznymi, aby identyfikować związki gen-

cecha (Araus i Cairns, 2014). 
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Kluczowe w badaniach polowych jest istnienie barier, które mogą obniżać wydajność 

oceny roślin. Należy do nich występowanie konkurencji między gatunkami, nierówne warunki 

środowiskowe, czy też brak automatyzacji (Fasoula i in., 2020). Przezwyciężeniem tych i 

innych niedoskonałości zajmuje się fenomika. Ta gałąź nauki umożliwia wysokowydajne 

fenotypowanie prowadzone w celu ulepszania upraw z uwzględnieniem przyszłościowych 

scenariuszy demograficznych i klimatycznych (Rahaman i in., 2015).  
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4. Hipotezy badawcze i cel pracy 
 

Hipotezy badawcze 

1. Gatunki z rodziny Brassicaceae istotnie wzbogacają pulę genową rzepaku i mogą być 

źródłem odporności na wybrane biotyczne czynniki stresowe. 

2. Odporność na śmietkę kapuścianą (D. radicum), mszycę kapuścianą (B. brassicae) oraz 

suchą zgniliznę kapustnych (Leptosphaeria spp.) może zostać przeniesiona z dzikich i 

pokrewnych gatunków z rodziny Brassicaceae do rzepaku na drodze międzygatunkowego 

krzyżowania. 

3. Fenotypowe oceny odporności mieszańców oddalonych Brassicaceae na szkodniki i 

choroby umożliwiają wyselekcjonowanie obiecujących komponentów hodowlanych.  

4. Odporność międzygatunkowych mieszańców Brassicaceae na szkodniki jest częściowo 

warunkowana przez czynniki pozagenetyczne, takie jak zawartość składników mineralnych. 

5. Zastosowanie technik molekularnych może znacznie przyspieszyć proces selekcyjny i 

hodowlę nowych odmian z podwyższoną odpornością. Markery molekularne mogą zostać 

wykorzystane zarówno do identyfikacji genów odporności jak i do oceny zróżnicowania 

genetycznego mieszańców  międzygatunkowych. 

Cele badawcze 

Podstawowym celem badawczym było określenie stopnia odporności wybranych 

mieszańców oddalonych Brassicaceae na D. radicum, B. brassicae oraz Leptosphaeria spp., a 

także identyfikacja najbardziej odpornych potomstw mieszańcowych, które mogą zostać 

włączone w dalsze procesy hodowlane.  

Poza celem głównym wyznaczono cele dodatkowe: 

1. Określenie stopnia pokrewieństwa pomiędzy analizowanymi mieszańcami oddalonymi 

i genotypami rodzicielskimi za pomocą technik molekularnych. 

2. Ocena przydatności wybranych markerów molekularnych do selekcji genotypów 

odpornych na suchą zgniliznę kapustnych oraz do oceny pokrewieństwa genetycznego roślin z 

rodziny Brassicaceae. 

3. Określenie związku pomiędzy zawartością składników mineralnych i odpornością na 

szkodniki u międzygatunkowych mieszańców Brassicaceae.  
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5. Materiały i metody badawcze 
 

5.1. Materiał badawczy 

 

Materiał badawczy stanowiły 32 kombinacje potomstw mieszańców oddalonych 

Brassicaceae, 15 gatunków z rodziny Brassicaceae oraz 55 odmian B. napus (Tab. 1). 

Międzygatunkowe mieszańce pochodziły z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roślin 

(Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu) i zostały otrzymane w wyniku prowadzenia 

kontrolowanych krzyżowań rzepaku (forma mateczna) z pokrewnymi gatunkami Brassicaceae 

(forma ojcowska) wspieranych metodą embryo rescue, zgodnie z procedurą opisaną przez 

Niemann i in. (2012).  Przed rozpoczęciem kwitnienia usuwano pylniki z matecznych pąków 

kwiatowych i dokonywano ręcznego zapylenia pyłkiem gatunku ojcowskiego. Po upływie 14-

19 dni niedojrzałe zarodki w stadium sercowatym i stadium torpedy izolowano z młodych 

łuszczyn, po czym prowadzono kultury in vitro izolowanych zarodków. Otrzymane młode 

rośliny aklimatyzowano w glebie, a następujące po sobie pokolenia hodowano w warunkach 

polowych, aby ocenić przystosowanie do warunków środowiskowych. Każde kolejne 

pokolenie otrzymywano poprzez samozapylenie genotypów wyselekcjonowanych na 

podstawie ocen fenotypowych uwzględniających m.in. odporność na stresy biotyczne i 

abiotyczne. Szczegółowe analizy uzyskanego materiału badawczego, które są podstawą 

niniejszej rozprawy, prowadzono etapami na pokoleniach F5 – F10. Ocenę odporności na 

szkodliwe owady prowadzono w latach 2017-2019 na pokoleniach F5 – F7, przy czym w roku 

2019 pobrano również materiał do analizy zawartości składników odżywczych. Identyfikację 

uszkodzeń powodowanych przez suchą zgniliznę kapustnych oraz analizy molekularne 

przeprowadzono na pokoleniach F9 – F10 (2021-2022), a ocenę cech morfologicznych 

wykonano na potomstwie F9. 

Tabela 1. Lista międzygatunkowych mieszańców, odmian B. napus oraz gatunków 

Brassicaceae wykorzystanych w badaniach. 

Lp. Kombinacja krzyżowania Lp. Kombinacja krzyżowania 

1 1,2,3,4 
B. napus cv. Jet Neuf  B. rapa ssp. 

pekinensis 08 007569 
17 1,2,3,4 

B. napus cv. Lisek  B. carinata 

Dodola 

2 1,3,4 
B. napus cv. Jet Neuf  B. rapa ssp. 

pekinensis 08 007574 
18 1,2,3,4 

B. napus cv. Californium  B. 

fruticulosa – PI649097 
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Lp. Kombinacja krzyżowania Lp. Kombinacja krzyżowania 

3 1,3,4 
B. napus cv. Jet Neuf  B. carinata PI 

649091 
19 1,2,3,4 

B. napus cv. Lisek  B. fruticulosa – 

PI649097 

4 1,2,3,4 
B. napus cv. Górczański  B. rapa ssp. 

pekinensis 08.007574 
20 1,2,3,4 

B. napus cv. Lisek  B. fruticulosa – 

PI649099 

5 1,3,4 
B. napus cv. Górczański  B. rapa ssp. 

pekinensis 08.007569 
21 1,2,3,4 

B. napus cv. Jet Neuf  B. carinata 

– PI 649094 

6 1,3,4 
B. napus cv. Górczański  B. rapa ssp. 

chinensis 
22 1,2,3,4 

B. napus cv. Jet Neuf  B. carinata 

– PI 649096 

7 1,3,4 
B. napus cv. Lisek  S. alba cv. 

Bamberka 
23 1,2,3,4 

B. napus cv. Californium  B. rapa 

ssp. pekinensis 08 007574-1 

8 1,2,3,4 B. napus cv. Lisek  B. tournefortii 24 1,3,4 
B. napus cv. Californium  B. rapa 

ssp. pekinensis 08 007574-2 

9 1,3,4 
B. napus cv. Lisek  B. rapa Pak Choi 

08, 007574 
25 1,3,4 

B. napus cv. Californium  B. rapa 

ssp. pekinensis 08 007574-3 

10 1,3,4 
B. napus cv. Lisek  B. rapa Pak Choi 

08, 007569 
26 1,3,4 

B. napus cv. Californium  B. rapa 

ssp. pekinensis 08 007574-4 

11 1,3,4 
B. napus cv. Górczański  B. rapa Pak 

Choi 08, 007574 
27 1,3,4 

B. napus cv. Zhongshuang9  B. 

rapa ssp. pekinensis 08 006169 

12 1,3,4 
B. napus cv. Jet Neuf  B. oleracea var. 

alboglabra 
28 1,3,4 

B. napus MS8 line  B. rapa ssp. 

pekinensis 08 006169-1 

13 1,3,4 
B. napus cv. Californium  B. oleracea 

var. alboglabra 
29 1,3,4 

B. napus MS8 line  B. rapa ssp. 

pekinensis 08 006169-2 

14 

1,2,3,4 

B. napus cv. Lisek  B. oleracea var. 

alboglabra 
30 1,3,4 

B. napus MS8 line  B. rapa ssp. 

pekinensis 08 006169-3 

15 1,3,4 
B. napus cv. Californium  S. alba cv. 

Bamberka 
31 1,3,4 

B. napus cv. Zhongshuang9  B. 

rapa ssp. chinensis 08 007574 

16 

1,2,3,4 

B. napus cv. Jet Neuf  S. alba cv. 

Bamberka 
32 3 

B. napus cv. Zhongshuang9  B. 

rapa ssp. pekinensis 08 006169 

Lp. Odmiana B. napus Lp. Odmiana B. napus 

1 1.4 Amir 29 1,3,4 Anderson 

2 1,4 Inspirati 30 1,4 Andromeda 

3 1 Bufalo 31 1 Arsenal 

4 1 Atora 32 1 Hybrirock 
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Lp. Odmiana B.napus Lp. Odmiana B.napus 

5 1 Dolar 33 1 Graf 

6 1 Fair 34 1 Hary 

7 1 Fantastik 35 1 Mickey 

8 1 Jet Neuf 36 1 150/47 

9 1 Jupiter 37 1 Prince 

10 1 Kana 38 1 Sofia 

11 1 Azurio 39 1 Santana 

12 1 Memoris 40 1 Rubin 

13 1 Lindora 41 1,3,4 Monolit 

14 1 150/38 42 1 Metys 

15 1 150/46 43 1 Chrobry 

16 1 Walegro 44 1 150/42 

17 1 Marita 45 1 Kabriolet 

18 1 150/40 46 1 Falcon 

19 1 150/44 47 1 Diger 

20 1 Razmus 48 1 Corina 

21 1 Walery 49 1 Kontakt 

22 1 Aruze 50 1 Ceres 

23 1 Bazyl 51 1 Galileus 

24 1 Bellinda 52 1 Markolo 

25 1 Californium 53 1 Hewelius 

26 1 Darmor 54 3,4 Skrzeszowicki 

27 1 PR48W26 55 3,4 Lisek 

28 1 PX111CL   

Lp. Gatunek Brassicaceae Lp. Gatunek Brassicaceae 

1 3,4 B. carinata 1 9 3,4 B. fruticulosa PI 649097 

2 3,4 B. carinata 2 10 3,4 B. rapa ssp. pekinensis 08, 007569 

3 3 B. carinata 3 11 3,4 B. rapa ssp. pekinensis 08, 007574 

4 3 B. carinata 4 12 3,4 B. rapa ssp. pekinensis (COBORU) 

5 3 B. carinata cv. Dodola 13 3,4 B. rapa ssp. pekinensis 08 006169 

6 3 B. carinata PI 596534 14 3,4 B. oleracea var. alboglabra 

7 3,4 B. rapa ssp. chinensis (COBORU) 15 3,4 S. alba cv. Bamberka  

8 3,4 B. rapa ssp. chinensis PI430485 98CI   

1,2,3,4 – cyfry odnoszą się do numeru publikacji, w której dany genotyp został użyty jako materiał badawczy 
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Realizacja założonych celów rozprawy wymagała przeanalizowania powyższego 

materiału roślinnego za pomocą zróżnicowanych metod badawczych, obejmujących zarówno 

obserwacje polowe jak i techniki laboratoryjne. Ponadto, opracowanie otrzymanych wyników 

było możliwe dzięki wykorzystaniu analiz statystycznych. Niniejsze podrozdziały opisują 

poszczególne etapy badań polowych oraz analiz molekularnych. 

 

5.2. Oceny fenotypowe 

 

5.2.1. Schemat doświadczeń polowych (Publikacja 1, 2, 3, 4) 

Polowe oceny odporności oraz oceny cech morfologicznych były prowadzone na 

terenie Rolniczego Gospodarstwa Doświadczalnego Dłoń, będącego Stacją Doświadczalną 

Katedry Genetyki i Hodowli Roślin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Eksperymenty 

zakładano w trzech lub pięciu powtórzeniach (w zależności od celu badań) w układzie 

blokowym całkowicie zrandomizowanym. Wielkość jednego poletka doświadczalnego 

wynosiła 10m2, a odległość między poletkami 0,3m. Gęstość zasiewu określono na 60 nasion 

na m2. Na obszarze doświadczalnym stosowano typowe zabiegi agrotechniczne dla panujących 

warunków środowiskowych.  

5.2.2. Fenotypowa ocena odporności na owady (Publikacja 1 i 2) 

W pierwszym etapie badań oceniano w warunkach polowych uszkodzenia 

powodowane przez dwa szkodniki, tj. śmietkę kapuścianą (Delia radicum) oraz mszycę 

kapuścianą (Brevicoryne brassicae), u 31 kombinacji mieszańcowych oraz 53 odmian rzepaku 

(zgodnie z Tab. 1). Oceny przeprowadzano w październiku lub listopadzie pod koniec sezonu 

wegetacyjnego na korzeniach (uszkodzenia powodowane przez D. radicum) oraz liściach roślin 

(uszkodzenia powodowane przez B. brassicae). Dla każdego genotypu wybierano losowo sześć 

(publikacja 1) lub dziesięć (publikacja 2) osobników, następnie określano stopień odporności 

według dziewięciostopniowej skali (1-9), przy czym wynik ‘1’ oznaczający brak odporności 

przyznawano gdy uszkodzenia występowały na 100% powierzchni korzeni/liści, a wynik ‘9’ 

wskazujący na wysoką odporność był przyznawany gdy nie obserwowano żadnych uszkodzeń 

na korzeniach lub liściach. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji obliczono średnie dla 

każdego powtórzenia, co pozwoliło na pozyskanie danych ilościowych o rozkładzie 

normalnym.  
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Otrzymane w ten sposób dane opracowywano za pomocą metod statystycznych. 

Normalność rozkładu testowanych zmiennych sprawdzono za pomocą testu Shapiro-Wilka 

(Shapiro i Wilk, 1965), po czym przeprowadzono analizę dwuczynnikową ANOVA aby ocenić 

wpływ czynników (roku oraz genotypu) na odporność roślin na dwa gatunki szkodników. Test 

najmniejszych istotnych różnic NIR (ang. LSD, Least Significant Differences) wykonany został 

aby utworzyć grupy jednorodne genotypów, a różnice między grupą mieszańców oddalonych i 

odmian rzepaku testowano za pomocą testu t-Studenta. Wszystkie analizy statystyczne 

przeprowadzono za pomocą programu GenStat v.18 (VSN International Ltd.) 

5.2.3. Ocena zawartości składników mineralnych (Publikacja 2) 

W celu ustalenia związku pomiędzy stężeniem pierwiastków w tkankach i odpornością 

na owady, analizowano zawartość makroskładników (N, P, K, Ca, Mg, Na, S, S-SO4) oraz 

mikroskładników (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni) u dwunastu wybranych mieszańców oddalonych 

(zgodnie z Tab. 1). Z poletek doświadczalnych pobrano dla każdego badanego genotypu 

dziesięć losowo wybranych roślin, w dwóch terminach: faza rozety (BBCH 11-14) i faza 

kwitnienia (BBCH 63-65). Materiał badawczy składający się z liści i pędów został poddany 

kolejno suszeniu, mieleniu i spopieleniu. Tak przygotowany popiół zawieszono w HCl i 

rozcieńczono H2O, a oznaczenie pierwiastków chemicznych przeprowadzono za pomocą 

atomowej spektroskopii absorpcyjnej (ASA) w urządzeniu SpectrAA 220 FS (Varian Medical 

Systems, Inc.), oraz wykorzystując metodę kolometryczną, metodę Kjeldahla i metodę 

turbidymetryczną (Bardsley i Lancaster, 1960; Butters i Chenery, 1959; Gawliński i in., 1991). 

Podczas analiz statystycznych w pierwszej kolejności zbadano normalność rozkładu 

badanych cech (Shapiro i Wilk, 1965). Następnie przeprowadzono analizę wielowymiarową 

MANOVA oraz analizę dwuczynnikową ANOVA aby ocenić wpływ genotypu oraz terminu 

badania na zawartość związków odżywczych. Grupy jednorodne utworzono na podstawie testu 

NIR, a związki pomiędzy pierwiastkami określono za pomocą współczynników korelacji 

Pearsona. Zastosowano analizę korelacji kanonicznej, aby przedstawić wielocechową ocenę 

podobieństwa badanych mieszańców oddalonych przy jak najmniejszej utracie informacji 

(Rencher, 1992). Odległość Mahalanobisa została zastosowana jako miara wielocechowego 

podobieństwa mieszańców (Camussi i in., 1985; Mahalanobis, 2018; Seidler-Łożykowska i in., 

2013) i obliczona została niezależnie dla faz rozwojowych. Związki pomiędzy obserwowanymi 

składnikami mineralnymi, odpornością na B. brassicae oraz odpornością na D. radicum 

oceniono za pomocą analizy regresji w obu terminach niezależnie w każdym roku badań. 
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Pozyskane dane na temat zawartości składników mineralnych traktowano jako zmienne 

niezależne i uwzględniano w poszczególnych modelach. We wszystkich analizach zastosowano 

krytyczne poziomy istotności równe 0,05, 0,01 i 0,001, wynikające z poprawki Bonferroniego. 

Wszystkie analizy przeprowadzono przy użyciu pakietu statystycznego GenStat v.18 (VSN 

International Ltd.). 

5.2.4. Fenotypowa ocena odporności na suchą zgniliznę kapustnych (Publikacja 3 i 4) 

Kolejnym etapem prowadzonych badań była ocena porażenia międzygatunkowych 

mieszańców Brassicaceae (32 kombinacje, zgodnie z Tab. 1) przez suchą zgniliznę kapustnych, 

której sprawcą jest kompleks grzybów Leptosphaeria maculans – Leptosphaeria biglobosa. 

Analizę prowadzono w dwóch terminach: w listopadzie podczas fazy rozwojowej BBCH 19 

oraz w lipcu w fazie rozwojowej BBCH 70-89. W pierwszym terminie oceniano objawy 

liściowe według pięciostopniowej skali (0-4), gdzie wynik ‘0’ oznaczał brak widocznych 

objawów, a wynik ‘4’ przyznawano roślinom u których zauważono więcej niż dziesięć plam 

chorobowych (Brachaczek i in., 2021). W drugim terminie oceny objawów widocznych na 

pędach dokonywano korzystając ze skali 0-9, przy czym ‘0’ ponownie oznaczało brak 

uszkodzeń, a ‘9’ oznaczało roślinę całkowicie zniszczoną przez nasilone objawy choroby 

(Brachaczek i in., 2021; Jedryczka, 2007). W obydwu terminach dla każdego badanego 

genotypu dokonywano oceny dziesięciu osobników wybranych w sposób losowy. Otrzymane 

wyniki w formie skali przekształcono na wartości procentowe, a następnie obliczono średnie 

wartości na podstawie dziesięciu powtórzeń. 

5.2.5. Polowa ocena wybranych cech morfologicznych (Publikacja 4) 

Podczas ostatniego etapu badań w warunkach polowych, przeprowadzono wśród 31 

potomstw mieszańcowych ocenę fenotypową (zgodnie z listą kombinacji w Tab. 1), 

uwzględniającą kolor kwiatów (procentowy udział żółtych, bladożółtych i białych kwiatów), 

kolor pędów (procentowy udział zielonych i fioletowych pędów), kolor liści oraz występowanie 

zjawiska protogynii. Obserwacje te prowadzono w fazie rozwojowej BBCH 60-69 (kwitnienie). 

Po zakończeniu zbiorów przeprowadzono dodatkowo ocenę długości łuszczyn oraz ilości 

nasion w łuszczynach. Wszystkie wymienione analizy prowadzono na dziesięciu losowo 

wybranych roślinach w obrębie każdego genotypu za wyjątkiem oceny koloru kwiatów, którą 

ze względu na dużą zmienność w obrębie poszczególnych potomstw prowadzono na co 

najmniej 50 osobnikach. 
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Aby określić wpływ genotypu na obserwowaną zmienność fenotypową wykorzystano 

analizy statystyczne, tj. test Shapiro-Wilka oraz analizę jednoczynnikową ANOVA. Ponadto, 

określenie współczynników korelacji umożliwiło wyznaczenie zależności pomiędzy cechami 

morfologicznymi. Genotypy mieszańcowe pogrupowano na podstawie odległości euklidesowej 

i analizy skupień. Wyznaczono również zależności pomiędzy cechami fenotypowymi i 

markerami SSR na podstawie analizy regresji (Bocianowski i in., 2011). 

5.3. Analizy molekularne 

5.3.1. Izolacja materiału genetycznego (Publikacje 3 i 4) 

W celu przygotowania materiału roślinnego do badań molekularnych, wybrane 

genotypy zostały wysiane na sterylnych szalkach Petriego wyłożonych zwilżoną bibułą. Tak 

przygotowane nasiona pozostawiono w kontrolowanych warunkach świetlnych w celu 

pobudzenia wzrostu. Całkowite genomowe DNA izolowano z 3-5 dniowych siewek, przy 

użyciu zestawu Genomic Mini AX Plant (A&A Biotechnology) według załączonej przez 

producenta procedury. Otrzymany materiał genetyczny zawieszono w buforze 10 mM Tris-

HCl, a następnie sprawdzono koncentrację DNA i jego jakość za pomocą spektrofotometru DS-

11 (DeNovix). Wszystkie próby doprowadzono do jednolitego stężenia 50ng/µl.  

5.3.2. Molekularna ocena pokrewieństwa genetycznego (Publikacje 3 i 4) 

Aby ocenić stopień pokrewieństwa pomiędzy 32 potomstwami mieszańcowymi 

Brassicaceae i dziewiętnastoma komponentami rodzicielskimi (wykaz materiału roślinnego w 

Tab. 1) wykorzystano zestaw piętnastu markerów SSR wybranych na podstawie danych 

literaturowych (Tamura i in., 2005), przy czym sekwencje markerów zostały opracowane przy 

użyciu metody ISSR-suppresion-PCR z genomu B. rapa. Analizy PCR prowadzono w objętości 

końcowej 12,5µl, a w skład mieszaniny reakcyjnej wchodził 1µl DNA pozyskanego podczas 

wcześniejszej izolacji, 0,5µl każdego z pary specyficznych starterów, 4,25µl H2O, oraz 6,25µl 

roztworu OptiTaq Master Mix (EURx) zawierającego polimerazę DNA OptiTaq, 

zoptymalizowany bufor reakcyjny, MgCl2, oraz dNTP. Łańcuchowe reakcje polimerazy 

prowadzono w zoptymalizowanych warunkach:  

̶  wstępna denaturacja (94℃, 5 minut) 

̶  denaturacja (94℃, 45 sekund) 

̶  przyłączanie starterów (temperatura specyficzna, 45 sekund)       35 cykli 

̶  elongacja (72℃, 90 sekund) 

̶  końcowa elongacja (72℃, 7 minut) 
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Temperatury przyłączania każdej pary starterów opracowano na podstawie ich temperatury 

topnienia. Wszystkie reakcje prowadzono w termocyklerze C1000 Touch (Bio-Rad). 

Sekwencje wykorzystanych do analiz par starterów oraz temperatury przyłączania 

zaprezentowane zostały w Tabeli 2. 

Tabela 2. Sekwencje i temperatury przyłączania starterów wykorzystanych do detekcji 

markerów SSR. 

Marker SSR Sekwencje starterów Temperatura przyłączania 

mstg001 
F: CAT GAG TTT TCA TAA ATA AAA 

41℃ 
R: TAT GCA ACT TGT CTT TGA TAT 

mstg004 
F: CAT ATA TAG CAT GAG TGG TGC 

47℃ 
R: CTT AAA GGG CAC TCT TTC ATG 

mstg008 
F: TCT CTT TGA AAT CTC AAC CCA 

47℃ 
R: AGA TGG CAT GTT AAA CTG AAC 

mstg012 
F: TGA TAC ATA GAC TTG GTG GTG 

48℃ 
R: CGG CAT TAT CTT GAA CAC GTT 

mstg013 
F: AGA TTT GGC TTA CAC GAC GAC 

50℃ 
R: ATA TAC CAG GTA CCG TCA CTC 

mstg016 
F: CGT TAC ATT CGG GTA TCA CTA 

48℃ 
R: TCA TCG AAA GCC TTG TAA CTG 

mstg025 
F: AGA GGC AGT TAC GTT CAC GTC 

52℃ 
R: CAT CGC ACT CGT GTC TCT TTC 

mstg027 
F: CTC TTT TGG TCA GCT TCC TCA 

48℃ 
R: TTG TTA GTT AGA TCC TCG TAG 

mstg028 
F: GCC AAG AAG ACG AAG ATT CTC 

49℃ 
R: AGG TTC TCG ATT TAG GAA CCG 

mstg033 
F: ATG TAA GCA TCT TTG ATC TGC 

46℃ 
R: CTT GAT CTT CCT GAT GTA CTC 

mstg034 
F: CGA CTG GTA ATA TTC TGA TAC 

46℃ 
R: CAT GAA AGA CTC TCA AAT CCC 

mstg038 
F: GAA TGG TGG TTC TTG TGT GTC 

49℃ 
R: CAA AGC GAA GCT CTT GAA TTG 

mstg039 
F: TAC TCG CTC TTG TTG AAG CTG 

50℃ 
R: GAC AAT CTT GGA GTC ATC TCG 

mstg042 
F: GAT ATT CGA TCC GCT TCG ACA 

49℃ 
R: CGA ATA TCT CAT CCA CTT TGT 

mstg052 
F: AGT AAC ATG TTT TCT TTT GTG 

46℃ 
R: CAT CAG ATG CTC AAG GAA CTT 

mstg055 
F: ACA CGC GCC TAT GCA GAA TAC 

52℃ 
R: CTT AGC GAT TAC GGT GAA GCC 
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Rozdział elektroforetyczny produktów PCR prowadzono na żelu agarozowym o 

stężeniu 2% (2g agarozy na 100ml buforu TBE 1X) z dodatkiem barwnika Midori Green 

Advance (Nippon Genetics) w ilości 5µl/100ml buforu. W zależności od wielkości 

rozdzielanych produktów, elektroforeza trwała 1,5-3h, przy stałym napięciu 120V. 

Wizualizacja otrzymanych elektroforegramów została wykonana w transiluminatorze 

Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad), zintegrowanego z programem ImageLab 

(Bio-Rad). Wszystkie uzyskane wyniki w formie wzorów prążkowych analizowano tworząc 

binarną macierz danych: dla każdego markera, oceniano obecność lub brak produktu PCR o 

danej wielkości odpowiednio jako ‘1’ lub ‘0’. Następnie wykorzystano program Peak Scanner 

Software v1.0 (Applied Biosystems) w celu dalszej analizy utworzonego zbioru danych. 

Dla każdego badanego markera obliczono współczynnik informacji o polimorfizmie 

(ang. PIC, Polymorphic Information Content) aby określić jego użyteczność diagnostyczną 

(Anderson i in., 1993; Wolko i in., 2014). Podobieństwo genetyczne (ang. GS, Genetic 

Similarity) zostało skalkulowane dla każdej pary markerów według założeń Nei i Li (1979). Do 

skonstruowania dendrogramu zależności genetycznych z wykorzystaniem metody UPGMA 

(ang. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) wykorzystano macierz 

podobieństwa, na podstawie której dokonano również analizy głównych składowych (ang. 

PCA, Principal Component Analysis). Wszystkie analizy wykonano za pomocą 

oprogramowania statystycznego GenStat 18.2 (VSN International Ltd.). Analiza AMOVA 

umożliwiająca ocenę wariancji pomiędzy i w obrębie grup genotypów została wykonana przy 

użyciu GenAlEx 6.5 (Peakall i Smouse, 2006). Ponadto, obliczono współczynnik utrwalenia 

FST określający dystans genetyczny. 

5.3.3. Molekularna identyfikacja odporności na L. maculans (Publikacja 4) 

W kolejnym etapie analiz molekularnych identyfikowano obecność rejonów 

związanych z odpornością na L. maculans (jednego ze sprawców suchej zgnilizny kapustnych) 

dla 31 genotypów mieszańcowych Brassicaceae i osiemnastu gatunków rodzicielskich 

(zgodnie z listą przedstawioną w Tab. 1). Identyfikację prowadzono za pomocą siedemnastu 

markerów molekularnych wybranych na podstawie literatury (Ferdous i in., 2019; Huang i in., 

2016; Larkan i in., 2013; Plieske i Struss, 2001b; Raman i in., 2012a; Raman i in., 2012b; 

Rashid i in., 2018). Wykorzystane do analiz markery były związane z odpornością pionową jak 

i poziomą (Tab. 3). Reakcje amplifikacji przeprowadzono dla każdej pary starterów z 

uwzględnieniem ich specyficznej temperatury przyłączania, po czym wykonano rozdział 
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elektroforetyczny, który umożliwił wizualizację produktów PCR. Metodyka wykonania tych 

dwóch etapów pozostała taka sama jak przy analizach markerów SSR. Uzyskane 

elektroforegramy analizowano pod kątem obecności spodziewanych produktów reakcji. 

Tabela 3. Lista markerów wykorzystanych do określenia odporności na L. maculans, wraz z 

sekwencjami i temperaturą przyłączania starterów (Tp) oraz identyfikowanym genem/rejonem 

odporności. 

Marker Sekwencje starterów Tp 
Identyfikowany 

gen/rejon 

Źródło 

Xbrms075 
F: GTTTCACATATTTTCTCTGTTTATT 

R: ACCTTAAATGTTAAGTAAGCTAAAC 
51℃ Rlm4 

Raman i 

in., 

2012b 

ScJ14 
F: CACCCGGATGGTCGTACGAGGATA 

R: CACCCGGATGCACTTCCTCAAGAT 
68℃ 

Rejon QTL 

Huang i 

in., 

2016 

Fad8 
F: TCTCAGACATAGGRTGCCANGA 

R: GTATACGACCTCTCCCNAGNAT 
53℃ 

CB10449 
F: TTGGATCATTTTGGCATC 

R: TCATCCAGGTAATGTTGTTG 
54℃ 

B5-1520 
F: TGCCTTTCTCACTTCTTCTCTC 

R: AGCGTCTATGTCGGTCTTTCAA 
59℃ 

Rlm6 

Rashid i 

in., 

2018 B5Rlm6_1 
F: GTTACAGAGGGTTGTATCTCATTC 

R: ACCAGGAGTGGTTAGAAGCTAAT 
55,5℃ 

pRP1513 
F: TGTTACTGATTGTGCAGAACGCCTTG  

R: CTGGACGAAATTGACTGTGGTT 
65℃ 

Gen odporności 

zlokalizowany na 

genomie B 

Plieske i 

Struss, 

2001b 

Bol023847 
F: GCAGACCACTTCAACTTGTAACC 

R: GGGTACTTTAGTCATCTAGCC 
59℃ 

Rejon na 

chromosomie A 

zawierający geny 

odporności 

Ferdous 

i in., 

2019 

Bol021435 
F:TGCCATATGCTCCTTGTGTT 

R: CCGTTTGACTGGTTCGATTC 
59℃ 

Bol040029 
F:CTTGAGTGGTCTGCACGGTA 

R: GCCCATTATAGGCCGAGTTA 
60℃ 

Bol040038 
F:TGAGCACGATGTTGGAAAAA 

R:GGTTATTACCATTGCTTAGTGT 
58℃ 

Bol040045 
F:GGACTTTTCCTCTGCTCGAA 

R: GGATGGACTGATCGGCTTAT 
59℃ 

Bol040099 
F:TGGGTTGATTAGGGATTTGA 

R: GCTCACCAAGTTCGTCAGGT 
59℃ 
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BLRC 

InDel 

F: CTATACCGAACTACACCAAGT 

R: CAGCTCTAGCAACACAACTCC 
55℃ 

Xol12-e03 
F: CTTGAAGAGCTTCCGACACC 

R: GACGGCTAACAGTGGTGGAC 
50,5℃ 

Rlm1 

Raman i 

in., 

2012a 
Xna12-

a02a 

F: AGCCTTGTTGCTTTTCAACG 

R: AGTGAATCGATGATCTCGCC 
45℃ 

Ind10-12 

InDel 

F: GGACGGTGTCATGGGTGAATAACAG 

R: CGTTTGTAAAACCGACCTTCA 
54℃ LepR3 

Larkan i 

in., 

2013 
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6. Wyniki 
 

Rozdział ten podsumowuje najważniejsze wyniki uzyskane w toku realizowanych 

badań, które zostały opublikowane i włączone w cykl publikacji pod wspólnym tytułem 

rozprawy „Identyfikacja genotypów z podwyższoną odpornością na wybrane szkodniki i suchą 

zgniliznę kapustnych u mieszańców oddalonych z rodziny Brassicaceae”. Rozdział został 

podzielony na podrozdziały tematyczne, w których zaprezentowane zostały rezultaty badań 

polowych i laboratoryjnych. 

6.1. Fenotypowa ocena odporności na owady (Publikacja 1 i 2) 

W toku badań ustalono, iż genotyp oraz termin badań (a także ich interakcja) były 

istotnymi czynnikami wpływającymi na poziom odporności na oba badane owady. 

Przeprowadzone analizy pozwoliły na porównanie stopnia odporności na mszycę kapuścianą 

(B. brassicae) oraz śmietkę kapuścianą (D. radicum) w obrębie oddalonych mieszańców oraz 

odmian rzepaku, a także pomiędzy tymi grupami. Średnie wartości pomiarowe dla 

międzygatunkowych mieszańców oraz odmian B. napus w trzech latach badań zostały 

przedstawione w formie wykresu (Ryc. 1). W porównaniu z odmianami, średnia odporność 

potomstw mieszańcowych na B. brassicae była wyższa w 2018 (oraz w 2019 bez istotnej 

różnicy statystycznej), a odporność na  D. radicum była wyższa we wszystkich latach. Ponadto 

zaobserwowano, że poziom uszkodzeń był zróżnicowany w grupie oddalonych mieszańców i 

odmian B. napus, co pozwoliło na wyróżnienie 35 genotypów o podwyższonej, utrzymującej 

się przez wszystkie lata badań odporności na co najmniej jednego ze szkodliwych owadów (8 

potomstw mieszańcowych oraz 27 odmian rzepaku). Kombinacje mieszańcowe należące do 

statystycznie najlepszej grupy pod względem odporności na śmietkę kapuścianą przez trzy lata 

to B. napus cv. Jet Neuf × B. carinata PI 649091, B. napus cv. Górczański × B. rapa ssp. 

pekinensis 08.007574, B. napus cv. Lisek × B. carinata Dodola, B. napus cv. Lisek × B. 

fruticulosa PI649099 oraz B. napus cv. Jet Neuf × B. carinata – PI 649096. Z kolei 

potomstwami mieszańcowymi, wśród których zidentyfikowano najwyższą, utrzymującą się w 

latach badań odporność na mszycę kapuścianą były B. napus cv. Górczański × B. rapa Pak 

Choi 08 007574, B. napus cv. Californium × B. oleracea var. alboglabra, B. napus cv. 

Californium × B. fruticulosa – PI 649097 oraz B. napus cv. Jet Neuf × B. carinata – PI 649096. 

Należy zaznaczyć, iż do grupy utrzymującej wysoką odporność jednocześnie na B. brassicae 

oraz D. radicum przez wszystkie trzy lata badań należał międzygatunkowy mieszaniec B. napus 



33 

 

cv. Jet Neuf × B. carinata – PI 649096, oraz odmiany B. napus cv. Galileus oraz B. napus cv. 

Markolo. 

 

Rycina 1. Wykres przedstawiający uśrednioną odporność oddalonych mieszańców 

Brassicaceae oraz odmian rzepaku na mszycę kapuścianą (B. brassicae) oraz śmietkę 

kapuścianą (D. radicum) w trzech latach badań. 

6.2. Ocena zawartości składników mineralnych (Publikacja 2) 

Przeprowadzone analizy wskazały, że na poziom składników mineralnych w tkankach 

roślinnych wpływ miał zarówno genotyp, termin badania jak i ich interakcja. Obserwowano 

dużą zmienność zawartości pierwiastków u badanych 12 genotypów mieszańców oddalonych, 

co więcej zidentyfikowano występowanie korelacji między poziomami mikro i 

makroskładników. Wynikiem połączenia analiz odporności na B. brassicae oraz D. radicum z 

zawartością składników odżywczych była analiza asocjacyjna, która pozwoliła na określenie 

związku pomiędzy cechami. Zaobserwowano negatywną korelacją pomiędzy poziomem Ca i 

odpornością na B. brassicae w 2019 roku, pozytywną interakcję pomiędzy zawartością Cu i 

odpornością na B. brassicae w 2019 roku, oraz negatywną zależność między Ca i odpornością 

na D. radicum (2019). 

6.3. Fenotypowa ocena odporności na suchą zgniliznę kapustnych (Publikacja 3 i 4) 

Analizy prowadzone w kolejnym etapie doświadczeń polowych umożliwiły 

wyłonienie 16 genotypów mieszańcowych Brassicaceae, które cechowały się najniższym 

poziomem porażenia w obu terminach obserwacji, a więc charakteryzowały się najwyższą 
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odpornością na suchą zgniliznę kapustnych spośród badanych międzygatunkowych 

mieszańców (Tab. 4).  

Tabela 4. Genotypy mieszańcowe Brassicaceae o najwyższej polowej odporności na suchą 

zgniliznę kapustnych (należące do statystycznie najlepszej grupy w obu terminach obserwacji). 

Numer 

genotypu* 
Kombinacja krzyżowania 

Poziom 

porażenia % 

(termin I/II) 

2 B. napus cv. Jet Neuf x B. rapa ssp. pekinensis 08 007574 5/6 

3 B. napus cv. Jet Neuf x B. carinata PI 649091 0/3 

7 B. napus cv. Lisek x S. alba cv. Bamberka 4/4 

11 B. napus cv. Górczański x B. rapa Pak Choi 08, 007574 7/8 

15 B. napus cv. Californium x S. alba cv. Bamberka 0/3 

16 B. napus cv. Jet Neuf x S. alba cv. Bamberka 0/3 

17 B. napus cv. Lisek x B. carinata Dodola 0/3 

18 B. napus cv. Californium x B. fruticulosa - PI649097 0/4 

19 B. napus cv. Lisek x B. fruticulosa - PI649097 0/5 

20 B. napus cv. Lisek x B. fruticulosa - PI649099 0/5 

21 B. napus cv. Jet Neuf x B. carinata - PI 649094 0/4 

22 B. napus cv. Jet Neuf x B. carinata - PI 649096 0/3 

27 B. napus cv. Zhongshuang9 x B. rapa ssp. pekinensis 08 006169 3.33/9 

28 B. napus MS8 line x B. rapa ssp. pekinensis 08 006169 1 4/6 

29 B. napus MS8 line x B. rapa ssp. pekinensis 08 006169 2 6/6 

30 B. napus MS8 line x B. rapa ssp. pekinensis 08 006169 3 6/6 

*numeracja genotypów zgodna z Tabelą 1. 

 

6.4. Polowa ocena wybranych cech morfologicznych (Publikacja 4) 

W toku badań zaobserwowano istotne zróżnicowanie pomiędzy poziomem badanych 

cech morfologicznych u badanych międzygatunkowych mieszańców. Spośród analizowanych 

31 kombinacji większość wykształciła żółte kwiaty (23 genotypy), u pięciu stwierdzono 

dodatkowy udział białych kwiatów nie przekraczający 25%, a u czterech kombinacji 

występowały prócz żółtych również białe kwiaty (ogólny udział nie większy niż 5%). U 

siedmiu badanych genotypów stwierdzono obecność fioletowych pędów (udział 25-100%), 
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ponadto u większości (28 z 31) potomstw mieszańcowych występowały tylko zielone liście. 

Zjawisko protogynii zauważono tylko u pojedynczych osobników czterech potomstw 

mieszańcowych rzepaku z B. rapa (B. napus cv. Górczański × B. rapa ssp. chinensis, B. napus 

cv. Lisek × B. rapa Pak Choi 08 007574, B. napus cv. Górczański × B. rapa Pak Choi 08 

007574 oraz B. napus cv. Górczański × B. rapa ssp. pekinensis 08.007574). Wysokie 

zróżnicowanie zauważono również dla dwóch cech badanych po zbiorach łuszczyn, 

mianowicie średnia długość strąków wahała się od 49 do 97 mm, a ilość nasion w pojedynczych 

łuszczynach wynosiła od 5 do nawet 34 sztuk. 

Dla wszystkich par cech przeprowadzono analizę korelacji, przy czym dodatnią 

zależność stwierdzono dla par: protogynia – długość łuszczyn, ilość nasion – długość łuszczyn. 

Ujemną zależność zaobserwowano dla par: żółte kwiaty – bladożółte kwiaty, zielone pędy – 

fioletowe pędy.  

Ponadto, wykonane badania asocjacyjne pomiędzy cechami morfologicznymi i 

markerami SSR pozwoliły na powiązanie właściwości fenotypowych z zamplifikowanymi 

rejonami genomu. W ten sposób zidentyfikowano 22 allele związane z co najmniej jedną z 

cech. Najsilniejszy związek występował pomiędzy markerami mstg004 (allel o wielkości 

300pz) i mstg027 (allel o wielkości 500pz) a procentowym udziałem bladożółtych kwiatów. 

Oba te markery wyjaśniały zmienność cechy na poziomie 44,5%.  

6.5. Molekularna ocena pokrewieństwa genetycznego (Publikacja 3) 

Warto podkreślić, iż zastosowanie piętnastu wyselekcjonowanych na podstawie 

literatury markerów typu SSR umożliwiło określenie zróżnicowania genetycznego pomiędzy 

oddalonymi mieszańcami i komponentami rodzicielskimi. Analiza elektroforegramów 

pozwoliła na identyfikację łącznie 98 alleli polimorficznych i dwóch alleli monomorficznych. 

Najliczniejszy wzór prążkowy (15 alleli) wygenerował marker mstg039, ponadto dla 13 

markerów odnotowano obecność wyłącznie prążków polimorficznych. Oceniono również 

użyteczność zastosowanych markerów SSR. Wartości PIC zawierały się w zakresie od 0,594 

do 0,989, co wskazuje na ich wysoką przydatność.  

Na podstawie analizy UPGMA podzielono badane genotypy na dziewięć grup w 

zależności od ich pokrewieństwa. Największy stopień podobieństwa wyznaczono wynoszący 

0.97 wyznaczono dla dwóch międzygatunkowych mieszańców rzepaku odmiany 

Zhongshuang9 z B. rapa ssp. pekinensis. Najmniejszą miarę podobieństwa odnotowano dla 

gatunków B. carinata i B. fruticulosa (0,22). Na podstawie macierzy podobieństwa i analizy 
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PCA stworzono diagram podsumowujący dystans pomiędzy genotypami i procent zmienności 

wyjaśniony przez markery molekularne – pierwsze dwa komponenty składowe wyjaśniły 

łącznie 31,54% wariancji markerów SSR (Rycina 2). 

 

Rycina 2. Diagram UPGMA, przedstawiający dystans genetyczny pomiędzy genotypami oraz 

procent zmienności wyjaśniony przez markery molekularne. Numeracja zgodna z Tab. 1., przy 

czym zastosowano oznaczenia literowe: M – mieszaniec oddalony, R – odmiana rzepaku, G – 

gatunek Brassicaceae. 

6.6. Molekularna identyfikacja odporności na L. maculans (Publikacja 4) 

W celu identyfikacji rejonów związanych z odpornością na L. maculans wśród 

mieszańców oddalonych Brassicaceae i komponentów rodzicielskich wybrano 17 markerów. 

Dla wszystkich identyfikowanych markerów podjęto próby jak najlepszego zoptymalizowania 

reakcji poprzez nanoszenie zmian w profilach reakcji. Mimo tego, produkty PCR otrzymano w 

przypadku 12 z 17 par specyficznych starterów. Wyniki przeprowadzonych analiz 

podsumowano w Tabeli 5.  
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Tabela 5. Lista dwunastu markerów wraz z wielkością amplifikowanego produktu i ilością 

genotypów dla których otrzymano produkt. 

Marker 
Wielkość uzyskanego 

produktu reakcji 

Ilość genotypów u których 

zaobserwowano produkt 

reakcji 

ScJ14 700pz 39 

CB10449 280pz 38 

pRP1513 
83pz /83pz i 150pz 1 

150pz 2 

18 

2 

Bol023847 789pz 32 

Bol040029 
1213pz 1 

1300pz 2 

6 

7 

Bol040038 899pz 20 

Bol040045 
960pz  

750pz 

127 

1 

Bol040099 1145pz 27 

BLRC InDel 
305pz 1 

433pz 2 

26 

1 

Xol12-e03 

128pz  

128pz i 214pz 

177pz 

8 

39 

1 

Xna12-a02a 
193pz 1/ 191pz i 162pz 1/ 

158pz i 172pz 2 
49 

Ind10-12 
506pz 1 

794pz 2 

32 

4 

1 wynik oznacza obecność identyfikowanego przez marker genu/rejonu odporności 

2 wynik oznacza brak identyfikowanego przez marker genu/rejonu odporności 

Dla części markerów zaobserwowano produkty odmienne od spodziewanych – tak jak 

w przypadku markera Bol040045 opisywanego jako monomorficzny (Ferdous i in., 2019), dla 

którego uzyskano w jednej próbie produkt o wielkości ok. 750pz zamiast 960pz. Ponadto dla 

markera Xol12-e03 wzory prążkowe były inne od oczekiwanych, gdyż według literatury o 

obecności genu Rlm1 świadczy uzyskanie produktu PCR wielkości 214pz, a o jego braku 

produkty wielkości 128pz i 177pz (Raman i in., 2012a). Podobną sytuację zaobserwowano dla 
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markera Xna12-a02a, dla którego produkty PCR mieściły się w oczekiwanych wartościach, 

lecz ich odróżnienie było niemożliwe. 
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7. Dyskusja 
 

Obecnie, programy hodowlane rzepaku skupiają się na otrzymywaniu odmian o 

udoskonalonych cechach użytkowych zapewniających stabilne plonowanie oraz wysoką jakość 

plonu, a także na zapewnieniu odporności roślin na stresy abiotyczne i biotyczne, w tym na 

szkodniki i choroby. Hodowcy rzepaku tworzą odmiany korzystając z dostępnej zmienności 

genetycznej, identyfikując i selekcjonując komponenty hodowlane pod względem pożądanych 

cech. Podstawową metodą, która może prowadzić do wytworzenia nowych gatunków albo do 

międzygatunkowej introgresji genów jest krzyżowanie międzygatunkowe. Ten 

rozpowszechniony w przyrodzie proces może zostać wykorzystany do ukierunkowanego 

ulepszania roślin w rolniczych systemach hodowlanych. Należy podkreślić, że istnieje 

konieczność wzbogacania puli genowej rzepaku o nową zmienność genetyczną. Ta potrzeba 

wynika z faktu, że przez lata prowadzono intensywną selekcję względem cech jakościowych 

plonu, co z kolei doprowadziło do silnego zawężenia puli genetycznej B. napus (Shiranifar i 

in., 2020). Rodzina Brassicaceae obfituje w dzikie i uprawne gatunki o zróżnicowanych 

cechach użytkowych, które mogą stać się źródłem nowej zmienności genetycznej. Jednakże 

wprowadzanie nowych genów z pokrewnych gatunków jest procesem znacznie bardziej 

skomplikowanym niż proste krzyżowanie między odmianami rzepaku. Mimo dużego poziomu 

trudności prowadzenia hodowli międzygatunkowej, w dłuższej perspektywie jest to właściwa 

strategia prowadząca do zwiększania plonów roślin uprawnych (Rahman, 2013), dlatego też 

niniejsza rozprawa podejmuje tematykę identyfikacji oddalonych mieszańców Brassicaceae o 

podwyższonej odporności na szkodniki i choroby. Jest to istotny etap na drodze do poszerzania 

zasobów genowych rzepaku. 

W pierwszym etapie badań realizowanych w ramach pracy doktorskiej potwierdzono, 

iż mieszańce międzygatunkowe Brassicaceae posiadają podwyższoną odporność na D. 

radicum i B. brassicae, co jest zgodne z założoną hipotezą badawczą pracy. W wyniku 

prowadzonych obserwacji zidentyfikowano osiem kombinacji mieszańcowych o stabilnej na 

przestrzeni trzech lat badań odporności, przy czym na szczególną uwagę zasługuje B. napus cv. 

Jet Neuf × B. carinata PI 649096 – genotyp utrzymujący odporność na oba analizowane 

szkodliwe owady. Warto też podkreślić, że inne potomstwa mieszańcowe, których rodzicem 

była B. carinata również wykazywały wysoki poziom odporności, choć nie we wszystkich 

latach. Podobne obserwacje zostały opisane przez zespół kanadyjskich badaczy, gdzie 

odporność B. carinata była relatywnie wysoka, ale wahała się istotnie między latami badań 
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(Dosdall i in., 2000). Wytłumaczeniem takiego zjawiska może być wpływ środowiska (roku 

badań) na odporność, co potwierdza przeprowadzona analiza wariancji. Dynamika rozwoju 

populacji owadów może być modyfikowana przez temperaturę, wilgotność, opady oraz inne 

rodzaje stresu abiotycznego i biotycznego (Hervé, 2018; Ladányi i Horváth, 2010). Mnogość 

interakcji pomiędzy środowiskiem i genotypem może więc znacznie utrudniać poszukiwania 

odpornych genotypów. 

Oprócz międzygatunkowych mieszańców, odporność na szkodniki analizowano 

również wśród zarejestrowanych odmian rzepaku. W ich przypadku także znaleziono 

obiecujące źródła odporności, które teoretycznie można wykorzystać w dalszej hodowli. 

Należy jednak wziąć pod uwagę wspomnianą wcześniej konieczność wzbogacania puli 

genowej rzepaku o nową zmienność genetyczną. W związku z tym, dobrym rozwiązaniem 

wydaje się być dywersyfikacja źródeł odporności i ich piramidyzacja, poprzez łączenie 

zidentyfikowanej wśród zarejestrowanych odmian B. napus odporności na suchą zgniliznę 

kapustnych z odpornością pozyskaną z pokrewnych gatunków Brassicaceae.  

Jak wcześniej podkreślono, odporność roślin na owady może być zależna od 

warunków środowiskowych. Dlatego też, w kolejnym etapie badań analizowano związek 

pomiędzy zawartością składników mineralnych w roślinach Brassicaceae a odpornością na D. 

radicum i B. brassicae. Badania te miały na celu odkrycie dodatkowych czynników 

wpływających na genetyczną odpowiedź odpornościową. Założono, iż rośliny o optymalnym 

poziomie odżywienia powinny być mniej podatne na uszkodzenia, co udało się  częściowo 

potwierdzić.  

W toku prowadzonych analiz  zaobserwowano negatywny związek pomiędzy 

akumulacją Ca i odpornością na śmietkę kapuścianą i mszycę kapuścianą. Wapń jest wtórnym 

przekaźnikiem uczestniczącym w transferze sygnałów ze środowiska, również tych związanych 

z odpowiedzią na zagrożenie (Lecourieux i in., 2006). W reakcji na różne bodźce, w tym 

światło, grawitację, stresy abiotyczne i biotyczne oraz hormony, cytozolowe oraz jądrowe 

stężenie jonów wapnia w roślinach gwałtownie wzrasta (Pauly i in., 2000; Reddy, 2001). 

Sygnały przekazywane przez wapń oraz aktywowaną przez wapń kalmodulinę modulują 

aktywność białek odpowiedzialnych m.in. za transport jonów, strukturę komórkową, ekspresję 

genów, co prowadzi do odpowiedzi fizjologicznej – np. śmierci komórki, zahamowania 

wzrostu lub tolerancji na stres (Yang i Poovaiah, 2003). Na podstawie badań będących 

przedmiotem pracy doktorskiej stwierdzono jednak, że w niektórych przypadkach zwiększona 
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zawartość wapnia wpłynęła negatywnie na odporność roślin, a dokładniej wiązało się to z 

obserwacją większych uszkodzeń powodowanych przez D. radicum i B. brassicae. Ten 

fenomen można wytłumaczyć toksycznością nadmiaru Ca bądź stresem osmotycznym (White 

i Broadley, 2003), który zaburzył wzrost roślin, a przez to upośledził ich zdolność odpowiedzi 

na szkodliwe owady. 

Kolejnym ważnym składnikiem mineralnym, którego zasobność analizowano w 

trakcie prowadzonych badań była miedź. Ten pierwiastek jest elementem strukturalnym 

niektórych białek złożonych (metaloprotein), biorących udział w transporcie elektronów w 

chloroplastach i mitochondriach, a także w odpowiedzi roślin na stres oksydacyjny. Jony Cu 

działają jako kofaktor w enzymach, a na poziomie komórkowym miedź odgrywa istotną rolę 

między innymi w metabolizmie ściany komórkowej, oraz sygnalizacji w mechanizmach 

transportu białek transkrypcyjnych, fosforylacji oksydacyjnej i mobilizacji żelaza (Yruela, 

2009). Pierwiastek ten jest ponadto wykorzystywany w środkach ochrony roślin – fungicydach 

i bakteriocydach (Torre i in., 2018). Na podstawie przeprowadzonych badań wykazano, że w 

pewnych przypadkach zwiększona ilość miedzi w tkankach roślinnych może łączyć się z 

odpornością na mszycę kapuścianą, co mogłoby potencjalnie świadczyć o wpływie tego 

pierwiastka na kolejną - poza bakteriami i grzybami – grupę organizmów.  

Dla pozostałych analizowanych składników odżywczych nie zauważono istotnych 

związków z odpornością na D. radicum i B. brassicae, co częściowo potwierdzają również 

obserwacje prowadzone przez innych autorów. Przykładowo, w badaniach Mochiah i in., 

stwierdzono, że zwiększone nawożenie NPK oraz obornikiem drobiowym nie wpłynęło w 

sposób istotny na występowanie B. brassicae (Mochiah i in., 2011). Z drugiej strony, 

wykazano, że zwiększone dawki azotu mogą pozytywnie wpływać na zdolność rozrodczą tego 

owada, choć nadmierne nawożenie azotem obniża płodność mszyc kapuścianych (Chesnais i 

in., 2016). W przypadku siarki natomiast, standardowa i podwójna dawka nawożenia 

zwiększyła ilość i wielkość osobników D. radicum żerujących na rzepaku (Marazzi i Städler, 

2005).  

Niewielka ilość zidentyfikowanych korelacji pomiędzy zawartością składników 

mineralnych i odpornością na śmietkę kapuścianą i mszycę kapuścianą, wskazuje na możliwe 

znaczenie wielu innych czynników, w tym czynnika genetycznego. Optymalne odżywienie 

roślin jest niezwykle istotne i jak wykazano może wpływać na odpowiedź roślin na obecność 

agrofagów, jednak kluczowe jest zapewnienie dobrej bazy genetycznej odporności. Idealnym 
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rozwiązaniem wydaje się łączenie aspektów środowiskowych (kontrola nawożenia i warunków 

gleby) z doborem odpornych odmian, co wpisuje się w koncepcję zrównoważonego rolnictwa. 

Podsumowując, zaobserwowane w trakcie realizacji badań korelacje pomiędzy czynnikami 

pozagenetycznymi (rok badań i poziom odżywienia) oraz odpornością na szkodliwe owady 

potwierdzają założoną hipotezę badawczą niniejszej rozprawy. 

Kolejnym etapem prowadzonych prac była polowa ocena odporności badanych 

kombinacji mieszańcowych na suchą zgniliznę kapustnych. Na podstawie otrzymanych 

wyników stwierdzono, iż poziom porażenia był zróżnicowany pomiędzy genotypami, a 

ponadto przeprowadzona ocena umożliwiła selekcję szesnastu najlepszych pod kątem 

odporności międzygatunkowych mieszańców. Wszystkie analizowane genotypy, których 

komponentem ojcowskim były gatunki B. carinata,  B. fruticulosa lub S. alba charakteryzowały 

się najniższym poziomem porażenia. Można więc wnioskować, że to właśnie te gatunki 

powinny stać się obiektem szczególnej uwagi hodowców, gdyż mogą zawierać cenne geny 

odporności które przyczynią się do ograniczenia występowania choroby. Badania innych 

autorów w pełni potwierdzają to przypuszczenie (Marcroft i in., 2002; Niemann i in., 2016; 

Rimmer i van den Berg, 1992). Jak wspomniano w rozdziale wcześniejszym tej pracy, sucha 

zgnilizna kapustnych może istotnie ograniczyć wielkość plonu, ale co ważne może też wpłynąć 

na jego jakość. Genetyczne korelacje cech przeprowadzone na przestrzeni lat wykazały, że 

porażenie przez sprawcę suchej zgnilizny kapustnych wpływa na poziom kwasów 

tłuszczowych nasion, który jest istotnym parametrem oleju używanego w gastronomii (Fikere 

i in., 2020).  

Odporność pionowa na L. maculans podlega interakcji genowej, w której każdemu 

genowi rośliny R odpowiada gen awirulencji Avr patogena (Howlett, 2004). Jak zauważono już 

wcześniej, tylko pięć genów rasowo-specyficznych zostało dotychczas sklonowanych, 

pozostałe nie są w pełni scharakteryzowane. Z racji tego, że do ich pierwotnej identyfikacji 

używano różnych systemów markerów (Neik i in., 2017), prawdopodobnym jest, iż niektóre z 

nich są zduplikowane (tj. ten sam gen opisany jako dwa różne). Jest to dodatkowym 

utrudnieniem dla hodowców, ponieważ może wystąpić sytuacja w której korzystają z tego 

samego źródła odporności przez kilka lat mimo zmiany odmiany rzepaku. Proces ten może 

przyspieszyć zjawisko wykształcania się odporności patogenu. Ten poważny problem może 

być stopniowo rozwiązywany poprzez poszukiwanie i wprowadzanie odporności ze 

zróżnicowanych źródeł – pokrewnych rzepakowi gatunków rodziny Brassicaceae (Amas i in., 

2021).  
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Podsumowując, po przeanalizowaniu otrzymanych wyników dotyczących odporności 

na D. radicum, B. brassicae oraz Leptosphaeria spp., zidentyfikowano jeden genotyp, który 

utrzymywał się w statystycznie najlepszych grupach odporności zarówno na szkodniki jak i na 

analizowaną chorobę we wszystkich latach badań. Jest to międzygatunkowy mieszaniec B. 

napus cv. Jet Neuf × B. carinata PI 649096. Warto zauważyć, że potencjał B. carinata jako 

donora istotnych cech został już wcześniej potwierdzony przez innych badaczy. Wybrane 

genotypy tego gatunku mogą być źródłem odporności zarówno na zgniliznę twardzikową 

(Navabi i in., 2010), czarną zgniliznę kapustnych (Tonguç i Griffiths, 2004), a także suchą 

zgniliznę kapustnych (Subramanian i in., 2005) i śmietkę kapuścianą (Dosdall i in., 2000). 

Włączenie gatunku B. carinata do krzyżowań oddalonych z komercyjnymi odmianami rzepaku 

okazało się być skuteczną metodą wprowadzenia kompleksowej odporności na stres biotyczny, 

co spełnia założenia tej pracy i potwierdza zakładaną hipotezę rozprawy. 

Kolejnym etapem badań prowadzonych w ramach pracy doktorskiej były analizy 

molekularne testowanego materiału roślinnego, które po pierwsze miały umożliwić ocenę 

zróżnicowania genetycznego potomstw mieszańcowych Brassicaceae oraz komponentów 

rodzicielskich, a ponadto umożliwić wykazanie przydatności wybranego zestawu markerów 

genetycznych do tego typu badań. Mimo, że wykorzystane do tego celu markery SSR zostały 

opracowane na bazie gatunku B. rapa zawierającego tylko genom A, udowodniono ich 

przydatność dla mieszańców Brassicaceae o zróżnicowanej kompozycji genomowej. Było to 

możliwe najprawdopodobniej dzięki obecności rejonów konserwatywnych w genomie różnych 

gatunków rodziny Brassicaceae (Suwabe i in., 2004), oraz dzięki licznej obecności rejonów 

mikrosatelitarnych i ich dużemu polimorfizmowi pomiędzy gatunkami (Thakur i in., 2017).  

Wiadomym jest, iż na podstawie obliczonego współczynnika informacji o 

polimorfizmie można określić przydatność markera molekularnego do badania pokrewieństwa 

lub oceny zależności (Serrote i in., 2020). W niniejszej pracy dla dwunastu markerów 

molekularnych (mstg001, mstg004, mstg008, mstg012, mstg025, mstg028, mstg033, mstg038, 

mstg039, mstg042, mstg052, oraz mstg055) wartość współczynnika PIC wynosiła ponad 0,7 

co świadczy o ich wysokiej użyteczności w detekcji zróżnicowania genetycznego (Berg i 

Singer, 1992).  

Zgodnie z założeniami pracy, analiza materiału badawczego przy wykorzystaniu 

zestawu markerów SSR wspierana przez metody statystyczne pozwoliła na określenie dystansu 

genetycznego pomiędzy genotypami, jednak niektóre wyniki okazały się zaskakujące. B. rapa 
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ssp. chinensis (COBORU) oraz B. fruticulosa PI 649097 nie wykazały silnego związku z swoim 

potomstwem oraz z innymi osobnikami z tego samego gatunku, zarówno przy użyciu analizy 

UPGMA jak i PCA. Niski poziom pokrewieństwa pomiędzy przedstawicielami gatunku można 

wytłumaczyć różnym pochodzeniem geograficznym (Das i in., 1999), z kolei w przypadku 

rodzica i mieszańca przyczyną może być duży udział chromosomów drugiego rodzica w 

genomie potomka. W podobny sposób można wytłumaczyć zidentyfikowanie wysokiego 

podobieństwa genetycznego pomiędzy parami B. napus cv. Lisek × B. fruticulosa - PI649099 i  

B. napus cv. Californium × S. alba cv. Bamberka, oraz B. napus MS8 line × B. rapa ssp. 

pekinensis 08 006169 i B. napus cv. Jet Neuf × B. oleracea var. alboglabra. Ich komponenty 

ojcowskie prezentują całkowicie odmienną strukturę genomową, a mimo tego wyznaczono 

między nimi mały dystans genetyczny. Tak jak powyżej, przyczyną może być nierówne 

odziedziczenie liczby chromosomów od obojga rodziców, z przewagą genomu B. napus. 

Wyjaśnić to można przez fakt, że rzepak posiada genom AACC, a jak wspomniano wcześniej, 

markery molekularne zostały opracowane na bazie gatunku zawierającego tylko genom A. 

Analiza wyników otrzymanych na podstawie przeprowadzonych badań 

molekularnych wykazała ponadto, że podobieństwo genetyczne badanych w niniejszej pracy 

genotypów mieściło się w przedziale 0,22 do 0,97. Szeroki obserwowany zakres podobieństwa 

świadczy o zróżnicowaniu i niejednorodności rodziny Brassicaceae, co potwierdzają badania 

innych autorów, którzy analizowali pokrewieństwo pomiędzy różnymi przedstawicielami 

roślin kapustnych (Kumari i in., 2009; Westman i Kresovich, 1999).  

Kontynuacją badań dotyczących podobieństwa genetycznego roślin, było 

przeprowadzenie polowych ocen wybranych cech morfologicznych, które następnie 

skorelowano z markerami SSR. Według Yu i in., obserwacje fenotypowe roślin mogą być 

przydatne w określaniu pokrewieństwa genotypów, choć istotny jest też wpływ warunków 

środowiskowych na otrzymywane wyniki (Yu i in., 2005).  

W wyniku przeprowadzonych obserwacji dotyczących morfologii roślin 

Brassicaceae, wykazano istnienie korelacji pomiędzy czterema parami cech. Trzy z nich, tj. 

długość łuszczyn i ilość nasion w łuszczynie, procentowy udział żółtych i bladożółtych 

kwiatów, oraz procentowy udział zielonych i fioletowych pędów nie są zaskoczeniem. Jednak 

wykazany silny związek pomiędzy występowaniem zjawiska protogynii i długością łuszczyn 

jest niespodziewany, gdyż dotychczas nie opisywano w literaturze związku pomiędzy tymi 
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cechami. Protogynia jest jednym z mechanizmów zapobiegania samozapyleniu (Friedman i 

Barrett, 2009), a jego korelacja z długością torebki nasiennej jest nieoczywista. 

W efekcie przeprowadzonych badań mających na celu korelację obserwowanych cech 

z wynikami analiz molekularnych zidentyfikowano 22 markery SSR związane z 

charakterystykami morfologicznymi. Dwa markery (mstg004 i mstg027) generowały prążki 

wyjaśniające w ponad 40% występowanie białych i żółtych kwiatów. Z danych literaturowych 

wynika, że mechanizmy kontrolujące kolor kwiatów nie są w pełni rozpoznane, choć udało się 

zidentyfikować pojedyncze geny u B. rapa i B. carinata związane odpowiednio z 

występowaniem białych i żółtych kwiatów (Zhang i in., 2020; Zhang i in., 2018). W przypadku 

innego markera (mstg038), potwierdzono jego korelację z występowaniem fioletowych pędów. 

Barwa pędu związana jest z występowaniem antocyjanin i jest kontrolowana zarówno przez 

geny główne jak i loci cech ilościowych (Li i in., 2019; Tang i in., 2017). Jednak na podstawie 

przeprowadzonych badań nie można stwierdzić z jakim rejonem lub genem są związane 

powyższe markery. Mimo tego, zgodnie z założoną hipotezą badawczą pracy, mogą one być 

użyteczne w prowadzeniu selekcji pod kątem opisanych cech. Należy jednak pamiętać, że 

cechy morfologiczne mogą być modyfikowane przez czynniki środowiskowe takie jak np. 

dostępność wody (El-Soda i in., 2014; Khalid i in., 2010; Song i in., 1995). 

Podczas kolejnego etapu analiz prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej, 

testowano markery związane z rejonami genomu odpowiadającymi za odporność na L. 

maculans na grupie mieszańców oddalonych i gatunków Brassicaceae. Podstawowym celem 

tego badania nie była identyfikacja konkretnych genów, lecz ocena przydatności markerów 

wybranych na podstawie danych literaturowych w prowadzeniu selekcji.  

W przypadku niektórych markerów obserwowano występowanie niespecyficznych 

produktów, bądź też produktów PCR, które były połączeniem wzoru prążkowego 

oczekiwanego zarówno dla podatnej jak i odpornej rośliny. Produkty niespecyficzne mogą być 

efektem niewystarczającej specyficzności starterów, które przyłączyły się w wielu miejscach 

genomu (Shigemori i in., 2005). Przyczyną otrzymania innych niż oczekiwane produkty może 

być także korzystanie z innego materiału badawczego. Markery Xol12-e03 oraz Xna12-a02a 

były pierwotnie testowane na liniach podwojonych haploidów rzepaku, z kolei marker Ind10-

12 walidowano na genotypach powstałych z krzyżowania wstecznego B. napus (Larkan i in., 

2013; Raman i in., 2012a). Genotypy mieszańcowe charakteryzują się zdecydowanie większym 

zróżnicowaniem genomowym, co mogło wpłynąć na uzyskane wyniki. Mimo tego, w 
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przypadku markerów Bol050029, BLRC InDel, Ind10-12 oraz pRP1513 udało się 

zidentyfikować osobniki zawierające gen/rejon odporności, choć nie dla wszystkich genotypów 

obserwowano produkt amplifikacji. Według niektórych autorów (Ferdous i in., 2019), marker 

Bol040045 związany z loci odporności na chromosomie A, nie umożliwia wykrycia 

polimorfizmu amplifikowanego regionu. Jednak w toku prowadzonych badań udało się wykryć 

produkt o innej niż spodziewana wielkości dla S. alba, choć prążek nie pojawił się u genotypów 

potomnych. Przyczyną zaobserwowanego polimorfizmu może być różnica w sekwencji 

flankowanego przez specyficzne startery fragmentu genomu. Możliwe, że jest to związane 

bezpośrednio z odpornością genotypu na L. maculans, choć to przypuszczenie należałoby 

potwierdzić na podstawie dalszych badań, np. sekwencjonowania polimorficznego produktu 

PCR.  

Podsumowując, analizy molekularne wykonane na genotypach o zróżnicowanej 

kompozycji genomowej, umożliwiły ocenę przydatności dostępnych w literaturze markerów w 

selekcji mieszańców oddalonych pod kątem występowania genów odporności. Choć zbadane 

markery można ocenić jako potencjalnie użyteczne, to niezbędne są dalsze badania, które 

bezsprzecznie potwierdzą ich skuteczność. 

Zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki są zbiorem istotnych 

danych na temat odporności międzygatunkowych mieszańców na D. radicum, B. brassicae i 

Leptosphaeria spp., oraz dostarczają informacji na temat sposobów prowadzenia efektywnej 

analizy cech fenotypowych i genotypowych. Hodowla odpornościowa jest skuteczną i 

przyjazną środowisku metodą ochrony rzepaku przed szkodliwymi czynnikami biotycznymi, a 

włączenie do procesu hodowlanego mieszańców oddalonych Brassicaceae o zweryfikowanej, 

podwyższonej odporności na szkodniki i choroby może skutkować otrzymaniem nowych 

udoskonalonych odmian. Ponadto, uprawa odpornych na agrofagi roślin, może pomóc w 

ograniczeniu wykorzystywania insektycydów i fungicydów zgodnie z obecnymi wymogami 

prawnymi i tendencjami społecznymi. Należy również podkreślić, iż wsparcie hodowli 

metodami molekularnymi może znacznie przyspieszyć selekcję genotypów pod względem ich 

odrębności genetycznej i cech użytkowych, co umożliwi szybszą reakcję na potrzeby rynku 

nasiennego poprzez skrócenie procesu otrzymywania nowych odmian. 
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8. Wnioski 
 

W toku prowadzonych badań udało się zrealizować wszystkie założone cele. Poniżej 

wypunktowano najważniejsze wnioski podsumowujące wyniki otrzymane w trakcie realizacji 

pracy doktorskiej.  

1. Zastosowanie krzyżowania międzygatunkowego jest skutecznym sposobem 

wzbogacania puli genowej rzepaku o nowe źródła odporności.  

2. Wśród analizowanych potomstw mieszańcowych zidentyfikowano pięć kombinacji 

mieszańcowych o utrzymującej się podwyższonej odporności na śmietkę kapuścianą 

(D. radicum), cztery o podwyższonej, stabilnej odporności na mszycę kapuścianą (B. 

brassicae) oraz szesnaście potomstw mieszańcowych z podwyższoną odpornością na 

suchą zgniliznę kapustnych (Leptosphaeria spp.). Wyselekcjonowane kombinacje 

mieszańcowe mogą zostać wykorzystane w dalszych procesach hodowlanych. 

3. Kombinacja mieszańcowa B. napus cv. Jet Neuf × B. carinata PI 649096 niosła stabilną 

i wysoką odporność na D. radicum, B. brassicae oraz Leptosphaeria spp., co czyni ją 

wyjątkowo cenną.  

4. Istnieje pozytywna korelacja pomiędzy odpornością mieszańców oddalonych na B. 

Brassicae a zawartością  miedzi w tkankach, oraz ujemna zależność pomiędzy 

odpornością na D. radicum i B. brassicae a poziomem wapnia w tkankach. 

5. Testowany zestaw 15 markerów SSR umożliwia detekcję polimorfizmu rejonów 

mikrosatelitarnych w rodzinie Brassicaceae co czyni go użytecznym narzędziem w 

ocenie dystansu genetycznego. 

6. Markery mstg004 oraz mstg027 są istotnie związane z rejonami genomu regulującymi 

kolor kwiatów, a marker mstg038 jest skorelowany z kolorem pędu analizowanych 

mieszańców Brassicaceae. Te markery mogą być przydatne w molekularnej selekcji 

materiału roślinnego pod względem wskazanych cech. 

7. Markery związane z odpornością na L. maculans można potencjalnie wykorzystać w 

selekcji mieszańców oddalonych. Szczególnie przydatne mogą okazać się markery 

Bol050029, BLRC InDel, Ind10-12 oraz pRP1513, których zastosowanie umożliwiło 

otrzymanie oczekiwanych produktów reakcji i identyfikację genotypów zawierających 

geny/rejony odporności. 
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10. Publikacje wchodzące w skład rozprawy doktorskiej 
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10.1. In-Field Screening for Host Plant Resistance to Delia 

Radicum and Brevicoryne Brassicae within Selected 

Rapeseed Cultivars and New Interspecific Hybrids 
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10.2. Connection between Nutrient Content and Resistance to 

Selected Pests Analyzed in Brassicaceae Hybrids 
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10.3. Genetic Relationship of Brassicaceae Hybrids with Various 

Resistance to Blackleg Is Disclosed by the Use of Molecular 

Markers 
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10.4. Improving the Selection Efficiency of Breeding Material 

within Interspecific Brassicaceae Hybrids with Genomic 

Prediction and Phenotyping 
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