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Cel badan

Otrzymanie genotypdw 0 pozadanych cechach jakosciowych (zréznicowanej zawartosci 18-t0
weglowych kwasow ttuszczowych jedno- i wielonienasyconych, podwyzszonej zawartosci ttuszczu i
ekstremalnie niskiej zawarto$ci glukozynolanéw) oraz o wysokiej wartosci rolniczej. Wyhor
najlepszych linii do dalszych badan zwiazanych z przeprowadzeniem szczegoétowej analizy
genetycznej w odniesieniu do ekspresji cech fenotypowych, decydujacych o wartosci gospodarczej
danego genotypu. Ponadto do badan wiaczono markery genetyczne monitorujgce wystepowanie
niezmutowanych i zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i FAD3 w liniach obejmujgcych
rekombinanty typu HO, LL, HOLL oraz ich formy rodzicielskie.

Zadanie realizowane bylo w ramach czterech tematéw badawczych:

1. Fenotypowanie ro$lin pod wzgledem cech agronomicznych i biochemicznych.
2. Okreslenie determinacji genetycznej cech jakosciowych.

3. Ocena genotypow w doswiadczeniach porownawczych.

4. Genotypowanie roslin.

Materiat badawczy

Do badan wiaczono rekombinanty typu HO (z genem mutanta wysokooleinowego) o wysokiej
zawartos$ci kwasu oleinowego w oleju nasion (71,7%-81,7%), rekombinanty typu HOLL o wysokiej
zawartosci kwasu oleinowego w oleju nasion (72,1%-82,4%), o obnizonej zawartosci kwasu
linolenowego (od 2,0%-6,2%) oraz genotypy o wysokiej zawartosci tluszczu (do 49,3%), 0
ustabilizowanej bardzo niskiej zawartosci glukozynolanéw alkenowych (0,2-3,7uM g 'nasion) i sumy
glukozynolanéw (od 2,0-9,7uM g™nasion).

Temat 1. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji i bonitacji polowych wykonano 904 izolacje
ros§lin. Powyzszy material oceniono pod wzgledem zawartosci tluszczu (%), kwasoéw thuszczowych
(%) oraz pod wzgledem zawartoéci sumy glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych (uM g™
nasion). Do dalszych badan wybrano 46 rekombinantéw typu HO (zawierajagce geny mutanta
wysokooleinowego) charakteryzujacych si¢ znacznym wzrostem zawartosci kwasu oleinowego w
oleju nasion (78,6%-83,1%). Z krzyzowan mutantow wysokooleinowych (typu HO) i
niskolinolenowych (typu LL) do dalszych badan wybrano populacje 110 rekombinantéw typu HOLL
wykazujacych wzrost zawartosci kwasu oleinowego w oleju nasion (73,7-84,0%) oraz obnizenie
zawartosci kwasu linolenowego (1,0-5,2%). W badaniach wykorzystano rowniez kolekcje wlasna
(uzyskang w wyniku krzyzowan w obrebie gatunku Brassica napus L) form wysokooleinowych, form
wysokotluszczowych i niskoglukozynolanowych. Z wyselekcjonowanych izolowanych pojedynczych
roslin typu wysokotluszczowego i niskoglukozynolanowego do dalszych badan wybrano 45
genotypow o wysokiej zawarto$ci thuszczu (do 49,5%) oraz o ustabilizowanej bardzo niskiej
zawartosci glukozynolanéw alkenowych (0,8-2,8uM g’nasion) i sumy glukozynolanéw (1,9-11,2uM
g 'nasion). Zawarto$¢ kwasu oleinowego w badanych genotypach wahata si¢ (67,5-81,6%).

Temat 2. Dla okreslenie determinacji genetycznej cech jakosciowych przeprowadzono krzyzowania w
uktadzie diallelicznym pelnym w celu potaczenia szesciu linii z wysokg zawarto$cig kwasu
oleinowego i niska zawartoscig kwasu linolenowego, wysoka zawartos$cig ttuszczu i niskg zawartoscia
glukozynolanéw alkenowych. Uzyskano 30 mieszancoéw Fi.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw utworzono podgrupy wartosci Srednich odrebnie dla kazdej
formy rodzicielskiej. Stwierdzono, ze linia mutanta niskolinolenowego (M-681) typ LL o skrajnie
obnizonej zawartosci kwasu linolenowego (2,2%) niezaleznie od kierunku krzyzowania w kazdej
badanej kombinacji wptywata na obnizenie zawarto$¢ kwasu linolenowego (do minimum 2,1-4,2%).
Natomiast linia 342/6i — typ HOLL o wysokiej zawarto$ci kwasu oleinowego (81,8%) i niskiegj
zawartosci kwasu linolenowego (2,3%) wptywata niezaleznie od kierunku krzyzowania nie tylko na
obnizenie zawartosci kwasu linolenowego (2,1-4,9%) ale rOéwniez na wzrost zawartosci kwasu
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oleinowego (73,8-81,7%). Genotyp 565 - typ NGLS 0 nhajnizszej zawartosci glukozynolanow
powodowal obnizenie tych zwigzkéw tj. zawartosci glukozynolanow alkenowych (do 2,4uM ¢
'nasion) i sumy glukozynolanéw (do 6,4uM g™'nasion). Przeprowadzona wedtug metody Griffinga
(1956) analiza wariancji diallelicznego uktadu krzyzowan dla zawartosci kwasu oleinowego,
linolowego i linolenowego oraz dla zawartosci glukozynolanow wykazata istotne zrdznicowanie
efektow ogolnej zdolno$ci kombinacyjnej (ang. general combining ability, GCA) dla mieszancow
pokolenia F, dla wszystkich badanych cech. Istotne zréznicowanie specyficznej zdolnosci
kombinacyjnej (ang. specific combining ability, SCA) oraz istotne efekty dla krzyzowan odwrotnych
stwierdzono tylko dla zawartosci sumy wszystkich glukozynolanéw oraz sumy glukozynolanéw
alkenowych. Linie rodzicielskie (Polka typ HO, 342/6i typ HOLL) o wysokiej dodatniej wartosci
GCA dla kwasu oleinowego i ujemnej wartosci GCA dla kwasu linolowego odpowiednio zwigkszaty
zawarto$¢ kwasu oleinowego i obnizaty zawarto$¢ kwasu linolowego w oleju z nasion mieszancow.
Natomiast mutant (M681 typ LL) oraz linia (342/6i typ HOLL) o wysokiej ujemnej wartosci GCA dla
kwasu linolenowego wptywaly na znaczne obnizenie zawartosci tego kwasu. Na podkreslenie
zastuguje rowniez linia rodzicielska (565 typ NGLS) o wysokiej ujemnej warto$ci GCA dla
zawarto$ci sumy wszystkich glukozynolanéw oraz sumy glukozynolanow alkenowych, ktora
decydowata o znacznym onizeniu tych zwigzkow. Tylko nieliczne mieszance wykazywaty istotne
efekty specyficznej zdolnosci kombinacyjnej. Korzystne ujemne efekty dla cechy niskiej zawartosci
glukozynolanéw (pozadane ze wzgledu na szersze wykorzystanie nasion jak i pozyskiwane z nich po
odolejeniu $ruty lub wyttokow jako warto$ciowej paszy wysokobiatkowej) odnotowano w czterech
kombinacjach krzyzowan (HOXHOLL), (HOLLXMONOLIT), (MONOLITXWT) i (WTXNGLS). W
pozostatych przypadkach wartoSci SCA byly nieistotne statystycznie. Analiza wariancji dla zawarto$ci
kwasow: oleinowego, linolowego i linolenowego oraz dla zawartosci sumy wszystkich
glukozynolanéw oraz sumy glukozynolanéw alkenowych wykazata, ze addytywne dziatanie genow
bylo istotne dla wszystkich badanych cech. Wykazano rowniez, ze istotna dominacja genéw wystapita
tylko dla sumy wszystkich glukozynolanéw oraz sumy glukozynolanéw alkenowych. Potwierdzono
istotno$¢ asymetrii w rozktadzie alleli genow determinujacych zawartos¢ glukozynolandw.

Temat 3. Najlepsze linie rekombinacyjne oceniono w doswiadczeniu poréwnawczym PN1 (seria Il1).
Linie te poréwnano do dwoch wysokoplennych odmian wzorcowych Marcelo i Monolit oraz dwéch
linii mutantow M10464 typ HO i M681 typ LL (wykorzystywanych w hodowli jako zrodto
zmiennosci kwasow ttuszczowych: oleinowego, linolowego i linolenowego ktore zostaty przeniesione
do warto$ciowych gospodarczo rodéw hodowlanych i odmian na drodze hodowli rekombinacyjnej).
Sporzadzona synteza wynikoéw dla 25 obiektow wykazata, ze plon nasion istotnie roznicowat badane
linie. Zadna linia nie przekroczyta poziomu plonowania wzorcéw natomiast 13 z nich plonowato
powyzej $redniej ogllnej (103,7-121,6%). Nalezy podkresli¢, ze wszystkie badane obiekty plonowaty
istotnie lepiej od dwdch linii mutantéw. Swiadczy to o duzym postepie hodowlanym otrzymanych
rekombinantow. Pod wzgledem zawartosci thuszczu 9 linii (46,5-48,6%) istotnie przewyzszyto
odmiany Marcelo (45,4%) i Monolit (45,5%). Stwierdzono wysokie zréznicowanie genotypow pod
wzgledem sktadu kwasow thuszczowych w oleju nasion. Badane linie typu HO utrzymaty istotnie
wysoka ustabilizowang zawarto$¢ kwasu oleinowego w przedziale (75,7-814%) natomiast linie typu
HOLL z wysoka zawartoscia kwasu oleinowego na poziomie (77,6-84,0%) i obnizong zawarto$cia
kwasu linolenowego na poziomie (2,4-4,7%). Stwierdzono réwniez wysoka istotno$¢ zréoznicowania
genotypow pod wzgledem zawartosci sumy glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych. W
stosunku do odmian wzorcowych Marcelo (17,4uM g™ nasion; 12,1uM g™ nasion) nizsza zawartoscia
sumy glukozynolanow i glukozynolanéw alkenowych charakteryzowato si¢ odpowiednio 22 i 20
genotypéw natomiast w stosunku do odmiany Monolit (11,9pM g* nasion; 7,6uM g™ nasion)
odpowiednio 17 i 14 genotypow. Genotypy oceniono réwniez pod wzgledem cech struktury plonu.
Cechy decydujace o plonowaniu: liczba rozgatezien, liczba tuszczyn na roslinie, dtugos¢ tuszczyn,
liczba nasion w tuszczynie oraz masa 1000 nasion istotnie réznicowaty badane genotypy.

Wiosng 2017 roku kontynuowano I seri¢ doswiadczen PN3 dla okres$lenia determinacji genetycznej
waznych cech fenotypowych. Ocenie podlegato 36 obiektow w tym 30 mieszancow pokolenia F, oraz
6 linii rodzicielskich. Sporzadzona synteza wynikéw wykazata, ze plon nasion istotnie réoznicowat
zarowno mieszance jak i linie rodzicielskie. Do najlepiej plonujgcych w przedziale (27,2-45,1dt/ha)
zaliczono 13 mieszancow. Nalezy podkresli¢, ze kombinacje z wysokoplenna odmiang Monolit
charakteryzowaly si¢ najwyzszym plonowaniem. Najwyzszg zawarto$cig thuszczu charakteryzowaty
sie¢ kombinacje z wysokotuszczowym genotypem 537 (45,5-46,1%). Istotnie najwyzszg zawarto$cig
kwasu oleinowego (pozadang ze wzgledu na korzystne parametry dietetyczne) w stosunku do odmiany
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wysokooleinowej Polka (78,0%) odnotowano u 5 mieszancow (78,5-79,9%). Natomiast najnizsza
zawarto$¢ kwasu linolenowego (wskazang ze wzgledu na wolniejszy proces oksydacji oleju)
stwierdzono u 8 mieszancach (2,4-6,2%) zawierajacych zmutowany gen desaturazy FAD3 pochodzacy
od mutanta M681 (2,5%). Linia rodzicielska 565 o najnizszej zawartosci sumy glukozynolanow
(5,6uM g™ nasion) i glukozynolanéw alkenowych (2,2uM g™ nasion) istotnie wptywala na obnizenie
tych zwigzkoéw. Wiosng 2017 roku przeprowadzono oceng przezimowania. Najstabiej zimowala linia
rodzicielska M681 typ LL (4,1 w skali 1-9°). Linia ta réwniez wlywata na gorsze zimowanie 5
mieszancow. Potwierdza to roéwniez procentowy udzial przezimowanych roslin (32,4-69,5%).
Najlepiej zimowaly mieszance w kombinacji z odmiang Monolit i Polkg (74,9-94,3%). Genotypy
oceniono réwniez pod wzglgdem cech struktury plonu. Cechy decydujace o plonowaniu: liczba
rozgatezien, liczba tuszczyn na roslinie, dtugos$¢ tuszczyn, liczba nasion w tuszczynie oraz masa 1000
nasion istotnie roznicowaty badane genotypy. Stwierdzono istotng dodatniag korelacje miedzy plonem
nasion a procentowa zawartoscig thuszczu (0,840), masa 1000 nasion (0,346), dlugos$¢ tuszczyn
(0,758) i liczba nasion w tuszczynie (0,892). Oznacza to, ze cechy: masa 1000 nasion, dtugoscia
tuszczyn i liczba nasion w tuszczynie w sposéob istotny wplywaty na poziom plonowania badanych
genotypow. Istotnie dodatnig zalezno$¢ stwierdzono rowniez pomig¢dzy liczba rozgatezien, a liczbg
tuszczyn na roslinie (0,637). Istotnie dodatnig korelacje stwierdzono migdzy dhugoscia tuszczyn a
liczbg nasion w tuszczynie (0,873).

Waznym etapem procesu hodowlanego byta ocena zdolnosci kombinacyjnej form rodzicielskich na
podstawie kombinacji mieszancowych. Znajomos$¢ ogolnej zdolnosci kombinacyjnej (GCA) linii
umozliwia eliminacj¢ linii rodzicielskich, ktore przedstawiaja matg warto§¢ kombinacyjng. Natomiast
znajomos$¢ specyficznej zdolnosci kombinacyjnej (SCA) pozwala wytypowac najbardziej korzystne
kombinacje mieszancowe. Przeprowadzona dialleliczna analiza wariancji opracowana wg Griffinga
(1956) dla zawartosci kwasow oleinowego, linolowego i linolenowego oraz dla zawartosci sumy
wszystkich glukozynolanéw i sumy glukozynolanéw alkenowych w pokoleniu F; wykazata istotnosé
roznic linii pod wzgledem efektéw ogdlnej zdolnosci kombinacyjnej (GCA). Natomiast istotnos¢ pod
wzgledem specyficznej zdolnosci kombinacyjnej (SCA) mieszancow wykazano jedynie dla kwasu
oleinowego i linolowego oraz glukozynolanéw. Uzyskane wartosci GCA linii rodzicielskich dla
kwasow thuszczowych: oleinowego, linolowego i linolenowego sg wysoce istotnie zréznicowane (na
poziomie a=0,01). Linie POLKA (typ HO), 342/6i (typ HOLL), 537 (typ WT) o wysokiej istotnie
dodatniej wartosci GCA dla kwasu oleinowego i ujemnej wartosci GCA dla kwasu linolowego
odpowiednio zwigkszaly zawartos¢ kwasu oleinowego i obnizaly zawartos¢ kwasu linolowego w
mieszancach. Linie M681 (typ LL) i 342/6i (typ HOLL) o istotnie wysokiej ujemnej wartosci GCA dla
kwasu linolenowego wptywaty na obnizenie zawartosci tego kwasu w mieszancach. Natomiast linia
565 (typ NGLYS) o istotnie (na poziomie a=0,01) wysokiej ujemnej warto$ci GCA dla zawartosci sumy
wszystkich glukozynolanéw oraz sumy glukozynolanéw alkenowych decydowata o znacznym
onizeniu tych zwigzkéw. Wysoce istotne wartosci GCA badanych linii wskazuja na addytywne
dziatanie genow determinujacych zawartos¢ badanych kwasow oraz glukozynolanow.

Nieliczne mieszance F3; wykazaty istotne efekty SCA dla zawarto$ci kwasow ttuszczowych. Dla
dwoch kombinacji (342/6i x Monolit, 537 x 565) stwierdzono korzystny, dodatni efekt SCA dla
zawarto$ci kwasu oleinowego oraz dla dwoch kombinacji (342/6i x Monolit, 537 x 537) stwierdzono
korzystny, ujemny efekt SCA dla zawartosci kwasu linolenowego. Dla zawarto$ci glukozynolanow
odnotowano jedynie pojedyncze przypadki istotnych ujemnych lub dodatnich efektow SCA.

Na podstawie wykonanej analizy wariancji wedlug Haymana (1954) uzyskano potwierdzenie
addytywnego dziatania genéw dla badanych kwaséw thuszczowych i glukozynolanéw. Addytywne
dziatanie jak i dominowanie gendw mialy istotny wptyw na zawarto$¢ kwasu oleinowego, linolowego
oraz dla zawarto$ci sumy wszystkich glukozynolanéw oraz sumy glukozynolanéw alkenowych w
pokoleniu F3 Dla tych cech wystapita ukierunkowana dominacja genow.

Informacje dotyczace dziatania gendow determinujgcych zawartos¢ kwasow thuszczowych i
glukozynolanéw oraz wyznaczenie wspotczynnikow odziedziczalnosci dla tych cech majg dla
hodowcy istotne znaczenie w zaplanowaniu prac selekcyjnych i przy wyborze metod hodowlanych.
Rozréznia si¢ odziedziczalno$¢ w szerokim sensie jako stosunek zmiennosci genotypowej do
fenotypowej oraz odziedziczalno$¢ w waskim sensie jako stosunek zmienno$ci addytywnej do
fenotypowej. Dla analizowanych kwasow tluszczowych otrzymano wysokie wartosci tych
wspotczynnikow (w szerokim sensie 0,94-0,95, w waskim sensie 0,94-0,95). Wskazuje to zaréwno na
duzy udzial zmienno$ci genetycznej w zmienno$ci fenotypowej badanych cech jak i1 znaczace
addytywne dzialanie gendéw w dziedziczeniu tych cech. Nizsze natomiast wartosci tych



wspotczynnikéw otrzymano dla glukozynolandw (w szerokim sensie dla sumy glukozynolanéw 0,86 i
glukozynolanéw alkenowych 0,91, w waskim sensie dla sumy glukozynolanéw 0,69 i
glukozynolanéw alkenowych 0,58).

Temat 4. W sezonie wegetacyjnym 2017 roku genotypy o wysokiej wartosci agronomicznej
charakteryzujgce sie wysokg zawarto$cig kwasu oleinowego i niskg linolenowego poddano analizie
DNA. Do tych badan wiaczono rekombinanty pokolen Fi—F3 typu HOLL (z genem mutanta
wysokooleinowego oraz mutanta nisolinolenowego).Wykonano 171 analiz DNA. Zastosowana analiza
z wykorzystaniem markeré6w genetycznych pozwolila precyzyjnie wyselekcjonowaé pozadane
genotypy zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i FAD3.

W analizie przeprowadzonej metoda CAPS dla alleli genu BnaA.FAD2 desaturazy FAD2 wsrod
badanych genotypéw wykazano 81 homozygotycznych préb o zmutowanym genotypie typu HOR4
(HOR4/HOR4). W pozostatych probach wykazano genotyp homozygotyczny typu dzikiego
(Dziki/Dziki).

Analizy na obecnos¢ zmutowanych alleli desaturazy FAD3 w genomach A i C B. napus
przeprowadzone metodg SNaPshot zidentyfikowaty 108 genotypow zmutowanych i
homozygotycznych w obu loci (genotyp aacc) oraz rézne formy heterozygotyczne: 2 fomy
heterozygotyczne (genotyp aaCC) w ktorych stwierdzono obecnos¢ zmutowanych alleli w genomie A
B. napus, 13 fom heterozygotycznych (genotyp Aacc) oraz 14 fom heterozygotycznych (genotyp
AAcc) w ktorych stwierdzono obecno$¢ zmutowanych alleli w genomie C B. napus. W pozostatych
formach typu dzikiego (genotyp AACC) nie stwierdzono obecno$ci zmutowanych alleli zarowno w
genomie A i C B. napus.

Mieszance pokolenia F, uzyskane z krzyzowan diallelicznych oraz linie rodzicielskie (biorace udziat
w doswiadczeniach polowych (I seria doswiadczen PN3) w celu okreslenia determinacji genetycznej
waznych cech fenotypowych (temat badawczy 3) poddane zostaty analizie DNA. Do badan wybrano
obiekty z genem mutanta wysokooleinowego (typ HO) oraz mutanta nisolinolenowego (typ LL) oraz
obiekty typu HOLL w ktorych stwierdzono kumulacje zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i
FAD3 w genomach A i C B. napus. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze u
mieszancow z krzyzowan z linig rodzicielska (Polka typ HO, zawartos¢ kwasu oleinowego 79,6%)
niezaleznie od kierunku krzyzowania stwierdzano obecno$¢ zmutowanych alleli w genomie
BnaA.FAD2 typu HOR4 (HOR4/HOR4). Potwierdza to réwniez analiza biochemiczna wysokiej
zawarto$ci kwasu oleinowego (do 78,6%). W wyniku krzyzowania z linig 342/61 typ HOLL u
wigkszo$ci mieszancow typu HOLL obsewowano kumulacj¢ zmutowanych alleli genéow desaturaz
FAD2 i FAD3 w genomach A i C B. napus. Natomiast mutant M681 typ LL tylko w nielicznych
kombinacjach powodowat trwatg obecno$¢ zmutowanych alleli desaturazy FAD3 w genomach A i C
B. napus (mieszaniec aacc).



