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Cele szczegolowe:

Cel projektu .
Uzyskanie homozygotycznych linii ,,nowego” rzepaku ozimego Brassica napus, podwdjnie %
ulepszonego, wykazujacego odrebnos¢ genetyczna od obecnego naturalnego rzepaku. N

Uzyskanie roslin z rodzaju Brassica rapa i Brassica oleracea
B. oleracea convar. B. oleracea convar.

.

z p Qdaml generatywnyml OdPOWlednlml dO krzyzowan mIdeygatunkOWYCh. ssBp..r;F::?fé_r.a E:ﬁeﬁr?:nfig' acebhalavar sabellica fructicosa var. gemnifera

Uzyskanie . roshp mieszancowych (rz_epal_< resyntetyzowany — RS), poprzez AN

krzyzowanie mie¢dzygatunkowe, z diploidalnych gatunkéow podstawowych: f micszaticowych (linie RS)

Brassica rapa i Brassica oleracea WY

Badania nad zdolnoscia do wytwarzania nasion przez kazda rosling uzyskang %@ 42

Z krzyzowania mi¢dzygatunkowego poprzez analiz¢ prawidtowego wyksztalcenia °

pytku i badanie zdolnosci do samozapylenia roslin mieszancowych. Ana‘hza sywotnosei ziaren pylku

Uzyskanie nasion z mieszancéw F; otrzymanych z krzyzowan rzepaku RS i rzepaku pOdWOJnle ulepszonego Zawiazywanie uszzyn e
WE i Al | L 4 linii ku RS Ki |

Przygotowanie roslin dawcoéw mikrospor do przeprowadzenia androgenezy R - A i reepa RS 2 rzepaicem naturaimym

in vitro i uzyskanie populacji linii DH semi-RS, sposrod ktorych bedzie
mozna wyselekcjonowac linie DH semi-RS podwojnie ulepszone.

Analiza biochemiczna nasion rzepaku semi-RS pod wzgledem zawartosci
glukozynolanow (GSL) i skladu kwasow tluszczowych oraz
wyselekcjonowanie linii DH rzepaku semi-RS o jakosci rzepaku
podwojnie ulepszonego: zero-erukowych oraz o niskiej zawartosci GSL.

Linie DH semi-RS

Badanie odr¢bnosci genetycznej rzepaku RS i semi-RS N T Tt ey I

Uzyskanie informacji dotyczacej sekwencji genomu rzepakoéw resyntetyzowanych w poréwnaniu do wyjsciowych
deIOIdaInyCh form rodzicielskich . Analiza mikromacierzy Brassica 60K
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Material roslinny:

R

- gatunki roslin z rodzaju Brassica: kapusta chinska  kapusta pekifiska rpik jarmuz kapust brukselska  kalafior
- podwdjnie ulepszone odmiany rzepaku ozimego: Tosca, Tactic, Arot, Lohana, Architect, Platinium
- linie rzepaku resyntetyzowanego (RS) i linie DH semi-RS

- linie meskosterylne CMS ogura

Metody:

- zapylanie in vitro i in vivo w krzyzowaniach mi¢dzy B. rapa i B. oleracea
- hodowla in vitro izolowanych zarodkow lub zalgzkow (ang. embryo rescue)
- androgeneza in vitro w kulturze izolowanych mikrospor

- pomiar jadrowego DNA metodg cytometrii przeptywowej w celu okreslenia wielkos$ci genomu 1 ploidalnosci roslin
- metody cytogenetyki klasycznej w celu okreslenia zywotnosci pytku

- metoda chromatografii gazowej do oznaczania zawartosci glukozynolanow i sktadu kwasu thuszczowych w nasionach

- analiza bioinformatyczna w celu oszacowania zréznicowania genetycznego na podstawie wynikow z mikromacierzy
Brassica 60K
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Wyniki

1. Okreslono potrzeby jarowizacyjne niektérych gatunkow z rodzaju Brassica:

- wigkszo$¢ badanych rzepikéw (B. rapa) wymagata jaryzacji w stadium 4-5 lisci w temp. 4°C przy 8 h oswietlenia przez okres 8
tygodni

- rzepik odm. Ludowy i linia Cr2877 potrzebowat 12 tygodni jaryzacji do wytworzenia prawidtowych pedow generatywnych

- dla wszystkich badanych odmian jarmuzu (B. oleracea) stadium pigciu lisci byto odpowiednie do rozpoczgcia jaryzacji

- dlajarmuzu odm. Vitessa ustalono 8-tygodniowy, a dla odm. Kapral i jarmuzu tradycyjnego 12-tygodniowy okres jaryzacji

- do prawidtowego przebiegu jaryzacji kapusta warzywna brukselska (B. oleracea) wymagata 8-10 tygodni traktowania niska
temperaturg (4°C) w fazie 10 lisci

- kalafior (B. oleracea) nie wymagat okresu chtodu, a caty proces wytwarzania pedow generatywnych trwat ok. 6 miesiecy

2. Do krzyzowan mi¢dzygatunkowych wykorzystano 10 odmian rzepiku (jare i ozime, tradycyjne, jednozerowe i dwuzerowe)
I 1 odmiang kapusty pekinskiej z gatunku B. rapa, a z gatunku B. oleracea - 3 odmiany jarmuzu, 1 odmiane kapusty brukselskiej i 1
odmiang Kalafiora. Zastosowano dwie metody zapylenia zoptymalizowane na potrzeby realizowanego projektu: in vivo i in vitro oraz
metode hodowli in vitro izolowanych zarodkow lub zalazkow (ang. embryo rescue) i regeneracji z nich roslin w kulturze in vitro.
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3. W trakcie realizacji projektu otrzymano 58 mieszancow migdzygatunkowych bedacych rzepakiem RS. Metoda cytometrii przeptywowej
potwierdzono mieszancowos¢ wszystkich roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan pomiedzy B. rapa a B. oleracea.
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Wyniki

4. U wszystkich badanych mieszancéw mig¢dzygatunkowych zaobserwowano samoniezgodno$¢ wywotang prawdopodobnie czynnikami
genetycznymi i zréznicowang zywotnos¢ pytku. Wykonana analiza wykazata, ze zywotnos$¢ ziaren pytku badanych roslin RS wynosita od
38,8% u do 92,4%. Nie stwierdzono zwiazku pomi¢dzy zywotnoscig ziaren pytku a pochodzeniem linii RS. Na zywotnos$¢ pytku nie wptywat
Obserwacje budowy kwiatéw u 10 réznych linii rzepaku RS pozwolity

wyroznié cztery typy budowy: A — stupek wyrastat znacznie ponad pylniki; B —

stupek rowny pylnikom; C — zredukowany stupek mniejszy od pylnikow; D —

samoniezgodnos$ci i nieprawidlowej budowy kwiatow, rosliny zapylano r¢cznie W zamknietym paku kwiatowym w celu otrzymania nasion.
Analiza biochemiczna nasion rzepaku RS wykazata obecnos¢ kwasu erukowego (13,8 — 43,4%) i wysoka zawartos¢ GSL (24,3 - 119,2 umol g1
nasion).

Platinium oraz linig semi-RS z trzema liniami rzepaku RS: RS63, RS68 i RS69. Odmiany rzepaku naturalnego sa podwojnie ulepszone,
charakteryzuja si¢ wysoka zawartoScig thuszczu w nasionach i wysokim plonowaniem. Uzyskano nasiona z mieszancow F1 pochodzacych z
nastepujgcych kombinacji: odm. Lohana x RS63, odm. Lohana x RS68, odm. Tactic x RS63, odm. Tactic x RS68, odm. Arot x RS63, odm. Arot

takze ani kierunek krzyzowania, ani podgatunki rodzicielskie danego mieszanca. - . . !
silnie zredukowane pylniki pozbawione zywego pytku. Aby pokonac bariere H

5. W celu poprawy cech jakosci rzepaku RS wykonano krzyzowania pomi¢dzy odmianami rzepaku ozimego: Lohana, Arot, Tactic, Tosca i
x RS69, RS69 x odm. Arot, odm. Tosca x RS68, RS68 x odm. Tosca, RS68 x odm. Platinium, RS69 x odm. Platinium, RS61 i semi-RS S;A/8.
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Wyniki

6. W wyniku androgenezy in vitro mieszancow F1 (odmiana x RS) otrzymano 5 populacji linii DH semi-RS
Liczba Liczba Liczba linii bez Liczba linii z Liczba linii

Populacja uzyskanych analizowanych | kwasu erukowego obnizona podwojnie
roslin linii zawartoscia GSL ulepszonych
D 23 (RS69 x odm. Arot) 158 97 12 2 0
D 24 (odm. Arot x RS69) 156 88 9
D 25 (odm. Lohana x RS63) 186 52 15
D 26 (odm. Tactic x RS68) 62 30 0

D 27 (odm. Tosca x RS68) 84 43 1
Uzyskane wyniki wskazujg 0 bardzo niskiej czgstotliwosci wystepowania segregantow 0
obnizonej zawarto$ci glukozynolandéw i pozbawionych kwasu erukowego w populacjach
linii DH. Szczegdlnie trudno jest uzyskac linie 0 normatywnej zawartosci GSL ze wzgledu
na wielo$¢ 1 roznorodno$¢ tych zwigzkow, a tym samym wysoka liczba genow
odpowiedzialnych za ich synteze.
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W celu wprowadzenia nowej zmiennosci genetycznej do materialow hodowlanych
wyselekcjonowane podwojnie ulepszone linie DH semi-RS  skrzyzowano z liniami
meskosterylnymi CMS ogura w uktadzie: CMS 896 x semi-RS 25/4 oraz CMS 430 x semi-
RS 27/25, a w nastepnych pokoleniach prowadzono krzyzowania wsteczne.

Populacja D 23 w szklarni, rok 2017.
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7. W celu uzyskania informacji genetycznej o liniach RS rzepaku i ich komponentach rodzicielskich wykonano badania molekularne
poddajac analizie za pomoca mikromacierzy Brassica 60K (Traits Genetics) DNA wyizolowane z 12 genotypow. Do badan wybrano: 7 linii

RS, 2 odmiany jarmuzu (B. oleracea) i trzy podgatunki B. rapa: kapuste pekinska, kapuste chinskg i bezerukowa odmlane; rzeplku

Mikromacierz zawierata sondy charakterystyczne dla poszczegolnych
markerow SNP, stanowigce sekwencje komplementarne do sekwencji
badanych. Analiza prowadzona byla na zasadzie hybrydyzacji sond
zlokalizowanych na ptytce z badanym DNA. Wizualizacja uzyskanych
wynikow ujawnita liczne zmiany w genomie linii RS w poréwnaniu do linii
rodzicielskich, a rozmieszczenie badanych genotypow w ukladzie dwoch =——
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sktadowych gtownych wykazato odrebnos¢ genetyczng linii RS od rzepaku naturalnego.

e B.oleracea

B.rapa

. linie RS

8. W 2020 roku w firmie Genomed S.A. wykonano sekwencjonowanie NGS dla 4

Gatunek organizmu,

probek DNA z roélin roznych gatunkéw rodzaju Brassica. Probki DNA (tabela) || Nazwa |Stezenie) Wspélezynnik | z ktorego pochodzi
. . ., . . p. probki [ng/ul] A260/280 material do

zostaty wyizolowane w IHAR-PIB w Poznaniu z lisci rzepiku, kapusty i rzepaku sekwencjonowania

resyntetyzowanego (z indywidualnych roslin), za pomoca zmodyfikowanej metody | oovorr- [, on e

z CTAB (Doyle i Doyle 1990), a nastepnie ich jakos$¢ 1 stezenie sprawdzano za ' rzepik ! rzepik (Brassica rapa)

pomoca spektrofotometru Nanodrop. Probki stezone po izolacji (DNA 091/02-R1- kapusta (Brassica

- .. T 2. 40 1,88

rozpuszczone w buforze TE), byly rozcienczane réznymi objetosciami buforu TE kapusta oleracea)

do koncowego stezenia DNA 40 ng/ul. Kazda probka przestana do firmy Genomed 091/03-R1- _

S.A. (ok 50 ul) zawierala ok. 2 pg DNA w buforze TE. Jako$é i ilos¢ DNAw |3 | Rrses 40 189 | rzepak (Brassica napus)

przestanym materiale byta tez sprawdzana w ramach procedur stosowanych przez 091/04-R1- _

firm¢ Genomed S.A. — wszystkie 4 proby przeszty pozytywnie kontrole ilosciowa. 1 Rseo 40 = rzepak (Brassica napus)
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8. W ramach zlecenia firma Genomed S.A. wykonala ustugi
sekwencjonowania genomowego dla czterech prob Brassica. Analizy
te obejmowaly przygotowanie bibliotek i sekwencjonowanie na

091-04-R1-
RS69_S30_R1_001.fastq.gz

Liczba 321979701
sekwencji

Dtugosé 15-151
sekwencji (pz)

091-04-R1-
RS69_S30_R2_001.fastq.gz

321979701

15-151

091-03-R1-
RS68_S31_R1_001.fastq.gz

276506844

15-151

091-03-R1-
RS68_S31_R2_001.fastq.gz

276506844

15-151

urzadzeniu HiSeq4000 / NovaSeg6000 (lllumina) w

zasad (tryb PE150), z gwarancja 50-krotnego pokrycia genomu.

Wykonano podstawowa analiz¢ bioinformatyczng dla otrzymanych

danych z sekwencjonowania — filtrowanie uzyskanych sekwencji s
oraz usuwanie sekwencji adapterow. Etap ten wykonano przy uzyciu —
programu  Cutadapt w wersji 1.18. Filtrowanie zostato e 36 ° ”
przeprowadzone przy zastosowaniu parametru jakosci q=25 oraz o oor o .
minimalnej dlugosci odczytow m=15. Zestawienie wynikéw po b e

filtrowaniu i przycinaniu sekwencji przedstawiono w tabeli.

trybie
sparowanych koncow (ang.: paired end) w dwoéch odczytach, po 150

Genomy referencyjne dla opracowania uzyskanych sekwencji:

Genom rzepiku (Brassica rapa, genom A) (genom GCF_000309985.2 CAAS Brap_v3.01 w bazie
NCBI)
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plant/Brassica_rapa/latest_assembly versions/GCF 0

00309985.2_CAAS Brap v3.01/

Genom kapusty (Brassica oleracea, genom C) (genom GCF_000695525.1 BOL w bazie NCBI)
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plant/Brassica_oleracea/latest assembly versions/GC
F 000695525.1 BOL/

%GC 38 38 38 38

%AT 62 62 62 62

%Q30 97.23 96.75 97.19 96.9

091-02-R1-
kapusta_S32_R1_001.fastq.gz

091-02-R1-
kapusta_S32_R2_001.fastq.gz

091-01-R1-
rzepik_S33_R1_001.fastq.gz

091-01-R1-
rzepik_S33_R2_001.fastq.gz

Obecnie przeprowadzana jest dalsza analiza bioinformatyczna. Obejmuje
ona m.in. wykonanie mapowan odczytéw do genomow referencyjnych dla
kazdego z genomow badanych roslin. Dla probki z rzepiku wykonane
zostanie mapowanie do genomu A, natomiast dla probki z kapusty
mapowanie do genomu C. Z kolei dla rzepaku resyntetyzowanego
wykonane zostang mapowania do obu genomow (A i C) (tabela).
Planowane jest takze wskazanie mutacji réznicujacych badane rosliny
wzgledem zastosowanych genomow referencyjnych oraz wytypowanie
wariantow wspolnych i unikalnych dla badanych prob.


https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plant/Brassica_rapa/latest_assembly_versions/GCF_000309985.2_CAAS_Brap_v3.01/
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plant/Brassica_rapa/latest_assembly_versions/GCF_000309985.2_CAAS_Brap_v3.01/
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plant/Brassica_oleracea/latest_assembly_versions/GCF_000695525.1_BOL/
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plant/Brassica_oleracea/latest_assembly_versions/GCF_000695525.1_BOL/
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a/ Opracowanie schematu uzyskiwania rzepaku ozimego resyntetyzowanego (RS) poprzez krzyzowania mi¢dzygatunkowe pomiedzy
réznorodnymi diploidalnymi liniami rodzicielskimi B. rapa i B. oleracea, odrgbnego genetycznie zarowno od odmian tradycyjnych, jak i
odmian podwdjnie ulepszonych rzepaku naturalnego.

Osiagniecia

b/ Opracowanie metody zapylenia ,.in vitro” B. rapa x B. oleracea w obu kierunkach w celu uzyskania roslin mieszancowych RS.
Metoda ta pozwala oming¢ niektoére z prezygotycznych barier krzyzowalnosci wystepujacych pomiedzy gatunkami o0 zroznicowanej
liczbie chromosomow.

c/ Opracowanie metody otrzymywania linii DH semi-RS rzepaku ozimego o0 jakosci canoli na drodze androgenezy in vitro
w kulturze izolowanych mikrospor z mieszancow F1 uzyskanych z krzyzowania rzepaku RS i rzepaku podwdjnie ulepszonego oraz
selekcji linii podwdjnie ulepszonych (00): bez kwasu erukowego i 0 obnizonej zawartosci glukozynolanow.

d/ Wykazanie odrgbnosci genetycznej linii RS i semi-RS od obecnie uprawianego i hodowanego rzepaku 0zimego za pomocg markeréw
molekularnych.

¢/Wlaczanie do doswiadczen hodowlanych genotypow rzepaku ozimego wzbogaconych o rzepak RS we wspotpracy z H R Strzelce.

f/ Ztozenie projektu badawczego pt: ,,Identification of markers for the traits that vary between resynthesized and natural genotypes of
winter Brassica napus ,, w ramach konkursu OPUS NCN

g/ Przygotowanie projektu do ztozenia w konkursie ,,Szybka $ciezka” NCBIR dotyczacego wprowadzenia rzepaku pochodzacego z
resyntezy do hodowli mieszancowej rzepaku ozimego
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