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Cel zadania:

Charakterystyka molekularna oraz okres$lenie zréznicowania kolekcji odmian i linii rzepaku
0 znaczeniu gospodarczym

Materialy i metody:

Material roslinny stanowity polskie i zagraniczne odmiany populacyjne rzepaku ozimego, a takze
genotypy rzepaku wytworzone i znajdujace si¢ w kolekcji IHAR-PIB, Oddz. Poznan: mieszance F;
oraz linie CMS ogura i linie restorery Rfo dla systemu hybrydyzacji CMS ogura, linie podwojonych
haploidow (DH), linie mutantéw o zmienionym skladzie kwasow tluszczowych w oleju nasion i ich
rekombinanty, linia DH o zo6ttej barwie nasion, a takze linia rzepaku otrzymana w wyniku resyntezy
Z gatunkéw podstawowych.

Wyizolowano genomowy DNA z 27 ro§lin z badanej kolekcji, a nastepnie prowadzono analizy
molekularne. Stopien podobienstwa genetycznego badano z zastosowaniem markeréw typu AFLP,
w oparciu 10 kombinacji starteréw i enzymy restrykcyjne ECOR | / Mse | oraz wybranych 48 loci
mikrosatelitarnych (STR), ze znakowanymi fluorescencyjnie starterami metoda ‘M13-tailing’.
Wystepowanie mgsko-sterylnej cytoplazmy typu ogura oraz genu restorera Rfo monitorowano przy
uzyciu analizy ‘multipleks PCR’, natomiast formy alleliczne genéw desaturaz Fad2 i Fad3
identyfikowano, odpowiednio, z zastosowaniem kodominujacego markera CAPS oraz allelo-
specyficznych markeréw funkcjonalnych typu SNaPshot. Produkty reakcji analizowano metoda
elektroforezy w zelu agarozowym wybarwianym bromkiem etydyny oraz z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej; te ostatnie odczytywano stosujac program PeakScanner.

Podobienstwo genetyczne (GS) badanych obiektéw oszacowano stosujac miare¢ Nei i Li.
Wspétczynniki postuzyly do hierarchicznego grupowania linii metoda $rednich polaczen. Wyniki
przeprowadzonych grupowan przedstawiono w formie dendrograméw. Wszystkie obliczenia
wykonano korzystajac z pakietu statystycznego GenStat.

Przed zalozeniem do$wiadczen polowych namnozono w szklarni material siewny i poddano
kompleksowej analizie biochemicznej dla okreSlenia zawartosci thuszczu, biatka ogdlnego, wtokna
pokarmowego, glukozynolanow oraz sktadu kwasow ttuszczowych w oleju nasion. Wybrano 25
genotypow i wysiano w dwoch doswiadczeniach polowych (Lagiewniki i Borowo) w uktadzie blokow
kompletnie zrandomizowanych, w czterech powtdrzeniach. Wykonano ocen¢ bonitacyjng wschodow
i stanu roslin przed zima w skali 1-9 na wszystkich obiektach do$wiadczenia, okreslono obsade roslin
przed zima oraz zawarto$¢ chlorofilu w roslinach.

Wyniki i dyskusja:

Okreslono stopien podobienstwa w obrebie badanej kolekcji genotypow rzepaku w wyniku analizy
AFLP oraz STR. Zastosowano 10 kombinacji starterow AFLP i otrzymano 442 produkty amplifikacji,
w tym 362 byly polimorficzne. Jeden starter generowal §rednio 36,2 markera. Liczba polimorficznych
fragmentéw DNA dla pojedynczego startera wahata si¢ od 16 do 48. W reakcji ze starterem E-ACC
NED : M-CAC otrzymano najwicksza liczbe polimorficznych fragmentéw DNA — 48. Najwyzszy
poziom polimorfizmu — 97,43 otrzymano dla kombinacji starterow E-ACC NED : M-CTC. Poziom
polimorfizmu dla poszczegdlnych kombinacji starterow wynosit okoto 81%. Wszystkie kombinacje
starterow rdéznicowaly badane genotypy rzepaku ozimego. Na podstawie analizy polimorfizmu
markeréw AFLP przeprowadzonej przy uzyciu 258 rdznicujgcych markerow otrzymanych w wyniku
analiz za pomoca 7 par starterow AFLP na 26 badanych genotypach rzepaku utworzono dendrogram
ich podobienstwa genetycznego; genotypy zostaly przyporzadkowane do poszczegdlnych grup
zgodnie z ich pochodzeniem. Metoda AFLP jest uzywana do okres$lania zréznicowania genetycznego
genotypow roslin w badaniach prowadzonych w wielu o$rodkach na swiecie; w IHAR-PIB, Oddz.
Poznan stosowana jest od kilku lat, a wprowadzona ostatnio metoda analizy barwionych
fluorescencyjnie produktow reakcji z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej umozliwita zwigkszenie
efektywnosci prowadzonych badan. Dzigki temu mozna poszerza¢ zakres analizowanych loci
okreslanych metodg AFLP, co zwigksza precyzyjnos$¢ badan.




Wykonano analize zr6znicowania w obrgbie 27 genotypow rzepaku z badanej kolekcji przy uzyciu par
starterow dla 48 loci STR, przy czym jednoznaczne analizy mozna byto przeprowadzi¢ dla 15 sposrod
analizownych genotypéw oraz 35 loci. Dla kazdego locus zidentyfikowano od 1 do 4 Ilub
6 polimorficznych produktow amplifikacji; niektéore byly monomorficzne. Wyznaczono wstepnie
dendrogram podobiefistwa genetycznego, ktory czegsciowo odzwierciedlat pochodzenie badanych
genotypow. Markery mikrosatelitarne, podobnie jak innego typu markery genetyczne, znajduja
zastosowanie do mapowania genetycznego, mapowania asocjacyjnego, identyfikacji rodzicow
i potomstwa, identyfikacji danej proby, zar6wno na poziomie indywidualnym, jak i populacyjnym;
moga shuzy¢ nie tylko do okreslania wzajemnych zaleznoéci migdzy osobnikami w badanej populacji
lub kolekcji, lecz takze precyzyjnej identyfikacji danego genotypu na zasadzie odcisku palca (ang.
fingerprinting). Rozpoczete analizy z zastosowaniem uniwersalnych markerow loci STR stanowia
0 postepie w badaniach genomu rzepaku w IHAR-PIB, Oddz. Poznan.

Wykazano, metodg ‘multipleks PCR’, wystepowanie mgko-sterylnej cytoplazmy CMS ogura
w 11 z 27 badanych genotypow, a gen restorer Rfo — w 7 genotypach. Markery te sg bardzo przydatne
do jednoznacznej identyfikacji genotypow mieszancoéw Fi, a takze rekombinantow linii z genem Rfo,
ktére fenotypowo sa identyczne z odmianami populacyjnymi; ich zastosowanie pozwolito na
precyzyjng identyfikacje pozadanych genotypow.

Obecnos¢ zmutowanych homozygotycznych alleli fad2A wykryto metoda CAPS w trzech liniach,
heterozygotycznych — w dwoéch, natomiast zmutowanych homozygotycznych alleli fad3A i fad3C
(metodg SNaPshot) — w dwoch genotypach; heterozygot nie stwierdzono. Zastosowane markery typu
CAPS i SnaPshot umozliwiaja jednoznaczng identyfikacje form allelicznych gendéw desaturaz Fad2
i Fad3 w genomach A i C rzepaku odpowiedzialnych za cechy zawartosci, odpowiednio, kwasu
oleinowego 1 linolenowego w oleju nasion linii mutantéw rzepaku ozimego, otrzymanych w IHAR-
PIB, Oddz. Poznan. Dotad naleza one do nielicznych tego typu opublikowanych markerow
funkcjonalnych.

Wykonana przed siewem ocena biochemiczna nasion rzepaku 25 badanych obiektow wykazata ich
zroéznicowanie pod wzgledem: procentowe]j zawartos¢ thuszczu w nasionach w zakresie od 38,5% do
53,4%, zawartos$ci wtokna NDF od 21,2% do 32,5%, zawartosci widkna ADF od 14,1% do 30,4%
oraz zawarto$ci biatka ogdlnego w zakresie od 15,7% do 26,5%. Analiza chemiczna sktadu kwasow
thuszczowych nasion uwidocznita rowniez duza zmienno$¢ zawartosci: kwasu oleinowego (od 60,2%
do 83,6%), kwasu linolowego (od 5,3% do 23,5%), kwasu linolenowego (od 3,3% do 11,5%). Duze
zroznicowanie badane obiekty wykazaly takze w zawartosci sumy glukozynolanéw (od 3,8 umol g™
do 65,5umol g™) oraz glukozynolandw alkenowych (od 1,4 pmol g™ do 62,6 pmol g*). Analizy nasion
wykonane uproszczong metoda NIRS w petni potwierdzily zr6znicowanie jakosciowe nasion
badanych genotypéw. Przy wyborze genotypow do badan kierowano si¢ zar6wno pochodzeniem
danych materialow jak rowniez obserwacjami ekspresji fenotypowej cech jakosciowych takich jak
zawarto$¢ glukozynolanow, profile kwasow tluszczowych oraz zawarto$¢ biatka i wiodkna.

Ocena punktowa wschodow i stanu roslin przed zimg wykonana w obu doswiadczeniach polowych
ina wszystkich obiektach wykazata statystycznie wysoce istotne ich zrdznicowanie. Istotne
zroznicowanie obiektow stwierdzono takze w obsadzie roslin przed zima na poletkach
doswiadczalnych oraz zawartosci chlorofilu w lisciach, ktora ksztalttowata si¢ w zakresie od 45 do
56,2 jedn. SPAD.

Whioski:

Uzyskane wyniki analiz molekularnych wykazuja przydatno$¢ markeré6w molekularnych do okreslenia
zmienno$ci genetycznej rzepaku ozimego ze wzgledu duzg precyzje, powtarzalnos¢, ktora jest
poréwnywalna do badan przeprowadzonych tymi metodami w innych osrodkach badawczych na
ro$linach z rodziny Brassicaceae. Badania te bedg kontynuowane poprzez zwiekszenie liczby
badanych loci w analizie stopnia podobienstwa genetycznego pomiedzy liniami rzepaku ozimego
W obrebie badanej kolekcji z zastosowaniem markerow typu AFLP i STR, jak rowniez poprzez
dazenie do uzyskania jednoznacznych i powtarzalnych wynikéw w analizie loci STR i wytypowanie
markerow polimorficznych, a takze monitorowanie w badanych genotypach obecnos$ci mesko-
sterylnej cytoplazmy (CMS) typu ogura i genu restorera Rfo oraz form allelicznych genéw desaturaz
Fad2 i Fad3 w genomach A i C B. napus. Analizy molekularne bgda dalej prowadzone
Z jednoczesnym zwieckszeniem liczby loci AFLP i STR w celu poznania struktury kolekcji linii
rzepaku ozimego oraz tworzenia bazy danych, obejmujgcej molekularng charakterystyke badanych
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genotypow. W kolejnym roku zostana uwzglednione réwniez inne, wartosciowe gospodarczo linie
rzepaku, rekomendowane przez hodowcéw do badan stopnia podobienstwa genetycznego oraz
monitorowania obecno$ci genu Rfo i CMS ogura w poszczegdlnych genotypach.

Badany w rozpoczetych doswiadczeniach polowych materiat roslinny wykazuje duze zréznicowanie
fenotypowe niezbedne do analiz molekularnych oraz genotypowania. Obserwacje fenotypowe
i fenologiczne beda prowadzone w kolejnym sezonie wegetacyjnym; do badan zostang wiaczone
rowniez warto§ciowe genotypy rzepaku rekomendowane przez hodowcow.



