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Temat badawczy 1
Fenotypowanie roslin pod wzgledem cech agronomicznych i biochemicznych

Cel tematu: Wybor genotypdéw o pozadanych parametrach agronomicznych oraz biochemicznych do
dalszych badan zwigzanych z przeprowadzeniem szczegodtowej analizy genetycznej w odniesieniu do
ekspresji cech fenotypowych, decydujacych o wartosci gospodarczej danego genotypu. Cel zostat
osiagnigty w catosci.

Materiaty i metody

W 2016 roku badano 266 genotypdw:

—27 rekombinantéw pokolen Fqo—F, typu HO (ang. high oleic) z genotypem mutanta
wysokooleinowego o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego w oleju nasion (od 78,2%—81,6%),

—70 rekombinantow pokolen Fq—F3; typu HOLL (ang. high oleic low linolenic) o wysokiej
zawarto$ci kwasu oleinowego w oleju nasion (do 85,6%) oraz o obnizonej zawartosci kwasu
linolenowego (do 1,8%),

—23 genotypy pokolen Fo—F; o wysokiej zawartosci thuszczu (do 48,0%) oraz o ustabilizowane;j
bardzo niskiej zawartosci glukozynolanéw alkenowych (od 0,2-2,0uM g'nasion) i sumy
glukozynolanéw (od 1,6-5,4uM g™nasion),

—89 nowych linii rekombinacyjnych typu HO i HOLL pokolenia F, charakteryzujacych sig
zawarto$cig thuszczu w nasionach (do 51.7%), wysoka zawarto$cig kwasu oleinowego (do 81,1%),
niskg zawarto$cig kwasu linolenowego (do 2,1%),

—57 linii niskoglukozynolanowych pokolen Fs—F, o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (do
80,7%), niskiej zawartoéci glukozynolanéw alkenowych (0,5uM g'nasion) i wysokiej zawartosci
thuszezu (do 51,4%).

Podczas wzrostu roslin wiosng i latem 2016 r. w szkotkach hodowlanych (przeprowadzono
obserwacje cech zwigzanych z wartoscia gospodarcza linii: przezimowanie (skala bonitacyjna 1-9°),
wczesno$¢ (liczba dni od poczatku roku), dtugos¢ kwitnienia (liczba dni), wyleganie (skala
bonitacyjna 1-9°).

Wiosenne obserwacje i bonitacje polowe pomigdzy 266 genotypami pokolen Fo—F, daty podstawe
do izolacji 1595 roslin. Zebrany materiat oceniano pod wzgledem zawartosci kwasow thuszczowych:
palmitynowego, stearynowego, oleinowego, linolowego, linolenowego, eikozenowego i erukowego w
oleju (%) oraz pod wzgledem zawartosci sumy glukozynolanow i glukozynolanow alkenowych (UM g
! nasion) z wykorzystaniem chromatografii gazowej. W badanych materiatach (nasionach) oznaczono
procentowg zawarto$¢ thuszczu za pomocg szerokopasmowego analizatora magnetycznego (NMR)
firmy Newport Instruments LtD).

Na podstawie obserwacji polowych (cech agronomicznych) i uzyskanych wynikdéw biochemicznych
do dalszych badan wybrano 165 genotypoéw pokolen Fip—F3; Jesienig 2016r. powyzsze 165
genotypéw poddano ocenie: bonitacja wschodow (skala 1-9°), stan roslin przed zima (skala 1-9°).
Przeprowadzono obliczenia statystyczne: analizy wariancji, wyznaczenie wspotczynnikow korelacji
oraz poréwnanie $rednich wykonane zostanie z wykorzystaniem programu EXEL

Wyniki

Z otrzymanych, izolowanych 1595 pojedynczych roslin do dalszych badan wybrano 41 genotypow
typu HO z genotypem mutanta wysokooleinowego pokolen Fg—F3 charakteryzujacych si¢ wzrostem
zawarto$ci kwasu oleinowego w oleju nasion (od 71,7%-81,7%). Zawartosci sumy glukozynolanow i
glukozynolandw alkenowych u badanych rekombinantéw wahaty sie odpowiednio (od 4,6-17,7uM g
'nasion) i (od 1,6-12,4uM g'nasion). W analizowanych nasionach zawartos$¢ thuszczu wahata si¢ (od
37,1-47,8%). Z krzyzowah mutantow wysokooleinowych i niskolinolenowych do dalszych badan
wybrano grupe 57 rekombinantéw pokolen Fi;;—F; typu HOLL wykazujacych wzrost zawartoSci
kwasu oleinowego w oleju nasion (od 72,1-82,4%) oraz obnizenie zawarto$ci kwasu linolenowego (0d
2,0-6,2%). U badanych genotypow typu HOLL zawarto$¢ tluszczu wahata si¢ (od 34,7-47,3%)
natomiast zawarto$¢ sumy glukozynolanéw wynosita (od 5,8-19,8uM g™nasion), a glukozynolanéw
alkenowych (od 1,0-15,5uM g™'nasion).
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Do badan wykorzystano rowniez kolekcje wiasna (uzyskang w wyniku krzyzowan w obrebie gatunku
Brassica napus L) form wysokooleinowych, form wysokottuszczowych i niskoglukozynolanowych. Z
wyselekcjonowanych  izolowanych  pojedynczych  roslin  typu  wysokottuszczowego i
niskoglukozynolanowego do dalszych badan wybrano 67 genotypow pokolen F;p.—Fs 0 wysokiej
zawarto$ci ttuszczu (do 49,3%) oraz o ustabilizowanej bardzo niskiej zawartosci glukozynolanéw
alkenowych (od 0,2-3,7uM g™nasion) i sumy glukozynolanéw (od 2,0-9,7uM g nasion). Zawarto§é
kwasu oleinowego w badanych genotypach wahata si¢ (od 75,7-81,9%). Na podstawie powyzszych
obserwacji polowych (cech agronomicznych) i uzyskanych wynikéw biochemicznych do dalszych
badan w sezonie wegetacyjnym 2016/2017 wybrano 165 genotypdéw pokolen F1p—F 3,

Dyskusja

Otrzymane w 2016 roku formy rzepaku ozimego typu HO charakteryzuja si¢ wzrostem zawartosci
kwasu oleinowego w oleju nasion (do 81,7%). Wysoka zawarto$¢ kwasu oleinowego wplywa
korzystnie na obnizenie poziomu szkodliwej frakcji cholesterolu LDL a stosunek ilo$ciowy zawarto$ci
niezbednych nienasyconych kwaséw thuszczowych (NNKT) tj. C18:2 (omega-6) (6,4%) do zawartosci
C18:3 (omega-3) (6,0%) réwny 1:1 jest optymalny dla prawidtowego funkcjonowania organizmu
cztowieka (Szostak 2009). Drugim waznym kierunkiem prac jest uzyskanie odmian typu HOLL o
podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego (C18:1) do (> 75%) i obnizonej zawarto$ci kwasu
linolenowego (C18:3) do (< 3%) (Rakow i in., 2007; Raney i in., 2007). U badanych genotypéw typu
HOLL wykazano wzrost zawartosci kwasu oleinowego w oleju nasion (do 82,4%) oraz obnizenie
zawartosci kwasu linolenowego (do 2,0%). Olej z tych odmian wykorzystany na cele spozywcze
posiada wyzsza termostabilno$¢, co zwigksza jego trwalos¢ w czasie glgbokiego smazenia, a takze
ogranicza tworzenie szkodliwych dla zdrowia izomerow trans podczas procesu utwardzania. Ponadto
olej tego typu ze wzgledu na znacznie spowolniony proces oksydacji nadaje si¢ do celow technicznych
np. jako komponent biopaliwa (Matthaus i in., 2011).

Mozliwosci wykorzystywania biatka, ktore pozostaje po ekstrakcji lub wyttoczeniu oleju w $rucie
badZz wytlokach sg limitowane przez zwiazki antyzywieniowe - glukozynolany alkenowe wystepujace
w nasionach rzepaku. Z kolekcji whasnej (uzyskanej w wyniku krzyzowan w obrgbie gatunku Brassica
napus L) form wysokooleinowych, form wysokottuszczowych i niskoglukozynolanowych otrzymano
genotypy o bardzo niskiej zawartosci glukozynolanéw alkenowych (do 0,2uM g™nasion) i sumy
glukozynolanéw (do 2,0uM g™nasion).

Whnioski (opisac jak w publikacji)

W wyniku przeprowadzonych badan poszerzono pule genowag w postaci wyselekcjonowanych linii
rekombinacyjnych typu HO i HOLL tgczacych cechy wysokiej zawarto$ci ttuszczu i niskiej
zawartos$ci glukozynolanéw alkenowych.

Wyselekcjonowano grupe genotypow typu HO charakteryzujacych sie bardzo wysoka zawarto$cia
kwasu oleinowego w oleju nasion (do 81,7%), genotypy z wysokg zawartoscig thuszczu (do 49,3%)
oraz niska zawartoscig glukozynolanéw alkenowych (do 0,2uM g™nasion) i sumy glukozynolanéw
(do 2,0uM gnasion).

Uzyskano genotypy typu HOLL o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego do 82,4%) i obnizonej
zawartosci kwasu linolenowego (do 2,0%).

Temat badawczy 2
Okreslenie determinacji genetycznej cech jako$ciowych

Cel tematu: Wyprowadzenie, drogg krzyzowan przemiennych w obrebie 10 wybranych genotypow,
nowych form rzepaku o zrdéznicowanej zawartoSci osiemnastoweglowych kwasow tluszczowych
jedno- i wielonienasyconych, podwyzszonej zawartosci thuszczu i ekstremalnie niskiej zawartosci
glukozynolandéw dla okreslenia determinacji genetycznej waznych cech fenotypowych. Cel zostat
osiagnigty w catosci.

Materiaty i metody (opisa¢ jak w publikacji)

Do krzyzowan przemiennych w szklarni wlgczono 10 genotypéw o zmienionym sktadzie kwasoéw
thuszczowych 18-weglowych jedno- i wielonienasyconych, o wysokiej zawartoSci tluszczu i niskiej
zawartosci glukozynolanoéw alkenowych:

—1 linia mutanta typu LL ze znacznie obnizong zawarto$cig kwasu linolenowego (2,4%),

—1 linia mutanta typu HO z wysoka zawartoscig kwasu oleinowego (78,8%),

—1 rekombinant typu HO z wysoka zawartoscia kwasu oleinowego (80,0%),

—2 rekombinanty typu HOLL z wysokg zawarto$cig kwasu oleinowego (79,6; 78,1%) 1 niska
zawarto$cig kwasu linolenowego (2,8; 2,7%),



—1 odmiana Monolit o typowym dla odmian rzepaku ozimego sktadzie kwasow thuszczowych,
thuszczu 1 glukozynolanow,

—2 rekombinanty o wysokiej zawartosci thuszczu (53,6; 53,1%),

—12 rekombinanty o ekstremalnie niskiej zawarto$ci sumy glukozynolandéw alkenowych (0,2; 0,2uM
g nasion).

Krzyzowania przeprowadzono w uktadzie 10x10 po 3 krzyzowania dla tej samej kombinacji (celem
uzyskania wigkszej ilosci nasion) tj. 300 krzyzowan, co dato 90 kombinacji F; i 10 form
rodzicielskich.

Wazrost roslin i prowadzenie krzyzowanh przebiegalo w waunkach szklarniowych. Sposrod 90
kombinacji F; i 10 form rodzicielskich na podstawie analiz biochemicznych wybrano 30 kombinacji
F1 1 6 linii rodzicielskich celem ich rozmnozenia i wlaczenia do badan nad dziedziczeniem sktadu
kwasoéw tluszczowych, thuszczu i glukozynolandw oraz wptywu réznych Srodowisk na cechy
ilosciowe i jako$ciowe badanych genotypow.

Jesienig 2016 roku w IHAR-PIB zatozono do$wiadczenie polowe z uzyskanymi 30 rekombinantami
pokolenia F; oraz 6 liniami rodzicielskimi celem przeprowadzenia szczegdlowej charakterystyki
genetycznej. Zebrane spod izolatorow nasiona pokolenia F, postuzyly do zatozenia doswiadczen
polowych (temat badawczy 3) dla okreslenia determinacji genetycznej waznych cech fenotypowych
(36 genotypow do$wiadczalnych x 4 powtorzenia x 3 lokalizacje) oraz wplywu réznych $rodowisk na
cechy ilo$ciowe i jako$ciowe badanych genotypdow.

WyniKki

Na podstawie wstgpnych wynikow stwierdzono, ze linia mutanta niskolinolenowego (M-681) typ LL
0 skrajnie obnizonej zawarto$ci kwasu linolenowego (2,0%) niezaleznie od kierunku krzyzowania w
kazdej badanej kombinacji wptywata na obnizenie zawarto$¢ kwasu linolenowego (do minimum 2,1-
6,1%). Natomiast linia 342/6i/14 - typ HOLL o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (79,9%) i
niskiej zawarto$ci kwasu linolenowego (2,4%) wplywala nie tylko na obnizenie zawarto$ci kwasu
linolenowego (od 2,1- 5,0%) ale rowniez na wzrost zawartosci kwasu kwasu oleinowego (od 74,7-
80,7%). Genotyp 565/1i/15 - typ NGLS o najnizszej zawartosci glukozynolanow powodowat
obnizenie tych zwigzkéw tj. zawartoéci glukozynolanéw alkenowych (do 1,4uM g'nasion) i sumy
glukozynolanéw (do 3,4uM g™nasion).

Dyskusja

Dla doktadniejszej oceny sposobu dziedziczenia kwasow: oleinowego, linolowego i linolenowego
oraz tluszczu i glukozynolanéw do badan wybrano genotypy rzepaku ozimego 0 znacznym
zrdznicowaniu tych cech. Tak duze zréznicowanie kwasow tluszczowych u badanych genotypow dato
podstawe do stwierdzenia, ze zawarto$¢ kwasu oleinowego i linolenowego U mieszancow
warunkowana jest prawie w rownym stopniu przez genotyp mateczny, jak i przez genotyp ojcowski.
Podobne wyniki uzyskat Zhang i wsp. (2004) badajac w pokoleniu F, i F3 dziedziczenie zawarto$ci
kwasu oleinowego. W celu okreslenia wplywu efektow cytoplazmatycznych, genetycznych
(jadrowych) matki czy zarodka na zawarto$§¢ wszystkich analizowanych cech badania nalezy
kontynuowa¢ w kolejnych latach.

Whioski

Wytypowano 30 mieszancOW o zréznicowanej zawartosci kwasow thuszczowych, tluszezu i
glukozynolandw alkenowych, ktére beda wykorzystane dla okre$lenia determinacji genetycznej tych
cech.

Temat badawczy 3
Ocena genotypow w do$wiadczeniach porownawczych

Celem tematu jest analiza genetycznego uwarunkowania oraz wptywu roéznych srodowisk na cechy
ilosciowe i jakosciowe badanych genotypow na podstawie przeprowadzonych do§wiadczen. Cel zostat
osiggnicty w catosci

Materialy i metody
Kontynuowano II seri¢ doswiadczen w ktorych oceniono 25 genotypéw o zmienionym sktadzie
kwasow thuszczowych 18-weglowych jedno- i wielonienasyconych, ttuszczu i glukozynolanow.
Dos$wiadczenia polowe zatozono jesienig 2015 roku w 2-ch lokalizacjach, Stacjach Hodowli Ro$lin:
Borowo ,,Spotka Hodowli Roslin Strzelce” i Lagiewniki ,,Spotka Hodowli Roslin Smolice”w uktadzie
blokdéw losowanych kompletnych, w czterech powtorzeniach w terminie optymalnym dla rzepaku
ozimego. Do$wiadczenia prowadzono zgodnie z najnowszymi standardami technologi uprawy
przyjetymi dla rzepaku 0zimego.
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Po ruszeniu wegetacji wiosng 2016 wykonano nastepujace pomiary i obserwacje:

1. bonitacja przezimowania (skala 1-9) — dwa tygodnie po ruszeniu wegetacji;

2. liczenie ro$lin na oznaczonej na poletku powierzchni 3 m?;

3. pomiar zawartosci chlorofilu w liSciach przy uzyciu chlorometru N tester SPAD-502 (Soil Plant
Analysis Development);

4, oznaczanie daty poczatku kwitnienia w celu okreSlenia wczesnosci liczac liczbe dni od
poczatku roku kalendarzowego do momentu zakwitnigcia okoto 10% roslin;

5. oznaczanie daty konca kwitnienia — 90% roslin zakonczyto kwitnienie;

6. wysokos¢ roslin (cm);

7. wyleganie (skala 1-9).

Analiza struktury plonu (przed zbiorem do pomiaréw biometrycznych pobierano z kazdego genotypu
po 5 kolejnych roslin z kazdego poletka (4 powtérzenia) w celu doktadnego oznaczenia
podstawowych 5 elementow sktadowych plonu takich jak:

1. liczba rozgalezien;

2. liczba tuszczyn na roélinie;
3. dhugosc¢ tuszezyn;

4, liczba nasion w tuszczynie;
5. masa 1000 nasion.

Oszacowano plon nasion dla 200 obiektdw w przeliczeniu na g/ha:
W zebranych nasionach oznaczono:

1. zawartos$¢ thuszczu (% s.m.);

2. zawarto$¢ kwasow: palmitynowego, stearynowego, oleinowego, linolowego, linolenowego,
eikozenowego i erukowego w oleju (%);

3. zawarto$é¢ sumy glukozynolanéw i glukozynolandw alkenowych (uM g™ nasion).

Jesienig 2016 roku zalozono dwie serie doswiadczen z 61 genotypami:

—III seri¢ do$wiadczen poréwnawczych (25 genotypdéw o zmienionym sktadzie kwasow tluszczowych
typu HO i HOLL w 4 powtorzeniach w 2 lokalizacjach: Stacja Hodowli Roslin: Borowo ,,Spotka
Hodowli Roslin Strzelce” i Lagiewniki ,,Spotka Hodowli Roslin Smolice”) w uktadzie blokoéw
losowanych.

-l seri¢ doswiadczen dla okreslenia determinacji genetycznej waznych cech fenotypowych (36
obiektow doswiadczalnych w 4 powtdrzeniach w 3 lokalizacjach) zatozono w: Oddziatach Hodowli
Roélin: Borowo i Matyszyn ,,Spotka Hodowli Roslin Strzelce” oraz w Oddziale Lagiewniki ,,Spotka
Hodowli Roslin Smolice”) w ukladzie blokow losowanych. Doswiadczenia zatozono w terminie

optymalnym dla rzepaku ozimego. Jesieniag na nowo zatozonych do$wiadczeniach Il i | serii
przeprowadzono 4 pomiary i obserwacje:

1. bonitacja wschoddéw (skala 1-9);

2. bonitacja stanu roslin przed zimga (skala 1-9);

3. liczenie rolin na oznaczonej na poletku powierzchni 3 m?

4, pomiar zawartosci chlorofilu w lisciach przy uzyciu chlorometru N tester SPAD-502 (Soil Plant

Analysis Development).
Przeprowadzono obliczenia statystyczne: analizy wariancji, wyznaczenie wspotczynnikow korelacji
oraz poréwnanie srednich wykonano z wykorzystaniem programu EXEL i STATISTICA.

Wyniki

Sporzadzona synteza wynikéw dla 25 obiektow wykazata, ze linie 880/1i+8i+13i/15 (32,0 dt/ha) i
440/3i/899LA/15 typu HOLL (31,2 dt/ha) oraz linia 593/2i+5i+6i/15 o niskiej zawartosci
glukozynolandw i wysokiej zawartosci thuszczu (31,4dt/ha) plonowaly powyzej odmiany wzorcowej
Monolit (31,1 dt/ha). Pod wzglgdem zawarto$ci ttuszczu 3 linie (47,6-48,2%) istotnie przewyzszyly
odmian¢ Monolit (45,6%). Badane linie typu HO utrzymaty istotnie wysoka ustabilizowang zawarto$¢
kwasu oleinowego w przedziale (75,2-78,4%) natomiast linie typu HOLL wysoka zawarto$¢ kwasu
oleinowego na poziomie (75,4-78,4%) i obnizong zawarto$¢ kwasu linolenowego na poziomie (3,2—
5,4%). Stwierdzono wysoka istotno$¢ zroéznicowania genotypow pod wzgledem zawartosci sumy
glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych. W stosunku do odmian wzorcowych Arsenal
(12,6uM g™ nasion; 9,2uM g™ nasion) nizsza zawartoscia sumy glukozynolanéw i glukozynolanow
alkenowych charakteryzowato si¢ odpowiednio 17 i 21 genotypow natomiast w stosunku do odmiany
Monolit (11,9uM g™ nasion; 7,6uM g™ nasion) odpowiednio 17 i 17 genotypow.

Cecha przezimowania istotnie roznicowata badane genotypy. Potwierdza to procentowy udziat
przezimowanych ro$lin (od 50,1-88,7%). Badane genotypy pod wzgledem wczesnosci byty wysoce
istotnie zréznicowane, najwczesniej zakwitty 2 rekombinanty typu HOLL z genotypem mutanta LL
(109,5; 110,8 dni od poczatku roku) i genotyp o niskiej zawartosci glukozynolandéw (110,5 dni od
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poczatku roku), ktore mozna zaliczy¢ do form najwczesniejszych. Rekombinanty te charakteryzowaty
sie rowniez najdtuzszym okresem kwitnienia (32-34 dni). Wysoko$¢ roslin byta istotnie zréznicowana.
Najnizszymi roslinami charakteryzowat si¢ mutant typu LL M681 (73 cm) a najwyzszymi cechowat
si¢ wysokooleinowy rekombinant 550/2i,3i/15 (159 cm). Genotypy oceniono réwniez pod wzglgdem
cech struktury plonu. Cechy: liczba rozgatezien i dlugo$¢ tuszczyn na ro$linie nie wykazaty
zroznicowania rekombinantdow natomiast cechy liczba nasion w tuszczynie oraz masa 1000 nasion
istotnie réznicowatly badane genotypy.

Przedstawiono rowniez wspotczynniki korelacji pomigdzy plonem nasion genotypow, sktadnikami
plonu oraz zawartos$cig ttuszczu i kwasdéw tlhuszczowych. Stwierdzono istotng dodatnia korelacje
migdzy plonem nasion a liczbg tuszczyn na ro$linie (0,449), dlugoscia tuszczyn (0,521), liczba nasion
w tuszezynie (0,596) oraz wysokoscig roslin (0,602). Oznacza to, ze te cechy w sposob istotny
wplywaly na poziom plonowania genotypow. Istotnie dodatnig zalezno$¢ stwierdzono rowniez
pomiedzy liczbg rozgatgzien, a liczbg tuszczyn na roslinie (0,719) oraz pomig¢dzy liczba tuszczyn na
roslinie, a wysokoscig roslin (0,500). Istotnie dodatnig korelacje stwierdzono migdzy dtugoscia
luszczyn a liczbg nasion w luszczynie (0,687). Réznice w zawartosci kwasoéw thuszczowych w
nasionach tych linii nie sg juz skorelowane z plonem nasion oraz z masg 1000 nasion tak wigc, dalsze
réznicowanie kwasow tluszczowych nie powinno wptywac¢ niekorzystnie na plenno$¢ nowych linii
hodowlanych. Odnotowano réwniez wysoce istotng statystycznie ujemng korelacje pomigdzy
zawarto$cig kwasu oleinowego a zawarto$ciami kwasow linolowego (-0,892). Ta zalezno$¢ moze by¢
wykorzystana w pracach nad réznicowaniem sktadu kwasow ttuszczowych oleju rzepakowego.

Dyskusja

Wyselekcjonowane linie rekombinacyjne typu HO i HOLL oraz linie o obnizonej zawarto$ci
glukozynolanéw w nasionach osiggnely poziom plonowania zblizony do uprawianych obecnie odmian
populacyjnych. Wedtug badan wtasnych oraz Wojtowicza i Musnickiego (2001, 2001a) plon w duzej
mierze zalezy od uwarunkowanego genetycznie potencjalu plonotworczego genotypu oraz od jego
reakcji na warunki srodowiskowe i agrotechniczne. Czynniki te ksztattuja plon poprzez bezposredni
wplyw na elementy struktury plonu. Analiza zalezno$ci migdzy plonem a cechami plonotworczymi,
zwlaszcza sktadowymi plonu dostarcza wiedzy o ich iloSciowej roli w ksztaltowaniu plonu (Madry i
in. 2003). Okreslenie tych zaleznosci moze stanowi¢ wazne kryterium selekcji roslin na plon w
pracach hodowlanych form rzepaku ozimego. Udziat poszczegdlnych sktadowych w ksztalttowaniu
plonu moze by¢ niejednakowy. Z przeprowadzonych badan wynika ze najwickszy wplyw na plon linii
rekombinacyjnych miata wysokos¢ ro$lin i liczba nasion w tuszczynie, a w dalszej kolejnosci dugosé
tuszezyn i liczba tuszczyn na roslinie. Poznane zaleznosci i wspotzaleznosci pomigdzy analizowanymi
cechami pozwalaja miarodajnie okresli¢ wplyw poszczegdlnych sktadowych na plon nasion
(Smiatowski i Bichonski 2003, Budzynski i Jankowski 2003, Jankowski i Budzynski 2003).

Whioski

Linie 880/1i+8i+13i/15 (32,0 dt/ha) i 440/3i/899LA/15 typu HOLL (31,2 dt/ha) oraz linia
593/2i+5i+6i/15 o niskiej zawartosci glukozynolandw i wysokiej zawartosci thuszczu (31,4dt/ha)
plonowaly powyzej odmiany wzorcowej Monolit (31,1 dt/ha).

Pod wzgledem zawartosci tluszczu 3 linie (47,6-48,2%) istotnie przewyzszyly odmiang Monolit
(45,6%).

Badane linie typu HO utrzymaly istotnie wysoka ustabilizowana zawartos¢ kwasu oleinowego w
przedziale (75,2-78,4%) natomiast linie typu HOLL wysoka zawarto$¢ kwasu oleinowego na
poziomie (75,4-78,4%) i obnizong zawarto$ciag kwasu linolenowego na poziomie (3,2-5,4%).
Stwierdzono wysoka istotno$¢ zrdznicowania genotypow pod wzgledem zawarto$ci sumy
glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych. W stosunku do odmian wzorcowych Arsenal
(12,6uM g™ nasion; 9,2uM g™ nasion) nizsza zawartosciag sumy glukozynolanéw i glukozynolanow
alkenowych charakteryzowato si¢ odpowiednio 17 i 21 genotypow natomiast w stosunku do odmiany
Monolit (11,9uM g™ nasion; 7,6uM g™ nasion) odpowiednio 17 i 17 genotypdw.

Badane genotypy wykazaty wysoce istotne zréznicowanie pod wzgledem dwaoch cech struktury plonu
(cechy: liczba nasion w tuszczynie oraz masa 1000 nasion istotnie réznicowaly genotypy).

Z przeprowadzonych badan wynika ze istotnie najwickszy wplyw na plon linii rekombinacyjnych
miata wysoko$¢ roslin (0,602) i liczba nasion w tuszczynie (0,596), a w dalszej kolejnosci dugosé
tuszezyn (0,521) i liczba tuszczyn na roslinie (0,449).

Temat badawczy 4
Genotypowanie roslin




Celem tematu jest identyfikacja niezmutowanych i zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i
FAD3 w liniach obejmujgcych rekombinanty typu HOLL oraz ich formy rodzicielskie. Zmutowane
allele genéw enzymu desaturazy FAD2 z genomow A i C rzepaku odpowiedzialne sa za podwyzszona
zawarto$¢ kwasu oleinowego (typ HO) w oleju nasion rzepaku, natomiast zmutowane allele genow
enzymu desaturazy FAD3 z genomow A i C rzepaku — za obnizong zawarto$¢ kwasu linolenowego
(typ LL). Przeprowadzone badania umozliwig w latach nast¢pnych analize dziedziczenia cech
zawarto$ci kwasow oleinowego i linolenowego na poziomie molekularnym oraz odniesienie do
dziedziczenia cech fenotypowych. Cel zostat osiagnigty w catosci.

Materiaty i metody

Do badan wybrano 89 genotypow o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego 1 niskiej zawartosci kwasu
linolenowego. Na tym materiale wykonano 89 prob genomowego DNA. Genomowy DNA zostat
wyizolowany z miodych siewek linii mutantéw typu HO z wysoka zawartoscig kwasu oleinowego,
linii mutanta typu LL ze znacznie obnizong zawartoscig kwasu linolenowego oraz z rekombinantow
typu HOLL metoda ekstrakcji buforem z CTAB wedtug Doyle’. Przeprowadzono analizy za pomocg
markera CAPS specyficznego dla alleli genu desaturazy FAD2 oraz allelo-specyficznych markerow
funkcjonalnych dla genéw desaturazy FAD3 w genomach A i C rzepaku.

Wyniki

W analizie przeprowadzonej metodg CAPS dla alleli genu desaturazy FAD2 wérdd 89 badanych préb
wykryto 4 homozygotyczne proby o genotypie HOR3/HOR3 oraz 1 heterozygotyczng probe o
genotypie Dziki/HOR3, a takze 21 homozygotycznych prob o genotypie HOR4/HOR4 i 17
heterozygotycznych prob o genotypie Dziki’/HOR4. Pozostate proby wykazaty genotyp Dziki/Dziki.
Analizy na obecno$¢ zmutowanych alleli desaturazy FAD3 w genomach A i C B. napus
przeprowadzone metodg SNaPshot wykazaty, ze sposrod 89 przebadanych genotypow
zidentyfikowano 18 genotypdéw zmutowanych i homozygotycznych w obu loci (genotyp aacc), 7
genotypow typu dzikiego (AACC) oraz rozne formy heterozygotyczne: AAcc— 26 genotypow, Aacc—
12, AaCc- 11, AACc- 4, AaCC- 6, aaCC- 1, aaCc— 4. Wsrod genotypow o obnizonej zawartosSci
kwasu linolenowego 1 charakteryzujacych si¢ wysoka warto$cia agronomiczng stwierdzono
zmutowane homozygotycze formy w genomie C (haplotyp ac, Ac).

Na podstawie zastosowanych obu metod wyodrgbniono 21 pozadanych form typu HOLL, w ktorych
stwierdzono kumulacj¢ zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i FAD3 w genomach A i C B.
napus oraz 4 formy typu HO ze zmutowanymi allelami genu FAD2 Genotypy te wyselekcjonowano w
powiazaniu z najlepszymi cechami agronomicznymi.

Dyskusja

Wraz z rozwojem technik molekularnych powstaly nowe perspektywy dla hodowli odmian typu HO i
HOLL. Do identyfikacji mutacji genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za podwyzszong
zawarto$¢ kwasu oleinowego (desaturaza FAD2) i obnizong kwasu linolenowego (desaturaza FAD3)
opracowano specyficzne markery genetyczne (odpowiednio, Falentin i in., 2007; Mikotajczyk i in.,
2010). Uzyte do selekcji markery typu CAPS i SNP umozliwiaja jednoznaczng identyfikacje
zmutowanych form allelicznych genéw desaturazy FAD2 w genomie A B. napus i desaturazy FAD3 w
genomach Ai C B.napus odpowiedzialnych za zawarto$ci odpowiednio kwasu oleinowego i
linolenowego w oleju nasion linii mutantdow i rekombinatéw typu HO i HOLL rzepaku ozimego
(Mikolajczyk i wsp., 2010). Zastosowane metody badawcze analizy naleza do unikalnych w $wiecie
(Hu 11in.,2006), stanowigc efektywne narzedzie selekcji materiatow roslinnych do dalszych badan.

Whioski

Zastosowana analiza z wykorzystaniem markerow genetycznych pozwolita precyzyjnie
wyselekcjonowaé pozadane genotypy zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i FAD3
wyrazajacych si¢ fenotypem typu HOLL o0 wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (do 80%) i
obnizonej zawartosci kwasu linolenowego (ok. 3,0%).

Na podstawie zastosowanych obu metod sposrod 89 przebadanych genotypéw wyodrebniono 21
pozadanych form typu HOLL, w ktorych stwierdzono kumulacj¢ zmutowanych alleli genow desaturaz
FAD2 i FAD3 w genomach A i C B. napus oraz 4 formy typu HO ze zmutowanymi allelami genu
FAD2. Genotypy te wyselekcjonowano w powigzaniu z najlepszymi cechami agronomicznymi.



