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Cele projektu

 Okreslenie struktury genetycznej populacji obejmujgcej 50 genotypdow dwédch kolekcji rzepaku badanych
w projekcie: PB14-17 i PB17-20, z wtgczeniem 35 genotypéw dodatkowych, obejmujgcych nowe linie
hodowlane mieszancow F1 oraz ich linie rodzicielskie, jak réwniez zarejestrowane odmiany hodowlane,
przy uzyciu markerédw mikrosatelitarnych (SSR) oraz mikromacierzy Brassica 15K. Ponadto,
monitorowanie czystosci genotypow przy uzyciu specyficznych markeréw DNA — cel osiggnieto;
zrealizowano w ramach Tematu badawczego 1: “Charakterystyka molekularna genotypow rzepaku
stanowigcych obiekt badan w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu.”

U Ocena zmiennosci fenotypowej 50 genotypdéw rzepaku ozimego w dwdch kolekcjach: PB14-17 i PB17-20,
badanych w wielopowtdrzeniowych doswiadczeniach polowych z uwzglednieniem warunkéw
srodowiskowych — cel osiggnieto; zrealizowano w ramach Tematu badawczego 2: “Fenotypowanie roslin
pod wzgledem cech agronomicznych i biochemicznych.”

1 Analizy asocjacji GWAS (genome-wide association study) pomiedzy genotypem, a 6 badanymi cechami
fenotypowymi z wykorzystaniem markeréw SSR, jak réwniez SNP Brassica 15K — cel osiggnieto;
zrealizowano w ramach Tematu badawczego 3: “Analizy asocjacyjne pomiedzy genotypem a plonem
nasion i waznymi gospodarczo cechami fenotypowymi.”



Materiaty i Metody

Materiat roslinny — populacja 50 genotypdéw rzepaku ozimego w dwéch kolekcjach PB14-17 i PB17-20, obejmujgcych: 37 nowych genotypow linii hodowlanych
oraz 13 odmian zarejestrowanych. Nowe genotypy obejmowaty: 4 mieszanice F1 w systemie ogu-INRA, 9 komponentdw rodzicielskich mieszaricéw F1 — linie z
genem restorerem Rfo i mesko-sterylng cytoplazmag ogura (CMS), 15 linii rekombinacyjnych rzepaku ozimego podwdjnie ulepszonego (typ canola), 3 linie
rekombinacyjne mutanta o podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego C18:1 w oleju nasion (typ HO), 5 linii rekombinacyjnych mutantéw typu HOLL (o
podwyzszonej zawartosci kwasu C18:1 i obnizonej kwasu linolenowego C18:3, LL), jak réwniez 1 linia semi-RS. Ponadto, 35 genotypdéw dodatkowych
obejmujacych, inne niz w obu kolekcjach, nowe mieszance F1 iich formy rodzicielskie, a takze odmiany zarejestrowane.

Analizy genotypu — badanie pokrewienstwa genetycznego w obrebie 50 genotypdw dwdch kolekcji przy uzyciu markeréw 109 loci SSR, jak rowniez w obrebie 85
genotypow (dwie kolekcje oraz 35 genotypdéw dodatkowych) przy uzyciu mikromacierzy SNP-chip 15K BRASSICA (TraitGenetics, Gatersleben, Niemcy) oraz
analizy z wykorzystaniem narzedzi w srodowisku R; Identyfikacja genotypow z genem restorerem Rfo oraz posiadajgcych meskosterylng cytoplazme CMS ogura
w genotypach form rodzicielskich oraz mieszaricéw F1 w badanych kolekcjach przy uzyciu testu ‘'multipleks SCAR’; Identyfikacja sekwencji nukleotydowych
specyficznych dla mutacji HOR3 i HOR4 w genie desaturazy BnaA.FAD2 w genotypach rzepaku typu HO i HOLL przy uzyciu markera CAPS; Identyfikacja form
allelicznych gendéw desaturazy FAD3 w genomach A i C linii niskolinolenowych mutantéw rzepaku oraz ich rekombinantéw, typ HOLL przy uzyciu analizy
SNaPshot.

Doswiadczenia polowe: genotypy z kolekcji PB14-17 i PB17-20 badano w wielo-powtérzeniowych doswiadczeniach polowych w dwdch lokalizacjach: Borowo -
HR Strzelce Grupa IHAR i tagiewniki - HR Smolice Grupa IHAR, w uktadzie blokdw losowanych kompletnych, w trzech sezonach wegetacyjnych. Kolekcje PB14-17
badano odpowiednio w sezonach 2014/2015, 2015/2016 i 2016/2017, a kolekcje PB17-20 w sezonach 2017/2018, 2018/2019 oraz 2019/2020.

Analiza fenotypu: Obserwacje i pomiary - wschody, stan roslin przed zimg, przezimowanie (skala 1-9°), pomiar zawartosci chlorofilu w lisciach jesienig i wiosng,
wczesnosc (liczba dni od poczatku roku), dtugosé kwitnienia (liczba dni), wysokos¢ roslin, wyleganie (skala 1-9°). Analiza struktury plonu: liczba rozgatezien,
liczba tuszczyn na roslinie, dtugos$¢ tuszczyn, liczba nasion w tuszczynie, masa 1000 nasion, plon nasion. Ocena biochemiczna: zawartos¢ kwasow ttuszczowych:
oleinowego, linolowego, linolenowego, zawartos¢ sumy glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych (metodg chromatografii gazowej ), zawartosé ttuszczu w
nasionach (wykonana szerokopasmowym analizatorem magnetycznym (NMR) firmy Newport Instruments LtD), zawartos¢ biatka i wtdkna - ADF, NDF (metoda
NIRS bliskiej podczerwieni).

Wyniki doswiadczen polowych opracowano statystycznie przy pomocy arkusza kalkulacyjnego Excel, pakietu STATISTICA; analize interakcji genotypowo-
srodowiskowej wykonano za pomocg modelu AMMI.

Analizy asocjacyjne GWAS: przy uzyciu markeréw SSR i AFLP, z zastosowaniem programu GenStat; przy uzyciu mikromacierzy Brassica 15K — przeprowadzono w
oparciu o mape fizyczng markerédw sporzgdzong na podstawie przyréwnania lokalnego sekwencji flankujgcych markery do genomu referencyjnego Darmor-bzh
4.1 (Chalhoub 2014). Dla kazdego fenotypu przeprowadzono 4 analizy postugujac sie modelami GLM, MLM, FarmCPU oraz BLINK.



Wyniki
1. Charakterystyka molekularna genotypow rzepaku stanowigcych obiekt badan w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu

i pNa7

- * Okreslono zroznicowanie genetyczne w obrebie 50 genotypdw badanych kolekcji PB14-17 i 17-20 z
wykorzystaniem markerdw 109 loci SSR i przedstawienie graficzne w formie dendrogramu (Rys. 1.).
Zdefiniowano 420 alleli polimorficznych dla kolekcji PB14-17, od 2 do 9 alleli na 1 locus, oraz 316 dla
kolekcji PB17-20, od 2 do 7 alleli na 1 locus. Analiza ta umozliwita okres$lenie grup heterotycznych

: wskazujgcych na pokrewienstwo genetyczne pomiedzy nowo-wytwarzanymi liniami hodowlanymi, w

odniesieniu do odmian zarejestrowanych;

L * Z witaczeniem dodatkowych 35 genotypdw obejmujgcych zarejestrowane odmiany, a takze nowe linie
mieszancow F1 i ich formy rodzicielskie, okreslono zréznicowanie genetyczne dla puli 85 genotypow z
wykorzystaniem 7393 réznicujgcych polimorfizméw SNP zdefiniowanych przy uzyciu mikromacierzy 15K
Brassica i przedstawiono w formie dendrogramu (Rys. 2). Zdefiniowane grupy heterotyczne stanowia
cenng informacje, niezbedng dla dalszych badan genetyczno-hodowlanych.

2 PNS1
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Rys. 1. Rys. 2.

Tabela 1. B m Tabela 2. |kcja’PB’/ genotyp FAD2_A
Zdefiniowano 10 genotypdw z Rfo i CMS, oraz 4 z CMS (Tabela 1.). SR — 1| 14-17_HOmut mut/mut
Potwierdzenie czystosci genotypdw linii rodzicielskich z Rfo oraz mieszaricéw T o o T oo 2. | 14-17_HOmxLLm wild/mut
F1 jest niezbedne, poniewaz fenotypowo nie rdznig sie od linii populacyjnych N 14_17_PN39_Rf0LLrek I E— 3. | 14-17_F1952HO wild/mut
w hodowli rekombinacyjnej; o — 4. | 14-17_S1RfoHO wild/mut
Zdefiniowano 1 genotyp homozygotyczny oraz 7 heterozygotycznych ze T T 5. | 17-20_PN21HOLL30 wild/mut
wzgledu na obecnosé zmutowanych alleli FAD2, odpowiedzialnych za PR R ———— R R 6. | 17-20_PN22HOLL34 wild/mut
podwyzszong zawarto$¢ kwasu oleinowego C18:2 w oleju nasion (Tabela 2.); . 14_17_PN49_F1 ST R 7. | 17-20_PN23HOLL40 wild/mut
Zdefiniowano 3 genotypy homozygotyczne oraz 2 heterozygotyczne ze — T T 8. | 17-20_PN25HO wild/mut
wzgledu,n'a obecngsﬁc’ zmutowanych alleli ge-néw EAD3, decydgjacych 0 niskiej W E BT P Ty
:)awartosa kwasg linolenowego C18:3 w oleju nasion form LLi HOLL w T oo T o il e - -
adanych kolekcjach (Tabela 3.). Formy te beda dalej wykorzystywane w 1. P — N EFEPep——— - -
eksperymentach hodowlanych. PR — T 20 Psanoras - -
13.  17-20_PN7_PNM5_CMS  brak cMS 4 17-20_PN23HOLL40 aa cc
14.  17-20_PN9_PNFIRS Rfo cMS 5, 17-20_PN24HOLLAS AA cc




Tabela 4. Plon i cechy nasion wybranych genotypdéw kolekcji PB14-17 — synteza
wynikow cyklu trzyletnich doswiadczen porownawczych PN2 (Borowo;

2. Fenotypowanie roslin pod wzgledem cech agronomicznych i biochemicznych

Wyniki badan fenotypowych w doswiadczeniach polowych w szesciu srodowiskach wskazujg na
istotne zrdznicowanie obu kolekcji PB14-17 i PB 17-20 pod wzgledem wiekszosci badanych cech
(Tab. 4. Tab. 5). Tak istotne zréznicowanie obu kolekcji pozwolito na przeprowadzenie badan zwigzku
markerdw molekularnych z wybranymi cechami fenotypowymi.

Tabela 5. Plon i cechy nasion wybranych genotypdw kolekcji PB17-20 — synteza
wynikéw cyklu trzyletnich doswiadczen poréwnawczych PN2 (Borowo;

tagiewniki)- 2015 - 2017 tagiewniki)- 2017 - 2020
Suma Suma
) Kwasy ttuszczowe [%] Glukozynolanéw ) Kwasy ttuszczowe [%] Glukozynolanéw
Obiekt PIO[Z:/T]S]IOH Ttuszcz [%] Biatko [%] [umol g 1 Obiekt Plo[r;:/e;]sllon Ttuszcz [%] ) [umol g1

Cisa Cisz Ciss nasion) Biatko [%)] Cusa Cuso Cuss nasion]

Monolit 36,36 45,92 21,06 65,53 17,95 8,92 12,02 Chrobry 41,22 44,92 21,64 67,13 13,40 18,44 6,90
Mendel 34,44 44,35 22,76 61,68 19,81 10,95 14,85 SY llona 40,98 44,34 22,36 66,41 14,86 17,57 8,73
DHDxC 40,73 44,55 22,65 70,65 11,55 10,35 12,01 Architect 61,32 44,77 22,08 64,75 16,47 19,57 8,77
z114 22,17 44,95 22,98 61,08 21,90 9,93 9,97 CMS 632/1/18 30,02 44,58 22,92 74,73 9,42 11,26 6,86
Rfo 00 23,75 44,87 21,95 67,51 18,25 9,57 11,29 S3 38,57 43,79 23,39 70,25 17,20 16,04 6,82
CMS 64 32,35 46,23 22,48 64,75 17,40 11,13 10,28 F1(632 x S3) 55,59 45,77 21,35 69,64 12,46 11,84 6,40
HO S§ 10,52 44,67 22,62 75,02 10,60 7,61 14,85 CD-26/2 35,41 44,36 22,79 64,69 18,95 19,69 8,37
HOLL S§ 16,51 44,58 22,84 73,73 13,83 5,39 17,28 HZ-74/1 25,27 45,22 24,81 63,87 18,97 19,01 9,87
Polka 30,39 44,72 22,57 73,93 10,28 8,38 15,57 CDS 14 42,01 43,94 22,27 68,89 12,45 15,64 8,61
HO TP 27,90 44,99 22,25 73,05 11,99 7,77 9,62 TOK 3-62/1 23,51 44,35 24,16 62,42 8,77 21,94 8,91
543 23,92 43,56 23,32 62,68 20,85 9,33 9,21 30/5/16 HO 36,68 45,75 22,36 79,69 12,22 7,08 6,26
s1 29,02 44,80 22,02 64,18 18,90 9,76 10,94 34/5/16 32,31 43,58 23,43 78,92 14,59 10,21 3,29
F1CMS_S2 33,56 45,64 22,09 71,36 13,29 8,45 6,64 40/1+5/16 32,62 44,34 22,96 78,64 14,47 9,49 4,73
F1CMS_239 34,89 46,51 21,75 74,43 9,75 8,27 7,93 45/5+6/16 28,34 44,72 23,92 78,11 11,64 11,47 3,75

F obl. 14,96%* 8,01%* 6,94%* 27,90** 35,33%* 23,64** 16,31%* F obl. 19,09** 5,55%* 11,53** 37,81%* 24,76%* 60,40** 52,28**
NIR 0.05 3,80 0,41 0,47 2,01 1,25 0,49 1,66 NIR 0.05 2,73 0,64 0,56 2,18 0,68 0,50 0,24
NIR 0.01 5,00 0,54 0,625 2,65 1,65 0,64 2,19 NIR 0.01 3,60 0,85 0,74 2,88 0,90 0,67 031 O

* P<0,01; **P<0,001



2. Fenotypowanie roslin pod wzgledem cech agronomicznych i biochemicznych

Tabela 6. Analiza wariancji efektéw gtéwnych i interakcji dla wybranych cech fenotypowych kolekcji PB14-20 rzepaku ozimego

Srednie kwadraty

Zrédto zmiennosci Stopnie G. suma .
swobody | Ttuszcz [%] C18:1 [%] C18:3 [%] [umol gt Biatko [%]
nasion]

Czynniki 149 16,8*** 150%** 9,36*** 69,39%** 7,01%**
Genotyp G 24 19,58*** 868*** 46,3*** 337%** 10,8%**
Srodowisko E 5 341,9%** 77,5%** 31,4%** 168%** 130%**
Interakcja GxE 118 2,74%** 9,1%** 1,07%** 12,0%%*% | 1,14%%*
IPCA1 28 4,78%** 17,5%** 1,68%** 24 5*** 1,8%**

IPCA 2 26 3,47%** 10,8%** 1,33%** 15,3%** 1,35%**
IPCA 3 24 2,54%** 9,0%** 1,23%** 7,66%** 0,92%***

Tabela 7. Analiza wariancji efektéw gtéwnych i interakcji dla wybranych cech fenotypowych kolekcji PB17-20 rzepaku ozimego

Srednie kwadraty

- . - Stopnie ]
frodio zmiennosd Sonodv Fé?;hg?smn Thuszez [%] | C18:1(%] | C18:3 (%] [inf;:zi
nasion]
Czynniki 149 747,0** | 18,83*** | 203,1%** | 2036*** | 70,55%**
Genotyp G 24 2135,0+%* | 4585%** | 1138,3%** | 104,02%** | 296,26%**
$rodowisko E 5 9490,0%%* | 207,60%** | 1433%*** | 64,20%** | 224,30%**
Interakcja GxE 118 105,04%* | 556%** 18,6%** 1,81%%* 19,0%**
IPCA 1 28 178,0%%* | 10,90%** | 51,6%** 4,53%** | 55,03%**
IPCA 2 26 150,0%4%% | 7,77%%* 19,5%** 1,81%%% | 14,81%%*
IPCA 3 24 74,0%%* 4,26*** 8,3%** 1,01%%* 8,32%**

**P<0,01; ***P<0,001

W wyniku przeprowadzonej analizy wariancji stwierdzono
istotne rdznice dla wszystkich badanych cech pomiedzy
badanymi  genotypami i s$rodowiskami dla obu
analizowanych kolekcji rzepaku ozimego: PB 14-17 i PB 17-
20 oraz istotng interakcje genotypu ze Srodowiskiem (Tab.
6, Tab. 7, Rys. 3). Plon nasion, zawartos¢ ttuszczu i biatka w
sposdb istotny zalezat od warunkéw srodowiskowych,
natomiast zawarto$é poszczegdlnych kwaséw ttuszczowych
w sposoéb istotny zalezata przede wszystkim od genotypu, w
mniejszym stopniu byta modyfikowana przez warunki
srodowiskowe.

c[2]: AMMI biplot (symmetric scaling)

~E1

PC2- 32.95%

PC1 - 39.72%

Genotype scores
+ Environment scores

Rysunek 3. Biplot interakcji genotypu ze srodowiskiem dla plonu nasion
[dt/h] 25 genotypéw kolekcji PB17-20 rzepaku ozimego w szesciu
srodowiskach, (E1 - Borowo, 2018; E2 - Borowo, 2019; E3 - Borowo, 2020;
E4 - tagiewniki, 2018; E5 - tagiewniki, 2019; E6 — Smolice, 2020), dwie
sktadowe gtéwne (PC1, PC2).



3. Analizy asocjacyjne pomiedzy genotypem a plonem
nasion i waznymi gospodarczo cechami fenotypowymi

Tabela 8 . Zwigzek markeréw DNA SSR i AFLP z wybranymi cechami fenotypowymi kolekcji genotypéw

PB14-17
Cecha/ y
Liczba Plon nasion | Z2Wartose c18:1 C18:2 c18:3 Suma Biatko
. ttuszczu glukozyn.
markeréw
STR - 5 $rodowisk 6 4 4 1
STR - 6 Srodowisk 4 1 2 2 13 2
AFLP- 5 $rodowisk 8 1 6 8 5 2
AFLP- 6 Srodowisk 3 6 7 4 4

Tabela 9 . Zwigzek markeréw DNA SSR i AFLP z wybranymi cechami fenotypowymi kolekcji genotypéw

PB17-20
Cecha/ L
Liczba Plon nasion | Z3Wartosc c18:1 c18:2 c18:3 Suma Biatko
. ttuszczu glukozyn.
markeréw
STR - 5 $rodowisk 8 2 3 19 11
STR — 6 $rodowisk 10 38 29 9
AFLP-5 $rodowisk 5 1 9 1 16
AFLP- 6 srodowisk 3 11 8 4 2
SNP_Brassica 15 K,
6 $rodowisk, 69 4 3-5 4 2-6 4-1 4-3 7
genotypow

Na podstawie fenotypowania kolekcji PB14-17 i PB17-20 w
doswiadczeniach  polowych w  szeSciu  $rodowiskach  oraz
genotypowania przy uzyciu markerow SSR, AFLP, jak réwniez SNP
okre$lonych przy uzyciu mikromacierzy Brassica 15K poszukiwano
markeréw zwigzanych w sposoéb istotny z waznymi gospodarczo
cechami takimi jak: plon nasion, zawartos¢ ttuszczu, biatka i sumy
glukozynolandéw oraz kwasow ttuszczowych jedno- i
wielonienasyconych.

Na podstawie analiz SSR i AFLP, w kolekcji PB14-17 zaobserwowano
3132 asocjacje z przynajmniej jedng cechg w przynajmniej jednym
Srodowisku, natomiast w kolekcji PB17-20, odpowiednio 3568 asocjacji.
Wyniki analiz asocjacyjnych pomiedzy markerami, a cechami
fenotypowymi dla obu kolekcji przedstawiono w Tabelach 8 i 9.
Najwiecej markerdw SSR i AFLP byto zwigzanych z plonem nasion oraz
kwasami ttuszczowymi C18:1, C18:2 i C18:3 w obu kolekcjach. Najmniej
markerow byto zwigzanych z zawartoscig ttuszczu w nasionach w obu
badanych kolekcjach, biatkiem w kolekcji PB14-17 oraz sumg
glukozynolandéw w kolekcji PB17-20.

Na podstawie analizy danych z mikromacierzy Brassica 15K do badan
asocjacyjnych wykorzystano 7393 markerdw rdznicujacych. Z plonem
nasion (MTN) zwigzane byty 4 markery SNP w przypadku modelu Blink,
z zawartoscig ttuszczu — 3 (Blink) oraz 5 (CPU), z zawartoscig C18:1 — 4
SNP w przypadku modelu FarmCPU, C18:2 — 2 (Blink) oraz 6 SNP (CPU),
C18:3 — 4 (Blink) oraz 1 (CPU), sumag GLS — 4 (Blink) oraz 3 (CPU),
natomiast z zawartosScig biatka w Srucie — 7 SNP (CPU). Analiza zostata
wykonana przez prof. W. M. Kartowskiego oraz mgr P. Kope¢, UAM w

Poznaniu.
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Najwazniejsze osiggniecia

Wdrozono do badan obu kolekcji rzepaku ozimego markery mikrosatelitarne (SSR), ktére znalazty zastosowanie zarébwno w
badaniach dystansu genetycznego jak rowniez w poszukiwaniu zwigzku z waznymi gospodarczo cechami rzepaku.

Zastosowanie markerow genetycznych typu SCAR, CAPS i SNaPshot, a takze SSR i AFLP zwiekszyto efektywnos¢ i
skutecznosc selekc;ji linii hodowlanych, jak réwniez nowych odmian populacyjnych i mieszancowych.

Wielopowtdérzeniowe doswiadczenia polowe pozwolity na ocene fenotypowg obu kolekcji rzepaku ozimego oraz ocene
wptywu genotypu, Srodowiska oraz interakcji genotypowo-srodowiskowej na najwazniejsze cechy fenotypowe.

W wyniku przeprowadzenia serii doSwiadczen polowych oceniono wybrane linie rekombinacyjne typu HO i HOLL o dobrej
wartosci agronomicznej, ktére w kolejnym etapie mogg stanowi¢ wartoSciowy materiat do prac nad wytworzeniem
odmiany populacyjnej rzepaku ozimego o zmienionych proporcjach kwaséw ttuszczowych.

Stwierdzono istotny statystycznie zwigzek markerow SSR i AFLP z plonem nasion oraz z zawartoscig osiemnastoweglowych,
jedno- i wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych. Markery te mogg znaleZ¢ zastosowanie w selekcji genotypow o
zmienionym sktadzie kwasdéw ttuszczowych typy HO i HOLL.

Rozpoczeto wysokoprzepustowe analizy geotypow rzepaku z wykorzystaniem mikromacierzy Brassica 15K, w ramach
wspotpracy z prof. dr hab. W. M. Kartowskim oraz mgr P. Kope¢, z UAM w Poznaniu.
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