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Temat badawczy 1

Fenotypowanie roslin pod wzgledem cech agronomicznych i biochemicznych

Cel: Poszukiwanie nowych zrédet zmiennosci o pozadanych parametrach agronomicznych oraz biochemicznych do dalszych
badan zwigzanych z przeprowadzeniem szczegétowej analizy genetycznej w odniesieniu do ekspresji cech fenotypowych,
decydujacych o wartosci gospodarczej danego genotypu.

Temat badawczy 2

Okreslenie determinacji genetycznej cech jakosciowych

Cel: Wyprowadzenie droga krzyzowan nowych form rzepaku o zréznicowanej zawartosci 18-to weglowych kwasow
ttuszczowych jedno- i wielonienasyconych, o podwyzszonej zawartosci ttuszczu i ekstremalnie niskiej zawartosci
glukozynolanéw dla okreslenia efektdw ogodlnej i specyficznej zdolnosci kombinacyjnej waznych cech fenotypowych.

Temat badawczy 3

Ocena genotypow w doswiadczeniach porownawczych

Cel: Ocena nowych genotypdéw w doswiadczeniach poréwnawczych pod wzgledem cech jakosciowych i agronomicznych
oraz oszacowanie wptywu réznych srodowisk na cechy ilosciowe i jakoSciowe wybranych genotypow.

Temat badawczy 4

Genotypowanie roslin

Cel: Poszukiwanie réznych form allelicznych oraz monitorowanie wystepowania niezmutowanych i zmutowanych alleli genéw
desaturaz FAD2 i FAD3 w populacjach obejmujgcych rekombinanty typu HO, LL, HOLL oraz ich formy rodzicielskie z
wykorzystaniem markeréw genetycznych.




Materiaty i metody

Liczba i charakterystyka badanych genotypow w latach 2014-2020

:c::lc::ypéw Typ genotypu Kwas oleinowy C18:1 [%] Kwas linolenowy C18:3 [%] Ttuszcz [%] GIukozynogli:Z::Lk:nowe M
2 mutanty—typ HO (wysoka zaw. C18:1) 78,6—79,5
1 mutanty—typ LL (niska zaw. C18:3) 1,5
269 rekombinanty—typ HO 79,3—82,2
517 rekombinanty—typ HOLL 75,0—85,6 1,0—4,5
593 rekombinanty—typ wysokottuszczowy&LGLS 49,2—53,6 0,2—0,9

(niska zaw. Glukozynolandw)

Q-l1zolowanie roslin przed obcozapyleniem,

O-Fenotypowanie:
Ocena polowa: szkotki selekcyjne, doswiadczenia poréwnawcze.

Obserwacje i pomiary: wschody, stan roslin przed zimg, przezimowanie (skala 1-9°), pomiar zawartosci chlorofilu w liSciach jesienig i wiosng, wczesnos¢

(liczba dni od poczatku roku), dtugos¢ kwitnienia (liczba dni), wysokos¢ roslin, wyleganie (skala 1-99).

Analiza struktury plonu: liczba rozgatezien, liczba tuszczyn na roslinie, dtugosc¢ tuszczyn, liczba nasion w tuszczynie, masa 1000 nasion, plon nasion.

Ocena biochemiczna: zawartos¢ kwasoéw ttuszczowych: palmitynowego, stearynowego, oleinowego, linolowego, linolenowego, eikozenowego i

erukowego; zawartos¢ sumy glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych (metodg chromatografii gazowej),
zawarto$¢ ttuszczu w nasionach (wykonana szerokopasmowym analizatorem magnetycznym (NMR) firmy Newport Instruments LtD).
O-Genotypowanie:

Analiza DNA rekombinantéw rzepaku typu HO i HOLL z wykorzystaniem markera typu CAPS dla wykrywania mutacji HOR3 i HOR4 w genie BnaA.FAD2.
Analiza DNA rekombinantéw rzepaku typu LL i HOLL z wykorzystaniem markera typu SNP identyfikujgcego zmutowane geny BnaA.FAD3, BnaC.FAD3.
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Zastosowane metody hodowli rekombinacyjnej z wykorzystaniem zmiennosci naturalnej oraz zmiennosci uzyskanej w wyniku mutagenezy w selekgji linii
wsobnych, chociaz pracochtonne i dtugotrwate, okazaty sie skuteczne.

v'Z wykorzystaniem mutantéw (typu HO, LL) wytworzono 71 ustabilizowanych linii pokolen F10-F5 typu HO o bardzo wysokiej zawartosci kwasu
oleinowego w oleju nasion (79,1—80,1%) oraz uzyskano 260 genotypow typu HOLL o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (79,0—80,0%) i o obnizonej
zawartosci kwasu linolenowego (2,8 —3,9%).

v'Z wykorzystaniem zmiennosci naturalnej uzyskano 228 ustabilizowanych genotypéw typu HO&LGLS pokoler F13-F6 z wysoka zawartoscig kwasu
oleinowego (77,3—79,4%) oraz z niskg zawartoscig glukozynolanéw alkenowych (1,3—2,5uM gnasion) i sumy glukozynolandéw (4,5—7,3uM g'nasion).

v'Przeprowadzone badania poszerzg pule genowa w postaci wyselekcjonowanych linii rekombinacyjnych typu HO i HOLL oraz HO&LGLS tgczgcych dobra
wartosé agronomiczng z cechami wysokiej zawartosci ttuszczu i niskiej zawartosci glukozynolandéw.
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Temat badawczy 2
Okreslenie determinacji genetycznej cech jakosciowych
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glukozynolandéw typ LGLS oraz w typie CANOLA.

Tab. 1. Analiza wariancji genetycznej dla zawartosci kwaséw ttuszczowych oraz
glukozynolanéw mieszaricéw pokolenia F, - typ diallelu | wg Griffinga

Badania przeprowadzono w oparciu o krzyzowania dialleliczne 6 genotypdw o zmienionym sktadzie kwaséw ttuszczowych typu HO, LL, HOLL, niskiej zawartosci

Linie rodzicielskie (565, 537 typ LGLS, Polka typ HO, 342/6i typ HOLL) o wysokiej dodatniej

wartosci GCA dla kwasu oleinowego i ujemnej wartosci GCA dla kwasu linolowego odpowiednio
zwiekszaty zawartos¢ kwasu oleinowego i obnizaty zawartos¢ kwasu linolowego w mieszancach.
Mutant (M681 typu LL) oraz linie (342/6i typ HOLL) o wysokiej ujemnej wartosci GCA dla kwasu

¢redni kwadrat linolenowego wptywaty na znaczne obnizenie zawartosci tego kwasu. Linia rodzicielska (565 typ
7rédio stopnie Kwas Kwas Kwas Glukozynolany | Glukozynolany LGLS) o wysokiej ujemnej wartosci GCA dla zawartos$ci sumy wszystkich glukozynolanéw oraz
zmiennosci | swobody | oleinowy linolowy linolenowy | suma (_ulVl g™t alkenowe (UM sumy glukozynolanéw alkenowych decydowata o znacznym obnizeniu tych zwigzkéw (Tab. 2).
Cag (%) Cas (%) Cigs (%) nasion) g " nasion) N
: ' ' Tab. 3. Analiza wariancji — wg Haymana
Mieszance 35 44,35%* 42,62%* 4,89%* 45,04** 38,98** i .
. . Sredni kwadrat
GCA 5 293,77%* 275,09%* 28,19%* 211,39%* 209,22%* Zrédto stopnie . TSR RRT v
zmiennosci swobody Coo (% C (% Co (% -suma (Hvi g - alkenowe (U
SCA 15 2,98 4,12%* 1,18* 28,83%* 15,69** 18:1 (%) 182 (%) 183 (%) nasion) ¢ 1 nasion)
Btad 70 2,28 1,50 0,65 7,80 4,60 Dominowanie 15 0,99 1,37%* 0,39* 6,61%* 5,23%*
H * * %k 3k
Analiza wariancji wg Griffinga wykazata istotne zréznicowanie efektéw GCA dla Asymetria > 0,75 1,49 0,54 10,14 2,83
wszystkich badanych cech. Istotne zréznicowanie SCA stwierdzono dla zawartosci Addytywnos¢ 5 97,93**  61,70** 9,40** 70,46** 69,74**
kwasu linolowego, linolenowego i dla zawartosci sumy wszystkich glukozynolandéw oraz ) o
sumy glukozynolanéw alkenowych (Tab. 1). Tab. 4. Ocena parametrow genetycznych wg. Mathera i Jinksa
L . . L L . . . p ; C % c % c % G. suma G. alkenowe
Tab. 2. Efekty ogdlnej zdolnosci kombinacyjnej GCA linii rodzicielskich pokolenia F,. arametr 181 (%) 182 (%) 183 (%) (uM g -1 nasion) (M g -1 nasion)
G. suma G. alkenowe h?NS 0,95 0,94 0,83 0,65 0,77
Linia rodzicielska Cig1 (%) Cig: (%) Cig:3 (%) L ettty sttt st
(LM g nasion) | (UM g nasion) h?BS 0,96 0,97 0,88 0,85 0,90
565 (typ LGLS) 1,29%* -2,00%* 0,82** -3,84%* -3,50** Analiza wariancji wg Haymana oraz ocena parametrow genetycznych wg Mathera i Jinksa
537 (typ LGLS) 0,79%* 0,37 0,50%* 2 10%* 1.71%* wykazaty, ze addytywne dz@ame; genoyv byto |stotn§ dla ws.zystklch badanych cech. §W|adczy too
przewadze addytywnego dziatania genéw w determinowaniu badanych cech (Tab. 3 i 4).
MONOLIT (typ CANOLA) | -3,68**  2,58** 1,02** -0,61 -0,84* Wysokie wspdtczynniki odziedziczalnosci w szerokim (h2BS) i w waskim (h2NS) sensie wskazuja
M681 (typ LL) -3,40%* 3,97%* -0,90** 1,47%* 1,62%* zarowno na duzy udziat zmiennosci genetycznej w zmiennosci fenotypowej dla zawartosci
kwasow ttuszczowych i glukozynolandéw jak i na znaczace addytywne dziatanie genéw w
342/6i (typ HOLL) 1,80%* -0,88**  -0,94** 2,35%* 2,75%* A ) yenie y J 3 Yy &
dziedziczeniu tych cech.
POLKA (typ HO) 3,20** -3,30** 0,50** -1,47** -1,73** Wysokie wspotczynniki odziedziczalnos$ci wskazujg rowniez na mozliwos¢ uzyskania postepu w

* réznice istotne na poziomie a < 0,05; ** a < 0,01 selekcji pod wzgledem zmiany proporcji badanych kwaséw ttuszczowych oraz glukozynolanéw

w nasionach rzepaku.



Temat badawczy 3
Ocena genotypow w doswiadczeniach porownawczych

Ustabilizowane pod wzgledem cech biochemicznych genotypy typu HO, HOLL i HO&LGLS oceniano w doswiadczeniach przedwstepnych
(poréwnawczych) dla okreslenia wartosci rolniczej rodow w 3 powtdrzeniach w 3 lokalizacjach: Stacja Hodowli Roslin: Borowo i Matyszyn
»Spotka Hodowli Roslin Strzelce” i tagiewniki ,Spotka Hodowli Roslin Smolice”) w uktadzie blokéw losowanych.

Uzyskane linie hodowlane o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego i obnizonej zawartosci kwasu linolenowego osiggnety
poziom plonowania zblizony do uprawianych obecnie odmian populacyjnych. Wyselekcjonowano cztery genotypy (1732/14-HO,
880/15-HOLL, 593/15-HO, 440/15-HOLL), ktére plonowaty istotnie lepiej od wzorcowej odmiany Monolit (Tab. 1).

Tab. 1. Plonowanie najlepszych genotypéw w latach badan

Obiekty 2014 Obiekty 2015 Obiekty 2016 Obiekty 2017 Obiekty 2019
Monolit wz. | 52,4 dt/ha | Monolit wz. | 52,0 dt/ha | Monolit wz. 31,1 dt/ha | Monolit wz. | 38,7 dt/ha | llona wz. 33,5 dt/ha
2006/13-HO | 49,9 1732/14-HO | 53,7 880/15-HOLL | 32,0 1186/16-HO | 34,1 491/18-HOLL 31,3
2003/13-HO | 49,0 246/14-HO 51,7 593/15-HO 31,4 1160/16-HO | 33,5 897/18-HO&LGLS | 28,2
] L. 246/13-HO 48,5 255/14-HO 50,3 440/15-HOLL | 31,2 67/16-HOLL | 33,2 444/18-HOLL 27,9
Tab. 2. Analiza wariancji dla cech
. Srednie kwadraty
Zrédto zmiennosci Stopnie Plon Ttuszcz G. alkenowe G. suma
swobody [dt/ha] [%] C18:1[%] | C18:3 [%] [uM g1 nasion] [uM g1 nasion]
Srodowiska (lata x miejscowosci) 2 2554,82** | 154,38** | 60,27** 6,92%* 17,41%* 32,11**
Genotypy 24 63,39 4,12 19,60 3,96 12,96 13,44
Genotypy x Srodowiska 48 13,39** 0,47** 0,91* 0,08 0,53** 0,80**
Regresja wzgledem $srodowiska 24 11,73 0,61 1,56 0,12 0,79 1,02
Odchylenie od regresji 24 15,06** 0,32* 0,26 0,03 0,27* 0,57*
Btad doswiadczen 144 3,69 0,19 0,62 0,06 0,16 0,35

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji stwierdzono istotne rdznice u wszystkich badanych cech pomiedzy srodowiskami (Tab. 2). Wystgpita rdwniez istotna interakcja
genotypow ze srodowiskami pod wzgledem plonu, zawartosci ttuszczu, kwasu oleinowego i glukozynolandw. Istotne odchylenia od regresji dla plonu nasion, zwartosci ttuszczu
oraz glukozynolandéw wskazujg na matg zaleznos¢ regresyjng efektéw interakcji (G x E) od przecietnej zawartosci tych zwigzkéw w danych srodowiskach.

Analiza doswiadczen z genotypami uwzgledniajgca badanie interakcji genotypowo-srodowiskowej, umozliwita wytypowanie najlepszych z punktu widzenia hodowlanego form, a
takze pozwolita uzyskac¢ informacje o ich stabilnos$ci w réznych srodowiskach pod wzgledem plonu, zawartosci ttuszczu, kwasdw ttuszczowych i glukozynolanéw w nasionach.
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Selekcja genotypéw typu HO i HOLL wspierana byta analizami molekularnymi z zastosowaniem markeréw CAPS dla FAD2 (HOR3 i HOR4) (niezmutowane i
zmutowane allele genéw desaturaz FAD2 w genomie A rzepaku) i markeréw typu SNP dla FAD3 (niezmutowane i zmutowane allele genéw desaturaz FAD3 w
genomach A i C rzepaku) (Rys. 1, 2).

tacznie (2014-2020) przeprowadzono 1547 analiz DNA.

Wyodrebniono 344 homozygotycznych préb o zmutowanym genotypie typu HOR3 (HOR3/HOR3) i HOR4 (HOR4/HORA4) oraz zidentyfikowano 312 genotypow
zmutowanych i homozygotycznych w obu loci w genomach A i C B. napus (typ genotypu aacc). Genotypy wyselekcjonowano w powigzaniu z najlepszymi cechami
agronomicznymi.
Rys. 2. Analiza DNA form allelicznych genéw desaturazy FAD3 w
genomach A i C rekombinantéw - typ HOLL metoda SNaPshot
Rys. 1. Analiza DNA rekombinantéw typu HO i HOLL przy pomocy markera
typu CAPS dla wykrywania mutacji HOR3 i HOR4 w genie BnaA.FAD2
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Zastosowana analiza z wykorzystaniem markerow genetycznych pozwolita precyzyjnie wyselekcjonowaé pozgdane genotypy zmutowanych alleli genow
desaturaz FAD2 i FAD3 wyrazajacych sie fenotypem typu HO o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (73.8%-80,3%) oraz fenotypem typu HOLL o wysokiej
zawartosci kwasu oleinowego (78-80,3%) i obnizonej zawartosci kwasu linolenowego (2,0-3,7%).



Najwazniejsze osiggniecia

O W wyniku przeprowadzonych krzyzowan linii mutantow z rodami hodowlanymi i z najlepszymi odmianami poszerzono pule
genowg w postaci wyselekcjonowanych linii rekombinacyjnych typu HO, LL i HOLL o wysokiej zawartosci ttuszczu i niskiej
zawartosci glukozynolanéw .

0 Wyselekcjonowane stabilne linie hodowlane: plenne, wysokottuszczowe o zmienionych kwasach ttuszczowych i o obnizone;j
zawartosci zwigzkéw antyzywieniowych (glukozynolandw) zostang wykorzystane do hodowli nowych odmian populacyjnych i
mieszancowych rzepaku.

0 Wdrozono patent do selekcji genotypow typu HO i HOLL pt. ,,Sekwencje nukleotydowe fragmentéw niezmutowanych i
zmutowanych alleli loci A i C genu desaturazy fad 3 form — podwadjnie ulepszonej (00) oraz niskolinolenowego mutanta (LLMut)
roslin rzepaku ozimego, sekwencje nukleotydowe par starteréw do amplifikacji loci A i C genu desaturazy fad3 (....)”, na ktory
zostat udzielony Instytutowi Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Radzikdow, Polska przez Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej -
Patent nr PAT.211126, dnia 11.05.2012 r.; twdrcy wynalazku: Katarzyna Mikotajczyk, Iwona Bartkowiak-Broda, Mirostawa
Dabert, Wojciech M. Kartowski, Stanistaw Spasibionek.

L Zastosowanie markerow genetycznych w hodowli zwiekszyto efektywnosé i skutecznosc¢ selekcji. Stanowig one dogodne
narzedzie selekcyjne, wspomagajgce i uzupetniajace tradycyjne metody w oparciu o czaso- i pracochfonng analize cech
morfologicznych, fenologicznych i fenotypowych, ktdrych ekspresja ulega czesto modyfikujgcemu wptywowi srodowiska.

O Uzyskane dotychczas wyniki z przeprowadzonych badan biochemicznych, molekularnych i doswiadczen polowych daty
podstawe do kontynuowania badan ukierunkowanych na wytworzenie krajowej odmiany populacyjnej rzepaku ozimego o
wysokiej zawartosci ttuszczu i zmienionych proporcjach kwasow ttuszczowych przy jednoczesnie odpowiedniej wartosci
rolniczej warunkujgcej jej praktyczng popularyzacje w uprawie. 50 genotypdéw typu HOLL zostato wtgczonych do dalszych badan
w ramach Badania Naukowego NR 3/2020/PSPO (lata 2020-2023) ,,Wytworzenie odmiany populacyjnej rzepaku ozimego o
wysokiej zawartosci ttuszczu i zmienionych proporcjach kwaséw ttuszczowych”, finansowanego przez Polskie Stowarzyszenie
Producentdw Oleju i Krajowy Osrodek Wsparcia Rolnictwa.
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