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WSTEP

Rzepak ozimy jest jedna z najwazniejszych roslin oleistych zarowno w Polsce
jak 1 na $wiecie. Rzepak (Brassica napus L., genom AACC 2n=38) nalezy do rodziny
Brassicaceae i jest rosling allopoliploidalng powstatg poprzez wielokrotne spontaniczne
krzyzowanie i poliploidyzacje pomiedzy rzepikiem (B. rapa, genom AA 2n=20)
I kapusta (B. oleracea, genom CC 2n=18) (Allender i King 2010). Zoptymalizowany
sktad oleju rzepakowego 1 jego wlasciwosci spowodowaty, ze jest on uwazany za jeden
z najwartosciowszych tluszczy jadalnych. Oprocz zastosowania spozywczego,
jest on takze cennym surowcem dla przemystu rafineryjnego i chemicznego, a bogata
w Dbialko $ruta rzepakowa jest komponentem pasz dla zwierzat hodowlanych
(Mejicanos i in. 2016).

Z powodu ciaglego wzrostu zapotrzebowania na nasiona rzepaku i ograniczone
mozliwosci obszarowe, wigkszo§¢ uprawianych obecnie odmian ma charakter
mieszancowy. Hodowla mieszancowa, w celu kontroli zapylenia krzyzowego, opiera si¢
glownie na systemie genowo-cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci CMS ogura
(Bartkowiak-Broda 1991). U odmian mieszancowych w pierwszym pokoleniu
obserwowany jest efekt heterozji przejawiajacy si¢ zwigkszeniem biomasy rosliny,
lepszym wykorzystaniem nawozenia, Szybszym rozwojem, wigkszym wigorem,
czy wyzszg odpornoscig na stresy biotyczne 1 abiotyczne wzgledem zréznicowanych
genetycznie rodzicow (Fujimoto i in. 2018). Podstawg hodowli heterozyjnej jest zatem
dobor komponentow rodzicielskich. Jednak jednokierunkowa wieloletnia hodowla
nastawiona na ulepszanie odmian dwuzerowych, czyli bezerukowych (Stefansson
I in. 1961) i niskoglukozynolanowych (Krzymanski 1968), doprowadzita do zubozenia
puli genowej rzepaku. W celu uzyskiwania nowych, wartosciowych genotypow
o pozadanych cechach agronomicznych konieczne jest poszerzanie zmiennoS$ci
genetycznej tego gatunku.

Pomimo powszechnego wykorzystania efektu heterozji w hodowli wielu roslin
uprawnych, mechanizm tego zjawiska jest nadal stabo poznany. Efekt ten wystepuje
dla cech agronomicznych, ktore sa warunkowane wielogenowo (Fu i in. 2015).
Dodatkowo, zarowno na te cechy jak i na sam efekt heteroz;ji istotny wptyw maja warunki
srodowiska (Lippman i Zamir 2007). Wszystkie te czynniki utrudniaja identyfikacje
podstaw genetycznych heterozji. Jednak rozwdj metod molekularnych, opracowanie

réznego rodzaju markeréw wspomagajacych hodowle, a takze identyfikacja petnej



sekwencji genomu rzepaku (Chalhoub i in. 2014, Bayer i in. 2017, Sun i in. 2017,
Lee i in. 2020), stwarzaja nowe mozliwosci badawcze 1 zwigkszaja szansg
na poszerzenie wiedzy na temat tego efektu, a takze samego gatunku.

W ramach wieloletnich badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej
dokonano oceny zmiennosci badanych genotypoéw rzepaku ozimego, zbadano efekt
heterozji w mieszancach pojedynczych i trojliniowych, a takze zidentyfikowano markery
mikrosatelitarne (SSR) zasocjowane z cechami struktury plonu oraz z efektem heterozji
dla tych cech. Wytypowano rowniez geny kandydujgce, ktore mogg mie¢ wplyw

na ekspresj¢ obserwowanych cech.

HIPOTEZY BADAWCZE

1. Heterozja jest sposobem na zwigkszanie wartosci cech fenotypowych
zwigzanych z plonem nasion rzepaku ozimego.

2. Wielowymiarowa  analiza  zmienno$ci  jest odpowiednia  metoda
do kompleksowej oceny materiatow hodowlanych oraz do wyboru genotypow
o $cisle okreslonych warto$ciach cech fenotypowych.

3. Markery mikrosatelitarne s3 wlasciwym narzgdziem do analizowania genomu
rzepaku 1 identyfikacji istotnych asocjacji pomigdzy markerami a cechami
fenotypowymi oraz markerami a efektem heterozji dla tych cech w badanych

genotypach.

CEL BADAN

Celem pracy doktorskiej byta ocena efektu heterozji w dwoch pokoleniach
mieszancOw rzepaku ozimego, a takze identyfikacja markeréw mikrosatelitarnych

zasocjowanych z cechami struktury plonu oraz z efektem heterozji dla tych cech.

CELE SZCZEGOLOWE

1. Wstepna ocena fenotypowa oraz wielowymiarowa analiza zmienno$ci badanych
linii  podwojonych  haploidow  oraz  mieszancow  pojedynczych
1 trojliniowych rzepaku ozimego.

2. Oszacowanie efektu heterozji dla cech zwigzanych ze strukturg plonu

u testowanych mieszancow.



3. Zbadanie zwigzku odleglosci Mahalanobisa pomigdzy komponentami
rodzicielskimi z efektem heterozji u mieszancow.

4. Selekcja markeréw SSR pod katem polimorfizmu w badanym materiale
roslinnym 1 wybor markeréw do analizy asocjacyjne;.

5. Asocjacja markerow z cechami zwigzanymi ze strukturg plonu i efektem
heterozji dla tych cech.

6. Mapowanie fizyczne wybranych markeréw mikrosatelitarnych w genomach
referencyjnych rzepaku i poszukiwanie genow kandydujacych powigzanych

Z badanymi cechami plonotworczymi.

MATERIAL I METODY
Material

Materiat roslinny w prezentowanych publikacjach stanowity 184 genotypy rzepaku

0zimego:

¢ linia hodowlana 324/2,

¢ linia hodowlana 622/3,

e 60 linii podwojonych haploidow (DH) wuzyskanych z mieszanca F1
(324/2%622/3),

¢ linia m¢skosterylna CMS ogura PN 1400/09,

¢ linia z genem restorerem Rfo PH 1214/13 dla systemu CMS ogura,

e 60 mieszancow pojedynczych CMSxDH,

e 60 mieszancow trojliniowych CMS/DHX*Rfo.

Metody
Wytworzenie materialu roslinnego

Linie DH, wytworzone metoda izolowanych mikrospor (Cegielska-Taras
i in. 2002) otrzymano z Pracowni Kultur Tkankowych IHAR-PIB Poznan.
Wykonano na nich serie krzyzowan w warunkach szklarniowych w celu uzyskania dwoch

pokolen roslin mieszancowych.



Doswiadczenia polowe

Przeprowadzono doswiadczenia polowe na 182 genotypach rzepaku

(wylgczajac linie 324/2 i 622/3) w dwoch sezonach wegetacyjnych 2014/15 i 2015/16,

w jednej miejscowosci (Borowo), W trzech powtdrzeniach, w ukladzie blokow

zrandomizowanych kompletnych, z dwoma losowo rozmieszczonymi wzorcami.

Wykonano pomiary nastepujacych cech:

poczatek kwitnienia (1 obserwacja na doswiadczenie),
dhugo$¢ kwitnienia (1 obserwacja na dos§wiadczenie),
wysokos¢ roslin (3 obserwacje na powtorzenie),

liczba rozgat¢zien na roslinie (3 obserwacje na powtorzenie),
liczba tuszczyn na roslinie (3 obserwacje na powtorzenie),
dhugo$¢ tuszczyn (20 obserwacji na powtdrzenie),

liczba nasion w tuszczynie (20 obserwacji na powtdrzenie),
masa tysigca nasion (3 obserwacje na powtorzenie),

zawarto$¢ thuszczu w nasionach (3 pomiary na powtorzenie).

Analizy statystyczne

wykonano test metoda Shapiro-Wilka w celu oceny obserwacji fenotypowych
1 ich rozktadu normalnego,

przeprowadzono analize wariancji (ANOVA) i korelacji dla badanych cech,
wyliczono efekt heterozji mieszancoéw pojedynczych i trojliniowych w stosunku
do $redniej rodzicow oraz do lepszego z rodzicow,

wykonano wielowymiarowg analize wariancji (MANOVA) oceniajac interakcje
genotypu ze srodowiskiem,

wyliczono odlegtosci Mahalanobisa okreslajac  Wzajemne podobienstwo
genotypow,

oceniono zalezno$¢ pomigdzy dystansem fenotypowym linii rodzicielskich
a wystepowaniem efektu heterozji u mieszancéw,

przeprowadzono analiz¢ zmiennych kanonicznych W celu poréwnania badanych
genotypow pod wzgledem wszystkich obserwowanych cech jednoczes$nie,
wykonano analiz¢ regresji wielokrotnej pomiedzy masa tysigca nasion

a poszczegolnymi cechami.



Badania molekularne

Badania molekularne przeprowadzono na wszystkich 184 badanych genotypach
rzepaku ozimego. Wyizolowano DNA z miodych lisci oraz sprawdzono stezenie
1 jako$¢ uzyskanych prob. Przeprowadzono amplifikacie PCR z zastosowaniem
par specyficznych starterow  mikrosatelitarnych w  systemie  ‘M13-tailing’
(Oetting 1 in. 1995), gdzie jeden ze starterow z kazdej pary znakowany jest
fluorescencyjnie. Produkty amplifikacji rozdzielano metodg elektroforezy kapilarne;,
a wyniki zapisano w systemie binarnym opisujgcym polimorfizm dhugosci fragmentow
SSR. W pierwszym etapie przebadano linie rodzicielskie (324/2, 622/3, CMS i Rfo)
przy uzyciu puli 89 markeréw. Wyselekcjonowano 43 polimorficzne markery
mikrosatelitarne, ktorymi przeanalizowano wszystkie 184 genotypy. Oszacowano
polimorfizm alleli dla poszczegdlnych markeréw SSR na podstawie wspotczynnika PIC
(Polymorphic Information Content).

Analiza asocjacyjna i mapowanie fizyczne

Analize asocjacyjng przy wykorzystaniu analizy regresji przeprowadzono
pomiedzy 43 polimorficznymi markerami mikrosatelitarnymi oraz badanymi genotypami
pod wzgledem o$miu cech fenotypowych dla dwodch lat oddzielnie. Podobng analizg
wykonano dla efektu heterozji sze$ciu cech fenotypowych (wylaczajac cechy zwigzane
z kwitnieniem).

Pigtnascie markerow SSR, ktére asocjowaly w obu latach z danymi cechami
lub z efektem heterozji i wykazywaly najwigkszg stabilno$¢, poddano mapowaniu
fizycznemu analizag BLAST poprzez pordéwnanie potozenia markerow na genomach
referencyjnych B. napus umieszczonych w bazie GenBank. Nast¢pnie przeszukano
genomy referencyjne w okolicy tych markeréw w celu wytypowania gendéw

kandydujacych powigzanych z badanymi cechami.

WYNIKI

Analiza fenotypowa

Linie DH oraz dwa pokolenia mieszancéw heterozyjnych, wraz z linia CMS
i linia Rfo wykorzystanymi do wytworzenia tych mieszancoéw, zostaly ocenione
pod wzgledem cech fenotypowych w dwuletnim do$wiadczeniu polowym. Badane

genotypy wykazywaty istotng statystycznie zmienno$¢ pod wzgledem badanych cech,



a analiza wielowymiarowa pozwolita na ocen¢ testowanych obiektow pod wzgledem
wszystkich cech fenotypowych jednoczesnie.

Analiza wariancji dowiodta, ze efekt roku (srodowiska) i genotypu, jak rowniez
interakcja pomiedzy rokiem badan a genotypem byly wysoce istotne dla wszystkich
badanych cech. Analiza korelacji wykazata, ze wyzsze rosliny posiadaly wigcej tuszczyn
o wigkszej liczbie nasion, co potwierdzito si¢ w obu latach. Wigcej tuszczyn miaty takze
rosliny z wigksza liczba rozgalezien. Stwierdzono takze, ze dluzsze tuszczyny
wyksztalcily wiecej nasion o wigkszej masie.

Analiza zmiennych kanonicznych wykonana dla obserwowanych cech
charakteryzowata si¢ mniejszg utratg informacji w drugim sezonie wegetacyjnym.
Dwie pierwsze zmienne kanoniczne wyjasnity w sumie 66,12% og6lnej zmiennoS$ci
w roku 2015 oraz 82,03% w roku 2016. Wczesno$¢ kwitnienia i liczba rozgatgzien
na ro§linie miaty bardzo duzy wplyw na zréznicowanie badanych genotypow.
Zardéwno linie DH jak 1 dwa pokolenia mieszancéw rozproszone byly w uktadzie
wspotrzednych dwoéch  pierwszych zmiennych kanonicznych, znajdowaly sig

we wszystkich ¢wiartkach i nie utworzyty konkretnych skupisk (Rys. 1 i Rys. 2).
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Rys. 1. Rozmieszczenie 182 genotypow rzepaku ozimego w uktadzie dwoch pierwszych

zmiennych kanonicznych wyliczonych na podstawie cech obserwowanych w 2015 roku.
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Rys. 2. Rozmieszczenie 182 genotypow rzepaku ozimego w uktadzie dwoch pierwszych
zmiennych kanonicznych wyliczonych na podstawie cech obserwowanych w 2016 roku.

Analiza regresji wielokrotnej dla masy tysigca nasion wykazala wysoce istotny
pozytywny wptyw dtugosci tuszczyn i liczby tuszczyn na roslinie oraz negatywny liczby
nasion w tuszczynie.

Zroznicowanie wyrazone odlegltoscia Mahalanobisa pomigdzy badanymi

genotypami byto wicksze w drugim sezonie wegetacyjnym (Rys. 3).

Mahalanobis distances

Year

Rys. 3. Dystans Mahalanobisa pomiedzy badanymi genotypami wyliczony na podstawie cech
fenotypowych w roku 2015 i 2016.



Linie DH i oba pokolenia mieszancow miaty podobnie szeroki zakres zmiennosci

pod wzgledem cech fenotypowych w obu latach badan (Rys. 4 i Rys. 5)
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Rys. 5. Zakres odlegtosci Mahalanobisa w badanych grupach genotypow w 2016 roku.
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Wielowymiarowa ocena mieszancow pojedynczych i trojliniowych pod wzgledem cech
fenotypowych w tym komponentdw plonu wykazala ich istotne zrdéznicowanie,

a jednoczesnie pokazata jak trudno jest prowadzi¢ selekcje na kilka cech jednoczes$nie.

Ocena efektu heterozji

Badane mieszance przejawialy zaréwno dodatni, jak i ujemny wysoce istotny
efekt heterozji. Stwierdzono pozytywny efekt dla wielu mieszancoOw niezaleznie od typu
mieszanca i roku doswiadczenia polowego dla takich cech jak: wysokos¢ roslin, dlugos¢
luszczyn 1 liczba nasion w luszczynie. Efekt heterozji byl wyzszy u mieszancow

trojliniowych niz u mieszancow pojedynczych (Rys. 6).
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Wysokoscé roslin

CMSxDH | yr CMSxDH | yr
CMSXDH 1l yr CMSxDH Il yr
CMSxDH 1+11 CMSxDH 1+11

CMS/DHxRfo (2) | yr
CMS/DHxRfo (2) Il yr
CMS/DHxRfo (2) 1+11
CMS/DHxRfo (3) | yr
CMS/DHxRfo (3) Il yr
CMS/DHxRfo (3) 1+11

CMS/DHxRfo (2) I yr
CMS/DHxRfo (2) Il yr
CMS/DHxRfo (2) 1+11
CMS/DHxRfo (3) | yr
CMS/DHxRfo (3) Il yr
CMS/DHxRfo (3) 1+11

Liczbarozgalezien na roslinie

WH(-) ©(H#) WH(-) ©(H#)
C Liczbatuszczyn na roslinie D Dlugosc¢ tuszeczyn
25 20 15 10 5 9O s 10 15 20 10 0 10 20 30 40 s0
CMSxDH | yr CMSxDH | yr
CMSxDH Il yr CMSxDH Il yr
CMSxDH I+l CMSxDH I+11

CMS/DHxRfo (2) | yr
CMS/DHxRfo (2) Il yr
CMS/DHxRfo (2) I1+1I
CMS/DHxRfo (3) | yr
CMS/DHxRfo (3) Il yr
CMS/DHxRfo (3) I+11

CMS/DHxRfo (2) | yr
CMS/DHxRfo (2) Il yr
CMS/OHxRfo (2) 1+11
CMS/DHxRfo (3) 1 yr
CMS/DHxRfo (3) Il yr
CMS/DHxRfo (3) I+11

E

CMSXDH | yr
CMSxDH 1l yr
CMSxDH I+11
CMS/DHxRfo (2) 1| yr
CMS/DHxRfo (2) Il yr
CMS/DHxRfo {2) 1+11
CMS/DHxRfo (3) | yr
CMS/DHxRfo (3) Il yr
CMS/DHxRfo (3) I+l

Liczba nasion w luszczynie

F

CMSxDH | yr
CMSxDH Il yr
CMSXDH 1+11
CMS/DHxRfo (2) | yr
CMS/DHxRfo (2) Il yr
CMS/DHxRfo (2) 1+11
CMS/DHxRfo (3) 1 yr
CMS/DHxRfo (3) Il yr
CMS/OHxRfo (3) 1+11

Masa tysigca nasion

BH(-) m(H+) EH(-) W(H+)

Rys. 6. Liczba mieszancéw wykazujacych wysoce istotny statystyczne dodatni i ujemny efekt heterozji w pierwszym i drugim
sezonie wegetacyjnym.



Nie stwierdzono zalezno$ci migdzy dystansem fenotypowym linii rodzicielskich
a wystepowaniem efektu heterozji u mieszancOw z wyjatkiem pozytywnej korelacji
heterozji dla masy tysigca nasion w roku 2016 u mieszancow pojedynczych.
U mieszancow trojliniowych wszystkie wystepujace korelacje byly negatywne:
w roku 2015 dla heterozji dla wysokosci roslin i dlugosci tuszczyn oraz w 2016 r. takze

dla dlugosci tuszezyn i liczby nasion w tuszczynie.

Badania molekularne i analiza asocjacyjna

Wstepne badania molekularne przeprowadzone na liniach rodzicielskich
przy uzyciu 89 par starterow mikrosatelitarnych pozwolity na wyodrebnienie
43 markerdw, ktore byly polimorficzne i dawaty czytelny obraz produktow amplifikac;ji.
Analizujac przy ich pomocy wszystkie badane genotypy otrzymano tacznie 115 alleli.
Przeprowadzono analiz¢ asocjacyjng pomigdzy tymi markerami a obserwowanymi
cechami fenotypowymi uzyskujac tacznie 354 asocjacje w obu latach badan. Pomigdzy
markerami a efektem heterozji dla cech fenotypowych u mieszancow pojedynczych
zidentyfikowano 87 asocjacji, a u mieszancow trojliniowych 53 asocjacje (w obu latach).
Do mapowania fizycznego wybrano ostatecznie 15 markeréw SSR: osiem powigzanych

z badanymi cechami i dziewig¢ z efektem heterozji (cze$¢ z nich si¢ powtarzata).

Mapowanie fizyczne

Mapowanie fizyczne na genomach referencyjnych rzepaku pozwolito
na wytypowanie sze$ciu markeréw powigzanych z genami odpowiedzialnymi za rozwdj
1 wzrost roslin. Wszystkie one mialy pozytywny znak estymacji, co oznacza,
ze ich obecno$¢ w genomie powoduje wzrost warto$ci danej cechy. Markery te
jednoczesnie wykazywaty stabilno$¢ i wysoka polimorficznos¢ (PIC), co $wiadczy

o ich przydatnosci do oceny polimorfizmu badanych genotypow.

Podsumowujac, efektem prezentowanych badan jest identyfikacja 43 markerow
SSR wykazujacych istotne asocjacje z cechami powigzanymi z plonem oraz z heterozja
dla tych cech, a poprzez bioinformatyczne mapowanie fizyczne markerow, wytypowano
geny kandydujace mogace potencjalnie mie¢ wptyw na ksztattowanie cech zwigzanych
z plonem rzepaku. Markery wykazujace korelacj¢ z takimi cechami moga mie¢ duza
warto$¢ aplikacyjng w dalszych pracach hodowlanych i selekcji komponentow

do tworzenia mieszancow. Kontynuacja badan powinna obejmowacé potwierdzenie
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przydatnosci wytypowanych markerow na jak najwigkszej puli genotypow
I mieszancach testowych. Innym mozliwym kierunkiem kontynuacji badan jest
charakterystyka ekspresji wytypowanych przez mapowanie fizyczne genow w celu
potwierdzenia ich zwigzku z ksztaltowaniem konkretnej cechy.

Wyniki badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej potwierdzaja
stuszno$¢ zatozonych na poczatku hipotez badawczych. Efekt heterozji, ktory wystapit
zar6wno u mieszancow pojedynczych jak i trojliniowych potwierdza, ze zjawisko to
umozliwia poprawe wartosci cech plonotworczych rzepaku ozimego. Na podstawie
wynikow analiz statystycznych mozna przyjaé¢ rowniez hipotezg, ze wielowymiarowa
analiza zmiennos$ci jest odpowiednia metoda do oceny materiatbw hodowlanych
pod wzgledem wielu cech jednocze$nie oraz do wyboru genotypow o pozadanych
warto$ciach tych cech. Przeprowadzone analizy molekularne i1 identyfikacja duzej liczby
asocjacji pomiedzy markerami mikrosatelitarnymi a badanymi cechami i heterozja
zgodnie z zatozona hipoteza $wiadcza o tym, ze markery SSR sa odpowiednim

narzedziem do takich badan.

WNIOSKI

1. Analiza wariancji wykazata duza zmienno$¢ cech zwigzanych ze strukturg plonu
linii DH, mieszancow heterozyjnych oraz linii rodzicielskich. Powtarzajaca sig
interakcja genotypowo-srodowiskowa dowodzi istotnego wptywu s$rodowiska
na ekspresje cech 1 ksztattowanie fenotypu.

2. Wielowymiarowa  analiza  zmienno$ci  jest  odpowiednia  metoda
do kompleksowej oceny materiatéw hodowlanych oraz do wyboru genotypoéw
o $cisle okreslonych wartosciach cech fenotypowych.

3. Stwierdzono pozytywny efekt heterozji dla wielu mieszancéw niezaleznie
od pokolenia 1 roku do$wiadczenia polowego dla wysokosci roslin, dtugosci
tuszczyn 1 liczby nasion w tuszczynie. Obserwowany efekt byt wyzszy
u mieszancow trojliniowych niz u pojedynczych.

4. Analiza regresji wielokrotnej na masg¢ tysigca nasion wykazala wysoce istotny
pozytywny wplyw dlugosci tuszczyn 1 liczby tuszczyn na roslinie oraz
negatywny liczby nasion w tuszczynie.

5. Nie wykazano istotnego zwigzku mi¢dzy odleglosciami Mahalanobisa badanych

linii rodzicielskich a efektem heterozji mieszancow. Dowodzi to,
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ze zroznicowanie fenotypowe form rodzicielskich nie przektadato si¢ na wigksza
bujnos¢ mieszancoOw.

6. Markery mikrosatelitarne sg odpowiednim narzedziem do poszukiwania asocjacji
z cechami fenotypowymi, czego dowodzi duza liczba asocjacji otrzymana
w niniejszych badaniach.

7. Mapowanie fizyczne pozwolito na wytypowanie gendéw kandydujacych
zwigzanych z rozwojem roslin, lezacych w poblizu zidentyfikowanych

W niniejszej pracy markerow SSR.
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