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3. Cele zadania

- Charakterystyka molekularna kolekcji PB14-17 genotypow rzepaku ozimego IHAR-PIB, Oddz.
Poznan oraz rozpoczecie analiz genetycznych nowej kolekcji PB17-20 (Temat badawczy 1.)

- Charakterystyka fenotypowa badanych genotypow kolekcji PB14-17 oraz rozpoczecie obserwacji
fenotypowych nowej kolekcji PB17-20 IHAR-PIB, Oddz. Poznan (Temat badawczy 2.)

- Analizy asocjacyjne pomiedzy genotypem a waznymi gospodarczo cechami ilosciowymi i
jakosciowymi kolekcji PB14-17 (Temat badawczy 3.)

3.1. Temat badawczy 1 Charakterystyka molekularna kolekcji genotypow rzepaku ozimego
IHAR-PIB, Oddz. Poznan

Cel tematu badawczego 1

Celem tego tematu byto zbadanie struktury kolekcji genotypow rzepaku ozimego PB14-17 za pomocg
10 kombinacji starterow AFLP oraz markerow dla 80 loci mikrosatelitarnych, rozpoczgcie analiz
genetycznych markerami AFLP i STR nowej kolekcji genotypow rzepaku PB17-20, a takze
charakterystyka badanych genotypow obu kolekcji z zastosowaniem zestawu markeréw dla CMS, Rfo
(typu SCAR), FAD2 (typu CAPS) i FAD3 (typu SNaPshot), jak réwniez okreSlenie wzorow
prazkowych (fingerprinting) charakterystycznych dla genotypow kolekcji PB14-17, z wykorzystaniem
wszystkich stosowanych w realizowanym projekcie analiz molekularnych (SCAR, CAPS, SNaPshot,
AFLP i STR).

Material i metody

Materiat roslinny Kolekcji PB 14-17 obejmowat 6 odmian podwojnie ulepszonych rzepaku
ozimego, dwa mieszance CMS ogura i ich komponenty rodzicielskie, linie podwojonych haploidéw
(DH), linie mutantow o zmienionym sktadzie kwasoéw thuszczowych w oleju nasion i ich
rekombinanty, lini¢ DH o zo6ttej barwie nasion, a takze lini¢ rzepaku otrzymang w wyniku resyntezy z
gatunkdéw podstawowych. Nowg kolekcje PB 17-20 tworzyly: mieszaniec F1, jego formy
rodzicielskie, odmiany rzepaku ozimego podwojnie ulepszonego oraz linie DH i rekombinanty o
zmienionym sktadzie kwasow ttuszczowych.

Genomowy DNA izolowano z sze$ciodniowych liScieni lub mtodych lisci rzepaku metoda ekstrakcji
buforem CTAB (Doyle i Doyle 1990). Proby DNA obejmowaty 25 genotypéw kolekcji PB14-17 oraz
25 genotypow kolekcji PB17-20. Jako$¢ i stezenie otrzymanych prob DNA oceniono w 0.8% zelu
agarozowym wybarwianym Roti® - GelStain (Carl Roth GmbH +Co. KG Karlsruhe, Germany), a
takze metoda analizy spektrofotometrycznej przy dtugosciach fal 260, 280 i 234 nm (NanoDrop 2000,
ThermoFisher Scientific ).

Obecnos¢ mesko-sterylnej cytoplazmy typu ogura (CMS ogura), genu restorera Rfo oraz form
allelicznych genéw desaturaz FAD3 i FAD2 monitorowano, odpowiednio: markerami typu SCAR


mailto:ibart@nico.ihar.poznan.pl

oraz metodag SNaPshot w systemie ‘multipleks fluorescencyjny’ (Mikotajczyk i in., 2011), jak réwniez
kodominujacymi markerami typu CAPS. Analizy wykonano dla obydwu badanych kolekcji, 50 analiz
genotypow markerami dla CMS i Rfo, 50 dla FAD2 i 50 dla FAD3, tacznie 150 analiz.

Do analiz markerami mikrosatelitarnymi (STR) wybrano zestaw 35 nowych loci (Li i in., 2013),
innych niz analizowane w latach poprzednich 50 loci. Analiz¢ prowadzono metodg amplifikacji PCR z
zastosowaniem par specyficznych starterow w systemie M13-tailing’, gdzie jeden ze starteréw z
kazdej pary znakowano fluorescencyjnie, odpowiednio jednym z czterech znacznikdw. Przy pomocy
markerow dla nowych loci STR analizowano genotypy kolekcji PB14-17 oraz PB17-20, tacznie 50
genotypdw.

Badanie dystansu genetycznego markerami AFLP wykonano wedtug metody opracowanej przez Vos'a
i in. (1995) z zastosowaniem kombinacji 10 starterow AFLP znakowanych fluorescencyjnie, opartych
na enzymach restrykcyjnych EcoRI [FAM (niebieski), JOE (zielony) i NED (z6tty)] i Msel. Produkty
analiz AFLP poddano elektroforezie w aparacie ABI PRISM 3130XL, a nastgpnie odczytano przy
uzyciu oprogramowania PeakScanner1.0 i zapisano w Systemie binarnym.

Zaréwno podobienstwo jak i dystanse genetyczne (GS) badanych obiektéw oszacowano z
zastosowaniem miary Nei i Li (1979). Wyznaczone wspotczynniki postuzyty do hierarchicznego
grupowania linii metoda $rednich potaczen. Wyniki przeprowadzonych grupowan przedstawiono w
formie dendrograméw. Wszystkie obliczenia wykonano z wykorzystaniem pakietu statystycznego
GenStat.

Wyniki

Scharakteryzowano poszczeg6lne genotypy badanej kolekcji PB14-17 ze wzgledu na
wystepowanie mesko-sterylnej cytoplazmy CMS ogura, genu restorera Rfo oraz niezmutowanych
(odpowiednio ‘A’ i ‘C”) i zmutowanych (‘a’ i ‘c’) alleli genéw desaturazy FAD3 w genomach A i C
rzepaku, a takze form allelicznych gendéw desaturazy FAD2 w genomie A rzepaku. Wyniki
genotypowania opracowano w formie ‘0/ 1° w celu przygotowania bazy danych do wyznaczania
wzorow ‘fingerprint’ dla poszczegdlnych genotypow. Tymi samymi markerami analizowano genotypy
nowej kolekcji PB 17-20. W oparciu o analizy z zastosowaniem markerow dla 85 loci
mikrosatelitarnych (STR) (50 loci badano w poprzednim roku, a kolejnych 35 nowych loci, w roku
biezagcym) wyznaczono wartosci podobienstw 1 dystansow genetycznych pomiedzy badanymi
obiektami kolekcji PB14-17. Do tych analiz dotgczono dwa dodatkowe genotypy: odmiane
wysokoglukozynolanowg Jet Neuf oraz lini¢ podwojonych haploidow (DHER) o podwyzszonej
zawarto$ci kwasu erukowego w oleju nasion. Otrzymane wyniki przedstawiono w formie
dendrogramu. Przeprowadzono réwniez analiz¢ dla kolekcji PB14-17 dla potaczonej puli markerow —
mikrosatelitarnych oraz AFLP wyznaczono warto$ci podobienstwa genetycznego pomigdzy badanymi
obiektami, ktore wyrazono graficznie w formie dendrogramu. Ponadto, przeprowadzono selekcje
zastosowanych dotagd markeréow STR i AFLP do analiz podobienstw i dystansow genetycznych oraz
analiz asocjacyjnych pod wzgledem wystgpowania lub nie i przypisania (‘0/ 1°) dla danego genotypu
w celu utworzenia wzoru ‘fingerprint” dla kazdego badanego genotypu.

Przy uzyciu zestawu 35 markerow dla nowych loci STR oraz 10 kombinacji starterow AFLP
analizowano nowa kolekcje PB17-20. Warto$¢ dystansu genetycznego obliczonego za pomoca miary
Nei i Li (1979), postuzyta do hierarchicznego grupowania 25 genotypéw metoda $rednich potaczen,
ktdre przedstawiono w formie dendrogramu.

Dyskusja

Markery mikrosatelitarne stanowig dogodne narzedzie analizy genotypdw, szczeg6lnie w
badaniach mapowania QTL (Piquemal i in., 2005; Delourme i in., 2006; Basunanda i in., 2010) i
asocjacyjnego (Hasan i in., 2006; Basunanda i in., 2007). Ponadto, stosowane sa do badan
podobienstwa i zréznicowania genetycznego w obrebie kolekcji genotypdéw (Hasan i in., 2008), co
umozliwia badanie struktury populacji, a takze optymalny dobdr form rodzicielskich do dalszych
krzyzowan (Zhao i in., 2007; Mikotajczyk, 2007a; Snowdon i in., 2009). Markery te sg stosowane w
wielu osrodkach na $wiecie, stanowigc istotne uzupetienie nowych, wysokowydajnych metod analizy



genomu i fenomu. Ze wzgledu na ich uniwersalny charakter, mikrosatelity umozliwiajg zestawianie
wynikoéw analiz genotypow roéznych populacji i kolekcji (Mikotajczyk, 2007a i b; 2008; Olejniczak i
Mikotajczyk, 2013; Nurasanah i Ecke., 2016). W toku realizowanych prac otrzymano powtarzalne i
jednoznaczne wyniki genotypowania w postaci produktéw amplifikacji poszczeg6lnych loci o
zdefiniowanych dlugosciach, zgodnych z danymi literaturowymi. Pomimo dynamicznego rozwoju
wysokowydajnej analizy genomu z zastosowaniem metod nowej generacji, markery mikrosatelitarne
sa w dalszym ciagu stosowane w wielu osrodkach, szczegélnie do okreslania zréznicowania
genetycznego jak rowniez do charakterystyki nowych genotypow wytworzonych na drodze resyntezy
z gatunkow podstawowych (Yang i in., 2016). Dotad, w tego typu badaniach prowadzonych w IHAR-
PIB, Oddzial w Poznaniu, stosowano poczatkowo markery RAPD (Bartkowiak-Broda i in., 2003;
Nowakowska i in., 2004; Bocianowski i in., 2014), a nastgpnie AFLP (Liersch i in., 2016). Obecne
badania majg na celu wdrozenie analiz markerami mikrosatelitarnymi i zastosowanie ich do okreslania
struktury populacji, wzoréw prazkowych genotypow rzepaku, a takze badan asocjacyjnych.

Analiza zmienno$ci genetycznej metoda AFLP stanowi istotne uzupelienie badan markerami
mikrosatelitarnymi wdrozonymi do badan w ramach realizowanego projektu. Uzyskane wyniki badan
potwierdzity przydatno$¢ zastosowanych 10 kombinacji starteréw AFLP ze wzgledu na duza liczbe
markeréw uzyskanych dla jednej kombinacji — 37,5 markera.

Whioski

W wyniku dotychczasowych badan z zastosowaniem markerow loci STR zdefiniowano pule
85 loci mikrosatelitarnych dogodnych do badan podobiefistwa i zréznicowania genetycznego
pomiegdzy roznymi genotypami form hodowlanych rzepaku: w latach poprzednich 50, i kolejne 35 - w
biezagcym. Znaczna wigkszo$¢ tych markerow wykazywata polimorfizm w obrgbie badanych
genotypoéw 1 cechowata si¢ powtarzalnos$cig. Znajda one zastosowanie do analiz kolejnej puli 25
nowych genotypéw w nowej serii doswiadczen polowych i genetycznych. Ponadto, zostaty
wykorzystane do badan zréznicowania genetycznego w obregbie badanej kolekeji genotypow rzepaku
oraz analiz asocjacyjnych z cechami fenotypowymi zwigzanymi ze strukturg plonu oraz cechami
jakosciowymi, wplywajacymi na warto$¢ agronomiczng poszczegdlnych genotypow. Jednak
konieczne jest dalsze poszerzanie stosowanej puli loci STR, poniewaz zwicksza to precyzyjnos¢ i
wiarygodnos¢ stosowanej metody. W dalszej realizacji projektu planowane jest zastosowanie
kolejnych markerow loci STR. Jednak, oprocz markerow dotychczasowych nalezatoby poszerzyc
zakres stosowanych technik badawczych o wysoko-przepustowe metody nowej generacji (ang. New
Generation, NG), szczegdlnie w odniesieniu dla badan majacych na celu monitorowanie cech
zwigzanych z plennoscig i odpornoscia roslin na stres.

3.2. Charakterystyka fenotypowa badanych genotypow kolekcji PB14-17 oraz zatozenie nowej
kolekcji PB17-20 IHAR-PIB, Oddz. Poznan

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu byla ocena zmiennosci fenotypowej kolekcji PB14-17 - 25 linii/odmian rzepaku w
wielopowtorzeniowych do$wiadczeniach polowych z uwzglednieniem warunkéw $rodowiskowych
(trzeci rok badan w dwoch miejscowosciach w trzyletnim cyklu doswiadczen polowych — zakonczenie
I serii doswiadczen polowych) oraz rozmnozenie 25 nowych genotypow rzepaku ozimego w celu
otrzymania nasion do zatozenia nowej kolekcji PB 17-20 i prowadzenie dalszych badan w II serii
trzyletnich doswiadczen polowych.

Material i metody

Materiat ro$linny stanowity dwie kolekcje: badana dotad PB14-17 oraz nowa PB 17-20, jak w
temacie badawczym 1. Doswiadczenia polowe z kolekcja PB14-17 (trzeci rok badan w dwoch
miejscowosciach w trzyletnim cyklu do$wiadczen polowych — zakonczenie I serii do§wiadczen
polowych) prowadzono na polach do$wiadczalnych HR Smolice Oddziat Lagiewniki i HR Strzelce
Oddzial w Borowie. W sezonie wegetacyjnym 2017, w okresie od konca marca do zbioru wykonano
zabiegi uprawowe i pielegnacyjne zgodnie z obowigzujaca metodyksa. Obserwacje fenotypowe i
fenologiczne obejmowatly: bonitacje przezimowania, obsade roslin po zimie, pomiar zawartosci



chlorofilu w liSciach, oznaczenie daty poczatku i konca kwitnienia, pomiar wysoko$ci roslin oraz
bonitacje wylegania. Ocena cech struktury plonu obejmowata: liczbe rozgalezien, liczbe tuszczyn na
ro$linie, dtugos$¢ tuszczyn, liczbg nasion w tuszczynie oraz mas¢ 1000 nasion. Po zbiorze oceniono
plon nasion z catych poletek (przeliczony na jednostke dt-ha™), a w zebranych nasionach zbadano
cechy biochemiczne: zawarto$¢ ttuszczu (NMR), sktad kwasdéw tluszczowych (chromatografia
gazowa), zawarto$¢ 1 sklad glukozynolanéw (chromatografia gazowa), a zawarto$¢ wiokna
pokarmowego frakcji ADF 1 NDF, biatka i thuszczu metoda bliskiej podczerwieni (NIRS).

W roku 2017 utworzono kolekcje PB17-20 obejmujaca 25 nowych genotypdéw rzepaku ozimego

pochodzacych z kolekcji IHAR-PIB oraz innych o$rodkow hodowlannych. Materiat ten namnozono w
warunkach szklarniowych i na poletkach doswiadczalnych IHAR-PIB w Poznaniu w ilosci
pozwalajacej na zatozenie doswiadczen w ramach II serii trzyletnich do§wiadczen polowych (25
genotypow x 4 powtorzenia x 2 srodowiska). Przed siewem zbadano cechy biochemiczne nasion oraz
zweryfikowano genotypy z zastosowaniem odpowiednich marker6w genetycznych w ramach Tematu
badawczego 1. Doswiadczenia polowe z 25 genotypami kolekcji PB17-20 wysiano w dwdch
srodowiskach, w uktadzie blokéw kompletnie zrandomizowanych, w czterech powtdérzeniach na polu
doswiadczalnym HR Strzelce, Oddzial Borowo (29.08.2017) oraz HR Smolice Oddzial Lagiewniki
(28.08.2017).
W okresie przed i po siewie wykonano zabiegi uprawowe i pielggnacyjne zgodnie z metodyka
prowadzenia dos$wiadczen polowych z rzepakiem ozimym. W doswiadczeniach polowych w obu
miejscowosciach wykonano: ocen¢ punktowa wschodow i stanu przed zima w skali 1-9 na wszystkich
obiektach doswiadczenia, okreslono obsade roslin przed zima oraz zawarto$§¢ chlorofilu w roslinach.
Pomiar zawartosci chlorofilu w liSciach wykonano przy uzyciu chlorometru N tester SPAD-502 (Soil
Plant Analysis Development).

Wyniki

Wszystkie badane genotypy kolekcji PB14-17 wykazaty istotne roznice pod wzglgdem plonu
nasion, cech struktury plonu oraz innych cech fenotypowych. Najnizej plonowata linia PN43 o
wysokiej zawartos$ci kwasu oleinowego, a najwyzej linia DH PN 35 pochodzaca z mieszanca Dante x
Californium. Analiza chemiczna badanych linii/odmian takze uwidocznita duzg zmienno$¢ pod
wzgledem zawarto$ci w nasionach: kwasu oleinowego (od 61,35 do 76,46%), kwasu linolowego (od
8,56 do 21,40%), kwasu linolenowego (od 7,05 do 10,90%) oraz ttuszczu od 43,42 do 46,65%. Duze
zroznicowanie badane obiekty wykazaly takze w zawartosci sumy glukozynolanéw (od 7,36 do
40,83umol g™) oraz glukozynolanéw alkenowych (od 3,70 do 36,03 pmol g™). Analizy nasion
wykonane uproszczong metodg NIRS (bliskiej podczerwieni) potwierdzity zréznicowanie jako$ciowe
nasion badanych genotypoéw pod wzgledem zawartosci biatka i wtokna (ADF, NDF). Zawartos¢
wtokna wahata si¢ od 19,20% (NDF) i 12,88% (ADF) dla genotypu o z6ttej barwie nasion PN 36 —
Z114 do 26,76% (NDF) i 21,50% (ADF) dla genotypu o czarnej barwie nasion PN 32 — odmiana
Brendy. Zawarto$¢ biatka wahata si¢ od 22,29% dla PN 33- odmiana Starter do 24,85% dla PN 48-
linia o wysokiej zawarto$ci kwasu oleinowego

Wykonana przed siewem ocena biochemiczna nasion siewnych rzepaku 25 badanych obiektow z
nowej kolekcji PB17-20, wykazata ich zréznicowanie pod wzgledem: procentowej zawarto$¢ thuszczu
w nasionach w zakresie od 33,4 do 49,0%, zawarto$ci widkna NDF od 16,4 do 28,4%, zawartosci
wiokna ADF od 10,3 do 23,4% oraz zawarto$ci biatka ogdlnego w zakresie od 18,1 do 28,7%. Analiza
chemiczna sktadu kwasow thuszczowych nasion uwidocznita rowniez duzg zmienno$¢ badanych
obiektow pod wzgledem zawartosci: kwasu oleinowego (od 52,3 do 81,2%), kwasu linolowego (od
7,3 do 26,9%), kwasu linolenowego (od 2,3 do 13,8%). Duze zr6znicowanie badane obiekty wykazaty
takze pod wzgledem zawarto$ci sumy glukozynolanéw (od 4,4 do 20,3umol g?) oraz glukozynolanéw
alkenowych (od 1,7 do 17,6 pmol g™).

Wykonana w doswiadczeniach polowych w obu miejscowos$ciach ocena stanu roslin (kolekcja PN 17-
20) przed zimg na wszystkich obiektach do$wiadczenia wykazata statystycznie wysokie istotnie ich
zroznicowani€. Istotne zréznicowanie obiektow stwierdzono w obsadzie roslin na poletkach
doswiadczalnych oraz w zawartosci chlorofilu w lisciach badanych obiektow, ktora ksztaltowala si¢ w
zakresie od 40,25 do 49,70 Jedn. SPAD.



Dyskusja

W badanych doswiadczeniach polowych stwierdzono istotne zrdéznicowanie 25 genotypow kolekcji
PB14-17 pod wzgledem wigkszos$ci obserwowanych cech. Plon nasion, poczatek kwitnienia oraz sktad
chemiczny nasion byt determinowany przez genotyp, a takze modyfikowany przez warunki
srodowiskowe. Bocianowski i in. (2009), Nowosad i in. (2016), Wojtowicz i Musnicki (2001) uzyskali
podobne wyniki w do$wiadczeniach polowych dla kilku $rodowisk podkreslajac, ze plon nasion
zalezy od uwarunkowanego genetycznie potencjatu plonotworczego danego genotypu, od jego reakcji
na warunki srodowiskowe i stanowi wypadkowg wzajemnych zalezno$ci pomiedzy poszczegdlnymi
elementami plonotwdrczymi. W przeprowadzonej analizie cech struktury plonu istotne zréoznicowanie
w obu srodowiskach obserwowano dla masy tysigca nasion, liczby rozgat¢zien oraz liczby nasion w
tuszczynie, natomiast nie stwierdzono istotnej zmienno$ci dla liczby tuszczyn na rolinie. O
znaczgcym oddziatywaniu warunkow $rodowiska na te cechy wspominajg Szata (2012) w badaniach
dwach populacji linii DH, Radoyev i in. (2008) oraz Marjanovi¢-Jeromela i in. (2007).

Obok plonu i cech struktury plonu w nasionach zebranych w obu $rodowiskach oceniono zawarto$¢
thuszczu, glukozynolanow, biatka, wtdkna oraz sktad kwasow ttuszczowych. Wszystkie badane cechy
jako$ciowe nasion wykazywaly istotne réznice i W réznym stopniu byly uzaleznione od warunkow
srodowiskowych. Nowosad i in. (2017) w badaniach 25 genotypow rzepaku ozimego wykazali istotna
interakcj¢ genotypu ze $rodowiskiem odnos$nie zawartosci ttuszczu w nasionach. Liersch i in. (2004)
oraz Wojtowicz i Jajor (2006) w pracach nad rzepakiem ozimym wykazali, ze zawarto$¢ thuszczu w
nasionach, poszczegélnych kwasow tluszczowych oraz glukozynolanow w réznym stopniu jest
uzalezniona od warunkéw srodowiskowych. Istotng interakcje genotypu ze srodowiskiem dla sktadu
chemicznego nasion kilku odmian populacyjnych i mieszancowych rzepaku ozimego wykazata takze
Liersch i in. (2013). Przebieg warunkéw atmosferycznych w sezonie wegetacyjnym 2016/2017 byt
zréznicowany i mogt w duzym stopniu wptynaé na wzrost, rozwdj, plonowanie oraz sktad chemiczny
nasion po zbiorze. Cechy takie jak sktad kwasoéw tluszczowych, zawartos¢ thuszczu i glukozynolandéw
sg modyfikowane przez zmienne warunki Srodowiska w okresie dojrzewania nasion (Friedt i Snowdon
2009, Liersch i in. 2013, Spasibionek 2013).

Whioski

Badane w szesciu $rodowiskach linie/odmiany rzepaku ozimego wchodzace w sktad populacji PB14-
17 w badanych $rodowiskach wykazaly istotne zroznicowanie pod wzglgdem wickszosci ocenianych
cech, co uprawnia do wykorzystania tych materiatdw do wykonania analiz asocjacyjnych z markerami
molekularnymi.

3. 3. Temat badawczy 3. Analizy asocjacyjne pomiedzy genotypem a waznymi gospodarczo
cechami iloSciowymi i jakoSciowymi kolekcji PB14-17.

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu bylo poszukiwanie zwigzku pomigdzy genotypem a waznymi gospodarczo cechami
fenotypowymi rzepaku ozimego.

Material i metody

Analizy asocjacyjne pomiedzy 10 cechami ilo$ciowymi (plon nasion, procent thuszczu, kwasy:
C18:1, C18:2, C18:3; suma glukozynolanéw, glukozynolany alkenowe, procent biatka, ADF i NDF)
(Tab. 17) kolekcji 25 genotypow rzepaku ozimego PB14-17, a 685 markerami [2 markery typu SCAR
—CMS i Rfo; 2 markery CAPS dla FAD2-HOR3 i HOR 4, 4 markery typu SNAPshot dla FAD3, 10
kombinacji starterow AFLP oraz 80 loci STR - tgcznie 98 réznych analiz molekularnych] byty
estymowane z uzyciem analizy regresji. Obserwacje markerow molekularnych byly traktowane jako
zmienne niezalezne i rozpatrywane w osobnych modelach. Analizy asocjacyjne wykonano niezaleznie
dla wynikow doswiadczen przeprowadzonych w Borowie i Lagiewnikach w latach 2015, 2016 1 2017
oraz dla $redniej z wymienionych szeéciu §rodowisk. Wszystkie analizy wykonano z zastosowaniem
pakietu GenStat 17.

Wyniki



W sumie zaobserwowano 3132 asocjacje z przynajmniej jedng cechg w przynajmniej jednym

srodowisku. Dla kazdej z cech opracowano wyniki gdy procent zmienno$ci badanej cechy wyjasnianej
przez dany marker wynosit powyzej 20% i gdy marker ten wystepowal przynajmniej w trzech
srodowiskach. Markery determinujace poszczegolne cechy na poziomie istotnosci 0,05
scharakteryzowano pi¢cioma parametrami: wartoscig estymatora, btedem standardowym tej oceny,
warto$cig statystyki testowej t, wartoscig prawdopodobienstwa popeltnienia btedu pierwszego rodzaju
oraz procentem zmiennosci badanej cechy wyjasnianej przez dany marker.
Procent catkowitej zmiennosci fenotypowej dla: plonu nasion wyjasnianej przez poszczegdlne
markery wynosit od 22,4 do 36,1%, procentowej zawartosci thuszczu w nasionach — od 20,9 do 42,9%,
zawarto$ci kwasu oleinowego C18:1 — od 22,0 do 30,5%, kwasu linolowego C18:2 — od 22,1 do
39,6%, kwasu linolenowego C18:3 — od 23,1 do 35,7%, sumy glukozynolanéw — od 23,5do 36,7%,
glukozynolanéw alkenowych — od 22,7 do 35,3%, biatka — od 20,1 do 35,3% natomiast dla widkna
ADF - od 29,8do 73,2% i NDF — od 25,5 do 71,2%. Analizujac plon nasion stwierdzono, ze genotypy
wyzej plonujace byly zwigzane z 12 markerami. Sze$¢ markerow bylo zwigzanych z wyzsza
zawarto$cig tluszczu w nasionach. Dla najwazniejszych nienasyconych kwasow tluszczowych:
oleinowego C18:1 — siedem markeréw bylo zwigzanych z wyzszg zawartoscig tego kwasu; dla
linolowego C18:2 genotypy nie posiadajace markerow charakteryzowaly si¢ nizszg zawarto$cig kwasu
linolowego (warto$¢ ujemna estymatora); a dla linolenowego C18:3 — 9 markeréw zwigzanych bylo z
nizszg zawartoscia tego kwasu w oleju nasion (ujemna warto$¢ estymatora). Dziewig¢ markerow byto
zwigzanych z zawarto$cig glukozynolanéw w nasionach rzepaku ozimego, a osiem z zawartoscig
glukozynolanéw alkenowych. Trzy markery byly zwigzana byla z wyzsza zawarto$cig biatka w
nasionach, natomiast w przypadku witokna 13 markerow wigzalo si¢ z wyzszg zawarto$cig widkna
ADF, a 16 markerow molekularnych wskazywato na wyzsza zawarto§¢ widkna NDF.

Dyskusja

Wyniki uzyskane w doswiadczeniach polowych w szesciu $Srodowiskach wskazuja na istotne
zroéznicowanie kolekcji genotypow PB 14-17 pod wzgledem wigkszosci badanych cech. Tak istotne
zréznicowanie materialu ros§linnego pozwolito na przeprowadzenie badan zwiazku markerow
molekularnych w wybranymi cechami fenotypowymi.

Wspdtczesna hodowla roslin obok klasycznych metod hodowli stosuje selekcje z wykorzystaniem
roéznych typow markerow molekularnych — MAS (ang. marker assissted selection). Lande i Thompson
(1990) wykazali, ze skuteczno$¢ selekcji w oparciu 0 MAS jest wyzsza w poréwnaniu z klasycznymi
metodami opartymi na selekcji fenotypowej, zwlaszcza dla cech o niskim poziomie odziedziczalnosci.
Snowdon i Friedt (2004) potwierdzili mozliwo$¢ zastosowania markerow molekularnych w hodowli
rzepaku. Bocianowski i in. (2011) oraz Liersch i in. (2012) selekcjonowali markery molekularne typu
RAPD i AFLP dla takich cech jak wczesnos¢ 1 dtugo$¢ kwitnienia rzepaku ozimego oraz innych cech
fenotypowych linii rodziecielskich mieszancow CMS ogura. W badaniach 25 genotyp6w rzepaku w
aktualnie realizowanym projekcie uzyskano markery AFLP i SSR zwigzane z plonowaniem, przy
czym 12 z nich zwigzane bylo ze wzrostem wartosci tej cechy, a 5 z jej obnizeniem. Bocianowski i in.
(2011) w badaniach linii rodzicielskich mieszancow CMS ogura sposrod 597 réznego typu markerow
(izoenzymy, RAPD i AFLP) wyselekcjonowat markery typu RAPD i AFLP zwigzane z takimi
cechami jak plon nasion i zawarto$¢ sumy glukozynolanow. W obecnie prowadzonych badaniach
szczegolng warto$¢ obok zwigzku z plonem nasion bedg mialy markery zwigzane ze sktadem
chemicznym nasion, cechami takimi jak wysoka zawarto$¢ thuszczu, kwasu oleinowego, biatka przy
jednoczesnym obnizeniu zawarto$ci zwigzkow antyzywieniowych takich jak glukozynolany alkenowe,
suma glukozynolanow oraz wiokno. Badania nad poszukiwaniem loci cech iloSciowych oraz
zwigzkow markeréw molekularnych z cechami fenotypowymi jest realizowana w wielu osrodkach
badawczych nad rzepakiem w §wiecie (Delourme i in. 2006; Javidfar i in. 2006; Cheng i in. 2009;
Wang i in. 2012).

Whioski

Wyniki badan uzyskane dla kolekcji genotypéw PB14-17 w szeéciu srodowiskach (2 miejscowosci x 3
lata) pozwolily na wyselekcjonowanie markerow zwigzanych z plonem nasion oraz najwazniejszymi
cechami jakosciowymi nasion. Wybrane markery zostang w pierwszej kolejnosci uzyte do analiz
nowej kolekcji genotypéw PB 17-20 badanych w kolejnych sezonach wegetacyjnych, a nast¢pnie do
charakterystyki kolekcji hodowlanych rzepaku ozimego.






