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CELE PROJEKTU W 2022 .

CEL CZY CEL ZOSTAL ZREALIZOWANY

Wytworzenie genotypow rzepaku ozimego odpornych na wirusa zottaczki TAK
rzepy (TuYV)(3 rekombinanty do wytworzenia populacji segregujacej)

Badania 150 genotypdw rzepaku ozimego pod wzgledem odpornosci TAK
tuszczyn na pekanie w doswiadczeniu polowym

Badanie determinacji genetycznej odpornosci rzepaku na kite kapusty i TAK
porazenie przez rozne patotypy Plasmodiophora brassicae Wor.

Badanie genotypow z wykorzystaniem markeréw DNA TAK
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MATERIALY | METODY

TEMAT BADAWCZY 1: Wyprowadzenie genotypow rzepaku ozimego odpornych na wirusa zottaczki rzepy (TuYV)

1. Krzyzowania odmian odpornych na TuYV: Amalie, Aspire, Kepler z liniami hodowlanymi rzepaku wytworzonych w IHAR-PIB Oddziat w Poznaniu

2. Analiza biochemiczna nasion - mieszance F, i formy rodzicielskie (NIRS, chromatografia gazowa)

3. Siew i uprawa dawcow — dwoch mieszancow F,, izolacja mikrospor, indukcja mikrosporogenezy, ukorzenienie androgenicznych zarodkow, ocena ploidalnosci
4. Wysiew trzeciego mieszanca F, w celu uzyskania roslin dawcy

TEMAT BADAWCZY 2: Badanie genotypdw rzepaku ozimego pod wzgledem odpornosci fuszczyn na pekanie

1. Analiza fenotypowa 150 genotypdw rzepaku ozimego w do$wiadczeniu polowym

2. Ocena roslin w trakcie wegetaciji, od ruszenia wegetacji wiosng do dojrzatosci technicznej i odporno$ci tuszczyn na pekanie
3. Siew 150 genotypow rzepaku do Il roku doswiadczen polowych - fenotypowanie

TEMAT BADAWCZY 3: Badanie determinacji genetycznej odpornosci rzepaku na kite kapusty i porazenie przez rézne patotypy P. brassicae Wor.

1. Fenotypowanie 180 linii wsobnych rzepaku ozimego wyselekcjonowanych w IHAR-PIB O/Poznan na poletkach do$wiadczalnych IHAR-PIB w Poznaniu
2. Ocena testem biologicznym odpornosci na kite kapusty (ustuga badawcza IOR-PIB w Poznaniu)

3. Analiza biochemiczna nasion (NIRS, chromatografia gazowa)

TEMAT BADAWCZY 4: Badanie genotypow z wykorzystaniem markeréw DNA

1. Badanie zroznicowania genetycznego trzech populacji genotypdw rzepaku (IHAR-PIB O/Poznan, HR Strzelce) z zastosowanie markerow mikrosatelitarnych

2. Analiza genetyczna rekombinantow odpornych na kite kapusty (rzepak x odmiana Tosca) przy uzyciu allelo-specyficznego markera SCAR (Kopec,
Mikotajczyk i in. 2020)

3. Monitorowanie form homo- i heterozygotycznych niezmutowanych i zmutowanych alleli desaturazy FAD3 w genomach Ai C (25 genotypow rekombinantow)

4. Zainicjowanie tworzenia genetycznej i fenotypowej bazy danych dla genotypéw rzepaku badanych w IHAR-PIB O/Poznan
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WYNIKI | WNIOSKI

Temat badawczy 1:
Infekcja wirusem zdttaczki rzepy moze zmniejszy¢ plon nasion pojedynczych roslin o ponad potowe, a w zaleznosci od nasilenia
wystepowania moze powodowac utrate plonu w uprawach rzepaku od 10 do nawet 45%. Z chwilg zakazu stosowania zapraw nasiennych z

neonikotynoidami, najefektywniejszym sposobem ograniczenia niekorzystnego wptywu wirusa na plonowanie jest uprawa odmian odpornych na
TuYV.

W ramach tematu badawczego wykonano krzyzowania odmian (Amalie, Aspire, Kepler) o zadeklarowanej odporno$ci na TuYV z liniami podwdjnie
ulepszonymi (5) i wyselekcjonowano rekombinanta (PB3) do wyprowadzenia populacji segregujacej, ktéry wysiano jesienig biezacego roku.

Na fotografach 1 i 2 przedstawiono zarodki mikrosporowe, ktdre otrzymano w wyniku przeprowadzenia trzech serii izolacji mikrospor dawcow PB1 |
PB2.

w
¥
o

W wyniku przeprowadzonych trzech serii izolacji mikrospor
dawcow PB1i PB 2 uzyskano prawidtowo wyksztatcone zarodki
mikrosporowe.

Analiza zawartosci jadrowego DNA wskazuje na zadowalajgcy
stopien diploidyzacji badanych roslin androgenicznych.

Fot. 1. Rozwdj zarodkdw mikrosporowych na pozywce NLN. .
Fot. 2 Rozwéj zarodkéw na pozywce MS z kinetyng ~ Dadania beda kontynuowane w przysztym roku kalendarzowym.
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WYNIKI | WNIOSKI

Temat badawczy 2:

1. Oceniono stan przezimowania roslin oraz okreslono daty ruszenia wegetacji, wydtuzania pedu gtéwnego, pakowania, poczatku i
konca kwitnienia, dojrzatosci technicznej i petne;.

2. Oceniono odpornos¢ genotypow na osypywanie nasion. Analizowane genotypy charakteryzowaly sie znaczacym
zréznicowaniem ocenianej cechy. 8 genotypow odznaczato sie mniejszg liczbg osypanych nasion na jednostce powierzchni od
odmiany Gemini, ktdra wsréd odmian o deklarowanej odpornosci na osypywanie charakteryzowata sie najwiekszg odpornoscia.

3. Wykazano przydatnos¢ teledetekcji do oceny podatnosci genotypow na osypywanie. Korelacja ilosci osypanych nasion z
wynikami pomiaréw byta zalezna od terminu ich przeprowadzenia. Najwyzsza korelacje uzyskano, gdy pomiary
przeprowadzono w fazie dojrzewania - BBCH 81. Przeprowadzone do$wiadczenie wykazato wiekszg przydatnosc fal niz wskaznikow
roslinnosci do oceny odpornosci genotypdw na osypywanie.

4. Uzyskane wyniki wymagajq potwierdzenia w kolejnym roku badan.
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Temat badawczy 3

Uzyskano w 180 badanych liniach bardzo duze zréznicowanie pod wzgledem procentowe]
zawartosci biatka i tluszczu, odpowiednio (od 16,6-27,4%) i (od 38,6-53,1%). Po wzgledem
zawartosci kwasow ttuszczowych linie wysokooleinowe typu HO charakteryzowaty sie wysokaq
zawartoscig kwasu oleinowego w oleju nasion (od 74,0%-80,3%) i obnizong zawartoscig
kwasu linolowego (od 7,6-13,3%) i linolenowego (od 5,0-8,6%). Populacje linii
niskolinolenowych typu LL cechowata obnizona zawarto$¢ kwasu linolenowego (od 2,9-4,9%)
natomiast linii typu HOLL wysoka zawarto$¢ kwasu oleinowego (od 70,9-81,6%) i obniZzona
zawartos¢ kwasu linolenowego (od 24-4,9%). Grupa linii typu CANOLA&LGLS posiadata
typowy dla rzepaku sktad kwasow ttuszczowych tj. zawarto$¢ kwasu oleinowego (od 59,2-
68,0%), kwasu linolowego (od 18,2-26,4%)i kwasu linolenowego (od 5,2-10,7%) (Tab. 7).

Przeprowadzono ocene pod wzgledem zawartosci glukozynolanéw odpowiedzialnych za
jakos¢ pozyskiwanych po odolejeniu wytlokdw, ktore sg elementem paszy. Grupa linii typu HO
charakteryzowata sie duzg zmiennoscig pod katem zawartoSci sumy glukozynolanéw
alkenowych (od 0,2-30,6 uMg-1nasion), sumy glukozynolanéw indolowych (od 3,9-9,0 pMg-
1nasion) i sumy wszystkich glukozynolanéw (od 3,1-35,1 pMg-1nasion). Grupa linii typu LL
charakteryzowata sie rowniez nieustabilizowanym poziomem zawartosci sumy glukozynolanéw
alkenowych (4,9-19,7 pMg-1nasion), sumy glukozynolanéw indolowych (4,0-7,3 UM g-
1nasion) i sumy wszystkich glukozynolanéw (9,5-26,9 uM g-1nasion. Podobnie, populacja linii
typu HOLL charakteryzowata sie duzg zmiennosciq pod katem zawartosci sumy
glukozynolanéw alkenowych (od 2,0-23,4 uM g-1nasion), sumy glukozynolanéw indolowych
(od 3,8-7,4 M g-1nasion) i sumy wszystkich glukozynolanéw (od 8,8-29,4 uM g-1nasion).
Wysokie zréznicowanie obserwowano réwniez w grupie linii typu CANOLA&LGLS. Zawarto$¢
sumy glukozynolanéw alkenowych charakteryzowata sie na poziomie (5,0-19,3 UM g-
1nasion), sumy glukozynolanéw indolowych (0,7-8,3 UM g-1nasion) i sumy wszystkich
glukozynolanéw (5,7-26,3 UM g-1nasion) (Tab. 8).
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Tabela 7. Zawartos¢ biatka, ttuszczu i kwasow tluszczowych liniach typu HO, LL, HOLL i CANOLA&LGLS

Biatk Th

Linie HO

Linie LL

Linie HOLL

Linie
CANOLA&LGLS

C16:0 - palmitynowy, C18:0 — stearynowy, C18:1 —oleinowy, C18:2 —linolowy, C18:3 —linolenowy, C21:1 —eikozenowy, C22:1 — erukowy

Srednia

Wsp. Zm

Min
Max
Srednia

Wsp. Zm

Min
Max
Srednia

Wsp. Zm

Min
Max
Srednia

Wsp. Zm

Min
Max

234
12275
16,6
274
234
1225,3
20,7
27,0
24,0
1543,0
18,9
26,5
231
1571,1
19,8
26,7

456
1770,5
38,6
53,1
438
1506,6
38,8
465
44,8
2002,3
39,5
498
44,9
23981
45
48,9

C16:0
38
1395,4
3
45
4,10
8271
3,5
52
3,7
2171,7
3,5
41
44
1480,7
3,9
49

c
1,6
9394
1,2
23
1,91
4492
14
2,6
1,7
809,4
1,3
25
14
1280,1
1,2
1,7

18:0

Kwasy ttluszczowe [%

C18:1
773
5843,2
74
80,3
66,90
24258
62,9
70,1
77,6
2863,6
70,9
81,6
63,5
2371,0
59,2
68,0

C18:2

9,6
830,6
7,6
13,3
21,75
803,8
18,2
26,9
1,7
386,1
75
19
21,6
889,9
18,2
26,4

C183

6,2
676,9
5
8,6
4,03
511,5
29
49
3.9
458,9
24
49
79
454,6
5,2
10,7

Tabela 8. Zawartos¢ glukozynolanéw w liniach typu HO, LL, HOLL i CANOLA&LGLS
. lpaametr ! 4 1 2 f{ 3 | 4 [ 5 | 6 [ 7 | 8 [ 9 |

Linie HO

Linie LL

Linie HOLL

Linie
CANOLA&LGLS

Srednia
Wsp. Zm
Min
Max
Srednia
Wsp. Zm
Min
Max
Srednia
Wsp. Zm
Min
Max
Srednia
Wsp. Zm
Min
Max

2,5
169,7
0
7,6
3,6
225,6
1,3
5,6
1
2133
0,6
6,7
25
233,7
0,2
5,0

1,0
129,2
0
3,7
1,0
261,2
05
1,5
1,2
170,2
0,0
3,2
1,1
2545
0,6
2,0

6,2
168,4
0,2
19,9
7,3
2554
3,0
12,1
7,6
2355
14
15,6
6.8
264,1
0.4
"7

0,3
98,3
0
14
0,1
53,3
0,0
0,4
04
149,5
0,0
1,1
0,6
90,3
0,0
29

0,3
89,7
0
24
0,3
175,5
0,0
0,6
0,3
136,6
0,0
0,7
03
164,9
0,0
0,6

5,2
544,3
28
8
54
521,7
4,0
6,8
54
7483
3.7
6,6
5,3
4179
0,7
79

15,5
275,6
3.1
35,1
17,7
310,6
9,5
26,9
18,1
379,9
8.8
29,4
16,7
370,9
5,7
26,3

C 20:1

1,4
6441
1
2,1
1,29

1299,2

1,2
1,5
1,4
958,6
1,2
1,9
1,3
912,1
1,0
1,5

10,0
1721
0,2
30,6
12,0
246,6
49
19,7
12,4
2519
2,0
234
11
296,1
5,0
19,3

C22:1

0,0
0,0
0
0
0,00
0,00
0
0
0,0
0,0
0
0
0,0
0,0
0,0
0,0

)
4757
29
9
5,7
4914
4,0
7,3
58
661,3
38
74
5,6
401,0
0,7
8,3

glukon. —glukonapina; glukob. — glukobrassicanapina; progoit. — progoitryna; napole. — napoleiferyna; brassic. — glukobrassycyna; 4-OH — 4-OH-

glukobrassycyna; suma—suma glukozynolandw; alken. — suma glukozynolandw alkenowych; indol. — suma glukozynolanow indolowych.
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Testy biologiczne odpornosci na kite kapusty

Kontynuowano badania odpornosci na kite kapusty 180 linii rzepaku ozimego o
zroznicowanej zawato$ci cech jakosciowych. Fenotypowanie genetopdw przeprowadzone
po 7 tygodniach od siewu (Fot 3-4), co pozwolito na wytypowanie puli linii 0 zwiekszonej
odpornosci na porazenie przez Plasmodiophora brassicae. Indeks porazenia (ID) tych
genotypow miescit sie w zakresie od 0-25%. Takich genotypow wytypowano 37 % (Tab. 9,
Fot. 5-6). Ponadto na podstawie indekséw porazenia (ID) w zakresie od 25-50% i powyze]
90% wytypowano druga 9% pule i trzecig 94% pule linii nieodpornych (Tab. 9). Genotypy,
ktore uzyskaty ID powyzej 25% mozna wyeliminowa¢ z dalszych prac hodowlanych,
skupiajac sie na liniach rokujgcych postep hodowlany w odniesieniu do odpornosci na
porazenie przez Plasmodiophora brassicae.

Indeks porazenia (ID) linii 0% do 25% >50%

Fot. 5-6. Zréznicowanie genotypéw pod katem tolerancji na kite kapusty
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Fot. 3-4. Prowadzenie doswiadczen
Tabela 9. Syntetyczna ocena odpornosci 180 linii na Plasmodiophora brassicae

Indeks porazenia ID% | Procentowy udzial genotypéw o okreslonym indeksie
porazenia
025

37
9
54

Powyzej 50

Whioski

Uzyskane dotychczas wyniki wykazaty duzg zmiennos¢ pod wzgledem cech jakosciowych tj. wysokie]
zawartosci biatka i tuszczu, odpowiednio (do 27,4% i1 53,1%), wysokiej zawartosci kwasu oleinowego
w genotypach typu HO (do 80,3%), niskiej zawartosci kwasu linolowego w genotypach typu LL (do
2,9%) oraz wysokie] zawartosci kwasu oleinowego i niskie] zawartosci kwasu linolenowego w
genotypach typu HOLL, odpowiednio (do 81,6%, 2,4%). Ponadto stwierdzono obnizenie zawartosci
sumy glukozynolanow i glukozynolanéw alkenowych do poziomu, odpowiednio (do 3,1 pMg-1nasion i
0,2 uMg-1nasion) oraz wzrost glukozynolandw indolowych do 9,0 pMg-1nasion. Daje to podstawe do
prowadzenia dalszych badan w kierunku wyboru genotypow rzepaku ozimego o wysokiej zawartosci
biatka, thuszczu, zmienionych proporcjach kwasow tluszczowych i obnizonych zawartosciach zwigzkow
antyzywieniowych, glukozynolanow szczegodlnie sumy glukozynolanéw alkenowych a podwyzszonych,
korzystnych dla zdrowia sumy glukozynolanow indolowych. Ponadto fenotypowanie tych genotypow
pozwolito na wybér linii o zwiekszonej odpornosci na porazenie przez Plasmodiophora brassicae.
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Temat badawczy 4:

(1) Okreslono zréznicowanie
genetyczne w obrebie badanych
populaciji linii i odmian rzepaku
ozimego. Umozliwi to optymalny
dobdr komponentdw rodzicielskich
do krzyzowan, a takze odniesienie
wytwarzanych genotypow do
zarejestrowanych odmian
hodowlanych rzepaku o
zdefiniowanych cechach.

70 70—~
%0 504-14 "~~~
37 HOxTos—

39 HOxTos——

(2) Przeprowadzono analize genetyczng linii rekombinantow rzepaku otrzymanych w wyniku krzyzowania linii
hodowlanych wytworzonych w IHAR - PIB z odporng na infekcje kitg kapusty odmiang Tosca, badanych w Tematach
2. i 3. Badania prowadzono z wykorzystaniem amplifikacji PCR przy uzyciu allelo-specyficznego markera SCAR
opracowanego w wyniku realizacji projektu NCN Harmonia 2016/22/M/NZ9/00604 (2017-2020) (Kope¢, Mikolajczyk,
Jajor, et al., & Karlowski, 2021). Jednoczesnie, rosliny rodzicielskie oraz pokolenie rekombinantéw zostato poddane
testom odporno$ciowym, w celu okreslenia indeksow porazenia (%ID). Wyniki analizy genetycznej markerem SCAR
oraz testow fenotypowych zestawiono w Tabeli. Badania te stanowig istotny etap testowania markera i okreslenia
jego przydatnosci do analiz rutynowych w celu efektywnej identyfikacji form odpornych/ tolerancyjnych, a takze dla

przygotowania do wdrozenia markera do selekcji.

——
p——v
—

Tabela (2) Przyktady wynikow 5
analizy PCR z wykorzystaniem
markera SCAR oraz wynikow
testow fenotypowych

okreslajacych indeks porazenia

x HO&LGLS), SCAR: 213, 696

Forma mateczna Forma Pokolenie | Produkty amplifikacji PCR | o£|p
(2) A _Typ linii markerem SCAR (pz)
07-17_HO&LGLS F3(HO&LGLS LR :\:H PBK22- 0
x HO&LGLS), SCAR: 213, 696 24,577,696 089_208-1i-20

Fot 2. Analiza w Zelu agarozowym produktéw amplifikacji
PCR allelo-specyficznym markerem SCAR

F4_HOLL

224,577 aacc

Tosca, SCAR:  PBK22- F4_HOLL 224,577,696 17,6 aacc
x HO&LGLS), SCAR: 213, 696 24,577,696 090 208-2i-20

Tosca, SCAR:  PBK22- F4CANO 713 769 100 AACC
x HO&LGLS), SCAR: 213, 696 24,577,696 091 2083i-20  L&LGLS

Tosca, SCAR:  PBK22- F4CANO 713 769 100
x HO&LGLS), SCAR: 213, 696 24,577,696 092 2084i-20  &LGLS

Tosca, SCAR:  PBK22- FAHOLL 994577 0
x HO&LGLS), SCAR: 213, 696 24,577,696 093 208-5i-20

Tosca, SCAR:  PBK22- F4_HO 224,696 100
x HO&LGLS), SCAR: 213, 696 24,577,696 094 208-7i-20
YAV e e = el Tosca, SCAR: | PBK22- FAHOLL 994577 0 aacc

24,577,696 095_209-1i-20
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(4) Zainicjowano implementacje platformy PMS Pro w celu tworzenia bazy danych

Temat badawczy 4: genetycznych i fenotypowych dla wszystkich genotypéw rzepaku ozimego badanych

w IHAR - PIB Oddziat Poznan. Rozpoczeto wprowadzanie do platformy linii, odmian i

(3) Z zastosowaniem testu SNaPshot (Mikotfajczyk et al., 2010) genotypow, badanych dotgd w doswiadczeniach polowych. Dla projektu zwigzanego

identyfikowano genotypy homozygotyczne posiadajace zmutowane ze sktadem biochemicznym nasion, wprowadzono i poddano analizie cechy takie jak:

allele genéw desaturazy FAD3, wptywajacej na zawarto$¢ kwasu zawartos¢ ttuszczu, biatka, wiokna, wody w nasionach, kolor nasion, zawartoSc¢

linolenowego w oleju nasion rzepaku, w genomach AiC B. napus,w  kwasow ttuszczowych. Przeprowadzono wstepne analizy statystyczne. Ponizej,

celu monitorowania i selekcji stabilnych homozygotycznych form przyktadowe wykresy podstawowej analizy zmiennoSci dla zawartosci ttuszczu w
niskolinolenowych (genotyp aacc, kolor zielony) w genotypach nasionach oraz przyktadowe zestawienie czesci danych.

rekombinantéw, badanych w Temacie 3.

M N T histogramy
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