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Cele projektu:
Temat badawczy nr 1

Poznanie zakresu zmiennosci faz fenologicznych oraz cech struktury i jakosci
plonu w liniach kolekcyjnych i hodowlanych tubinu waskolisthnego w warunkach
polowych i rozmnozenie nasion do mapowania asocjacyjnego.

Temat badawczy nr 2

Okreslenie fenotypu w zakresie pekania strgkdéw i elementow struktury plonu w
populacji mapujgcej Emir x LAE-1 w warunkach polowych do mapowania
genetycznego.

Temat badawczy nr 3

Uzyskanie zestawu markerow polimorfizmu pojedynczego nukleotydu metodg
genotypowania przez sekwencjonowanie linii wsobnych populacji mapujgcych
Emir x LAE-1 1 Graf x Mutant cienkoscienny.

Cele tematow nr 11 2 zostaty zrealizowane,
temat badawczy nr 3 jest w trakcie realizacji.



Materiat:

>

populacja mapujaca tubinu waskolistnego Emir x LAE-1 (130 linii wsobnych), ktéra
segreguje m. in. w zakresie wysokosci roslin, liczby pedow bocznych, typu wzrostu, terminu
kwitnienia i dojrzewania, pekania strgkow, plonu i masy tysigca nasion

266 linii z kolekcji tubinu waskolistnego: populacje dzikie (91), odmiany lokalne (3),
odmiany hodowlane (84), linie hodowlane (82), mutanty (6)

» 80 linii hodowlanych (po 40 z Poznanskiej Hodowli Roslin i Hodowli Roslin Smolice)
Metody:
» doswiadczenia polowe: wysiew nasion (siewnikiem lub reczny) w dwoéch powtdrzeniach i

>
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dwoch lokalizacjach (Przebedowo i Wiatrowo), zbior strgkéw (reczny/automatyczny)

obserwacje polowe: kolor nasion i kwiatow, termin kwitnienia i dojrzewania, wysokos¢ roslin,
pekanie strgkéw, plon nasion z poletka i masa tysigca nasion

ocena sktadnikéw jakosciowych nasion w laboratorium COBORU:

» zawartos¢ biatka wg polskiej normy PN-EN ISO 5983-2, metodg Kjeldahl’a;

« zawartos¢ widkna surowego metodg weendenskg, podwaojnej hydrolizy kwasowej;

» zawartos¢ tluszczu na podstawie normy PN-76/R-64753, metodg ekstrakcyjng Soxhleta;
» zawartos¢ i skfad alkaloidow przy uzyciu metody udostepnionej przez IChB w Poznaniu;
izolacja DNA przy uzyciu Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit (Promega)
ocena stezenia i czystosci DNA - Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
genotypowanie przez sekwencjonowanie (DArT-seq)

mapowanie odczytow do sekwencji pangenomu 55 odmian tubinu wagskolistnego



Fenotypowanie faz fenologicznych oraz cech struktury i jakosci plonu linii kolekcyjnych i

hodowlanych tubinu waskolistnego w warunkach polowych (temat 1):

» W 2022 roku wysiano 250 linii kolekcyjnych na polu w Przebedowe i 115 na polu w Swojcu.

» Plon uzyskano dla 178 linii, Srednio po 1799 nasion w Przebedowie i 605 nasion w Swojcul.

» Wysokos¢ plonu byta silnie skorelowana ze stopniem udomowienia — najwyzsza w
odmianach i liniach hodowlanych, a najnizsza w populacjach dzikich (Tab. 1).

Tab. 1. Plon nasion w liniach kolekcyjnych tubinu waskolistnego uzyskany w 2022 r.
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Termin kwitnienia wynosit od 61 do 81 dni, przy czym 97% linii zakwitto do 70 dnia.
Zawartos¢ biatka wynosita od 24,6% do 35,5% suchej masy. Maksymalny poziom biatka w

linlach hodowlanych byt na zblizonym poziomie (33,2-33,4%), przy czym byt on nizszy od
maksymalnego poziomu biatka zmierzonego w materiatach kolekcyjnych (34,8-35,5%).

\4

Poziom wiékna wynosit od 12,1% do 19,1% suchej masy — najnizszy w liniach hodowlanych

z Przebedowa (srednio 14,9%) a najwyzszy w liniach hodowlanych z Wiatrowa (16,5%).

A\

Zawartos¢ tluszczu wynosita od 4,0% do 8,6%, przy czym najwyzsza byta w materiatach

dostarczonych przez stacje hodowlane (7,1-7,3%), zas najnizsza w liniach dzikich (6,3%).

A\

Zawartos¢ tluszczu wykazata istotng statystycznie negatywng korelacje z zawartoscig
biatka (wspodtczynnik korelacji -0,30, wartos¢ p-value 0,00007).



Fenotypowanie cech jakosci plonu (temat 1 — cigg dalszy):

» Analiza zawartosci i skltadu alkaloidéw jest jeszcze w opracowaniu, zaobserwowano, ze
zakres zmiennosci tej cechy jest znaczny (min. 0,0052%, maks. 2,19%).

Tab. 2. Linie posiadajgce minimalng i maksymalng zawartos¢ badanych sktadnikow nasion.

Nr Typ

96226 odmiana hodowlana
95925 linia hodowlana
96235 odmiana hodowlana
R591/19 linia hodowlana Przebedowo
R760/19 linia hodowlana Przebedowo
R578/19 linia hodowlana Przebedowo
96206 linia hodowlana
96197 odmiana hodowlana
96133 linia hodowlana
96116 odmiana hodowlana
96164 linia hodowlana
95849 linia dzika

95765 linia hodowlana
96148 linia hodowlana
95898 linia dzika

96119 linia hodowlana
95892 linia dzika

95865 linia dzika

95773 linia dzika
R870/19 linia hodowlana Przebedowo
W-489 linla hodowlana Wiatrowo
R622/19 linia hodowlana Przebedowo
96242 odmiana hodowlana
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Fenotypowanie pekania stragkéw i elementéw struktury plonu w populacji mapujacej Emir
x LAE-1 w warunkach polowych do mapowania genetycznego (temat 2):

>

Termin kwitnienia wyniost 1-12.06 w Wiatrowie i 1-6.06 w Przebedowie. Wspotczynnik
korelacji pomiedzy powtdrzeniami wyniost 0,999 w Wiatrowie (p-value 1,4x10-179) i 0,41 w
Przebedowie (p-value 2,6x10-%), zas miedzy srodowiskami 0,2 (p-value 0,026).

Termin dojrzewania byt wyrbwnany ze wzgledu na przebieg warunkéw meteorologicznych
w sezonie (roznice miedzy liniami wynosity maksymalnie kilka dni).

Wysokos¢ roslin wykazata duze zréznicowanie pomiedzy liniami wsobnymi i wynosita od
10 do 35 cm na polu w Wiatrowie i od 30 do 61 cm na polu w Przebedowie. Wyraznie
zaznaczyt sie wptyw srodowiska (suszy i roznicy w rodzaju gleby) w postaci mniejsze]
wysokosci roslin na polu w Wiatrowie (20,1 cm vs 48,8 cm). Wspotczynnik korelacii
pomiedzy powtdrzeniami wynidst 0,43 w Wiatrowie (p-value 2,5x107) i 0,55 w Przebedowie
(p-value 4,2x101), zas miedzy srodowiskami 0,43 (p-value 5,7x107).

Cecha pekania strgkéw uwidocznita sie od trzeciego terminu obserwacji (18.07.2022) i
wykazata znaczne zrdéznicowanie pomiedzy liniami wsobnymi oraz wysokg powtarzalnosc¢
wynikow - wspotczynnik korelacji pomiedzy powtérzeniami wyniost 0,56 w 3 terminie (p-value
4,6x1012), 0,66 w 4 terminie (p-value 1,4x1017) i 0,73 w 5 terminie (p-value 2,0x10-22),

Masa tysigca nasion (MTN) réwniez wykazata znaczne zrdoznicowanie pomiedzy liniami
wsobnymi i wynosita od 51 do 215,4 g na polu w Wiatrowie i od 92 do 161 g na polu w
Przebedowie. Wyraznie zaznaczyt sie wplyw Srodowiska - prawdopodobnie
nierownomiernych warunkéw na polu w Wiatrowie, ktory spowodowat, ze wspotczynnik
korelacji pomiedzy powtdrzeniami byt w tej lokalizacji relatywnie niewielki 0,23 (p-value
0,009). Wspdtczynnik korelacji miedzy powtdorzeniami w Przebedowie wynidst 0,59 (p-value
2,9%x1013), zas miedzy srodowiskami osiggnat 0,49 (p-value 1,6x109).



Fenotypowanie pekania strakéw i elementéw struktury plonu w populacji mapujacej Emir
x L AE-1 w warunkach polowych do mapowania genetycznego (temat 2 — cigg dalszy):

» Dwie z badanych cech, masa tysiaca nasion oraz plon nasion z poletka byty takze
obserwowane w ubiegtym roku na polu Rolniczego Zaktadu Doswiadczalnego Swojec
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu oraz na polu w Przebedowie. W zwigzku z tym
mozliwe byto policzenie korelacji pomiedzy wynikami z roznych lat i Srodowisk.

» W przypadku masy tysigca nasion, wspotczynnik korelacji dla Przebedowa pomiedzy 2021
a 2022 rokiem wyniost 0,64 (p-value 1,3x10-16), pomiedzy Przebedowem w 2022 r. a
Swojcem w roku ubiegtym 0,59 (p-value 8,4x1014), zas pomiedzy Wiatrowem w 2022 r. a
Swojcem w roku ubiegtym 0,57 (p-value 1,6x10-1?).

» W przypadku plonu nasion wspotczynnik korelacji pomiedzy 2021 a 2022 rokiem dla
Przebedowa wyniést 0,30 (p-value 0,0006), pomiedzy Przebedowem w 2022 r. a Swojcem w
roku ubiegtym 0,31 (p-value 0,0004), zas pomiedzy Wiatrowem w 2022 r. a Swojcem w roku
ubiegtym 0,21 (p-value 0,02). Otrzymane wartosci wspotczynnika korelacji byty wiec w tym
przypadku wyraznie nizsze niz dla masy tysigca nasion, ale wcigz istotne statystycznie.

Rozktad masy tysigca nasion w populacji mapujacej Emir x LAE-1
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Genotypowanie przez sekwencjonowanie populacji mapujacej tubinu waskolistnego Emir
x LAE-1 oraz Mutant cienkoscienny x Graf (temat 3):

» Z sekwencji genomu wyodrebniono regiony posiadajgce niskg gestos¢ markerow, ktore wraz
z kontigami utworzyty zestaw do analizy loci SNP. W tym zestawie sekwencji specjalnie
opracowany algorytm wybierat losowo markery w oknie 10 kpz (po jednym dla mapujace;
Graf x Mutant cienkoscienny i Emir x LAE-1).

» W 2022 roku opublikowany zostat pangenom referencyjny tubinu waskolistnego (Garg i in.
2022). Dla kazdego markera z zestawu opracowanego w roku 2021 zostata przypisana
pozycja w sekwencji pangenomu referencyjnego na podstawie analiz bioinformatycznych.

» Wykonano izolacje DNA dla tych linii wsobnych z populacji mapujgcych Emir x LAE-1 oraz
Graf x Mutant cienkoscienny, dla ktorych byto zbyt mato DNA z ubiegtego roku. Dla linii
wsobnych z populacji mapujgcej Emir x LAE-1 uzyskano stezenie DNA powyzej 300 ng/ul,
zas$ dla populacji mapujgcej Graf x Mutant cienko$cienny powyzej 270 ng/pl.

» Wszystkie wyniki byly powyzej minimalnego progu wymaganego dla sekwencjonowania
metodg DArT-seq, czyli 70 ng/pl.

» Wszystkie proby przeszty pozytywnie kontrole jakosci DNA i zostaly poddane
sekwencjonowaniu (130 linii wsobnych populacji mapujgcej Emir x LAE-1 oraz 129 linii
wsobnych populacji mapujgcej Graf x Mutant cienkoscienny).

» Analizy genotypowania populacji mapujgcych sg w trakcie realizacji (stan na dzien 5 grudnia
2022) i zostang zakonczone w biezgcym roku.

» Po uzyskaniu wynikébw sekwencjonowania prezentacja zostanie uzupetniona o ich krotkie
podsumowanie.



Whnioski:

1. W kolekcji nasiennej tubinu waskolistnego wystepuje znaczne zréznicowanie potencjatu
plonowania, ujawniajgce sie w szczegolnosci w niekorzystnych warunkach atmosferycznych
na poczatku sezonu oraz podczas suszy. Zroznicowanie to stanowi ceche ilosciowa, ktorg
bedzie mozna podda¢ mapowaniu asocjacyjnemu w kolejnych latach realizacji tego zadania.

2. W kolekcji nasiennej oraz w puli linii hodowlanych tubinu waskolistnego wystepuje znaczne
zroznicowanie sktadu jakosciowego nasion (biatka, ttuszczu, witdkna i alkaloiddw), co jest
korzystnym wynikiem w kontekscie zaplanowanego mapowania asocjacyjnego.

3. Poziom biatka jest istotnie statystycznie negatywnie skorelowany z poziomem ttuszczu, co
utrudnia uzyskanie odmian zawierajgcych wysokg zawartos¢ ttuszczu (powyzej 8%) i biatka
(powyzej 32%), przy jednoczesnie niskiej zawartosci widkna (okoto 12%). W badanej puli
materiatdw hodowlanych jest jedna linia o takich parametrach.

4. Populacja Emir x LAE-1 segreguje w zakresie koloru kwiatow, barwy nasion, terminu
kwitnienia, wysokosci roslin, pekania strgkow, masy tysigca nasion i plonu nasion.

5. Wysokie istotne statystycznie wartosci wspotczynnika korelacji badanych cech pomiedzy
srodowiskami i/lub powtérzeniami biologicznymi wskazujg na relatywnie wysokag
odziedziczalnos¢, co jest korzystng przestankg w kontekscie mapowania loci QTL.

6. Wyniki uzyskane w 2022 roku dla barwy kwiatow i nasion, terminu kwitnienia, wysokosci
roslin, pekania strgkdbw, masy tysigca nasion oraz plonu nasion bedg moglty by¢
bezposrednio uzyte do mapowania loci QTL po skonstruowaniu konsensusowej mapy
genetycznej dla populacji mapujacej Emir x LAE-1.

7. Uzyskany w latach 2021-2022 zestaw markerow SeqSNP i DArT-seq jest wystarczajgcy do
konstrukcji map genetycznych dla populacji mapujacych Emir x LAE-1 i Graf x Mutant
cienkoscienny.



Realizacja miernikow:

Miernik — Wartos¢ podana w Wartos¢
Temat w : :
l.p. opisie zadania zrealizowana
1.1 250 250
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Stopien realizacji
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