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Identyfikacja genetycznych podstaw procesu
kietkowania w nasionach rzepaku (Brassica napus L.)
z wykorzystaniem mapowania genetycznego

Identification of the genetic basis of germination in rape seed (Brassica napus L.)
using genetic mapping
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Badano populacje mapujaca rzepaku ozimego ztozong z 78 linii podwojonych haploidéw uzyskanych z mieszancow
pochodzacych ze skrzyzowania linii r6znigcych si¢ silg kietkowania. Sita kielkowania nasion byta automatycznie
rejestrowana co 30 min przy pomocy aparatu fotograficznego umieszczonego w minikomputerze Raspberry Pi.
Zdjecia przeanalizowano przy pomocy oprogramowania stworzonego w John Innes Centre. W kolejnym etapie
wykorzystujac metode sekwencjonowania catego genomu (Illumina® HiSeq) wszystkich linii populacji mapujacej
zidentyfikowano polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNPs) w tych liniach. Dane te postuzg do mapowania
genetycznego i identyfikacji genow regulujacych proces kietkowania.

Stowa kluczowe: rzepak mapowanie genetyczne, kietkowanie

The mapping population of winter oilseed rape composed of 78 doubled haploid lines obtained from hybrids
originating from the intersection of lines differing in germination power was examined. Seed germination power was
automatically recorded every 30 minutes using a camera placed in the Raspberry Pi mini computer. The photos were
analyzed using software created at the John Innes Center. In the next step, using the whole genome sequencing
method (Illumina® HiSeq) of all mapping population lines, single nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified
in these lines. This data will be used for genetic mapping and identification of genes regulating the germination
process.
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Nasiona ro$lin uprawnych petnig kluczowa
role w plonowaniu, a wigc zapewnieniu
bezpieczenstwa zywnos$ciowego cztowieka. O
jakosci 1 wielkosci plonu w duzej mierze
decyduje wigor nasion, ktory warunkuje szybkie
kietkowanie oraz wyré6wnany rozwoéj siewek w
odpowiednich  warunkach  $rodowiskowych.
Ulepszenie wigoru nasion rzepaku ma istotne
znaczenie w hodowli plennych odmian tego
gatunku 1 aby go wuzyskaé, nalezy poznaé
genetyczne podstawy m.in. kietkowania. W tym
celu przebadano populacj¢ mapujaca rzepaku
ozimego zlozong z 78 linii podwojonych
haploidow (DH) wuzyskanych z mieszancow
pochodzacych ze skrzyzowania linii r6znigcych
si¢ sitg kielkowania: czarnonasiennej (M305)
oraz zo6ltonasiennej (Z114). Analizg kietkowania
populacji  mapujacej Z114xM305 przepro-
wadzono wykorzystujac wysokoprzepustowa,
zautomatyzowang metode analizy zdolnosci i
energii kietkowania, a nasiona badanych linii

uzyskano w doswiadczeniu przeprowadzonym w
sezonie 2015/2016 w IHAR — PIB Poznan.
Dos$wiadczenie prowadzone bylo w trzech
powtdrzeniach w uktadzie blokow losowych w
komorach kietkowania umieszczonych na
potkach w fitotronie w 10°C 1 statym o$wietleniu
58W Philips 840 (John Innes Centre, Norwich,
UK). Analiza prowadzona byla jednocze$nie w
12 komorach, a w kazdej komorze analizowano 5
linii DH wraz z linig kontrolng. W komorze
kietkowania znajdowal si¢ panel wyscielony
bibula nasigknieta woda destylowana, na ktorej
wylozono po 50 nasion dla kazdej analizowanej
linii DH. Sila kietkowania nasion byla
automatycznie rejestrowana co 30 min przy
pomocy aparatu fotograficznego umieszczonego
w minikomputerze Raspberry Pi przymocow-
anego w gornej pokrywie komory. Kazde
powtorzenie analizowane bylo przez 14 dni, a
podczas kazdego 14-dniowego cyklu w 12
komorach analizowano 60 linii DH i 12 kontroli.
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Podczas kazdego 14-dniowego cyklu w jednej
komorze wygenerowano 672 zdjecia kietku-
jacych nasion. Zdjecia przeanalizowano przy
pomocy oprogramowania Stworzonego przez
zespot bioinformatykéw w John Innes Centre,
okreslajac dlugos¢ czasu, w ktérym wykiet-
kowato 10, 50 i 90% nasion (T10, T50, T90,
Gmax). Analiza ta wykazata, ze badane linie DH
posiadaja zroznicowang zdolno$¢ kietkowania
wzgledem linii rodzicielskich, co wraz z za-
obserwowanym zréznicowaniem w zabarwieniu
nasion tych linii wskazuje na transgresje alleli
w tej populacji.

W kolejnym etapie badan wykorzystano metode
sekwencjonowania calego genomu (Illumina®
HiSeq) wszystkich linii populacji mapujace;,
oraz zidentyfikowano 187 794 polimorfizméw
pojedynczego nukleotydu (SNPs) w tych liniach.
Pozwoli to wraz z uzyskanymi wynikami testu
kietkowania przeprowadzi¢ mapowanie gene-
tyczne, ktore umozliwi identyfikacje genow
regulujacych kietkowaniem nasion. To z kolei
umozliwi opracowanie markeréw selekcyjnych,
ktére moga by¢ wykorzystane w programach
hodowlanych  plennych  odmian  rzepaku
0zimego.
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