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Badanie genomu rzepaku ozimego przy wykorzystaniu
markerow molekularnych

The investigations of winter rapeseed genome with the use of molecular markers

Stowa kluczowe: fenotyp, genom, markery molekularne, rzepak ozimy (Brassica napus L.)

Rzepak oleisty, Brassica napus L. var. oleifera Metzg., stanowi wazna, druga po soi,
uprawng rosling oleistg klimatu umiarkowanego. Hodowany jest gldownie ze wzgledu
na olej nasion, wykorzystywany w przemysle spozywczym, a takze jako surowiec
w przemysle chemicznym, farmaceutycznym oraz w technologii produkcji biopaliw
ptynnych. Pozostata po ekstrakcji (badz wytltoczeniu) oleju Sruta poekstrakcyjna/makuch
jest zrodtem wysokobiatkowej paszy dla zwierzat hodowlanych.

Ze wzgledu na coraz szersze wykorzystanie oleju i biatka z nasion rzepaku programy
hodowli ukierunkowane sg na wytwarzanie odmian i form hodowlanych cechujacych sie¢
przede wszystkim wysoka plenno$cig, odporno$cig na stresy abiotyczne i biotyczne,
atakze okreslonymi cechami jako$ciowymi, jak zréznicowana zawarto$¢ kwasow
thuszczowych w oleju nasion, wysoka zawarto$¢ tluszczu i biatka, niska zawarto$¢
wlokna. Poszukiwane sg réwniez nowe zrodla zmiennoSci genetycznej, poszerzajace
zawezong, wskutek intensywnej hodowli odmian podwojnie ulepszonych, pule genowa
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rzepaku; otrzymywane s3 one mi¢dzy innymi na drodze resyntezy z gatunkow
ancestralnych, tj. Brassica rapa i1 Brassica oleracea.

W IHAR — PIB, Oddzial Poznan, w wyniku wieloletnich prac badawczych
wytworzone zostaly wartosciowe unikalne formy hodowlane rzepaku: podwojnie
ulepszone odmiany populacyjne, formy rodzicielskie mieszancow F; dla hodowli
heterozyjnej realizowanej w oparciu o system CMS ogura, linie o zmienionym sktadzie
kwasow tluszczowych w oleju nasion, ekstremalnie niskiej zawarto$ci glukozynolanoéw
i niskiej zawartosci wldkna paszowego (nasiona o zottej barwie), a takze linie hodowlane
otrzymane w wyniku resyntezy z gatunkéw ancestralnych. Wraz z odmianami polskimi
1 zagranicznymi, stanowig cenng kolekcje obejmujgcg zréznicowany material roslinny.
Dla pelnego wykorzystania tych materiatow w dalszej hodowli tworczej niezbgdne jest
prowadzenie badan podstawowych, umozliwiajacych poznanie zaleznosci strukturalnych
i funkcjonalnych analizowanych genomow.

Celem badan prowadzonych w ramach zadania jest charakterystyka molekularna oraz
okreslenie zréznicowania genetycznego kolekcji form hodowlanych rzepaku, obejmujacej
istotne gospodarczo linie i odmiany hodowlane. Badania te umozliwig poznanie struktury
genoméw, stopnia pokrewienstwa miedzy nimi, a takze identyfikacje markerow
genetycznych, charakterystycznych dla okreslonych form hodowlanych (fingerprinting).
Szczegoblnie istotne sg badania nad lokalizacja rejonow genomu odpowiedzialnych
za plon (efekt heterozji u odmian mieszancowych) i jego sktadniki. Uzyskane wyniki
bedg stanowity podstawe do analiz strukturalnych i funkcjonalnych genoméw stuzacych
efektywnej i skutecznej selekcji w hodowli tworcze;j.

W badaniach genomu réznych gatunkéw roslin w tym takze rzepaku obok wczesniej
wykorzystywanych markeréw molekularnych typu RFLP, RAPD, SCAR stosuje si¢
markery typu AFLP, CAPS, STR, a takze coraz powszechniej, w wyniku rozwoju
wysokowydajnych technik badawczych nowej generacji — SNP (Olejniczak,
Mikotajczyk, 2013). Markery molekularne znajdujg zastosowanie do mapowania
genetycznego, mapowania asocjacyjnego, identyfikacji rodzicow 1 potomstwa,
identyfikacji danej proby, zaréwno na poziomie indywidualnym, jak i populacyjnym
(Plieske i Struss, 2001). Moga wigc stuzy¢ nie tylko do okre§lania wzajemnych
zaleznosci migdzy osobnikami w badanej populacji lub kolekcji, lecz takze
do precyzyjnej identyfikacji danego genotypu na zasadzie odcisku palca (ang.
fingerprinting) (Plieske i1 Struss, 2001; Hasan i in., 2006). W badaniach genomu rzepaku
prowadzonych w wielu o$rodkach na §wiecie okreslono loci QTL, a takze rejony
zasocjowane z cechami zwigzanymi z plonem nasion, sktadnikami plonu, cechami
fenologicznymi, odporno$cia na patogeny oraz istotnymi gospodarczo cechami
jako$ciowymi, jak zawarto$¢ oleju, kwasu erukowego i glukozynolandéw w nasionach
(Basunanda 1 in., 2007). Analiza genomdéw roznych odmian rzepaku przy uzyciu
markerow molekularnych umozliwia okreslenie dystansu genetycznego pomigdzy
osobnikami danej populacji, jak roéwniez stopnia pokrewienstwa; przy wysokim
nasyceniu markerami mozliwe jest poznanie aranzacji badanych genomoéw i wytypowanie
regionow odpowiedzialnych za istotne cechy fenotypowe, a ponadto precyzyjne okresle-
nie rejonow genomu pochodzacych z roznych zrédetl genetycznych oraz identyfikacje
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markeréw do selekcji form wykazujacych cechy odmian podwojnie ulepszonych
wnowym konteks$cie genetycznym (Basunanda i in., 2007). Ponadto, markery
molekularne zostaly wykorzystane do mapowania poréwnawczego loci QTL
wplywajacych na efekt heterozji biomasy siewek 1 struktury plonu populacji
segregujacych rzepaku (Basunanda i in., 2010), jak réwniez do okreslania struktury
populacji i analiz asocjacyjnych (Hasan i in., 2008), a takze w genomice strukturalnej
1 porownawczej, z wykorzystaniem A. thaliana (Delourme i in., 2006; Hasan i in., 2008;
Basunanda i in., 2010).

Skuteczna selekcja w hodowli tworczej opiera si¢, w coraz szerszym zakresie,
na analizach genoméw. Umozliwiaja one wyznaczenie zroéznicowania genetycznego
w obrebie badanych form hodowlanych, wytypowanie markerow genetycznych
znajdujacych zastosowanie w procesie hodowlanym (ang. Marker Assisted Selection,
MAS), a takze okre§lenie zestawu markeréw charakterystycznych dla danego genotypu
(ang. fingerprinting) (Plieske i Struss, 2001; Hasan i in., 2006).

Material ro$linny: wytypowany do badan w realizowanym zadaniu stanowig: linie
hodowlane i odmiany populacyjne rzepaku, linie meskosterylne, posiadajace cytoplazme
typu ogura, linie restorery z genem Rfo, formy ich rekombinantow z liniami
zmutowanymi o podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego (C18:1) w oleju nasion
oraz o obnizonej zawartosci kwasu linolenowego (C18:3), linie zolttonasienne, jak
rowniez warto$§ciowe formy B. napus otrzymane w wyniku resyntezy. W sumie
2 kolekcje po 25 genotypow: kolekcja PB14-17 badana w latach 2014-2017
oraz kolekcja PB2017-2020 przewidziana do badan w latach 2017-2020.

Charakterystyka molekularna: genotypy badanych roslin okreslane sg przy uzyciu
markeréw genetycznych typu AFLP, a takze z =zastosowaniem markeréw loci
mikrosatelitarnych (SSR).

Sktadniki mieszanca Fi, linie restorery z genem Rfo i linie mgskosterylne z cyto-
plazmg typu ogura, a takze mieszance zrestorowane sg monitorowane przy uzyciu
odpowiednich markerow SCAR w systemie multipleks PCR (Mikotajczyk i in., 2011).

Genotypy wysokooleinowe 1 ich rekombinanty sa charakteryzowane przy pomocy
kodominujgcego markera typu CAPS, identyfikujacego dwie formy zmutowane genu
desaturazy FAD2, BnadA.FAD2 w genomie A Brassica. napus, kodujgcego enzym
regulujgcy zawartos¢ kwasu oleinowego w oleju nasion (Falentin i in., 2007).

Genotypy niskolinolenowe i ich rekombinanty sg identyfikowane z zastosowaniem
opracowanych markeréw typu SNaPshot, specyficznych dla niezmutowanych i zmuto-
wanych alleli genow desaturazy FAD3 w genomach A i C B. napus, odpowiednio
BnaA.FAD3 1 BnaC.FAD3, jak réwniez przy uzyciu nowoczesnego, unikalnego testu
genetycznego, okreslonego jako ‘multipleks fluorescencyjny’.

Charakterystyka fenotypowa: 2 kolekcje genotypoéw po 25 obiektow sa poddane
systematycznym obserwacjom fenotypowym w doswiadczeniach polowych w powtorze-
niach, w 6. Srodowiskach (2 miejscowosci x 3 lata). Badane sa nastgpujgce cechy:
elementy struktury plonu, cechy fenologiczne, zawartos¢ kwasoéw thuszczowych (C18:1,
C18:3), glukozynolanow, a w przypadku form resyntetycznych rowniez kwasu
erukowego (C22:1).
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Opracowanie statystyczne otrzymanych wynikow analiz fenotypowych i genotypo-
wych jest przeprowadzane przy uzyciu pakietu statystycznego GenStat v.7.1
oraz PeakScaner 1.0.

WYNIKI

Obie populacje PB14-17 i PB17-20 badane w doswiadczeniach polowych wykazaty
istotne zroznicowanie pod wzgledem wigkszosci ocenianych cech agronomicznych
i jako$ciowych, co uprawnia do wykorzystania tych materiatbw do wykonania analiz
asocjacyjnych z markerami molekularnymi.

Okreslono asocjacje genotyp/Srodowisko dla kolekcji genotypow PB14-17. Analizy
asocjacyjne dla 7 cech ilosciowych (wczesno$¢ i dlugos¢ kwitnienia, MTN, liczba
rozgatezien i tuszczyn na roslinie oraz dlugos$¢ tuszczyny i liczba nasion w luszczynie),
a 779 markerami (2 markery typu SCAR-CMS i Rfo; 2 markery CAPS dla FAD2-HOR3
1 HOR 4, 4 markery typu SNAPshot dla FAD3, 10 kombinacji starterow AFLP oraz 84
loci STR) byly estymowane z uzyciem analizy regresji. W sumie zaobserwowano 2861
asocjacji z przynajmniej jedng cechg w przynajmniej jednym $rodowisku. Dla szeSciu
srodowisk zaobserwowano asocjacje 7 markerow DNA z cechami struktury plonu: dt.
huszczyny (1 marker SSR, 2 markery AFLP), MTN (1 marker SSR i 2 markery AFLP)
oraz dla liczby rozgatezien (1 marker SSR).

Takim samym badaniom poddawana jest druga populacja PB17-20.

W wyniku dotychczasowych badan przeprowadzonych dla obu populacji z zastoso-
waniem markeréow loci STR zdefiniowano pule 85 loci mikrosatelitarnych dogodnych
do badan podobienstwa i zréoznicowania genetycznego pomiedzy réznymi genotypami
form hodowlanych rzepaku. Znaczna wigkszo$¢ tych markerow byla polimorficzna
w obrebie badanych genotypow i wykazywata od dwoch do szesciu alleli na locus.
Ponadto, analiza ta charakteryzuje si¢ wysoka powtarzalnoscia, stanowi dogodne
narzedzie do badan zréznicowania genetycznego w obrgbie kolekcji genotypow rzepaku
oraz analiz asocjacyjnych z cechami fenotypowymi zwigzanymi ze strukturg plonu
oraz cechami jako$ciowymi, wplywajacymi na wartos¢ agronomiczng poszczegdlnych
genotypow.
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