SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE z realizacji zadania na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej w 2016 roku

Tytut zadania: Fenotypowanie i genotypowanie tubinu waskolistnego pod wzgledem
wybranych cech morfologicznych, plonotworczych i parametréw technologicznych nasion
(93) Zespot badawczy: Renata Galek r hab. inz., Bartosz Kozak dr inz., Dariusz Zalewski dr
inz.

Celem zadania byto: scharakteryzowanie materialdow kolekcyjnych pod wzgledem
cech jakosciowych 1 wybranych elementéw struktury plonu, ocena odziedziczalno$ci
wybranych cech morfologicznych i elementow struktury plonu u populacji F, (R004x RO01;
R0O01x R004) oraz wyprowadzenie pokolenia F3 (R004x R001; R0O01x R004; RO09xR005;
RO05xR009), a takze przeprowadzenie genotypowania oraz okreslenie struktury kolekcji
tubinu waskolistnego przy wykorzystaniu markeréw SNP.

Dos$wiadczenie polowe zostato zalozone na terenie stacji Hodowli Roslin Smolice sp. z o.0.
Oddziat Przebgdowo, metoda pasow prostokatnych w trzech powtorzeniach, na poletkach o
powierzchni 3,9 m% Okreslono wybrane elementy struktury plonu (na 10 ro$linach z kazdego
powtdrzenia), takie jak: dlugo$¢ kwiatostanu pedu gldwnego i bocznego, liczba okotkdw,
liczba zawiazanych strakéw na kwiatostanie pgdu gtownego i1 bocznego, liczba rozgatezien
bocznych I-rzgdu oraz wysokos¢ catej rosliny i pedu glownego. Okreslono rowniez wysokosé
roslin i pedu gtownego. Po zbiorze oceniono takie elementy jak: masa 1000 nasion oraz plon
z poletka. Dla zweryfikowania hipotezy zerowej o braku zréznicowania badanych obiektow
pod wzgledem analizowanych cech przeprowadzono analiz¢ wariancji. W przypadku
wykazania istotnych ro6znic obliczono warto$¢ NIR, podano warto$¢ minimalng 1 maksymalna
oraz wspolczynnik zmiennosci.

Poszczegblne parametry jakoSciowe ziarna dla 50 genotypdw oznaczono nastgpujacymi
metodami:

- biatko na podstawie polskiej normy PN-EN ISO 5983-2 lipiec 2006, metoda Kjeldahla

- zawarto$¢ wldkna surowego oznaczono metoda wendenska, podwdjnej hydrolizy kwasowej
- thuszcz na podstawie normy PN-76/R-64753, metoda ekstrakcyjna Soxhleta, w przeliczeniu
na sucha mase¢

- alkaloidy zostaly oznaczone na podstawie metody udostepnionej COBORU przez Instytut
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, i stosowanej rutynowo przez COBORU.

Dla wybranych 7 genotypow - (wytypowanych pod wzgledem grubosci okrywy nasienne;,
zawartosci biatka i1 alkaloidow) z 50, ktore wzigto pod uwage do programu krzyzowan
przeprowadzono dodatkowe analizy. Obejmowaty one okreslenie profilu elektroforetycznego
SDS-PAGE wyizolowanych biatek. Poszczegolne grupy biatek zostaty rozdzielane za pomoca
elektroforezy jednokierunkowej SDS-PAGE prowadzonej wedlug metody opisanej przez
Laemmli (1970), stosujac 12% (w/v) 1 5% (w/v) zele poliakrylamidowe. Supernatant
zawierajacy wszystkie biatka rozpuszczalne byt analizowany iloSciowo za pomoca metody
Lowry 1 in. (1951). Ponadto okreslono udziat poszczegdlnych aminokwaséw oraz
weglowodanow rozpuszczalnych. Zawartos¢ aminokwasow okreslono po kwasnej hydrolizie
6M HCI w 110°C przez 24 h przy uzyciu automatycznego analizatora aminokwasow AAA
(company INGOS, Czech Republic). Zawarto§¢ weglowodanow rozpuszczalnych w
nasionach wykonano przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii gazowej (HRGC), zgodnie
z metodyka Piotrowicz-Cieslak (2005).



Rosliny pokolenia F, postuzyly do zatozenia doswiadczen w Przebgdowie i we
Wroctawiu dla okreslenia odziedziczalnosci analizowanych cech dla dwoch populacii
mapujacych. Z 240 osobnikéw F, wysianych w kazdej miejscowosci wykorzystano 200 do
przeprowadzenia fenotypowania. Po wykonaniu pomiaré6w na pojedynczych roslinach F, obu
populacji, w dwoch $rodowiskach oraz roslinach form rodzicielskich okreslono  zakres
zmienno$ci analizowanych cech, wyznaczajac: wartosci S$rednie, wartosci minimalne i
maksymalne, wariancje, odchylenia standardowe i wspolczynniki zmienno$ci. Uzyskane
wyniki z dwoéch srodowisk postuzyly do obliczenia wspotczynnika odziedziczalnosci wg
wzoru Mahmuda i Kramera dla analizowanych cech (wysokosci pedu gtownego, wysokosci
rosliny, liczby rozgal¢zien bocznych, dlugosci kwiatostanu pedu gtéwnego 1 bocznego, liczby
okotkéw na pedzie bocznym i glownym, oraz liczby strakéw i nasion z rosliny, a takze masy
nasion z rosliny i masy tysiaca nasion).

Oprocz wysiewu ww populacji F, wysiano we Wroclawiu w rozstawie 10x21 nasiona F;
dwoch kolejnych populacji uzyskanych ze skrzyzowania linii o wysokiej zawartoséci biatka
(R009) jednoczesnie niskiej alkaloidéow x linia o niskiej zawartosci biatka (R0O05) 1 wysokiej
zawarto$ci alkaloidéw oraz linii o wysokiej zawarto$ci alkaloidow (R00S5) x linii o niskiej
zawarto$ci alkaloidow (R009).

Material badawczy do analiz genetycznych stanowily genomowe DNA kolekcji 47
genotypow (odmian i linii tubinu waskolistnego w tym dwa genotyp kontrolne Emir i LAE-1
dla ktorych znana jest sekwencja w analizowanych loci SNP). Genomowe DNA,
wyizolowano z metoda CTAB Doyl i Doyl 1990). Do genotypowania wykorzystano 100
markeréw SNP wytypowanych na podstawie wynikow z roku 2015.

Analiza skupien przeprowadzona na podstawie $rednich z roku 2016 pozwolita na
porownanie analizowanych obiektow pod wzgledem ich podobienstwa fenotypowego,
analizowane genotypy zostaly pogrupowane w trzy klastry. Najliczniejsza grupa objeta 20
genotypow. Ta sama analiza, ale przeprowadzona na $rednich z dwulecia potwierdzita w
znacznym stopniu uzyskane wyniki, rozklad grup byt podobny. Przeprowadzona analiza
sktadowych gtownych pozwolita na redukcj¢ badanych 16 cech do 5 skladowych, ktore
tacznie wyjasniaty 73,32% ogolnej zmiennosci, a kolejno poszczegdlne sktadowe opisywaty
23,85%, 17,78%, 13,41%, 9,65% 1 7,92% zmienno$ci. Najwigkszy udzial w ksztaltowaniu
zmiennoS$ci pierwszej skladowej miaty takie cechy jak: wysoko$¢ pedu gtownego, dlugosé
kwiatostanu pedu gltdéwnego oraz liczba okotkow 1 kwiatow na pedzie glownym. W drugiej
sktadowej zasadnicza rolg¢ odegraty takie cechy jak: wysoko$¢ calej rosliny 1 liczba okotkow
na pedzie bocznym, w trzeciej za$ liczba zawigzanych strakow na pedzie gldéwnym, w
czwarte] zawarto$¢ biatka, a w piatej zawarto$¢ thuszczu. Dla wynikéw z dwulecia 3
skladowe wyjasnity obserwowana zmienno$¢ - tacznie w 68,65% (pierwsza 31,10%, druga
22,19% 1 trzecia 15,36%). Najwigkszy udzial w ksztaltowaniu zmienno$ci pierwszej
sktadowej odegraly cechy takie jak: wysoko$¢ pedu gldwnego, zawarto$¢ thuszczu i
zawarto$¢ sumy alkaloidow w [%] suchej masy. W drugiej sktadowej istotna role odegraty
takie cechy jak: wysoko$¢ do I rozgatgzienia, dtugo$¢ kwiatostanu pgdu glownego, liczba
okotkéw na pedzie gtownym, zawartos¢ biatka w [%] suche] masy, a w trzeciej: dhugos¢
kwiatostanu pedu bocznego, liczba zawiazanych strakow na pgdzie bocznym.

Uzyskane wyniki fenotypowania w dwoch latach badan pozwolity na
przeprowadzenie analizy wariancji z mozliwo$cia oceny interakcji genotyp x lata. Okazala sig
ona nieistotna tylko dla dwdch cech, dtugosci kwiatostanu pedu bocznego 1 liczby okdtkow na
pedzie gtownym. W przypadku pozostatych wilasciwosci reakcja badanych genotypéw na
zmieniajace si¢ warunki pogodowe byta odmienna. Nieistotne zrdéznicowanie S$rednich
badanych obiektow stwierdzono tylko dla wysoko$ci do I produktywnego rozgaltgzienia.

Uzyskane wyniki fenotypowania na podstawie elementéw struktury plonu wskazuja
na istotne zréznicowanie analizowanych obiektow wszystkich analizowanych cech w roku



2016. Warto$ci wspotczynnikow zmiennos$ci uwidaczniaja duza zmienno$¢ w obrgbie
poszczegdlnych cech. Najwigksze  zrdznicowanie wystepuje w przypadku dlugosci
kwiatostanu pedu bocznego (wspotczynnik zmiennosci V- 39%) gdzie zakres zmiennosci
miesci si¢ w zakresie od 2,43 do 16,0 cm. Badane genotypy réznia si¢ tez w duzym stopniu
plonem (V — 27%). Najmniejsze zrdéznicowanie stwierdzono dla MTN i wysokosci pedu
gléwnego — 8%.Podobnie jak dla wynikéw z roku 2016 w analizie na $rednich z dwoch lat
badan najwigksza zmiennos$cia badane genotypy charakteryzowaly si¢ pod wzgledem
dhugosci kwiatostanu pedu bocznego (35,3%) i wysokosci plonu (28,1%). Niskie plonowanie
potwierdzit genotyp R004 (0,26 kg). Najwyzszy wynik uzyskat obiekt R048 — 1,27 kg.
Genotyp R041 najlepiej plonujacy w roku 2016, stabiej plonowat w roku 2015 1 §rednio w 2
latach badan uzyskat plon 1,18 kg na poletko.

Generalnic obiekty w roku 2016 charakteryzowaly si¢ mniejszym zakresem wartoSci
analizowanych cech jakosciowych, o czym §wiadcza warto$ci minimalne i maksymalne.
Srednia zawarto$¢ biatka byta wyzsza w roku 2016 w poréwnaniu do 2015, a $rednia
zawarto$¢ alkaloidow duzo nizsza. Najwigksza zmiennoscia charakteryzowaty si¢ genotypy
pod wzgledem zawarto$ci alkaloidow, a nastgpnie thuszczu. Analizujac genotyp R021, ktory
w roku 2015 charakteryzowatl si¢ najwyzsza zawarto$cia biatka, nie powtorzyt tej zaleznosci
w roku 2016. Podobnie genotyp R032, ktéry w roku 2016 odznaczat si¢ zawartoscia biatka
powyzej 37% w roku 2015 miat go o 4,47 % mniej. Pod wzgledem zawarto$ci thuszczu w
suchej masie warto$ci minimalne i maksymalne w obydwu latach badan byly podobne,
aczkolwiek ekspresja tej cechy w latach byta wyraznie zr6znicowana u niektorych obiektow.
Srednia zawarto$¢ wtokna w poszczegdlnych latach ksztattowala sie na zblizonym poziomie,
aczkolwiek statystycznie istotnym — 15,98% w 2015 roku oraz 15,39% w roku 2016.

Procentowy udziat alkaloidow w roku 2016 wyniost $rdnio: 61% lupaniny, 29%
130HIupaniny, 10% angustifoliny, 6,8% izolupaniny, 2,7% hydroxylupaniny oraz 0,3%
isoangustifoliny. W roku 2015 lupanina wystapita u wszytkich badanych genotypéw (100%),
130H lupanina u 98%, angustifolina - 54% , izolupanina - 46%, hydroxylupanina - 28%, a
izoangustifoling stwierdzono u 8% linii. Natomiast w roku 2016 wszystkie linie zawieraty
lupaning oraz angustifoling, izolupaning, 130H Ilupaning. Tylko u 4% badanych linii
stwierdzono obecno$¢ izoangustifoliny, a u 28% hydroxylupaniny. Najwigksza zmienno$¢ w
roku 2016 powyzej 66% oraz 79% odnotowano dla izoangustifoliny oraz hydroksylupaniny.

Zastosowana technika izolacji biatek pozwolita na uzyskanie profili r6znicujacych badane 7
genotypow ROO1 (Lane 2), R004 (Lane 3), R0O05 (Lane 4), R006 (Lane 5), R0O07 (Lane 6),
RO0O8 (Lane 7), RO09 (Lane 8) pod wzgledem wszystkich analizowanych frakcji.
Odnotowano tez zréznicowany udziatl poszczegdlnych frakcji w obrgbie genotypu. W
poréwnaniu do wynikéw ubieglorocznych zaobserwowano nieco odmienna ekspresje genow,
co skutkowato otrzymaniem wigkszej ilosci bialek 121 dla 7 analizowanych genotypéow w
poréwnaniu do 75 w roku 2015 (zatacznik nr 1). Wielko$¢ produktow w 2016 wyniosta od 6,5
kDa do 200 kDa, a w roku 2015 6,5 do 97 kDa. Wigkszos¢ produktéw zarowno w roku 2016
jak 12015 byta polimortficzna.

Badane genotypy pod wzgledem sktadu poszczegdlnych aminokwaséw roznilty sig
istotnie z wyjatkiem fenyloalaniny, ktérej Srednia zawarto§¢ wyniosta 3,63. Najwigksza
zmienno$¢ pod wzgledem zawarto$ci poszczegélnych aminokwasow. Wspotczynnik
zmiennoS$ci dla tyrozyny wyniost 10% a dla treoniny 7% czyli podobnie jak w roku 2015.
Zroznicowanie S$rednich zawarto$ci pozostalych aminokwasow byta nizsze a zwlaszcza
zwraca uwage mate zréznicowanie pod wzgledem zawartosci lizyny (1,9%) podczas gdy w
roku 2015 bylo to 10,0%. Pod wzgledem zawartosci weglowodandéw rozpuszczalnych w
wodzie stwierdzono znaczne zakresy zmiennosci ich zawartosci. Najwigksza zmiennos$¢
obserwowano dla fruktozy (26%) i D-chiro-inozytolu (22%), D-pinitolu, myo-inozytolu i



galaktinolu (14-16%) (tabela 6). Podobnie najwigksze zrdéznicowanie stwierdzono dla tych
cukrow w roku 2015. Najmniej zrdznicowane genotypy byly pod wzgledem zawartosci
stachiozy i cicertiolu (V%=6%) oraz werbaskozy i rafinozy — wspotczynnik zmiennosci (V)
na poziomie 8-9%. Tylko dwa genotypy zawieral nieznaczne ilosci glukozy i galaktozy.

Najwyzsza odziedziczalnos$¢ stwierdzono dla takich cech jak liczba nasion i waga oraz
masa tysigca nasion — od 53 do 0,95 bez wzgledu na kierunek krzyzowania i $rodowiska
(Wroctaw, Przebedowo). Kolejna cecha dla ktérej wspotczynnik odziedziczalnos$ci wahat si¢
od 0,23 do 0,50 byla wysokos¢ rosliny, aczkolwiek dla populacji F, W_R001xR004 nie
wyznaczono go. Dla takiej cechy jak liczba strakéw z rosliny populacja W_R004xR001 oraz
P _R004xR001 w obydwu analizowanych srodowiskach wykazata stopien odziedziczalno$ci
na poziomie 0,48 oraz 0,40, a zatem zblizony. Generalnie populacja W_RO001xR004
charakteryzowana we Wroctawiu pokazalta, ze analizowane cechy sa bardzo stabo
odziedziczalne, z wyjatkiem masy 1000 nasion.. Dla wielu cech morfologicznych nie
wyznaczono wspotczynnika odziedziczalno$ci, z uwagi na fakt, ze wariancja F, byla niska.
Dla dwoch analizowanych populacji F, w dwoch miejscowosciach wyraznie wida¢ bardzo
silny wptyw lokalizacji na ekspresj¢ analizowanych cech, zwlaszcza dotyczacych wysokosé
pedu glownego, dlugosé kwiatostanu pedu gtownego 1 bocznego, liczba zawiazanych strakdéw
na pedzie gtownym czy liczby okotkow. Na podstawie obliczonych wspétczynnikow
zmienno$ci odnotowano znaczna zmienno$¢ dla cech zwiazanych z plonowaniem a pod
wzgledem cech mierzalnych takich jak wysokos¢ rosliny czy pedu gldwnego, oraz dtugosci
kwiatostanow obserwowana zmienno$¢ byta na duzo nizszym poziomie. Biorac pod uwage
fakt stosunkowo wysoka odziedziczalno$¢ liczby i masy nasion z ro$liny bedzie mozna
podja¢ selekcje w kierunku poprawienia plonowania.

W kolejnej czg$ci zadania wygenerowano nasiona Fs; réwniez dla populacji
RO09xR005; RO05xR009. Liczba uzyskanych osobnikéw dla czterech populacji zawiera si¢ w
zakresie od 195 do 197. Zaobserwowano niska zmienno$¢ w populacji pod wzgledem masy
tysiaca nasion— 15-16%, a dla pozostatych cech wspoétczynniki zmiennosci wyniosty od 59,7
do 70%. Otrzymane osobniki F, wszystkich 4 populacji mapujacych postuza do
wyprowadzenia homozygotycznych linii przydatnych do mapowania.

Otrzymane pozytywne wyniki genotypowania w niniejszym projekcie (wyrazny sygnal,
jednoznaczny podziat na dwa klastry) dla 72,3% testowanym markeréw jest wynikiem
satysfakcjonujacym, cho¢ w literaturze dostgpne sa informacje o nawet 91% skutecznoS$ci
(Soraya 1 in. 2015). Wyniki genotypowania wskazuja na homozygotyczno$¢ badanego
materiatu na co wskazywaty juz wstepne wyniki z 2015 roku. Jest to zgodne z oczekiwaniem,
poniewaz badania prowadzono na odmianach zarejestrowanych w krajowym rejestrze oraz
wsobnych formach kolekcyjnych.

Wyniki analiz DAPC, pozwolily na podzial analizowanego materialu na grupy.
Grupowanie poszczegolnych obiektéw do grup (klastrow) byt silnie uzalezniony od zestawu
danych wykorzystanych do tych analiz. Wyniki fenotypowe z poszczegolnych lat dla czesci
obiektow roznity sig istotnie. W zwiazku z tym analiza dla danych z roku 2015, 2016 oraz
srednich z dwulecia dawala odmienne rezultaty. W zwiazku z tym celowe wydaje si¢
wykorzystanie danych z genotypowania do podziatu badanego materialu na grupy oraz do
okreslenia struktury populacji badanego materialu. Dane z genotypowania nie podlegaja
wplywowi srodowiska. Markery genetyczne sa cechami dziedzicznymi, na ktdre Srodowisko
nie ma wplywu w zwiazku z tym wyniki uzyskane dla tego typu danych sa bardziej
jednoznaczne.



