SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej
w 2017 roku

Tytut zadania: Fenotypowanie i genotypowanie tubinu waskolistnego pod wzgledem wybranych cech morfologicznych,
plonotwoérczych i parametrow technologicznych nasion (93).
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Celem badan byto:

I scharakteryzowanie materialow kolekcyjnych pod wzgledem parametrow jakosciowych nasion i wybranych
elementow struktury plonu; analizy szczegétowe dla wybranych genotypow sktadu nasion - poszczegodlne
frakcje biatka, sktad aminokwasowy, weglowodany rozpuszczalne;

Il. ocena grubo$ci okrywy nasiennej i $cian straka dla dwoch populacji F, wyznaczonych na osobnikach F;
(R004x R0O01; ROO1x R0O04) oraz wyprowadzenie pokolenia F, (RO04x R001; R001x R004; RO0O9xR005;
R005xR009);

. przeprowadzenie mapowania asocjacyjnego dla kolekcji 47 genotypéw *tubinu waskolistnego oraz
sporzadzenie mapy genetycznej dla populacji mapujacych (R004x RO001; RO001x RO004), w tym
wytypowanie obszaréw QTL zwiazanych z elementami struktury plonu oraz gruboscia okrywy nasiennej;

I.  Doswiadczenie polowe zostalo zatozone na terenie stacji Hodowli Roslin Smolice sp. z o.0. Oddziat
Przebedowo, metoda pasdw prostokatnych w trzech powtorzeniach, na poletkach o powierzchni 3,9 m?. Okreslono
wybrane elementy struktury plonu (na 10 roslinach z kazdego powtdrzenia), takie jak: dtugos¢ kwiatostanu pedu
gldwnego i bocznego, liczbg okdtkow, liczbe zawiazanych strakéw na kwiatostanie pedu gtownego i bocznego,
liczbe rozgalezien bocznych I-rzedu oraz wysokos¢ calej rosliny i pedu gtdéwnego. Okreslono réwniez wysokosé
ro$lin i pedu gléwnego. Po zbiorze oceniono takie wiasciwosci jak: masa 1000 nasion oraz plon z poletka. Dla
zweryfikowania hipotezy zerowej o braku zréznicowania badanych obiektow pod wzgledem analizowanych cech
przeprowadzono analize wariancji. W przypadku wykazania istotnych réznic obliczono warto§¢ NIR, podano
warto$¢ minimalng i maksymalna oraz wspotczynnik zmienno$ci. Poszczegdlne parametry jakosciowe ziarna dla 50
genotypOw oznaczono nastepujacymi metodami: - bialko na podstawie polskiej normy PN-EN 1SO 5983-2 lipiec
2006, metoda Kjeldahla - zawartos¢ witdkna surowego oznaczono metoda wendenska, podwojnej hydrolizy
kwasowej - tluszcz na podstawie normy PN-76/R-64753, metoda ekstrakcyjna Soxhleta, w przeliczeniu na sucha
mase - alkaloidy zostaly oznaczone na podstawie metody udostepnionej COBORU przez Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, i stosowanej rutynowo przez COBORU. Dla wybranych 7 genotypow
(wytypowanych pod wzgledem grubosci okrywy nasiennej, zawartosci biatka i alkaloidow) z 50, ktore wzigto pod
uwage do programu krzyzowan przeprowadzono dodatkowe analizy. Obejmowaly one okreslenie profilu
elektroforetycznego SDS-PAGE wyizolowanych biatek. Poszczegdlne grupy biatek zostalty rozdzielane za pomoca
elektroforezy jednokierunkowej SDS-PAGE prowadzonej wedtug metody opisanej przez Laemmli (1970), stosujac
12% (w/v) 1 5% (w/v) zele poliakrylamidowe. Supernatant zawierajacy wszystkie bialka rozpuszczalne byt
analizowany iloSciowo za pomoca metody Lowry i in. (1951). Ponadto okreslono udzial poszczegdlnych
aminokwasow oraz weglowodandw rozpuszczalnych. Zawarto§¢ aminokwasow okreslono po kwasnej hydrolizie
6M HCl w 110°C przez 24 h przy uzyciu automatycznego analizatora aminokwaséw AAA (company INGOS,
Czech Republic). Zawarto$¢ weglowodanow rozpuszczalnych w nasionach wykonano przy uzyciu wysokosprawnej
chromatografii gazowej (HRGC), zgodnie z metodyka Piotrowicz-Cieslak (2005)

W roku 2017 wystapito istotne zréznicowanie analizowanych obiektoéw pod wzgledem cech jakosciowych —
zawarto$ci biatka, tluszczu, sumy alkaloidow oraz widkna. W pordownaniu do poprzednich lat zawarto§¢ biatka w
nasionach byla najnizsza a tluszczu najwyzsza. Zakresy zawarto$ci sumy alkaloidow byly zblizone do roku 2015.
Przeprowadzona analiza wariancji dla trzech lat badan wykazata: istotne zréznicowanie analizowanych obiektow, wplyw
roku badan oraz istotna interakcj¢ genotyp x rok badan. Najbardziej stabilne okazaty si¢ pod wzgledem zawartosci biatka
trzy genotypy: R008, R022, R035 a najmniej stabilne R007, R023, R0O31 i R044 biorac pod uwage odchylenie
standardowe (SD) obliczone na podstawie s$rednich z trzech lat. Pod wzgledem zawartosci thuszczu dwa genotypy
wykazaty najmniejsza interakcj¢ ze Srodowiskiem (R0O10 i R038) a najwigksza trzy (R007, R044, R048) biorac pod
uwage wartosci SD. Pod wzgledem zawartosci sumy alkaloidow mozna zauwazy¢, ze wysokoalkaloidowe genotypy
(R0O02, RO005, R0O06 i RO07) charakteryzowaty sie najwiekszymi wahaniami zawarto$ci sumy alkaloidow w nasionach w



poszczegoélnych sezonach wegetacyjnych. W roku 2017 nasiona zawieraly $rednio: 65,49% lupaniny, 27,7%
130Hlupaniny, 11% angustifoliny, 6,8% izolupaniny, 3,8% hydroxylupaniny oraz 0,3% isoangustifoliny. W latach 2015,
201612017 lupanina wystapita u wszystkich badanych genotypow (100%) a 130H lupanina u prawie wszystkich (98% -
100%). Natomiast pozostate alkaloidy nie byty charakterystyczne dla wszystkich genotypow, a najrzadziej wystapity we
wszystkich latach badan takie alkaloidy jak hydroxylupanina i isoangustifolina. W poszczegdlnych latach odnotowano
rézny procentowy udzial alkaloidow w przypadku poszczegdlnych genotypow. Najbardziej stabilnym genotypem pod
wzgledem zawartosci wtokna okazat si¢ R0O35 — warto$¢ SD ponizej 0,3. U dziewigciu genotypdéw stwierdzono silne
wahania tej cechy w zaleznosci od roku — SD 1-1,42.

Uzyskane wyniki fenotypowania na podstawie elementéw struktury plonu wskazuja na istotne zréznicowanie

analizowanych obiektow pod wzgledem wszystkich analizowanych cech w roku 2017. Roéznice nieistotne wystapity
tylko w przypadku liczby rozgatgzien produktywnych I rzgdu i liczby okotkow na pedzie bocznym. WartoSci
wspotczynnikow zmienno$ci uwidaczniaja duza zmienno$¢ w obrgbie poszczegdlnych cech. Najwigksze zroznicowanie
wystepuje, podobnie jak w latach wczeséniejszych, w przypadku dhugoséci kwiatostanu pedu bocznego (wspotczynnik
zmiennosci V- 30,6%), gdzie zakres zmienno$ci miesci si¢ w zakresie od 1,42 do 6,56 cm. Badane genotypy roznia si¢
tez w duzym stopniu plonem (V — 26,7%). Najnizszy plon uzyskat genotyp R007 — 0,22 kg, a najwyzszy R047 — 1,01 kg
z poletka o pow. 3,6 m2. Najmniejsze zréznicowanie stwierdzono podobnie jak w latach ubiegtych dla MTN (7,1%) oraz
wysokosci catej rosliny — 7,9%.
Uzyskane wyniki fenotypowania w trzech latach badan pozwolily na przeprowadzenie analizy wariancji z mozliwoS$cia
oceny interakcji genotyp x lata. Interakcja okazala sie nieistotna dla czterech cech: wysoko$ci catej rosliny, dtugosci
kwiatostanu pedu bocznego i liczby okotkow na pedzie gtdéwnym i bocznym. W przypadku pozostatych wiasciwosci
reakcja badanych genotypdéw na zmieniajace si¢ warunki pogodowe byta odmienna. Nieistotne zroznicowanie $rednich
badanych obiektow stwierdzono tylko dla wysokosci do I produktywnego rozgalezienia Nieistotne byly tez rdznice
srednich w latach badan dla wysokosci do I produktywnego rozgatezienia. Podobnie jak dla wynikéw z roku 2017 w
analizie na $rednich z trzech lat badan najwigksza zmiennos$cia badane genotypy charakteryzowaty si¢ pod wzgledem
dhugosci kwiatostanu pgdu bocznego (29,6%) i wysokosci plonu (26,5%). Niskie plonowanie potwierdzit genotyp R004
(0,30 kg), ale w badanym trzyleciu $rednio najnizej plonowat genotyp R008 bo 0,28 kg. Najwyzszy wynik, podobnie jak
w roku 2017 uzyskat obiekt R048 — 1,19 kg. Obliczone wspolczynniki korelacji, dla $rednich z roku 2017, wskazaly na
istotng dodatnig zalezno$¢ migdzy wysokoscia do I produktywnego rozgalezienia a wysoko$cia pgdu gléwnego i catej
ros$liny, natomiast ujemna z liczba rozgalezien produktywnych I rzedu. Dodatnie korelacje stwierdzono migdzy:
wysokoscia pedu gldwnego a wysokoscia catej rosliny PG, wysokoScia catej roslin, dlugosécia kwiatostanu PG, liczba
okotkoéw na PG, MTN a wysokoscia catej rosliny, liczba okotkow na PG. Istotna dodatnia zalezno$¢é wystapita pomigdzy
dtugoscia kwiatostanu a liczba okotkow i liczbg zawigzanych strakow na pedzie gtownym. Ponadto zalezne byty liczba
rozgatezien z liczba zawiazanych strakoéw oraz liczba okotkéw na PG z liczba okétkéw na PB. Korelacja oceniana na
podstawie wynikow z trzylecia okazata si¢ istotna w przypadku wigkszej iloéci par cech. I tak stwierdzono dodatnia
pomiedzy MTN a wysokoscia pedu glownego i calej rosliny. Ponadto dodatnie zaleznosci stwierdzono pomigdzy
wysokos$cia pedu gtdéwnego a wysokoscia do I produktywnego rozgatezienia, wysokoscig catej ro§liny wysokos$cia catej
do I rozgalgzienia 1 wysokoscia pedu glownego. Dodatnia zalezno$¢ wystapita pomigdzy liczba okotkow a wysokoscia
PG i calej rodliny oraz dhugoscia kwiatostanu PB i liczba okotkéw na PG. Liczba zawigzanych strakéw korelowata z
liczba okotkow i strakow na PG. Stwierdzono ponadto ujemna zalezno$¢ pomigdzy dlugoscia kwiatostanu pedu
bocznego a plonem a dodatnia z dlugoscia kwiatostanu PB. Analiza skupien przeprowadzona na podstawie §rednich z
roku 2017 pozwolita na poréwnanie analizowanych obiektow pod wzgledem ich podobienstwa fenotypowego. Powstaty
3 skupienia. Do najliczniejszego zakwalifikowano az 29 genotypow. Wyraznie rdzniace si¢ od pozostatych skupienie
utworzyly 3 genotypy o zdeterminowanym typie wzrostu: R008, RO11 i R024. Ta sama analiza, ale przeprowadzona na
$rednich z trzech lat potwierdzita w znacznym stopniu uzyskane wyniki, rozktad grup byt w duzym stopniu podobny.
Przeprowadzona analiza sktadowych gtownych pozwolita na redukcje badanych 12 cech do 4 sktadowych ktére wnosity
75,03% zmiennosci ogodlnej, a kolejno poszczegolne sktadowe 33,47%, 19,45%, 12,65% 1 9,47%. Najwigkszy udziat w
ksztattowaniu zmiennosci poszczego6lnych cech to w pierwszej sktadowej: wysokos¢ do I produktywnego rozgalezienia,
dlugos¢ kwiatostanu PB, liczba rozgatgzien produktywnych I rzgdu, liczba okotkéw na PB oraz Liczba zawiazanych
strakow na PB. W drugiej: wysoko$¢ pedu glownego i calej rosliny. W trzeciej liczba zawiazanych strakow na
kwiatostanie PG a w czwartej plon. Zastosowanie tej samej metody analizy na wynikach $rednich z trzylecia 2015-2017
doprowadzito do redukcji badanej przestrzeni wielowymiarowej do 3 sktadowych, ktoére wnosity 74,06% zmiennoSci.
Pierwsza skladowa wnosita 42,52% og6élu zmienno$ci, druga 20,95% a trzecia 10,59%. Najwigkszy udziat w
ksztattowaniu zmienno$ci pierwszej sktadowej miaty nastepujace cechy: wysoko$¢ do I produktywnego rozgalgzienia,
dtugos¢ kwiatostany pedu gldwnego i bocznego, liczba rozgatezien produktywnych I rzedu, liczba okétkéw na pedzie
gtéwnym i na bocznym oraz liczna zawiazanych strakow na pedzie gldownym. W drugiej sktadowej najwigkszy udziat
mialy wysoko$¢ pedu gtéwnego i calej rosliny. W przypadku czynnika 3 Zadna z cech nie miata znaczacego udziatu
(powyzej 0,70) co wynika z faktu, ze udzial tej sktadowej wynosit tylko 10,59%.




Szczegotowe wyniki wielkosci produktow biatkowych z roku 2017 oraz z poprzednich dwoch lat wskazuja, ze
w roku 2017 liczba produktéw byta najwigksza — 127, a ich wielko$§¢ miescita si¢ w zakresie 25,7 do 106,1 kDA. W roku
2016 rozpigtos¢ wynikow byla najwigksza, gdyz otrzymane produkty charakteryzowaty si¢ masa od 6,5 do 200,0 kDA, a
ich liczba wyniosta 121. W roku 2015 zakres wielkos$ci otrzymanych produktéw wyniost od 6,5 do 97 kDA a ich liczba
byla najmniejsza 75. W celu poréwnania podobiefistwa poszczegdlnych genotypéw w latach zastosowano dystans Nei.
W poszczeg6lnych latach wida¢ zréznicowanie analizowanych genotypow pod wzglgdem wystgpowania poszczegolnych
produktow biatkowych. Najblizsze podobienstwo migdzy analizowanymi latami na podstawie wspotczynnikéw korelacji
mozna zaobserwowa¢ w latach 2015 i 2016. Najmniejszy dystans mozna zaobserwowa¢ migdzy Emir (R0O01) i Oskar
(RO06) oraz Karo (R005) i Oskar (R006), Aul11257-19-1 (R004) i Sonet (R008). Uzyskane diagramy wyraznie wskazuja
na oddalenie form uzytych do krzyzowan (zadanie 2) —zwtaszcza R004x R001 (AU x Emir) oraz RO05xR009 (Karo x
Graf), co potwierdza zmienno§¢ wybranych obiektow na poziomie molekularnym. W ciagu najblizszych dwoch lat
bgdzie mozna wygenerowac linie RILs przydatne do mapowania na poziomie F6.

Przeprowadzona jednoczynnikowa (dla roku 2017) oraz dwuczynnikowa analiza wariancji (rok, genotyp) wykazala
istotne zrdznicowanie badanych obiektow pod wzgledem zawartosci poszczegdlnych aminokwasow, a zastosowany test
Tukey’a pogrupowat srednie w grupy jednorodne. Najwigksza zmienno$¢ biorac pod uwage wspotczynnik zmiennosci
(V%) pod wzglgdem zawartosci poszczegdlnych aminokwaséw w roku 2017 odnotowano dla tyrozyny — 6,39%.W roku
2016 ten parametr byl na poziomie 10%. Treonina nalezata tez do parametrow o $rednio najwyzszym wspolczynniku
zmiennosci biorac pod uwage $rednie zakresy wartosci tej cechy z trzech lat. Zrdéznicowanie $rednich zawarto$ci
pozostatych aminokwasoéw byty nizsze - wspélczynnik zmiennosci 1-4,5%. Pod wzgledem zawartos$ci waliny i
histydyny mozna stwierdzi¢ najstabsze zroéznicowanie analizowanych obiektow. Roéznice genotypowe w zawartoSci
poszczegolnych aminokwaséw w nasionach biorac pod uwage wartosci minimalne i maksymalne byly niezbyt wielkie,
co znajduje tez odzwierciedlenie w warto$ciach wspotczynnikow zmiennosci. Na uwage zashuguje genotyp R001, gdyz
uzyskal najwigcej korzystnych not (przynalezno§¢é wartosci $rednich do grupy a) biorac pod uwage zawarto$é lizyny,
metioniny, cystyny czy tez fenyloalaniny nie ustgpujac zasadniczo w poréwnaniu do innych genotypow pod wzgledem
zawartosci treoniny, waliny czy leucyny.

Przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji dla roku 2017 oraz dwuczynnikowa dla wynikéw z trzech lat (rok,
genotyp) wykazata istotne statystycznie zréznicowanie analizowanych siedmiu genotypoéw pod wzgledem zawartosci
poszczegolnych oligosacharydow z wyjatkiem zawartosci glukozy. Rowniez dla wszystkich cech, z wyjatkiem
zawartosci glukozy stwierdzono istotnos¢ interakcji Genotyp x rok badan. Zawarto$¢ glukozy i galaktozy byta znikoma i
tylko trzy genotypy zawieraly te oligosacharydy. Znaczna cze$¢ weglowodanow nasion tubinu waskolistnego stanowity
oligosacharydy, w tym gléwnie a-galaktozydy: rafinoza, stachioza, werbaskoza, pelniace funkcje materiatu zapasowego.
Stwierdzono $rednia znaczna zawarto$¢ stachiozy, a nastgpnie sacharozy. Pod wzgledem zawartosci weglowodanow
rozpuszczalnych w wodzie stwierdzono znaczne zakresy zmiennosci ich zawartosci. Najwigksza zmienno$¢
obserwowano dla D-chiro-inozytolu podobnie jak w poprzednich latach oraz fruktozy, D-pinitolu, myo-inozytolu i
galaktinolu. Najmniej zréznicowane genotypy byly pod wzgledem zawarto$ci rafinozy a takze werbaskozy, stachiozy,
ciceritolu rozpatrujac wyniki z 2017 roku oraz z wielolecia.

II. W 2015 roku zostaty skrzyzowane dwa genotypy o skrajnej grubosci okrywy nasiennej w dwoch kierunkach (R004 x
RO0O1, ROO1 x R004) oraz o zréznicowanej zawartosci alkaloidow i biatka (R0O09xR005; RO05xR009). Uzyskano nasiona
mieszancowe F1, ktore wysiano w szklarni 2015/2016, uzyskujac nasiona pokolenia F2. Z uzyskanych pojedynkow F2
zebrano nasiona dla wyprowadzenia linii F3 (R004x R001; R0O01x R004; RO09xR005; R0O05xR009) — 2016 rok. W 2017
roku wysiano we Wroclawiu w rozstawie 10x20 nasiona F3 dwoch populacji uzyskanych ze skrzyzowania o skrajnej
grubo$ci okrywy nasiennej oraz zawartosci alkaloidow. W przypadku dwoch pierwszych populacji w celu wyznaczenia
grubosci okrywy nasiennej oraz $cian straka przeprowadzono analizg zgodnie z metodyka opracowana wg Clements i in.
2002. Dla wygenerowania populacji F4 dla materialow zréznicowanych pod wzgledem alkaloidow zebrano nasiona z
ros§lin F3, okreslono liczbg nasion i masg nasion z ro$liny oraz masg tysiaca nasion z 400 pojedynkéw populacji
RO09xR005; RO05xR009.

Przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji wykazala istotne zréznicowanie analizowanych linii pod
wzgledem % udziatu $cian straka, okrywy nasiennej i masy 1000 nasion. Wygenerowane populacje mapujace
charakteryzowaly si¢ zroznicowanym zakresem udzialu §cian straka w straku i okrywy nasiennej w nasieniu oraz masy
1000 nasion. W populacji R004xR001 wspotczynnik zmiennoéci dla pierwszej ocenianej cechy byt najwyzszy.
Najwieksza frekwencja osobnikéw charakteryzowaly sie klasy o udziale §cian straka na poziomie 30-32-35-36% u obu
populacji mapujacych. Rowniez pod wzglgdem udzialu okrywy nasiennej mozna zaobserwowaé, ze populacja
R004xR001 odznaczyta si¢ wigkszym zakresem tej cechy niz RO01xR004. W obu populacjach liczebno$¢ osobnikow o
skrajnych warto$ciach analizowanych cech byta niewielka, aczkolwiek w populacji RO01xR004 liczba linii 0 % udziale
okrywy nasiennej miedzy 18 a 19 byta wyzsza (10 linii) niz w odwrotnym uktadzie krzyzowania (4 linie). Pod wzgledem
masy 1000 nasion analizowane populacje pod wzgledem wybranych parametrow statystycznych nie odbiegaty od siebie.



Ujemny wspodtczynniki korelacji (-0,42 — RO01xR004; -0,38 R004xR001) istotny statystycznie zostat obliczony dla masy
1000 nasion i udziatu okrywy nasiennej. Nie stwierdzono zadnej istotnej statystycznie zaleznosci migdzy udzialem $cian
straka w straku a okrywy nasiennej czy MTN.
Il.  Materiat badawczy stanowito genomowe DNA wyizolowane z ro$lin pokolenia F, populacji mapujacych
R004xR001 oraz RO01xR004. Genomowe DNA, wyizolowane zostalo metoda CTAB, z 220 roslin (po 110 dla
kazdej populacji, tacznie 220 izolacji). Do genotypowania wykorzystywano 100 marker6w SNP wytypowanych na
podstawie wynikow z roku 2015. Markery wybrane do genotypowania charakteryzuja si¢ polimorfizmem pomigdzy
formami rodzicielskimi (R001, R004). Dodatkowo markery wybrano tak, aby byly rownomiernie rozmieszczone na
mapie ExL (markery SNP pochodza z tej mapy). Na podstawie rozmieszczenia markerow na genetycznej mapie
sprzgzen wytypowano markery reprezentujace 19 z 20 grup sprzezen. Genotypowanie przeprowadzano na
urzadzeniu I[lumina Eco wedtug protokotu opracowanego w roku 2015. Reakcje przeprowadzono w 48 dotkowych
plytkach do PCR (45 badanych genotypéw + 2 kontrole — Emir i LAE-1) oraz kazda ptytka zawiera kontrolg
negatywna (NTC). Do identyfikacji loci dla genotypu w kazdej probce i dla kazdego analizowanego locus
wykorzystano oprogramowanie llumina Eco Study. W oprogramowaniu wygenerowano z raporty z genotypem
kazdej probki. Nastgpnie raporty dla wszystkich analizowanych locii zostaly wyeksportowane do specjalnie
przygotowanego programu komputerowego (napisanego z wykorzystaniem jgzyka Python oraz Bash). Program ten
pozwolil na stworzenie matrycy z genotypem kazdej probki dla kazdego locus. Otrzymana w ten sposob matryca
zostaty wyeksportowana do programu R, w ktorym wykonane zostaly analizy statystyczne i konstrukcja mapy.
Sprawdzony zostat rozklad kazdego markera z oczekiwanym rozktadem 1:2:1 przy pomocy testu [1°. Skonstruowano
nastgpnie genetyczna mapa sprzgzen. Do konstrukcji mapy genetycznej wykorzystano informacje o lokalizacji
poszczegdlnych markerow na opracowanej juz mapie ExL oraz genom referencyjny tubinu waskolistnego [Hane i in.
2016]. Do konstrukcji mapy wykorzystano pakiet ASmap oraz R/qtl [Broman i in 2003, Taylor i Butler 2017].
Odlegtosci pomigdzy markerami obliczono uzywajac algorytmu Kosambi [Kosambi 1944]. Otrzymane grupy
przyrownano do genomu referencyjnego stosujac program BLAST. Pozwolilo to na odpowiednie opisanie i
orientacj¢ otrzymanych grup. Wyniki z fenotypowania (okreslenie grubosci §ciany strakdw oraz okrywy nasiennej)
zostaty wyeksportowane do programu R. Przy wykorzystaniu pakietu Rqtl [Broman i in 2003] na podstawie
wynikow z fenotypowania populacji mapujacej oraz genotypowania populacji mapujacej (mapa genetyczna)
wyznaczone zostaly obszary QTL zwiazane z cecha grubosci okrywy nasiennej i grubosci $cian strakdw. Do
wyznaczania obszardw QTL wykorzystany zostat algorytm calc.genoprob oraz scanone z parametrem ,,hk”, skok 0,5
cM. Poszukiwanie obszaréw QTL z uzyciem modelu jedno cechowego i regresji Haley—Knott [Broman i in 2003;
Feenstra 2006]. Wyniki uzyskane dla populacji RO01xR004 zostaty poréwnane z wynikami dla populacji odwrotnej
RO04xR001.
Rownolegle przeprowadzone zostalo mapowanie asocjacyjne dla cech morfologicznych i plonotworczych. Wyniki z
genotypowania dla 47 linii zebrane w roku 2016 zostaly potaczone z wynikami z fenotypowania zebranymi w latach
2015 — 2017. Uzyskane wyniki zostaly wprowadzone do programu R. Po przeprowadzeniu analizy statystycznej
wynikéw fenotypowania przeprowadzono analize korelacji pomiedzy poszczegolnymi markerami, a cechami
morfologicznymi i plonotwérczymi (mapowanie asocjacyjne). Do mapowania asocjacyjnego wykorzystane zostaty
nastepujace algorytmy: GLM, SA, ML.

Otrzymana mapa zostata utworzona w oparciu o 87 markeréw ze stu zastosowanych i sktadata si¢ z 16 grup
sprzezen odpowiadajacych 16 chromosomom tubinu waskolistnego. Byly to odpowiednio grupy: ExAU LGO02,
EXAU_LGO03, ExAU_LG04, ExAU_LGO05, ExAU_LG06, ExAU_LGO07, ExAU_LG08, ExAU_LG09, ExAU_LG10,
EXAU_LG12, EXAU_LG13, EXAU_LG15, EXAU_LG16, EXAU_LG18 oraz EXAU_LG19. Laczna dlugos$é otrzymanej
mapy to 1240,91 cM. Najdtuzsza otrzymana grupa okazata si¢ ExXAU LGO3 — 251.7 cM. Podjgta proba wyznaczenia
obszarow QTL nie jest satysfakcjonujaca. Dla zadnej z badanych populacji nie udalo si¢ znalez¢ obszaru QTL, ktory
posiadatby warto$¢ LOD cho¢by zblizona do 3 zarowno dla cechy ,,Udziat $cian straka” jak i ,,Udzial okrywy nasiennej
w nasieniu”. Zaggszczenie markero6w na mapie nie bylo wystarczajace, a otrzymana mapa reprezentowala jedynie
niewielki wycinek genomu tubinu waskolistnego. Otrzymane wyniki fenotypowania sa cennym zasobem wiedzy, ktory
moze zostaé w przysztosci wykorzystany do zintensyfikowania poszukiwania obszaréw QTL. Otrzymane wyniki
wskazuja na konieczno$¢ przeprowadzenia szerszego genotypowania, w celu uzyskania mapy o duzym zageszczeniu
markeréw molekularnych i wigkszym pokryciu genomu. Ponowna préba wyznaczenia obszarow QTL na ulepszonej
wersji mapy powinna przynie$¢ lepsze rezultaty i pozwoli¢ na wskazanie markeréw SNP przydatnych do selekcji cechy
grubosci okrywy nasiennej czy $cian straka.



Przeprowadzono analizy mapowania asocjacyjnego dla 16 cech. Dla 4 cech udalo si¢ uzyska¢ wartosci korelacji
pomigdzy warto$ciami przewidzianymi modelem a warto$ciami uzyskanymi w pomiarach. Oznacza to, ze dla tych cech
markery molekularne pozwalaja z co najmniej 80% prawdopodobienstwem przewidzie¢ wartos¢ cechy. Cechami tymi
byty: plon, masa tysiaca nasion, wysokos$¢ pedu gldwnego oraz zawartos§¢ thuszczu. Do selekcji wymienionych cech w
programach hodowlanych markery molekularne moga zosta¢é z powodzeniem zastosowane. Dla pozostalych
analizowanych cech markery molekularne rowniez moga zosta¢ wykorzystane do selekcji, nalezy mie¢ jednak na
uwadze, iz skutecznos$¢ tych markerow w tym przepadku jest nizsza (prawdopodobiefistwo ponizej 80%). Oznacza to, ze
do selekcji analizowanych cech nalezy wziaé caly zestaw markeréw a nie pojedynczy marker. Caly zestaw pozwala
bowiem z do$¢ wysokim prawdopodobienstwem przewidzie¢ warto$¢ cechy. Pomimo koniecznosci uzycia calego
zestawu markeréw do genotypowania wyniki uzyskane w projekcie moga by¢ z powodzeniem wykorzystane w praktyce
hodowlanej. Zaproponowana metoda genotypowania w oparciu o markery SNP oznaczane metoda KASP jest szybka,
tania i wydajna. Pozwala na okreslenie genotypu dla duzej liczby obiektow hodowlanych (rzedu kilku tysigcy
pojedynkoéw) w krotkim okresie czasu (kilka tygodni) przy niskim naktadzie kosztow (genotypowanie jednego SNP to
koszt kilkunastu groszy). Wspomniane koszty mozliwe sa od osiagniecia jedynie przy zastosowaniu masowej skali analiz
rzedu analizy kilku tysigcy markerow SNP. Majac powyzsze na uwadze opracowany w czasie trwania projektu zestaw
markeréw SNP moze z powodzeniem zosta¢ wykorzystany w przysztych pracach hodowlanych.Opracowany zestaw
sklada si¢ tacznie z 78 markeré6w SNP rozmieszczonych w 14 chromosomach tubinu waskolistnego. Niektore z
chromosomow sa wystarczajaco pokryte markerami (LG2 — 12 markeréw, LG9 — 12 markerow), jednak niektore
chromosomy jak LGI1 lub LG20 nie maja ani jednego markera w opracowanym zestawie, inne jak chromosom LGS,
LG19 reprezentowane sa przez 1-2 markery. Zwigkszenie liczby markerow w opracowanym zestawie do genotypowania
wigzaC si¢ bedzie ze zwigkszeniem wiarygodnosci uzyskiwanych wynikow. Nalezy zwroci¢ uwagg, iz w projekcie
opracowano i przetestowanao na wybranych genotypach tacznie 400 markeréw SNP. Wszystkie te markery moga zostaé
wlaczone do potencjalnej puli markeréw uzywanych w genotypowaniu i selekcji cech morfologicznych oraz
plonotworczych. Bedzie si¢ to wiazato z lepszym pokryciem genomu i lepsza jego reprezentacja, a przez to przyczyni si¢
do uyskania wigkszej wiarygodnosci wynikoéw i lepszej predykeji analizowanych cech.

Podsumowanie

1. W trzecim roku badan stwierdzono znaczne zroznicowanie badanych genotypow pod wzgledem cech
jakosciowych i struktury plonu. Analiza z trzech lat pozwolita na wskazanie cech, ktore sa zalezne od wpltywu
srodowiska na podstawie istniejacej interakcji genotypowo-srodowiskowe;.

2. Interesujacy jest fakt znacznego zrdznicowania wybranych siedmiu genotypéw pod wzgledem profili
biatkowych, co daje podstawe do zintensyfikowania prac z wykorzystaniem elektroforezy 2D dla ich precyzyjnej
identyfikacji, aczkolwiek nalezy wzia¢ pod uwage zréznicowana ekspresje genow, gdyz nie wszystkie biatka wystapity
w trzech latach badan.

3. Przeprowadzony program krzyzowan dal podstawg do wyprowadzenia pokolenia F, a nastgpnie F34 RILS,
niezbednych do podjecia w przysztosci szeroko zakrojonego genotypowania i mapowania u L. angustifolius.

4. Uzyskane rekombinanty o zréznicowanym udziale $cian straka oraz okrywy nasiennej oraz zréznicowanych
cechach jako$ciowych moga by¢ wykorzystane w praktycznej hodowli roslin.

5. Szczegdtowa ocena materiatow kolekcyjnych okazata sie przydatna do mapowania asocjacyjnego i wytypowano
markery sprzgzone z poszczegdlnymi cechami.

6. Konieczne jest kontynuowanie badan pod katem rozszerzenia puli markeré6w molekularnych, w celu uzyskania
lepszego rozpoznania - powiazania genotypu z fenotypem.

7. Utworzono szkielet kolejnej mapy genetycznej, ktora po zaggszczeniu dodatkowymi markerami moze zostac
wykorzystana w analizach QTL cech zwiazanych z gruboscia okrywy nasiennej i Scian straka.

8. Genotypowanie markerami SNP w oparciu o technik¢ KASP moze by¢ z powodzeniem wykorzystywane w
programach hodowlanych tubinu waskolistnego.



