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Streszczenie

Przedstawiono wybrane zagadnienia dotyczace zastosowania nowoczesnych wysokowydajnych
technologii analizy genomu i fenomu roélin uprawnych, prezentowane podczas 20. Kongresu
EUCARPIA w Zurychu. Szczegdlng uwage zwrocono na aspekty zwiazane z mozliwoscia prak-
tycznego wykorzystania wynikow otrzymanych za pomoca nowych metod i technik analitycznych.
Istotne jest aby zbieraniu i przetwarzaniu danych w bazach nowego typu towarzyszyla systematyczna
weryfikacja. W wielu o$rodkach prowadzone sa intensywne badania w celu zsekwencjonowania
genomow referencyjnych waznych gospodarczo roslin uprawnych. Tworzone sa mikromacierze
stuzace identyfikacji polimorfizméw SNP zdefiniowanych dla okreslonych cech fenotypowych.
Dotychczas macierze tego typu opracowano dla pszenicy, rzepaku i kukurydzy. Intensywne badania
prowadzone sa rOwniez z zastosowaniem technologii fenotypowania nowej generacji. Szczegolnie
wazne jest opracowanie genomowych modeli prognostycznych dla cech wielogenowych. Modele
te umozliwityby wspomaganie selekcji genotypow o wysokim potencjale plonotwoérczym oraz
wykazujacych odporno$¢ lub tolerancj¢ na stres abiotyczny i biotyczny. Ponadto, istotna jest ciagta
weryfikacja nadrz¢gdnych celow badawczych 1 selekcyjnych w $wiatowej produkcji waznych roslin
uprawnych.

Key words: crop plant breeding, genotyping, phenotyping, rapeseed Brassica napus L.

Abstract
Selected topics of the 20" EUCARPIA General Congress including application of modern high-
throughput technologies of crop plant genome and phenome analyses are presented in this conference
report. Especially, possibilities of practical use of results obtained using new analytical methods and
techniques were considered. It is important that data collected and curated in new type of ‘big’ data
bases were carefully and systematically verified. In many institutes worldwide, extensive research
is done to sequence reference genomes of economically important crop plants. SNP-chip arrays are
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developed to screen for polymorphisms associated with particular phenotypic traits; till now, arrays
for wheat, rapeseed and corn genome analyses were created. Sophisticated studies are also performed
using new generation phenotyping technologies. In particular, creating of multitrait genomic
prediction models is of special importance. Such models could support selection of genotypes with
high yield potential and resistance to abiotic and biotic stress as well. Moreover, permanent verifying
update of main research and selection goals in the world production of important crop plants is of
great importance.

W  migdzynarodowym kongresie 20th EUCARPIA General Congress
uczestniczyli przedstawiciele wiodacych osrodkéw w $wiecie zajmujacych sig
badaniami dotyczacymi waznych gospodarczo roslin uprawnych. Prezentowano
gtéwne kierunki badan obejmujace zboza, rosliny bialkowe, oleiste i wiokniste,
pastewne, warzywne, drzewa i krzewy owocowe, a takze rosliny ozdobne. Sesje
plenarne obejmowaty nastgpujace zagadnienia: (1) genomika i bioinformatyka,
(2) tolerancja na stres abiotyczny, (3) tolerancja na stres biotyczny, (4) metabolity
wtorne oraz (5) fenomika. Ponadto, odbywaly si¢ réwnolegle sesje tematyczne,
dotyczace poszczegdlnych roslin uprawnych, a takze sesja plakatowa obejmujaca
wszystkie zagadnienia i trwajgca przez caly czas konferencji. Sesje tematyczne
obejmowaly, z jednej strony, prezentacje ustne, z drugiej — krotkie doniesienia
ustne typu ,,flash-presentations”.

Podczas sesji plenarnych prezentowano systemy oraz podejscia badawcze,
ktore mogg stanowi¢ nowe kierunki i perspektywy rozwoju badan podstawowych
majacych §ciste przetozenie na praktyke hodowlana waznych roslin uprawnych.
Punkt wyj$cia stanowig zmieniajace si¢ warunki klimatyczne, a takze konieczno$¢
wyzywienia wzrastajgcej liczby ludnosci na $wiecie. Poszerzanie zréznicowania
genetycznego staje si¢ waznym zadaniem, réwnolegle do utrzymywania i podno-
szenia cech jako$ciowych, oraz nie mniej istotnych — zwigzanych z plonem.
W oparciu o kompleksowe badania w doswiadczeniach polowych hodowli wstepnej
(ang. pre-breeding), a takze w testach hodowlanych oraz w odniesieniu do analiz
statystycznych i bioinformatycznych powstaja nowe technologie hodowli roslin,
NPBTs (ang. New Plant Breeding Technologies), kluczowe dla uzyskiwania efektow
gospodarczych. Waznym, odr¢bnym zagadnieniem staje si¢ zachowanie i dtugoter-
minowe przechowywanie zasoboéw genowych form, ktére zostaly wyparte przez
nowe genotypy, w miejscu ich wystgpowania oraz w bankach genow (ang. in situ,
ex-situ conservation) (Bradshaw 2017, str. 3). Stad, jak podkreslano, nowoczesna
hodowla, wykorzystujaca rozwijajace si¢ intensywnie metody i technologie badan
podstawowych, jest pewnego rodzaju sztuka, wymagajaca do§wiadczenia i praktyki
hodowlanej oraz umieje¢tnego wykorzystania selekcji genomowej nowej generacji,
analizy bioinformatycznej, a takze wysoko-przepustowej analizy fenotypu.
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Genomy referencyjne i genomika w hodowli

Wraz z rozwojem technik wysokowydajnego sekwencjonowania tzw. nowej
generacji (ang. New Generation Sequencing — NGS) w toku kompleksowych
badan w wielu osrodkach uzyskano kompletne sekwencje nukleotydowe genomow
poszczegblnych gatunkow roslin uprawnych, tzw. sekwencje referencyjne (Stein
2017, str. 7). Badania nad genomami poliploidalnymi, czgsto zawierajagcymi znaczny
procent sekwencji powtarzajacych sig, a tylko kilka procent kodujacych biatka,
stanowily wyzwanie, a takze wymagatly tworzenia i postugiwania si¢ bazami danych
nowego typu, przeznaczonych do gromadzenia i przetwarzania tzw. BIG DATA.
Wnosi to nowg jako$¢ do wszystkich obszarow zwigzanych z nowoczesng hodowla
i selekcjg oraz wyznacza kierunki dalszych poszukiwan, dla kolejnego pokolenia
mtodych hodowcoéw i badaczy. Ponadto, umozliwia wyznaczenie dalszych kierun-
kow i nowych strategii ulepszania roslin uprawnych w oparciu o analizy genomow,
z wykorzystaniem réznego typu technik nowej generacji, jak genotypowanie po-
przez sekwencjonowanie (ang. Genotyping by Sequencing — GBS) (Fu 2016, str. 33;
Milner i wsp. 2016, str. 35), czy badania asocjacyjne catych genomow (ang. Genome-
Wide Association Studies — GWAS) (Stein 2017, str. 7).

W wyniku redukcji kosztow NGS wysokowydajne analizy genomow ro$lin
uzytkowych staly sie coraz powszechniejsze. Zidentyfikowano szereg polimorfiz-
mow jednonukleotydowych (ang. Single Nucleotide Polymorphism — SNP) roz-
nicujacych poszczegdélne genotypy, charakteryzujace si¢ okreslonymi cechami
fenotypowymi. W wyniku analiz QTL oraz asocjacyjnych, jak réwniez z wyko-
rzystaniem systematycznych obserwacji i pomiaréw cech fenotypowych zdefinio-
wano szereg markerow DNA zasocjowanych z waznymi cechami uzytkowymi roslin
uprawnych (Elkind 2016, str. 8). Osiggnigto wyrazny postep, dzigki zainwestowaniu
znacznych funduszy, i co nie mniej wazne skoncentrowanego wysitku oraz poswie-
conego czasu catych zespotow badawczych w wielu o§rodkach na §wiecie. Miejsce
selekcji przy uzyciu markeréw, ang. Marker Assisted Selection — MAS, zajmuje
tzw. selekcja poprzez analize genomowa, ang. Genomic Assisted Selection — GAS
(Elkind 2016, str. 8) lub tzw. selekcj¢ genomowa, ang. Genomic Selection — GS.

Genotypowanie przy uzyciu wielu markeréw molekularnych staje si¢ waznym
narzgdziem analizy zr6znicowania genetycznego, a takze mapowania genetycznego,
znajdujacym zastosowanie w hodowli. Opracowano szereg testow w oparciu
o technologi¢ mikromacierzy, stuzacych genotypowaniu cech dla waznych roslin
uprawnych. Tego typu macierze pierwszej generacji obejmuja zwykle duza liczbg
markerow trudnych do zidentyfikowania i praktycznego wykorzystania, a poza tym
stosunkowo kosztownych. Dlatego opracowano mikromacierze genotypujace SNP
drugiej generacji (Ganal 2016, str. 58), w oparciu 0 ponowne genotypowanie
materiatbw hodowlanych i zasobow genowych — dla pszenicy, rzepaku i kuku-
rydzy. Markery te sa mniej kosztowne, specyficzne dla haplotypu, jak rowniez
rownomiernie rozmieszczone w analizowanym genomie.
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Technologie wysokowydajnego fenotypowania

Przewidywanie wypadkowej wartosci cech ilosciowych, ztozonych, moze by¢
skuteczniejsze wskutek dodania informacji o dynamice danej cechy i jej sktado-
wych (komponent). Dane tego typu moga by¢ uzyskane w wyniku wysokowy-
dajnego fenotypowania i zestawiane w modele parametryczne lub nieparame-
tryczne. Otrzymywane krzywe parametryczne moga by¢ wykorzystywane jako
cechy skorelowane w genomowych modelach prognostycznych dla cech wielo-
genowych (ang. multitrait genomic prediction models). Modele te moga by¢
wykorzystywane do: (1) przewidywania cech plonu na podstawie pomiaréw
sktadowych struktury plonu we wczesnych stadiach rozwojowych rosliny (selekcja
podczas sezonu wegetacyjnego) oraz (2) zwigkszenia doktadnosci przewidywania
plonu poprzez integracj¢ plonu i sktadowych plonu (selekcja podczas zbiorow)
(Bustos-Korts i wsp. 2016, str. 16). Tego typu analizy zaczynaja by¢ stosowane
dzicki nowym metodom wysokowydajnego fenotypowania, umozliwiajgcym
kompleksowe zbieranie roznego typu danych uzyskanych w wyniku pomiarow
i obserwacji z eksperymentow szklarniowych i do$wiadczen polowych, z zasto-
sowaniem rozmaitych sensoréw i kamer zamontowanych na odpowiednich stela-
zach, suwnicach, a takze dronach. Coraz wigksze zainteresowanie budza pomiary
1 analizy spektralne struktury tanu na poletkach dokonywane z powietrza (Reynolds
i wsp. 2016, str. 371), oraz umozliwiajace zebranie w krotkim czasie duzej liczby
danych wysoko-przepustowych nowej generacji z platformy do fenotypowania
polowego (ang. Field Phenotyping Platform — FIP) (Kirchgessner i wsp. 2016, str.
372). Bioinformatyczna analiza i opracowanie danych w odniesieniu do danych
genotypowych pelnig kluczowa role w definiowaniu regionéw genomu zasocjo-
wanych lub sprz¢zonych z dang cecha. Ponadto, docelowo beda stanowily
podstawe do prowadzenia selekcji genomowej. Nalezy jednak bra¢ pod uwagg fakt,
ze ogromna liczba zidentyfikowanych markeréw przyczynia si¢ do powstania
szumu informacyjnego; konieczna jest wicc rzetelna weryfikacja wynikow.

Lokalizacja metabolitow z zastosowaniem wysokorozdzielczej
spektrometrii mas

Zaawansowane metody spektrometrii mas (ang. mass spectrometry — MS)
umozliwiajg przestrzenng detekcj¢ oraz identyfikacje biatek, tluszczoéw i innych
metabolitbw w tkance roslinnej. Tego typu analizy w znaczacy sposOb przys-
pieszaja postep zarowno w badaniach podstawowych, jak i w mozliwosci
praktycznego zastosowania zidentyfikowanych biomarkeréw funkcjonalnych do
selekcji. U rzepaku zidentyfikowano i zlokalizowano tkankowo-specyficzne meta-
bolity zwigzane z przemianami estrow kwasu synapowego podczas kietkowania
nasion (Bhandari i wsp. 2016, str. 32). Jest to kolejny etap w rozwoju analizy
metaboloméw roslinnych. Ma on szczegélne znaczenie w badaniach procesow
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rozwoju 1 wzrostu rosliny, rowniez w zalezno$ci od warunkow $rodowiskowych
oraz stresu abiotycznego i biotycznego. Systematyczna analiza bioinformatyczna
zidentyfikowanych zwigzkow umozliwia adnotacj¢ gendw regulatorowych i przy-
pisanie do poszczegolnych szlakow metabolicznych. Tego typu badania stanowia
fascynujace wyzwanie, a zarazem dajg niespotykane dotad mozliwosci wnikliwej
analizy z dziedziny cytofizjologii, metabolomiki, proteomiki oraz genomiki.

Badania roslin uprawnych z rodzaju Brassica

— prezentowane byty jako doniesienia ustne flash”, w bloku ‘Rosliny biatkowe
i oleiste’ oraz w formie plakatéw. Przedstawiono dwa doniesienia "flash”; jedno
z nich dotyczyto badan wptywu oddziatywan odmiana x $rodowisko oraz nawo-
zenie azotem X $rodowisko na plon nasion i plon tluszczu badanych czterech
odmian rzepaku (Marjanovi¢-Jeromela i wsp. 2016, str. 271). Drugie z doniesien
obejmowato badania prowadzone w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu. Dotyczyty
one otrzymania genotypdéw rekombinantow rzepaku o zmienionym sktadzie kwasow
thuszczowych w oleju nasion — podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego (HO)
i obnizonej — linolenowego (LL) (Mikolajczyk i wsp. 2016, str. 272). Sposrod
dziewieciu plakatow, sze$¢ dotyczyto badan nad rzepakiem: molekularnej cytoge-
netycznej analizy trzech pokolen resyntetyzowanego rzepaku (Amonosova i wsp.
2016, str. 278), zroznicowanej zawartosci zwiazkow bioaktywnych w czarnych
i z6ttych nasionach rzepaku (Cegielska-Taras i wsp. 2016, str. 282), badania
zroznicowania genetycznego pomiedzy odmianami rzepaku okreslanego przy pomocy
markeréw mikrosatelitarnych (Mikotajczyk i wsp. 2016, str. 293), nowych linii
mutantow chemicznych B. napus o zréznicowanym sktadzie kwaséw thuszczowych
(Shirokova i wsp. 2016, str. 296), zmiennosci fenotypowej linii resyntetycznych
B. napus (Sosnowska i wsp. 2016, str. 298), a takze wptywu traktowania kolchi-
cyna, in vitro oraz in vivo na wydajno$¢ otrzymywania podwojonych haploidow
ro$lin rzepaku (Szala i wsp. 2016, str. 301). Pozostate plakaty na temat roslin
uprawnych z rodzaju Brassica dotyczyly badan nad zawartoscia steroli w oleju
gorczycy biatej, Sinapis alba (Bartkowiak-Broda i wsp. 2016, str. 280), wplywu
siarki na akumulacje glukozynolanéw, GLS, u nisko- i wysoko-glukozyno-
lanowych linii B. juncea (Gohain i wsp. 2016, str. 281) oraz charakterystyki genow
funkcjonalnych wyizolowanych z czterokomorowych zalazni B. rapa, metoda
RNAseq (Kim i wsp. 2016, str. 285).

Podsumowanie

W tzw. erze genomowej (ang. Genomic Era), wraz z lawinowym rozwojem
technik badawczych, instrumentalnych i bioinformatycznych konieczna jest stata
weryfikacja nadrzednych celow badawczych i selekcyjnych w swiatowej produkcji
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waznych ros$lin uprawnych. Rzepak nalezy do najwazniejszych roslin oleisto-
biatkowych. Zsekwencjonowanie genomu referencyjnego dla Brassica napus
(Chalhoub i wsp. 2014) oraz prowadzenie w coraz wigkszym zakresie analiz
fenotypowania nowej generacji implikuje rozwdj badan w celu opracowania
interpretacji wynikéw. Wigze si¢ to réwniez z badaniami z dziedziny odpornosci
rzepaku na stres abiotyczny i biotyczny. Do tego niezbedne jest stworzenie
odpowiednich baz danych i opracowanie systemow zarzadzania nimi. W niedale-
kiej przyszto$ci mozna spodziewa¢ si¢ coraz bardziej precyzyjnych narzedzi selek-
cyjnych w oparciu o analizy genotypu i fenotypu nowej generacji, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem analizy profili metabolicznych w zaleznosci od zdefiniowanych
cech biochemicznych danej formy.
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