Zadanie 104
Analiza genetycznych i biochemicznych podstaw tolerancji cebuli (Allium cepa L.) na stres
niedoboru wody

W roku 2020 badania prowadzono w ramach trzech tematow.

Temat badawczy 1
Ocena reakcji wybranych populacji cebuli na stres suszy w réznych fazach wzrostu i rozwoju

Badania miaty na celu ocen¢ poziomu tolerancji/wrazliwo$ci wybranych linii/odmian cebuli na stres
suszy zadawany w fazie kietkowania, siewek i wigzania cebul. Materialem ro§linnym byto 96
linii/odmian pochodzacych z polskich i zagranicznych firm hodowlano-nasiennych oraz z Banku
Genow Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach. Badania przeprowadzono w warunkach
laboratoryjnych (faza kietkowania i faza siewek) oraz w warunkach szklarniowych (faza wigzania
cebul). Badane obiekty cebuli charakteryzowaty si¢ poszukiwang zmiennoscig pod wzgledem
tolerancji na stres suszy w roéznych fazach wzrostu i rozwoju wegetatywnego. Dzigki temu
stanowity cenny materiat do genotypowania, a nastgpnie identyfikacji regionow genomu
odpowiedzialnych za tolerancj¢ cebuli na deficyt wody. Na podstawie $rednich wartosci z
wszystkich linii cebuli stwierdzono, ze stres niedoboru wody najmniej ograniczyt mase cebul — 0
27%, nastepnie dlugo$¢ korzeni i kietkowanie nasion — odpowiednio o 37 i 38%, natomiast Swieza
masa siewek i dtugos¢ liscieni byly zahamowane odpowiednio o 54 i 58%. Stwierdzono silng
korelacj¢ miedzy §wieza masa siewek a dlugoscig ich liScieni 1 korzeni w warunkach niedoboru
wody, o czym $wiadczg wartosci wynoszace odpowiednio 0,9354 i 0,7835. Zanotowano takze
istotny zwiazek liscieni z dlugos$cig korzeni (0,6631). Natomiast zalezno$¢ pomiedzy kietkowaniem
a parametrami opisujacymi wzrost siewek (§wieza masa, dlugos¢ liscieni 1 korzeni) oraz masg cebul
w stresie deficytu wody okazata si¢ nieistotna. Potwierdzaja to niskie warto$ci wspolczynnika
korelacji wynoszace odpowiednio 0,1113, 0,2781, 2697 i 0,0615. Nie stwierdzono rowniez korelacji
pomiedzy masa cebul a cechami okreslajagcymi stadium siewek. Moze to wskazywaé na zupetnie
inne mechanizmy warunkujace tolerancj¢ cebuli w poszczegolnych fazach wzrostu.

Wytypowano obiekty cebuli, ktore mogg by¢ cennym materiatem wyjsciowym do wykorzystania w
programach hodowli tworczej nowych odmian cebuli tolerancyjnych na susze. Linia 171026 oraz
odmiana Bonus wyréznity si¢ wysokim poziomem tolerancji na deficyt wody we wszystkich trzech
badanych fazach (kietkowanie, stadium siewek, faza wigzania cebul).

Temat badawczy 2
Mapowanie asocjacyjne genomu cebuli (GWAS) przy pomocy technologii DArTseq

Celem badan byta identyfikacja regionéw genomu Alium cepa odpowiedzialnych za tolerancje tego
gatunku na deficyt wody z wykorzystaniem mapowania asocjacyjnego (GWAS). Do analizy GWAS
wykorzystano 188 populacji cebuli o zréznicowanej odpowiedzi na stres suszy w trzech fazach
rozwojowych: faza kietkowania nasion i siewek, oraz w stadium wigzania cebul. Mapowanie
asocjacyjne na potrzeby wykrywania istotnych statystycznie asocjacji marker-cecha (MTA)
wykonano w oparciu o ogolny model liniowy (ang. general linear model, GLM) potaczony z analizg
glownych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA). W analizach asocjacji
uwzgledniano tylko te markery, ktore charakteryzowaly si¢ asocjacjami na poziomie p<0.01.

Genotypowanie 188 populacji cebuli przy pomocy technologii DArTseq pozwolito na identyfikacje
19 711 markeréw silico-DArT orz 11 353 markeréw typu SNP. Po odrzuceniu markeréw z duzym
(>20%) udzialem brakujacych danych i wystepujacych z czgsto$ciami 0.95<p<0.05 do analiz
asocjacyjnych wykorzystano: 10 892 markery silico-DArTseq oraz 6 454 - typu SNP. Czynnik
czestoSci wystgpowania markeréw byt bardziej selektywny dla silicoDArT niz SNP i taki udziat
rzadkich alleli stanowil odpowiednio 44% 1 35%. Markery SNP wykorzystano réwniez do oceny



poziomu loci heterozygotycznych w badanych populacjach. Stwierdzono, ze $rednio badane
linie/odmiany miaty 34 % loci w stanie heterozygotycznym (zakres od 1% dla P15 do 72% dla
‘171342”). Z rozktadu heterozygotyczno$ci wynika, ze 1/3 (57) badanych populacji miata od 15 do
25 % loci w stanie heterozygotycznym, a u 42% (72) badanych populacji heterozygotycznos¢ byta w
zakresie od 35 do 55%.

Przeprowadzona w nastepnym etapie analiza sktadowych glownych wykazata, ze rozktad
badanych populacji cebuli dla dwoch pierwszych sktadowych zmiennosci wyznaczonych dla
macierzy kowariancji badanych markeréw 10892 silico-DArT sugerowal obecno$¢ struktury
populacji, natomiast w przypadku 6454 marker6w SNP - dwdch subpopulacii.

Z wykorzystaniem danych fenotypowych 188 odmian i linii cebuli przeznaczonych do
mapowania asocjacyjnego oraz danych genotypowych uzyskanych metoda DArTseq
przeprowadzono analiz¢ asocjacyjng z zastosowaniem metody GLM. Do przeprowadzenia analizy
asocjacyjnej wykorzystano dane fenotypowe otrzymane w poprzednich sezonach wegetacyjnych z
testow szalkowych przeprowadzonych w warunkach kontrolowanych oraz testu szklarniowego
oceniajacego reakcje roslin cebuli w warunkach suszy glebowej. W przypadku testow szalkowych,
cechami fenotypowymi dla ktérych szukano ascocjacji z markerami, byly: redukcja liczby
skietkowanych nasion na skutek czynnika stresowego wzgledem optymalnego nawadniania
(KIEL%) w fazie kietkowania, oraz redukcja §wiezej masy siewek (SMS%), dtugosci korzeni
(DKS%) 1 liscieni siewek (DLS%) wzgledem kontroli (optymalne nawadnianie) w fazie siewek.
Natomiast w przypadku testow szklarniowych brano pod uwage % utraty masy cebuli (deficyt wody
vs optymalne nawodnienie).

Analiza asocjacyjna pozwolita na identyfikacj¢ 70 markeréw silicoDArT (p<0.001), w tym: 27
markerow, ktore asocjowaty z % kietkujacych nasion, 20 - dla $§wiezej masy siewek, 18 - dla
dlugosci korzenia siewek, oraz 5 - dla dlugosci liscieni siewek. Szes¢ markerdw: 9338284,
57819108, 57819143, 100003634, 100006175, 100097152 byto istotnie zwigzanych rownoczesnie z
kilkoma cechami. Markery te wyjasniaty od 7.0 do 12.5% obserwowanej zmiennos$ci fenotypowej w
badanych populacjach cebuli. Marker o najwyzszym poziomie istotnosci (100003634, 8.97E-07)
wykazywat asocjacje z % nasion kietkujacych. W przypadku testow przeprowadzonych w
warunkach szklarniowych metodami GLM i MLM zidentyfikowano 42 markery silicoDAIrT istotnie
zwigzane z masg cebul, w tym 11 przy poziomie p<0.0001. Markery te wyjasniaty od 2.29 do 1.63%
obserwowanej zmiennoS$ci fenotypowej w badanych populacjach cebuli.

W przypadku markerow SNP zastosowanie modelu GLM pozwolilo zidentyfikowaé 33
markery (p<0.001), w tym: 11 - dla $§wiezej masy siewek (SMS%), 17 - dla dlugosci korzenia
(DKS%), oraz 5 - dla dhugosci liscieni (DLS%). Zidentyfikowane markery SNP wyjasniaty
stosunkowo wysoki % obserwowanej zmienno$ci fenotypowej dla badanych cech siewek: DKS: od
9.9 do 18.8%; DLS: od 8.8 do 11.4%; SMS: od 7.9 do 13.7%. Podobnie zidentyfikowano 11
markerow SNP zwigzanych z masg cebul ktore wyjasnialy od 9.5 do 41.2% zmienno$ci oraz trzy
markery SNP zwigzane z kietkowaniem nasion (KIEL%).

Temat badawczy 3
Oznaczenie wybranych parametrow fizjologicznych w reakcji populacji cebuli krancowo
zroznicowanych pod wzgledem tolerancji na niedobér wody

Celem badan byta ocena parametrow fizjologicznych okreslajacych (i) sprawno$¢ aparatu
fotosyntetycznego (natgzenie fotosyntezy, fluorescencja i zawartos¢ wzgledna chlorofilu w lisciach,
przewodnos$¢ szparkowa) oraz (ii) stosunki wodne (nate¢zenie transpiracji) w roslinach poddanych
stresowi suszy wzgledem kontroli. Materiatem do$wiadczalnym byto 11 linii/odmian cebuli
wytypowanych na podstawie ich zroznicowanej reakcji na stres suszy fizjologicznej w fazie
kietkowania nasion i w fazie liscieni. Badania przeprowadzono w warunkach szklarniowych z
zastosowaniem tradycyjnej suszy glebowej. Niedobor wody zadawano od rozpoczecia wigzania



cebul (6-8 lisci wiasciwych) do momentu zalamywania szczypioru. Zastosowano dwa poziomy
wilgotno$ci podtoza: optymalny (kontrola; 100% pojemnikowej pojemnosci wodnej - PPW) oraz
deficytowy (stres, 50% pojemnikowej pojemnosci wodnej - PPW). Niezaleznie od analizowanego
parametru fizjologicznego zaréwno w warunkach optymalnego nawadniania (kontrola), jak i w
stresie suszy obserwowano duze zréznicowanie pomi¢dzy badanymi obiektami cebuli. Stwierdzono,
ze u wigkszosci ocenianych linii/odmian niedobér wody obnizyt okreslane parametry fizjologiczne.
Wyjatek stanowita linia ZS140, u ktorej pod wptywem stresu suszy obserwowano wzroSt nat¢zenia
fotosyntezy 1 transpiracji, wskaznika fluorescencji Fv/Fm oraz wzrost nat¢zenia zielonej barwy lisci,
natomiast przewodno$¢ szparkowa byla na poziomie kombinacji kontrolnej. Analizujgc reakcje
poszczegbdlnych linii, najwigksze obnizenie nat¢zenia fotosyntezy, transpiracji 1 przewodnosci
szparkowej obserwowano u odmiany Polanowska. Sposréd pieciu ocenianych parametrow
fizjologicznych, natezenie transpiracji zostato w najmniejszym stopniu zredukowane pod wpltywem
stresu suszy. Na wyrdznienie zastuguja cztery linie ZS140, ZS134, ZS116 1 P22, u ktoérych
odnotowano wzrost natezenia transpiracji o ok. 15-40% wzgledem kontroli. Wartosci wskaznika
fluorescencji Fv/Fm byty wyzsze w warunkach deficytu wody u dwoch linii P22 i ZS140, u dwoch
kolejnych linii 171027 i 171036 - na poziomie roslin kontrolnych, natomiast u pozostatych siedmiu
obiektéw byly wyzsze w warunkach optymalnego nawadniania.

Podsumowanie i najwazniejsze osiagniecia projektu

1. Opracowano metode¢ testowania cebuli na stres niedoboru wody w warunkach laboratoryjnych
(faza kietkowania nasion i faza siewek) oraz w warunkach szklarniowych (faza wigzania cebul),
ktora umozliwita efektywng selekcje genotypow tolerancyjnych i wrazliwych.

2. Wytypowano obiekty cebuli, ktore moga by¢ cennym materialem wyjsciowym do wykorzystania
w programach hodowli cebuli z tolerancja na stres suszy.

3. Zanotowano, iz zwickszenie dlugosci korzenia pod wplywem stresu suszy moze by¢
wskaznikiem tolerancji cebuli na deficyt wody.

4. Stwierdzono silng korelacj¢ migdzy $wiezg masg siewek a dlugoscig ich liscieni 1 korzeni w
warunkach niedoboru wody. Natomiast zalezno$ci pomiedzy kietkowaniem a parametrami
opisujacymi wzrost siewek (§wieza masa, dlugo$¢ liscieni i korzeni) oraz masg cebul W stresie
suszy okazaly si¢ nieistotne. Nie stwierdzono takze korelacji pomigdzy masa cebul a cechami
okreslajagcymi stadium siewek. Moze to wskazywac na zupelnie inne mechanizmy warunkujace
tolerancj¢ cebuli w poszczegdlnych fazach wzrostu.

5. Uzyskano markery DArTseq, ktore mozna wykorzysta¢ do bezposredniej selekcji ro§lin w celu
poprawy wartosci ocenianych cech fenotypowych, lub mozna konwertowaé te markery w celu
opracowania prostych oznaczen bazujacych na reakcji PCR do wspomagania selekcji.

6. Otrzymane wyniki badan zostaty opublikowane:
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