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Cele zadania w 2022 roku
Hipoteza badawcza: ldentyfikacja nowych markeréw molekularnych (zwigzanych z cechami struktury plonu |
odpornodciag roslin na fuzarium) w oparciu o0 wyniki mapowania asocjacyjnego i fizycznego moze wplynac¢ na skrocenie
eyklu hodowlanego i obnizenie kosztéw hodowli

Temat Cel badan Termin rozpoczecia — Koszty Czy cel zostal
badawczy zakonczenia realizacji realizacji zrealizowany
tematu badawczego w tematu (tak/nie/czesc
miesiacach od badawczego iowo?)
rozpoczecia
realizacji zadania
Identyfikacja nowych  markeréw  sprzezonych z  genami
warunkujacymi plon ziarna dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania
1. nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz 1-12 360 000, 00 Czegs$ciowo™
optymalizacja procedur diagnostycznych, stuzacych do identyfikacji
16 markeréw molekularnych wytypowanych w 2021 roku
sprzezonych z cechami struktury plonu
Identyfikacja nowych markeréw sprzgzonych z odpornoscig roslin na
fuzarium dzieki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji,
2. mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur 1-12 132 000,00 Czes$ciowo™

diagnostycznych, shuzacych do
molekularnych  wytypowanych w 2021
odpornoscig roslin na fuzarium

identyfikacji 7  markeréw
roku sprzezonych z

* Zaplanowany cel w temacie nr 1 i nr 2 nie zostal w pelni zrealizowany na dzien 7.12.2022r. poniewaz W oparciu 0 wyniki sekwencjonowania i obserwacji
polowych prowadzone sg analizy statystyczne i bioinformatyczne. Opo6znienie wynika z faktu, ze zbior kukurydzy jest pézny i pod koniec listopada dopiero
otrzymano wyniki z doswiadczen polowych i mozna byto przystgpi¢ do analiz statystycznych. Catosciowe wyniki wraz z dyskusjg i wnioskami przedstawione
zostana W sprawozdaniu rocznym.




c Temat badawczy 1 Temat badawczy 2

< NCBI O

BLAST Material i Metody Promega Material i Metody

' Material roslinny Material roslinny
W sktad materiatu roslinnego zaplanowanego w doswiadczeniach polowych wchodzi 250 linii W obu zadaniach badawczych (1 i 2)

matecznych, 2 linie ojcowskie, 500 mieszancéw F, oraz 30 genotypoéw referencyjnych pochodzacych z bedzie analizowany ten sam materiat
Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0. W 2022 roslinny pod katem roéznych cech, w r6znych
roku do sekwencjonowania nowej generacji zostato przestanych 65 linii, ktore nie byty analizowane w terminach. W  temacie pierwszym
2021 roku, dwie linie, ktorych analizy wymagaty powtorzenia oraz 121 losowo wybranych mieszancow analizowane beda cechy struktury plonu oraz
F,. Pozostale 378 mieszancow bedzie analizowane pod katem molekularnym w kolejnych latach. Jest to plon, natomiast w temacie 2 odpornosé¢
podyktowane wymogami dotyczacymi rownomiernego rozlozenia Srodkéw finansowych w roslin kukurydzy na fuzarium.

poszczegolnych latach badan.

Metody wspolne dla obu tematow badawczych

GWAS - Genome-wide Association R FT TS

lseuisgononl iy 1. Do$wiadczenie polowe — zatozone w dwdch miejscowosciach (Smolice, Kobierzyce) na poletkach 10m?

LS

2. 1zolacja DNA — wykonana przy uzyciu aparatu Maxwell i kitu z firmy Promega

3. Genotypowanie — z wykorzystaniem techniki DArTseq. Ustuga wykonana w Diversity Arrays Technology
4. Mapowanie asocjacyjne — z wykorzystaniem analizy GWAS

5. Mapowanie fizyczne — z wykorzystaniem narzgdzia bioinformatycznego Basic Local Alignment Search Tool
6. Analiza funkcjonalna sekwencji genow — z wykorzystaniem narzg¢dzia Blast2Go

7. Projektowanie starterow — z wykorzystaniem programu Primer 3 Plus

Pozostale metody dla tematu badawczego 2
8. Lancuchowa reakcja polimerazy—identyfikacja genow odpornosci na fuzarium oraz genéw zwigzanych z wielkoscig plonu u 15 odpornych i wrazliwych
oraz 15 dobrze i staba_plonujacych genotypdéw kukurydzy zostata przeprowadzona z wykorzystaniem zaprojektowanych, specyficznych starterow
9. Elektroforeza ~ prowadzona byta w 2% zelu agarozowym, w buforze 1x TBE, pod napigciem 120 V przez — 1,5h

1-1D T

diversity
arrays
technology




Wyniki — temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwiazanych z efektem heterozji oraz odpornoscia na
fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).

Doswiadczenie polowe zatozone byto w dwoch miejscowosciach: Smolice 51° 42' 58.904" N 17° 13' 29.13" E oraz Kobierzyce 50° 58' 19.411" N 16°
55' 47.323" E, 'umozliwito ono wykonanie i analize¢ pomiaréw biometrycznych 252 linii wsobnych oraz 500 mieszancéow F,. Pomiary te zostaly
wykorzystane do mapowania asocjacyjnego. Po zbiorach prowadzone byty obserwacje nastgpujacych cech struktury plonu: dt. kolby (Rys. 1), srednica kolby
(Rys. 2), dt. rdzenia (Rys. 3), srednica rdzenia (Rys. 4), liczba rzedéw (Rys. 5), liczba ziarna w rzedzie (Rys. 6), masa ziarna z kolby (Rys. 7), MTN (Rys. 8),
plon z poletka(Rys. 9). W celu zbadania rozktadu wszystkich analizowanych zmiennych w obu miejscowosciach wykonano wykresy gestosci (Rys.1 — Rys.
9). Piki na zamieszczonych wykresach gestosci pokazujg, w jakich przedziatach skoncentrowane sa wartosci analizowanych cech np. dtugosc¢ kolby u
wiekszosci analizowanych genotypow, W obu miejscowosciach (Smolice, Kobierzyce) znajduje si¢ w przedziale 17cm — 19cm (Rys. 1). Jak wida¢ na
zataczonych' wykresach rozktad analizowanych zmiennych réznit si¢ pomigdzy miejscowosciami dla: srednicy rdzenia (Rys. 4), Liczby rzedow (Rys. 5),
liczhy ziarna w rzedzie (Rys. 6), masy ziarna z kolby (Rys. 7) i plonu z poletka (Rys. 9).

Diugosc_kolby Srednica_kolby Dlugosc_rdzenia Srednica_rdzenia Liczba_rzedow

Rys. 1 Rys. 2 Rys. 3 Rys. 4 Rys. 5

Rys. 6 Rys. 7 Rys. 8 Rys. 9



Przeprowadzono analize wariancji pod katem
obserwowanych cech pomiedzy genotypami. Dla
wszystkich cech zaobserwowano istotne zréznicowanie
pomiedzy genotypami. Analiza wariancji wykazata

rowniez istotne statystycznie zroznicowanie dla
wszystkich obserwowanych cech pomiedzy
miejscowosciami, W  ktorych  bylo  zalozone

doswiadczenie polowe. Interakcja linie-miejscowosci
nie byta istotna tylko dla liczby rzedow (Tab. 1).

Aby okreslic relacje pomigdzy grupami
zmiennych w zbiorze danych czyli obserwacji
wielkosci cech struktury plonu w obu miejscowos$ciach
zastosowano technike wielowymiarowa czyli analize
zmiennych kanonicznych. Wszystkie obserwowane
cechy charakteryzowaty sie rozkladem normalnym.
‘Mozna zauwazy¢ pogrupowanie genotypéw na linie i
mieszance (Fig. 1)

WyniKi — temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz odpornoécia na
fuzarium u kukurydzy (Zga mays L.).

Tab. 1
Cecha Analiza wariancji
Vr. F pr.
Dlugos$é kolby 20.84 <.001
Srednice kolby 24.10 <.001
Dlugos¢ rdzenia 21.02 <.001
Srednica rdzenia 22.65 <.001
Liczba rzedow 11.17 0.569
Liczba ziarna w rzedzie 16.07 <.001
Masa ziarna z kolby 15.78 <.001
MTN 14.31 <.001
Plon z poletka 50.16 <.001
Fig. 1
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WynikKi - temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz odpornoscia na
fuzarium u kukurydzy (Zga mays L.).

Tab.2 Zaprojektowane startery stuzgce do identyfikacji potencjalnych genéw zwigzanych z plonem

Marker Sekwencja Tm[° | Dlugos¢
Forward Reverse C] produktu
17300 CGCCTTGACCTGATCTGCAG AGCCTTCTCAACACACTCGG | 56 329
18852 TCCTCAAAAATCGTTTATGCAT CTCTCCCTCTGCAACATGAG | 53 230
1818 TTTGCAGGCTGAAACTGCAG TGGAGGCACGGGAGAAGTAT | 59 186
16474 GTGAGGAGAAAAAACTGCAG TGCTTCTTGATAACACCGCA | 53 321
14506 | TCAGATGATACGATAATTACTGCAG | TGTCCTGCGTAGAAATCCACA | 58 151
2317 AGGAACGAAGAAACCTGCAG ACGAGGAATGCTACACACCA | 58 216
7950 GTAAAGGTCTGTTTCTGCAG CAGCTGTTTGCTGAGTGC 55 153
16703 GTAGTGGTAGTGGCCTGCAG TCACTCGAAGAACCAAGCCC | 56 500
17490 | GCATTTTCTATTAATTATTTACTGCAG | AAGTGGCCGGTTACCATATC | 55 282
17843 CCTCAATTATATGGTACTGCAG TCAGAAATTATGTCCGACGGT | 55 159
18664 GATCCTGTTAGCCTCTGCAG AATCAGGAGCAGAAAAGGCTCT | 58 385
3233 GTACATTTCATTCTCCTGCAG ACGGTGGAAATGTGCTTTTG | 56 388
4205 AGCATAGCGAGACCCTGCAG GGTGAATCCAGACTGTGGCA | 60 255
11657 ATAGGACAGAAGAGCTGCAG TTGCTTTGTTAAACGCGGCT | 58 201
12812 GTAGAGCAATTGACTGCAGA AGGGCCCAACTGGGTG 57 150
WyK.1 | —
w przypadku obu
: 89“ miejscowosci (Smolice, Kobierzyce)
S Lbamedom™ analizowano korelacje pomiedzy
(75 Liczba ziarn w rzedzie
8

Masa ziarna z kolby

9 Plon z poletka
10 Fusarium

o

T T T T
-1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00 025 050 0.75 1.00

obserwowanymi cechami. Wykazano, ze
najsilniej dodatnio skorelowane byly ze
sobg dtugosc kolby i dlugosé¢ rdzenia (98%)
oraz S$rednica kolby 1 S$rednica rdzenia
(91%). Silnie dodatnio skorelowane byty
rowniez masa ziarna z kolby i plon z
poletka (93%) (Wyk.1). Ujemne korelacje
zaobserwowano natomiast dla: MTZ i
liczby rzedow (WyKk. 1).

Przeprowadzono testowanie zidentyfikowanych w 2021 roku
16 markeréw molekularnych sprzgzonych z potencjalnymi genami
zwigzanymi z cechami struktury plonu i plonem. Jeden z markeréw zostat
odrzucony poniewaz hie udato si¢ do niego zaprojektowac starterow (Tab.
2). W tym celu wykorzystano tancuchowa reakcj¢ polimerazy (PCR).
Markery te testowano na 30 genotypach referencyjnych pochodzacych z
HR Smolice (genotypy z numerami 1-15) oraz HR Kobierzyce (genotypy
z numerami 16-30) (Fot. 1). Ponizej przedstawiono przyktadowy
elektroforogram przedstawiajacy identyfikacje markera 3233 sprzezonego
z genem - polimeraza RNA Il koaktywator transkrypcyjny KELP, ktory
moze by¢ potencjalnym genem zwigzanym z plonem. W wyniki reakcji
PCR marker o wielkosci 388pz sprzgzony z tym genem zidentyfikowano
u genotypoéw z numerami: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23 i 24 (Fot. 1)

1= 12°8E8+<14 15
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Fot. 1. Identyfikacja markera 3233 sprz¢zonego z genem - polimeaza RNA
Il koaktywator transkrypcyjny KELP



Whnioski 1 mierniki — temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwiazanych z efektem heterozji oraz
odpornosciag na fuzarium-u kukurydzy (Zea mays L.).

Wykresy |gestosci wskazaly, w jakich przedziatach skoncentrowane sa wartosci analizowanych cech. Rozktad analizowanych zmiennych réznit
si¢ pomiedzy miejscowosciami dla nastgpujacych cech: srednica rdzenia, liczba rzgdow, liczba ziarna w rzedzie, masa ziarna z kolby i plon z poletka. Analiza
wariancji “wykazata,_ istotne statystycznie zréznicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomiedzy miejscowosciami, W ktorych bylo zatozone
doswiadczenie polowe. Interakcja linie-miejscowosci nie byta istotna tylko dla liczby rzedéw. Analiza zmiennych kanonicznych wykazata, ze wszystkie
obserwowane | cechy charakteryzowaty si¢ rozktadem normalnym. Mozna zauwazy¢ pogrupowanie genotypow na linie i mieszance. Analiza korelacji
pomigdzy obserwowanymi cechami wykazata, ze najsilniej dodatnio skorelowane byly ze soba: ditugos$¢ kolby i dlugos¢ rdzenia oraz srednica kolby i
srednica rdzenia. Silnie dodatnio skorelowane byty rowniez masa ziarna z kolby i plon z poletka. Ujemne korelacje zaobserwowano natomiast dla: MTZ i
liczby rzedow:-"W wyniku reakcji PCR marker o wielkosci 388pz sprzezony z tym genem zidentyfikowano u genotypow z numerami: 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 11,
12,14, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22,23 i 24

Lp Miernik Warto$¢ miernika |  Warto$¢
podana w opisie miernika
zadania zrealizowana
1. | Liczba genotypow, na ktorych beda prowadzone obserwacje polowe dotyczace nastgpujacych cech struktury 752 752

plonu: dt. kolby, srednica kolby, di. rdzenia, Srednica rdzenia, ilo$¢ rzedow, ilos¢ ziarniakow w rzedzie, MTN.
Analizowany bedzie roéwniez plon.

2. | Liczba analizowanych cech struktury plonu (dt. kolby, srednica kolby, dt. rdzenia, srednica rdzenia, ilo$¢ rzedow, 8 8
ilo$¢ ziarniakow W rzedzie, MTN. Analizowany bedzie rowniez plon).
4. | Liczba genotypoéw poddanych sekwencjonowaniu nowej generacji, z ktorego wyniki zostang wykorzystane do 188 188

mapowania asocjacyjnego i fizycznego (w roku 2022 do sekwencjonowania i analiz molekularnych wybrano 66
linii rodzicielskich, ktére nie byty analizowane w 2021 roku oraz 122 mieszance F1 sposrod 500, ktore beda
analizowane w warunkach polowych w 2022 roku. Zostalo to podyktowane wymogami dotyczacymi
rownomiernego roztozenia Srodkow finansowych na poszczegdlne lata badan. Pozostate 378 mieszancoéw
analizowane bedzie w kolejnych latach badan).

5. | Liczba wyselekcjonowanych w 2021 roku markeréw zwigzanych z cechami struktury plonu, dla ktorych w 2022 16 16
roku beda podjete proby opracowania warunkow PCR i multiplex PCR.
6. | Liczba genotypow referencyjnych, na ktoérych bedg testowane nowo zidentyfikowane w 2021 roku markery 30 30

SilicoDArT zwiazane z cechami struktury plonu.



Wyniki — temat badawczy 2 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwiazanych z efektem heterozji oraz odpornoscia na

fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).

/ |Doswiad¢zenie polowe zalozone bylo w dwoch
miejscowosciach:\Smolice 51° 42' 58.904" N 17° 13' 29.13" E
oraz Kobierzyce 50° 58' 19.411" N 16° 55' 47.323" E. W
clos’,wiadczjsniu oGeniano stopien porazenia 252 linii wsobnych
,oraz 500 ﬁiesza&éw F, przez fuzarium. Obserwacje zostaly
wykorzystane do mapowania asocjacyjnego. W celu zbadania
rozktadu analizowanej zmiennej w obu miejscowosciach
Awvykonano wykres gestosci (Rys.1). Jak wida¢ na zatagczonym
wykKresie rozklad analizowanej zmiennej réznit sie pomiedzy
miejscowosciami  Smolice 1 Kobierzyce. W Smolicach
wiekszo$¢ roslin byla porazona przez fuzarium w zakresie od
6,5 do 9 wskali 9 stopniowej (9-odporne, 1-podatne), natomiast
w [Klobierzycach od 8 do 9 (Rys. 1).

RysI 1\~

Density plot of Fusarium by Miejsce

Smolices — e — ———

Miejsce

3 |'l
Kobierzyoce — . = <\]
T T T

. s

Przeprowadzono analize wariancji pod katem obserwowanego
stopnia porazenia ro$lin kukurydzy przez fuzarium. Dla cechy tej
zaobserwowano istotne zroznicowanie pomiedzy genotypami. Analiza
wariancji wykazala rowniez istotne statystycznie zréznicowanie tej cechy
pomi¢dzy miejscowosciami, W ktorych byto zatozone doswiadczenie
polowe (Tab. 1).

Tab. 1
Cecha Analiza wariancji
Vr. F pr.
Odpornos$¢ na fuzarium 3,9 <.001

Fot. 1 Fuzarioza kolb kukurydzy Fot. 2 Fuzarioza kolb kukurydzy

AgroFakt Agrodoradzca



Wyniki — temat badawczy 2 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwiazanych z efektem heterozji oraz odpornoscia na
fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).

Przeprowadzono testowanie zidentyfikowanych w 2021 roku 7 markerow molekularnych sprzgzonych z potencjalnymi genami
odpornesci na fuzarium (Tab. 2). W tym celu wykorzystano tancuchowg reakcje polimerazy (PCR). Markery te testowano na 30 genotypach
referencyjnych pochodzacych z HR Smolice (genotypy z numerami 1-15) oraz HR Kobierzyce (genotypy z numerami 16-30) (Fot. 3).
Ponizej przedstawiono przyktadowy elektroforogram przedstawiajacy identyfikacje markera 58153 sprz¢zonego z genem — histon h2a,
ktory moze by¢'‘potencjalnym genem odpornosci na fuzarium. W wyniki reakcji PCR marker o wielkosci 318pz sprzezony z tym genem
zidentyfikowano u genotypow z numerami: 1, 3,4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 18, 23, 24, 25, 28, 29, 30 (Fot. 3).
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Tab.2 Zaprojektowane startery stuzace do identyfikacji potencjalnych gendw zwigzanych z odpornoscia
roslin Kukurydzy na fuzarium

Mark Sekwencja Tm([| Dlugosé
arker — F— o< OIB W 1718 19 20 21 22 23 24 2526 272829 30
553 AGGTGAGGAAGACGCTGCAG TCAGCCCTGTGATGATGAGC 56 196 ‘ g
10382 GTGCGTCGTGCAGTCTGCAG GGACAAAGGGGATCGCAAGC 58 366 =4 ) i - g
13242 CGTAGAGCAATTGACTGCAG CGAACCGGTGGTGACCTATT 58 171
15097 TCGGCAATACACTAGGTGAAGT GTCTGCGTGTGGTACGTGG 57 182
15156 GTTCATCAACAAAATCTGCAG GAAAAGACGATCTCAGCAGTG 55 284
58153 | CAATTACTTATAAACGAAAACTGCAG AAGCCAGGGACTACTAAGCA | 53 318 Fot. 3. Identyfikacja markera 58153 sprzezonego z genem
58771 GCACAATCTCTCTGCTGCAG GGGCGTACCACCAGTATTCA | 59 | 429 B




Whnioski 1 mierniki — temat badawczy 2 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwiazanych z efektem heterozji oraz
odpornosciag na fuzarium-u kukurydzy (Zea mays L.).

Wykres gestosci wskazal, w jakim przedziatach skoncentrowane sa wartosci analizowanej cechy.
Rozklad-analizowanej zmiennej roznit si¢ pomigdzy miejscowosciami (Smolice i Kobierzyce). W Smolicach
wiekszo$¢ roslin‘\byta porazona przez fuzarium w zakresie od 6,5 do 9 w skali 9 stopniowej (9-odporne, 1-
podatne),  natomiast w Kobierzycach od 8 do 9. Analiza wariancji wykazala istotne zréznicowanie W
odpornosci| roskin kukurydzy na fuzarium pomig¢dzy genotypami. Analiza wariancji wykazata réwniez
istotne statystycznie zréznicowanie tej cechy pomiedzy miejscowosciami, W ktorych bylo zatozone
doswiadczenie polowe. W wyniku reakcji PCR marker 58153 sprzezony z genem — histon h2a,
zidentyfikowany zostat u genotypoéw z numerami: 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 18, 23, 24, 25, 28, 29, 30.

Lp. Miernik Wartosé Wartosé
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

1. |[Liczba genotypow, na ktérych beda prowadzone obserwacje stopnia porazenia roslin kukurydzy przez 752 752
fuzarium.
2. | Liczba genotypow poddanych sekwencjonowaniu nowej generacji, z ktorego wyniki zostang wykorzystane do 188 188

mapowania asocjacyjnego i fizycznego (w roku 2022 do sekwencjonowania i analiz molekularnych wybrano
66 linii rodzicielskich, ktore nie byty analizowane w 2021 roku oraz 122 mieszance F1 sposrod 500, ktore beda
analizowane w warunkach polowych w 2022 roku. Zostalo to podyktowane wymogami dotyczacymi
rownomiernego rozlozenia srodkéw finansowych na poszczegdlne lata badan. Pozostate 378 mieszancow
analizowane bedzie w kolejnych latach badan).

3. | Liczba wyselekcjonowanych w 2021 roku markeréw zwigzanych z odpornosciag roslin kukurydzy na fuzarium, 7 7
dla ktoérych w 2022 roku beda podjete proby opracowania warunkoéw PCR 1 multiplex PCR.
6. |Liczba genotypow referencyjnych, na ktorych beda testowane nowo zidentyfikowane w 2021 roku markery 30 30

SilicoDArT 1 SNP zwiazane z odpornoscia roslin kukurydzy na fuzarium. .



